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Resumen

El Céncer de cabeza y cuello (CCC) agrupa a todas aquellas malignidades que se originan en
el epitelio escamoso pluriestratificado de las lineas del tracto Aero digestivo superior,
basicamente se dividen en 5 regiones basicas y éstas a su vez se dividen en sub regiones;
siendo los tumores de la cavidad oral, laringe y orofaringe los mas frecuentes. Representan el
7% de todas las neoplasias con predominancia en paises de Europa y Asia, sin embargo se
existen datos en Venezuela en los que se indican que son responsables del 2,8% de todos los
decesos a nivel nacional. Dentro de los factores de riesgo asociados al desarrollo de los CCC
se encuentran el consumo de alcohol y tabaco y recientemente se han descrito que las
infecciones con virus oncogénicos como Virus Papiloma Humano (VPH) y Virus Epstein Barr
(VEB) pueden ser factores importantes que se relacionan con la etiologia de éstos. Se ha
observado que en algunos casos estas infecciones virales pueden tener un impacto en la
expresion de diversos marcadores moleculares, entre ellos P53, PCNA, Ki-67, Bcl-2 y EGFR,
los cuales son la “huella digital” de un tumor y definen su viabilidad bioldgica. Es importante
resaltar que a pesar de los tratamientos contra el cancer desarrollado en las Gltimas décadas la
sobrevida en el 55% de los pacientes con CCC no va mas alla de cinco afios; y a pesar de esto
y de que se trata de malignidades de una rapida evolucién, alta morbilidad y mortalidad son
pocos los estudios realizados al respecto en nuestro pais, por lo tanto nos hemos propuesto
evaluar de la expresion de marcadores tumorales, de la infeccion por Virus Papiloma Humano
y Epstein-Barr en la etiologia del Carcinoma de Ceélulas Escamosas de Cabeza y Cuello. Se
evaluo un total de 80 muestras de pacientes con Carcinoma de células Escamosas de Cabeza y
Cuello en el Hospital Oncolégico Padre Machado. Se realizo la deteccion vy tipificacion de
VPH mediante el estuche comercial INNO-LIPA Genotyping Extra, a aquellas muestras que
resultaron positivas para VPH-16 se analizo la carga del gen E6 de VPH-16 y se evaluo el
estatus fisico del genoma viral mediante PCR en tiempo real. lgualmente se realizé la
deteccién de VEB mediante una PCR anidada y se evalud la expresion de los diversos
marcadores moleculares mediante inmunohistoquimica. EI promedio de edad de los pacientes
fue de 60 afios con predominancia del género masculino con habitos tabaquicos y alcoholicos.
El 51% de las muestras presentd infeccién por VEB y 66% infeccién por VPH, siendo el
VPH-16 la infeccion mas frecuente ya sea en forma de infeccidn Gnica o con otros genotipos.
La orofaringe fue la localizacion anatomica que presentd una mayor carga de VPH-16 y un
estado episomal, mientras que la cavidad oral y la laringe presentaron bajo nimero de copias y
un estado integrado al genoma de la célula hospedera. Se observo una elevada proporcion de
co-infeccion VPH/VEB en cavidad oral y laringe lo que se relaciond con alteraciones en la
expresion de Bcl-2, P53 y Ki-67; esto se ve reflejado en un alto indice de proliferacion,
disminucién de la apoptosis y descontrol en la proliferacién celular lo que conlleva a una
elevada persistencia, alta mortalidad y mal prondstico.

Palabras Clave: Cancer, Cabeza y Cuello, VPH, VEB, P53, PCNA, Bcl-2, Ki-67,EGFR
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Abreviatura
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CCECC
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EGF
TGF
TK
MAPK

Shr2
Shr3
P53
TSP1
PRb
Bcl-2
BH2
Apaf 1
PCNA
DNAc
PRR
IR
AEC
PCR
gRT-PCR

Significado

Cancer de cabeza y cuello

Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

Virus de Papiloma Humano

Virus ERpstein-Barr

Acido Desoxiribonucleico

Alcohol deshidrogenasa

Aldehido deshidrogenasa
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Genes de expresion tardia (Ingles late)

Epstein Barr nuclear antigens (antigeno nuclear de Epstein Barr)
Latent Menbrane Protein (proteina latente de la membrana)
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Early Antiges difuse (Antigeno nuclear de expresion difusa)
Early Antigens restringtec (Antigeno nuclear de expresion restringida)
Viral capsid antigens (Antigenos de la capside viral)

Epidermal Grow Factor Receptor (Receptor del factor de crecimiento
epidérmico)

Proteina quinasa activada por mitogeno

Activacion de la transcripcion 3

Epidermal Grow Factor (Factor de crecimiento epidérmico)
Transforming grow factor

Tirosine kinase

Mitogen activated protein kinase (proteinas quinasa activadas por
mitogenos)

Src Homology 2

Src Homology 3

Proteina P53

Trombospondina 1

Proteina de retinoblastoma

B-cell Lynphoma 2

Bcl-2 homology domain 3

Apoptosis protease-activating factor-1

Proliferating celular nuclear antigen

ADN complementario

Reparacion postréplica

Radiacion ionizante

Amino etil Carbazole

Reaccién en cadena de la polimerasa

PCR en tiempo real Cuantitativa
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Introduccién

El cancer es un importante problema de salud en todo el mundo y una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en nifios y adultos; se origina por la
proliferacién descontrolada y la diseminacion de clones de células transformadas, las cuales
pueden producir metéastasis en localizaciones distantes (Abbas y col. 2008).

Los carcinomas de cabeza y cuello (CCC) engloban una gran diversidad de neoplasias
con diferencias en su incidencia, forma clinica de presentacion, progresion de la enfermedad,
enfoque terapeutico y pronostico. Son tumores relativamente frecuentes y en la mayoria de los
casos se presentan en estadios avanzados de la enfermedad. La region de la cabeza y el cuello
es extraordinariamente compleja, con una enorme variedad de entidades patolégicas, cada una
con aspectos etiologicos caracteristicos, comportamientos biolégicos, impactos funcionales y
respuestas al tratamiento (Liy col. 2003; Fonseca E. 2005).

El CCC constituye en conjunto, la quinta neoplasia con mayor incidencia en la
poblacion mundial, pues se ha visto que afecta al 7% de todos los individuos diagnosticados
con cancer, siendo ademas la cuarta causa de muerte por cancer en el varon. Su prevalencia
estimada en el afio 2002 fue de 1,6 millones de individuos, de los cuales aproximadamente las
tres cuartas partes correspondieron a varones frente a un 27% de mujeres (Jernal y col. 2005).
Cada afo, hay un estimado de 45 000 nuevos CCC en los Estados Unidos; datos recientes
alrededor del mundo indican que esta estadistica es mucho mayor, especialmente en Europa,
India y Hong Kong (Ringstrom y col. 2002). Una caracteristica de estos tumores es su
heterogeneidad, que no soOlo es histologica, sino que comprende distintos aspectos
epidemioldgicos vy etiologicos, diferentes formas clinicas de presentacion y progresion, asi

como diversos enfoques terapéuticos y pronosticos (Arias y col. 2007). Se ha visto que a pesar
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de avances en los tratamientos aplicados en las pasadas décadas el promedio de sobrevivencia
es de cinco afios con una tasa mantenida de ~55% debido a que Unicamente un 30-35% de los
pacientes con CCC se diagnostican en estadios precoces de la enfermedad (Ringstrom y col.
2002). Por otro lado, cada afio se diagnostican 650 000 casos de CCC alrededor del mundo y
mueren aproximadamente 350 000 a causa de esta malignidad (Badulescu y col. 2010).

La gran mayoria de CCC se presenta en varones, aunque hay una proyeccion a futuro
que estima un aumento en el ndmero de casos en el género femenino, debido
fundamentalmente a la mas reciente incorporacion de las mujeres a practicas de riesgo como el
consumo de alcohol y tabaco. En relacion a la edad, se ha reportado que la incidencia de CCC
es mayor a partir de los 50 afios, aunque pueden verse a partir de la tercera década de la vida
(Arias y col. 2007, Veitia y col. 2009; Veitia y col. 2014). El tipo mas comun es el carcinoma
de células escamosas, el cual procede de tejidos epiteliales como la piel o de los epitelios que

tapizan las cavidades y 6rganos corporales (Arias y col. 2007).

Generalidades del Cancer de Cabeza y cuello

El CCC se origina en el epitelio de revestimiento escamoso pluriestratificado de las
lineas de tracto aéreo-digestivo superior y es caracteristica su etipopatogenia multifactorial. Se
ha descrito que estas malignidades se clasifican en cinco areas bésicas, cavidad oral, faringe,
laringe, cavidad nasal y senos paranasales, y las glandulas salivales (Jemal y col. 2009).

Segun Gofii (2006), los canceres escamosos de cabeza y cuello se ubican en distintas
regiones y subregiones del tracto aéreo-digestivo superior, y su clasificacion se muestra en la

tabla 1.
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Tabla 1.- Localizaciones anatomicas de los tumores de cabeza y cuello

Cancer de la Cavidad Oral
Labio
Piso Oral
Lengua oral
Mucosa yugal
Gingiva superior e inferior
Paladar duro

Cancer Orofaringeo
Base de la lengua
Region amigdaliana
Velo del Paladar
Pared posterior de la faringe

Trigono retromolar

Cancer Nasofaringeo
Una sola zona

Cancer Hipofaringeo
Paredes faringeas
Senos piriformes
Faringe postcricoidea

Cancer de laringe

Cancer de esofago cervical

Supraglético
Glético o de las cuerda vocales
Subgloticos

Una sola zona

Cancer del vestibulo nasal, de la cavidad nasal y cavidades paranasales

Clasificacion TNM y Estadiaje del CCC

El estadiaje TNM propuesto por la UICC (Unién International Contra el Cancer) y la
AJCC (American Joint Comittee on Cancer), se basa en el diagndstico de extension de la
enfermedad antes del tratamiento. Se obtienen mediante exploracion fisica y pruebas de
imagen, en ellos se estudia en tamafio de la lesion (T), la extension a ganglios linfaticos (N) y

la metastasis a distancia (M) (tabla2).
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Tabla 2.- Clasificacion TNM del CCC segun Union Internacional Contra el Céncer y la
American Joint Comitte on Cancer

T (tamafio del tumor N (Ganglios) M (Metastasis)
primario )
TO =sin evidencia de tumor NO = sin positividad clinica MO = sin  metéstasis
primario de ganglios conocida
Tis = carcinoma in situ N1 = ganglio Unico M1 = metéastasis a distancia
homolateral <3 cm presente
T1 =tumor primario <2cm N2a = ganglio Unico
homolateral >3 cmy <6 cm
T2 = tumor primario >2 cm N2b = ganglio
6<4cm homolaterales multiples
todos <6 cm
T3 = tumor primario >4 cm  N3a = ganglio(s)
homolateral(es), al menos 1
>6 cm
T4 = tumor primario >4 cm N3c = solo  ganglio

con la invasion de contralaterales
estructuras profundas, piel o
hueso cortical.

A partir de las clasificaciones anteriores, la combinacion de los diferentes tamafios,
positividad de los ganglios y metastasis se clasifican los tumores en estadios, lo cual se

muestra en la tabla 3.

Tabla 3.- Estadios del Cancer de Cabeza y Cuello segin la Union Internacional contra el
Cancer y la American Joint Comitte on Cancer

El T1 NO MO

Ell T2 NO MO

Elll T2 NO M0; T1,2 O 3, N1,M0

EIV T4, cualquier N,MO; cualquier T, N2 6 N3;

MO; cualquier T, cualquier N, M1
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Etiologia del Cancer de Cabeza y Cuello

La primera y mas importante causa de cancer de las vias aerodigestivas superiores es el
habito tabaquico. Se estima que entre 85y 90% de los casos de cancer de cabeza y cuello son
explicados por la exposicion al tabaco y el riesgo es proporcional a la intensidad de la
exposicion; asi los fumadores intensos tienen un riesgo superior respecto a los fumadores
ocasionales. Desafortunadamente, se prevé un incremento en la incidencia de estas neoplasias,
ya que desde hace algunos afios se ha registrado un importante aumento en la frecuencia de
tabaquismo, principalmente entre los individuos jovenes y mujeres (Spitz y col. 1988).

El consumo de alcohol es otro de los factores mas importantes asociado al cancer en
seres humanos, después del tabaquismo, las infecciones cronicas y posiblemente, la obesidad
(Boffetto y Hashibe. 2006).

A pesar de la importancia en la carcinogénesis humana, la investigacion de la relacion
entre el alcohol y el cancer permanece limitada en aspectos clinicos, epidemiologicos y
experimentales (Boffetto y Hashibe. 2006). La ingesta de alcohol tiene un efecto sinérgico con
el tabaquismo. Un fumador que no bebe incrementa su riesgo en relacion directa a la cantidad
de tabaco que fuma. Un bebedor que no fuma incrementa su riesgo con relacion a la cantidad
de bebidas alcohdlicas que ingiere; en cambio, beber y fumar tiene un efecto multiplicador
mas que aditivo (Blot y col. 1998). Por su parte, Herity (1981) reporté una asociacion entre la
cantidad de alcohol consumido y el riesgo para cancer de lengua. Varias teorias de los
mecanismos de esta relacion invocan los efectos solventes del alcohol en las membranas
mucosas, los efectos negativos en los procesos hepaticos de destoxificacion y las deficiencias

nutricionales comunes en los alcohdlicos (Sloan y Goepfert. 1991).
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Sin embargo, el cancer en la nasofaringe no parece estar asociado al tabaco y al
alcohol; en esta localizacion anatémica, el virus de Epstein-Barr (EBV) es detectado
consistentemente con alta y baja prevalencia, lo que sugiere que la infeccion y sus efectos son
un importante factor epidemiolégico (Paredes 2004; Leiber y col. 1986). Fendmeno semejante
ocurre en las fosas nasales y senos paranasales, donde se sefiala que la exposicion a ciertos
metales, como el aluminio, el niquel y el cromo; asi como a cloro-fenoles y fibras orgénicas,
propios de las industrias mobiliarias, textil y peletera, podrian tener un papel importante en la
génesis de estos tumores (Battista y col. 1995; Pollan y Lépez. 1995). Fuerte evidencia
epidemiologica y molecular apoyan la conclusién de que el Virus de Papiloma Humano
(VPH) es el responsable de la carcinogenesis en un grupo de pacientes con CCC. La infeccién
sexualmente adquirida podria alterar la epidemiologia y demografia del cancer de las vias
aerodigestivas. Actualmente, el diagndstico de CCC positivo para VPH podria ser
clinicamente relevante con fines de prondstico y pudiera tener futuras implicaciones
diagnosticas y terapéuticas, asi como implicaciones en la prevencién y escrutinio (Haigentz y
col. 2005). Ademas, los virus del Herpes Simple (Parker y col.2006), factores nutricionales,
higiene bucal y predisposicion genética, también han sido sefialados como factores de riesgo
en el CCC (Rosenquist y col. 2005).

Factores que inciden sobre el desarrollo de CCC

Consumo de tabaco

Los fumadores de cigarros y pipas tienen un riesgo de 5-25 veces mayor de padecer
algun tipo de CCC. Parece haber una relacion directa con la dosis, la edad de inicio y el
tiempo total de fumador. Ademas, los fumadores pasivos también presentan mayor riesgo de

desarrollar CCC que los no expuestos al humo del tabaco (Spitz. 1988).

18



Entre los agentes cancerigenos del tabaco se encuentran la acroleina, la nicotina, el
mondxido de carbono y, especialmente, hidrocarburos aromaticos presentes en el alquitrén,
entre los que destaca por su poder cancerigeno el benzopireno. Otros hidrocarburos
policiclicos con accién cancerigena demostrada son el dibenzopireno, dibenzoantraceno,
benzofenantreno, dibenzoacridina y el dibenzocarbazol; el poder cancerigeno de cada uno de
ellos es alto pero por separado es menor que cuando actlan conjuntamente en el humo del
tabaco (Alvarez y col. 1995). El tabaco produce un aumento del grosor de la capa de queratina
en las cuerdas vocales y una hiperplasia epitelial generalizada con metaplasma y edema e
inflamacion crénica de la submucosa (Martinez y col. 1992).

También se conoce que la guanina (G) es la base del ADN que sufre la mayoria de las
mutaciones producidas por agentes quimicos y que en los tumores relacionados con el tabaco
es frecuente encontrar mutaciones del tipo transversiones de G por timina (T) y del tipo G por
adenina (A) en el gen P53, las primeras se relacionan con el benzopireno mientras que las
Gltimas con las nitrosaminas (Maestro y col. 1992). Igualmente, se ha relacionado a este habito
con una disminucion en los niveles de folato en la mucosa bucal, el cual es un micronutriente
que interviene en la sintesis de ADN y su ausencia parece aumentar la susceptibilidad a
agentes mutageénicos (Spitz 1988).

Consumo de Alcohol

Aunque a menudo es dificil separar los efectos del tabaco con los del alcohol,
numerosos estudios han demostrado consistentemente que el consumo de alcohol incrementa,
independientemente al consumo de tabaco, el riesgo de padecer CCC.

Asimismo, el tabaco y el alcohol tienen efectos interactivos y multiplicativos (Blot y

co0l.1998). El efecto del alcohol es dosis dependiente (Lewin y col. 1988). También existe
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evidencia que la susceptibilidad genética juega un papel importante, en particular en los
polimorfismos genéticos de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la aldehido deshidrogenasa
(ALDH) (Druesne y col 2009).

Estudios demuestran que hay una mayor incidencia de CCC en personas que ademas
de fumadoras son bebedoras. Esto es especialmente analizado para carcinoma supraglético en
el que la proporcion de pacientes con antecedentes de ingesta alcohdlica importante alcanza el
88% (Lowry. 1975). Se ha descrito que el principal metabolito del alcohol es el acetaldehido,
y que este tiene una elevada capacidad de inhibir los mecanismos de reparacion del ADN, lo
que parece otorgarle un potencial carcinogénico al alcohol (Paredes .2004; Leiber y col. 1986).
Independientemente de cual sea el mecanismo por el cual actia el alcohol, es bien conocido
que la gran mayoria de los pacientes con CCC son fumadores y bebedores, lo que sugiere que
el alcohol puede jugar un papel irritante sobre la mucosa, favoreciendo la posterior accion

carcinogeénica del tabaco.

Factores ocupacionales

Muchas actividades laborales pueden implicar la exposicion de sus trabajadores a
carcinogenos, incrementando el riesgo a desarrollar cancer de pulmén y CCC. Entre ellos
podemos nombrar la silica cristalina y asbestos que son bien conocidos como carcinbgenos
humanos. Por otra parte los mineros de uranio y los trabajadores de plantas nucleares también
poseen un altisimo riesgo de desarrollar la malignidad debido a su exposicion a masas de

particulas radioactivas (Boffeta 2004).
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Efecto Hormonal

Como se menciond, el CCC es mucho més frecuente en personas del sexo masculino
(Veitia y col. 2009) lo que sugiere que pudiera haber un componente hormonal influyendo en
estas estadisticas, aunque los estudios realizados al respecto no son concluyentes. Un trabajo
realizado por Mattox y col. (1984) sefiala una posible relacion entre estados que implica una
androgenizacion con la aparicion de cancer de laringe, sin embargo, se han realizado estudios
con terapia anti androgénica sin ningun resultado.

Factor Inmunoldgico

Se piensa que el sistema inmunitario actua en el reconocimiento y eliminacion de
células neoplésicas y que el desarrollo de las mismas puede estar relacionado con una
disminucion de los mecanismos de defensa por defecto de la inmunidad celular o por fallo de
la vigilancia inmunologica (Abbas y col. 2008). Se cree también que los pacientes
inmunosuprimidos, como los pacientes transplantados o positivos para HIV, presentan una
mayor frecuencia de determinados tipos de neoplasia. Por lo que respecta al factor
inmunolégico un grupo de autores ha sefialado que ciertas alteraciones de los antigenos de
histocompatibilidad (HLA) de la clase I y Il se relacionan con el comportamiento y prondstico
del cancer de laringe (Esteban y col. 1990).

Masticar Nuez de Betel

La nuez de betel contiene sustancias quimicas similares a la nicotina, pero 100 veces
mas fuertes lo que significa que el usuario experimenta un efecto mucho mayor; masticarla es
un habito muy coman en algunas regiones de Asia, y se ha considerado como un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de CCC y sus efectos son sinérgicos al del tabaco y el

alcohol (Gourlat y col. 2012).
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Infecciones Virales

Se ha determinado que algunos virus, tanto de ADN o ARN, poseen secuencias génicas
que interactGan con el material genético de la célula huésped provocando la activacion de los
genes que intervienen en el control de la proliferacién celular (Varmus y col. 1984). En este
sentido, hay estudios que relacionan al virus Epstein-Barr (VEB) con el linfoma de Burkitt, el
carcinoma de nasofaringe y con el carcinoma del timo, mientras que los papilomavirus se
relacionan con el cancer de cérvix, carcinoma de orofaringe y carcinoma de laringe (Lyeraz y

col. 1985; Mc Cance y col. 1985).

Virus de Papiloma Humano

El Virus de Papiloma Humano (VPH) comprende a un grupo de virus pertenecientes a
la familia Papillomaviridae, que infectan una gran variedad de vertebrados incluyendo al
humano. Miden aproximadamente 50 nm, carecen de membrana y poseen una capside con
forma icosaédrica que esta compuesta por 72 capsémeros (figura 1), cada capsomero es un
pentamero conformado por la proteina principal L1, aunque también contiene la proteina L2
en menor cantidad. Actualmente se han identificado mas de 100 tipos virales, de los cuales
cerca de 40 son transmitidos sexualmente e infectan el aparato genital masculino y femenino

(Cortés y col. 2001).
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Figura 1.- Representacion esquematica de la morfologia del Virus de Papiloma Humano. Tomado y modificado
de Cortés y col. 2001.

Estos virus producen infecciones en epitelios secos como la piel, originando lesiones
como las verrugas cutaneas y también afectan las mucosas del tracto anogenital, el tracto
respiratorio, incluyendo la boca y la garganta (Cortés y col. 2001).

Las lesiones anogenitales incluyen las verrugas genitales (condiloma acuminado, cresta
de gallo), que son formaciones carnosas con aspecto de coliflor que aparecen en las zonas
himedas de los genitales. Este tipo de verrugas, por lo general, son causadas por los genotipos
de VPH de bajo riesgo oncogénico (11 y 6), que también pueden producir verrugas en el
cuello del utero, en la vagina, la uretra y el ano. En la boca y la garganta el VPH produce el
papiloma oral y laringeo, al igual que el papiloma de la conjuntiva en el ojo y el papiloma

nasal (Graham 2010).

De esta manera, debido a su afinidad por el epitelio y mucosas y a su capacidad de

transformar el genoma de la célula hospedera este virus se ha relacionado con varios tipos de
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cancer, entre los cuales se incluyen; cancer cérvicouterino y cancer de varios 6rganos tales

como: amigdala, faringe, es6fago, mama, prostata, ovario, uretra y piel (Graham 2010).

Genoma del Virus de Papiloma Humano

El genoma del VPH consiste en una molécula circular de &cido desoxirribonucleico
(ADN) de doble cadena (figura 2), que contiene aproximadamente 7.900 pb que se encuentra
funcionalmente dividido en tres regiones: la primera es una region reguladora no codificante
de 400 a 1.000 pb que se ha denominado region larga de control (LCR), o regién reguladora
superior. Esta region es la mas variable de todo el genoma. La segunda region representa el
45% del genoma y consiste en marcos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés,
Open Reading Farme) para las proteinas de expresion tardia no estructurales L1y L2 (por sus
siglas en ingles "Late™) y proteinas no estructurales de expresion temprana E1, E2, E4, E5, E6
y E7 (de sus siglas en inglés "Early"), cuya funcion es controlar la replicacién del ADN e
inducir la transformacion maligna de la célula hospedera (Cortés y Leal 2001; Burd 2003).

El gen E1 controla la replicacion episomal del ADN; si esta zona del genoma se
encuentra completa y funcional se produce una replicacion normal, evitando la integracion del
ADN viral al genoma de la célula. Se ha planteado que el gen E2 codifica un factor represor
de transcripcion (E2-TR), el cual bloquea la transcripcion de los genes E6 y E7. La proteina
E2juega un papel muy importante en el ciclo de vida del virus ya que posee la capacidad de
reprimir o activar los promotores virales. Aln no se conoce la funcion de la proteina E3. El
gen E4 produce proteinas que intervienen en la maduracion de las particulas virales; esta
secuencia genética se pierde cuando el ADN viral se integra al genoma de la célula. EI gen E5

produce una proteina pequefia de 44 aminoacidos, que se une a la membrana citoplasmatica, la
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pérdida 0 mutacion de esta region, evita la replicacion episomal del ADN y favorece su
integracion al cromosoma. Las regiones E6 y E7 (figura2), producen dos oncoproteinas
transformantes, que suprimen la apoptosis y reactivan la sintesis de proteinas en el
hospedador, facilitando asi la replicacion viral (Cortés y Leal 2001). Por ultimo, la tercera
region es la que codifica para las proteinas estructurales L1 y L2 de la capside del virus (Burd

2003).

s

L1

6Kbp HPV16

El

/

Figura 2.- Representacién esquematica del genoma de VPH. Molécula de ADN, circular, doble cadena, de 7900
pb aproximadamente. Las lineas representan los 8 genes principales que codifican las proteinas virales. Los genes
tempranos (E) y los genes tardios (L). Tomado y modificado de Burns y Maitland. 2005).

La (RLC) Regién Larga de Control, corresponde al 15% del genoma viral y contiene
los promotores que inician la replicacion y controlan la trascripcién como se observa en la
figura 3. Esta region se encuentra dividida en dos dominios principales: el RE2, caracterizado
por la presencia de la proteina viral E2, donde se localiza el origen de replicacion del ADN

viral, el promotor temprano; y el dominio CE (“celular enhancer” o potenciador celular), un
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fuerte potenciador de Ila transcripcion que depende exclusivamente de factores

transcripcionales celulares (Cortés y Leal, 2001).

En el dominio RE2 se encuentra el promotor temprano a partir del cual se transcriben
los oncogenes E6 y E7. Posee una caja TATA funcional a la cual se unen los factores
necesarios e indispensables para iniciar la transcripcion mediada por la ARN polimerasa Il, y
sitios de interaccion de la proteina viral E2, ademas de sitios de unidn para el factor celular
Spl (proteina estimulante de la transcripcion). En este dominio se ha descrito el origen de
replicacion del ADN viral, dependiente de la presencia de las proteinas virales E1 y E2. La
especificidad tisular de los VVPH reside en el Potenciador Celular (CE), donde la participacion
conjunta de factores celulares promueve la actividad del promotor temprano exclusivamente
en células de origen epitelial. La region CE se compone de numerosos sitios de asociacion
especifica de diversos factores de transcripcion de origen celular, tales como AP-1, NF-1/CTF,
Octa-1, TEF o F, entre otros. Ademas, se ha descrito la presencia de un elemento de respuesta
a glucocorticoides (ERG), el cual promueve la transcripcion de VPH por un estimulo

hormonal (Cortés y Leal, 2001).
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Figura 3. Mapa Genético de la Regidn Larga de Control (RLC) del Virus de Papiloma Humano (Cortés y Leal,

2001).
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Mecanismos de Infeccion
De manera general, las fases involucradas en el mecanismo de infeccion de VPH y en

la carcinogénesis son las siguientes:

- Unidn e incorporacion del virus

El sitio inicial de infeccion se cree que es en las células basales o células primitivas del
epitelio escamoso inmaduro, debido a la presencia de receptores especificos para el VPH en
esta zona (Kurman 2002). Durante la actividad sexual, la aparicion de microabraciones en el
epitelio genital, en particular en la zona de transformacion del epitelio cervical, lleva a la
exposicion de las células basales en activa proliferacion a los diferentes tipos de VPH,
permitiendo la union entre el receptor de la célula basal con la proteina de la capside viral L1,
a nivel de su extremo carboxi terminal (Giroglou y col. 2001).

Una vez que el virus se ha unido a la superficie celular se produce su internalizacion al
citoplasma de la célula hospedera mediante endocitosis. Varios sistemas han sido reconocidos;
uno de ellos involucra un complejo proteico llamado Clatrina, utilizado por los tipos 16, 18 y
58 y otro denominado endocitosis por caveolas utiliza un grupo de proteinas, principalmente

Caveolina, en el que participa el VPH 31 (figura 4), (Rivera y col. 2006).
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Figura 4. Vias de entrada del VPH por endocitosis. Los tipos de VPH 16 y 58 son capaces de ingresar al
citoplasma por medio de una familia de proteinas Ilamadas clatrina, las cuales hacen posible la formacion de
endosomas tempranos, que posteriormente se convierten en endosomas tardios en los que se comenzara la
degradacién a un pH entre 5y 6 por la accién de enzimas lisosdmicas. Al descender el pH, el genoma viral es
liberado. EI VPH tipo 31 ingresa a traves de la via dependiente de la proteina caveolina, la cual forma un
caveosoma que se dirige a el Aparato de Golgi y luego al Reticulo Endoplasmético (Tomado y modificado de
Letian y col. 2010).

- Degradacion de la capside viral y transporte de material genético al ndcleo
celular.

Posterior a la endocitosis, existe evidencia en modelos de infeccién por particulas
virales tipo 11 y 16, de que la capside viral de 55 nm de diametro experimenta degradacion en
el citoplasma celular, a través de un proceso de reduccion quimica que dafia los puentes
disulfuro que estabilizan la céapside, originando capsémeros y mondmeros, los cuales son
transportados al nicleo junto a pequefios fragmentos del ADN viral, pudiendo atravesar los

poros nucleares de un diametro aproximado a 39 nm, con ello el genoma viral y las proteinas
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de la cépside participarian en los procesos de transcripcion génica, replicacion del ADN y

maduracion de viriones (Rivera y col. 2006).

- Replicacion, ensamblaje y liberacién de las particulas virales

Una vez que el VPH ingresa en las células basales, este puede mantenerse en dos
estados bioldgicos diferentes. Uno de estos estados es la infeccién no productiva o infeccion
latente, en la cual el ADN viral reside en las células basales pero no se producen viriones
infecciosos. En esta etapa un pequefio nimero de copias del genoma de VPH se encuentra en
el nacleo bajo una forma extra cromosomica circular denominada forma episomal (Kurman
2002). Se ha postulado que durante esta etapa, se podria asegurar que el ADN viral se
distribuya difusamente por las células basales proliferantes y que al mantener un nimero
reducido de copias se impediria la activacion de la respuesta inmune (Ling y col. 2002).

La otra forma de infeccion por VPH es la denominada infeccidn viral productiva, en la
cual ocurre la replicacion del ADN viral independientemente de la sintesis de ADN de la
célula hospedadora. EI ADN viral se localiza en las zonas intermedias y en la superficie del
epitelio escamoso estratificado (Kurman 2002).

En este proceso de infeccion por VPH, a medida que las células basales se diferencian
y se desplazan hacia la superficie del epitelio (figura 5), tienen lugar la replicacion y la
transcripcion del ADN y se ensamblan las particulas virales en el nicleo. Los viriones

completos son liberados por medio de los queratinocitos muertos (Mandell y col. 2006).
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Figura 5. Representacion esquematica de un epitelio infectado por VPH mostrando varias capas diferenciadas.
Una microabrasion permite la entrada del virus. La amplificacion del genoma, la expresion de genes tardios y la
produccién de los viriones ocurre en las capas suprabasales (Tomado y modificado de: Diestro y col., 2007).

Clasificacion del Virus de Papiloma Humano
Los papilomavirus, han sido categorizados en genotipos de alto y bajo riesgo de
acuerdo a la capacidad que poseen de causar carcinoma de células escamosas en la cérvix

uterina (Liviu y col. 2010).

VPH de Bajo Riesgo: Se les llama asi a aquellos genotipos virales cuyo riesgo de
provocar cancer es bajo, siendo los mas importantes los tipos 6, 11, 40, 42, 53, 54 y 57. Los
gue provocan verrugas genitales, condilomas acuminados y cresta de gallo. Estos virus pueden
causar cambios leves en el cuello del utero de la mujer los cuales no conducen al cancer. No

son perjudiciales y desaparecen con el tiempo (Stiben y col. 2007).

VPH de Alto Riesgo: Son los que se encuentran con mayor frecuencia asociados en

cancer, e incluyen los VVPH tipos 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52 y 56. Siendo los genotipos 16 y
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18 los que se encuentran con mas frecuencia vinculados al cancer de cuello uterino, anal y de
la cavidad bucal. Por lo general la infeccion con VPH de alto riesgo no causa problemas de
salud ya que la mayoria de las lesiones se resuelven espontdneamente. Pero, en ocasiones, la
infeccion por éste tipo de virus puede provocar cambios celulares que con el tiempo pueden
conducir a cancer, si no son tratados. Y en este sentido, aquellas infecciones con VPH de alto
riesgo oncogénico persistentes (aquella que no desaparece durante afios) incrementan la
probabilidad de que lesiones benignas avancen a lesiones premalignas y que estas Ultimas

progresen a cancer in situ (Stiben y col. 2007).

Frecuencia de Infeccion por Virus de Papiloma Humano

En Venezuela, para el afio 1996, se reportaron 3 826 casos de VPH entre hombres y
mujeres. Si se calcula la relacion porcentual con los 23 242 435 habitantes que existian en el
pais para ese afio, segun las cifras de la Oficina Central de Informacion y Estadistica,
aproximadamente un 0,016% de la poblacion padecia del virus.

Las cifras de 1997 de la Organizacion de Bienestar Estudiantil de la Universidad
Central de Venezuela cuyos datos son reportados por el Laboratorio de Genética Molecular
ubicado en el Instituto de Oncologia y Hematologia de la Universidad Central de Venezuela,
demuestran que en ese afo, se detecto el virus a 141 estudiantes (10,7%) de un total del 312
universitarias que acudieron a este servicio, y para el periodo 1997-2007, la misma institucion
reportd 266 de 729 (36,5%) pacientes positivos de los pacientes que acudieron a la consulta.

Las cifras del Ministerio de Salud y Desarrollo Social para el afio 1999 registraron 4
841casos, de los cuales 2 410 (49,8%) representaban al género femenino, lo cual resulta
alarmante en relacion a la frecuencia de infeccion viral. Los ginecdlogos entrevistados para

este reportaje manifestaron que en sus consultas, el VPH es la causa primordial de las citas

31



médicas, o en su defecto, un mal bastante comun entre pacientes jovenes. Un estudio realizado
por Correnti y colaboradores en el afio 2002 reportaron la presencia de VPH en distintas zonas
de Venezuela. Un hallazgo importante de este trabajo fue la deteccion del genotipo de mayor
circulacion en Latinoamérica: el VPH tipo 16, el cual es uno de mayor potencial oncogénico.
A escala mundial, el VPH es el responsable de un 5,2% de todos los tumores humanos,
correspondiendo un 2,2% a los paises desarrollados, y un 7,7% a los paises en vias de

desarrollo (Diestro y col. 2007).

Carcinogenesis por Virus de Papiloma Humano (VPH)

La carcinogénesis por los VPH genitales es muy compleja y depende en gran parte de
factores de la celula hospedera. El virus en la fase temprana del ciclo produce las
oncoproteinas E6 y E7 (Cortes y col. 2001). Cuando estas proteinas se expresan en celulas
infectadas con VPH de bajo riesgo son capaces de activar proteinas que pueden inducir
lesiones benignas, mientras que cuando son expresadas en células infectadas por VPH de alto
riesgo oncogeénico, favorecen el rol de las oncoproteinas y tienen la capacidad de inducir
displasias y lesiones epiteliales malignas (figura 6) (von Knebel 2002).

La oncoproteina E6 de VPH de alto riesgo presenta como actividad caracteristica la
degradacion del gen supresor de tumores P53, cuyas funciones incluyen control de la
transicién de la fase G1 a S del ciclo celular (Miller 2005). Esta bien descrito que la
inactivacion, degradacion o mutaciones en el gen P53 puede desregular sus funciones
resultando en un incremento de la proliferacién celular, acumulacion de ADN dafiado,
crecimiento de células con acumulacién de dafios y en células con una sobrevivencia

prolongada (Naghiem 1998).
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También se conoce que E6 puede mediar la proliferacion de células a través de uniones
a dominios PDZ, lo que puede resultar en la degradacion de dichos dominios llevando a la
desregulacion en la organizacion, en la diferenciacion celular y en la integridad cromosomal,
lo que contribuye con la transformacion morfoldgica de las células infectadas con VPH de alto
riesgo oncogénico (von Knebe 2002).

Por su parte, la oncoproteina E7 de los Virus de Papiloma Humano de alto riesgo
oncogénico tiene la capacidad de iniciar la sintesis de ADN en células epiteliales
minimamente diferenciadas por union e inactivacion del gen de retinoblastoma (pRb), gen de
apoptosis/supresor de tumores. La familia de proteinas de retinoblastoma (Rb) juega un papel
esencial en el control del ciclo celular por ser un punto de control entre la fase G1 y S. En
condiciones normales las proteinas Rb hipo fosforiladas se unen al factor de transcripcion E2F
formando el complejo Rb-E2F, secuestrando a este factor haciéndolo inaccesible para la
transcripcion de genes asociados con la sintesis de ADN; en condiciones de hiper fosforilacion
de Rb por el complejo ciclina CDK, se libera el factor E2F y se induce la transcripcion de los
genes en fase S (Doorbar 2005; von Knebel 2002).

De esta manera, la oncoproteina E7 inactiva funcionalmente a la familia de proteinas
de RB resultando en sobreexpresion del factor de transcripcion E2F, lo que lleva a la
replicacion del ADN vy a la transicion de la célula desde la fase G1 a S y al incremento de la
proliferacion celular. E7 también puede inactivar otros factores de control del ciclo celular
incluyendo desacetilasas de las histonas inhibidores de CDK, p21 y p27 (Doorbar 2005), asi
como determinar una disminuciéon en las moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad (CMH) de la clase I, interfiriendo con la presentacion antigénica y

33



disminuyendo la capacidad de la respuesta inmune de la célula, permitiendo la persistencia de

VPH en las células epiteliales infectadas (Miller. 2005).

34



Infecaon persistente por VPH de Alto Riesgo
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Figura 6. Diagrama de flujo de la patogénesis del carcinoma de células escamosas asociados a VPH de alto
riesgo. Por inactivacion de P53, la oncoproteina E6 del VPH de alto riesgo induce sobrevivencia celular y retarda
la apoptosis, y E7 a través de la inactivacion de genes de Rb estimula la sintesis de ADN y crecimiento de células
patoldgicas. Las actividades patologicas de E6 y E7 de VPH se complementan en el ciclo celular y median la
transformacion de células epiteliales. Tomado y modificado de Liviu y col 2010.
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Virus Epstein-Barr

El virus Epstein-Barr (VEB) pertenece a la familia de los herpesvirus (que también
incluye al Virus del Herpes Simple y Citomegalovirus). Se descubri6 en células cultivadas de
linfoma de Burkitt. En 1968, se estableci6 como un agente etiolégico de la mononucleosis
infecciosa y en los 70°s fue detectado en tejido de pacientes con carcinoma nasofaringeo.
Posteriormente en los afios 80°s se le relacioné con linfoma no Hodgkin en pacientes con

VIH-SIDA (Cohen 2000).

Genoma del Virus de Epstein-Barr

El genoma de este virus esta constituido por una molécula de ADN doble cadena de
una longitud aproximada de 172 kb que codifica unas 100 proteinas. La molécula de ADN esta
flanqueada en ambos extremos por un numero variable de repeticiones terminales, cada una de
ellas de una longitud aproximada de 500 pb. La recombinacion entre estas repeticiones
terminales origina la formacién de una molécula extracromosomica cerrada covalentemente o
episoma, que es la estructura de forma latente que adopta el virus en el nacleo de las células
infectadas. El nUmero de repeticiones que queda en cada episoma tras la unién de los extremos

se utiliza como marcador de clonalidad (Bellas y col 2004) (figura 7).
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b, y

Figura 7.- Forma latente del genoma del Virus Epstein-Barr. Tomado y Madificado de Beltramino y col. 2005
Genes latentes del VEB

1. ARN codificados por el VEB (EBERS)

Los EBERs 1y 2 son pequefios ARNs no poliadenilados que estan presentes en
un nimero estimado de 10° a 10° copias por célula (Ralf Kupper. 2003). Son ARNS no
codificantes, de 167 y 172 nucle6tidos respectivamente. Ambos se expresan en todas
las formas de latencia (Rowe. 1999). Se unen a la proteina quinasa (PK) activada del
ARN de doble cadena inducida por interferon (IFN) inhibiéndola (Takada y Nambo.
2001). Esta proteina quinasa es un mediador crucial de la accion del IFN, su unién a
los EBERs inhibe su actividad suprimiendo los efectos antivirales del IFN (Ralf,
Kupper 2003). También se ha sugerido que EBER 1 y 2 tendrian un papel en el corte y
emplame (splicing) de otros transcriptos virales como EBNAs y LMPs, previniendo la

apoptosis y estimulando la produccién de interleucinas (IL) (Middeldorpp y col. 2003),
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sin embargo el papel de los EBERs en la transformacion celular por VEB es aun

incierta (Thompson. 2004) .

. Antigenos nucleares del VEB (EBNAS)

Se conocen hasta ahora los antigenos nucleares de VEB, EBNA 1, EBNA 2,
EBNA 3 y EBNA LP. EBNA 1, es una fosfoproteina de union al ADN de secuencia
especifica, necesaria para la replicacion y el mantenimiento del genoma del VEB
(Middelton. 1994). También tendria un papel central en el mantenimiento de la
infeccion latente por el VEB (Thomposon. 2004). Esta formada por un dominio amino
terminal, un segmento de secuencia Gly-Ala (glicina-alanina) repetidas, de longitud
variable, otro dominio basico corto que incluye una secuencia de localizacion nuclear y
un largo segmento carboxi- terminal hidrofobico de unién al ADN vy actividad de
dimerizacion (Young. 2003) . El dimero de EBNA 1 se une al ADN mediante la
interaccién de una secuencia repetida, que esta presente en tres sitios del genoma
(Middekdropp y col. 2003). Luego de la union de EBNA-1 al origen de replicacion
plasmica (Ori P), el VEB utiliza la maquinaria enzimatica de la célula hospedera para
completar la replicacion (Ghan y col. 19889). Cuando EBNA 1 se une al Ori P del
VEB episomal, se asocia también a los cromosomas de la célula hospedera durante la
mitosis (Ambinder y col. 2003). Esto seria trascendente para permitir la replicacion y
persistencia de la forma episomal en las células en division y para la segregacion de
episomas en los nucleos de las células hijas (Ralf Kupper.2003). Se cree que EBNA 1
es la Unica proteina que se expresa en todas las células con infeccion latente (Sharon y

col. 2001). EBNA 2, es la primera proteina viral que se expresa luego de la infeccion

38



por VEB en las células B in vitro, y es esencial para la transformacion celular (Ralf
Kupper. 2003). EBNA-2 es un coactivador transcripcional que coordina la expresion
de los genes virales en la latencia tipo Il y también transactiva numerosos genes
celulares jugando un rol critico en la inmortalizacion celular (Ambinder y col. 1990).
EBNA LP, es una de las primeras proteinas virales producidas durante la infeccién de
las células B por VEB (Wensing y Farell.2000). EBNA-LP es esencial para la
transformacion ya sea directa o indirectamente via EBNA 2, estimulando la expresion
de factores del hospedero necesarios para el crecimiento de las células B. Interactua
con EBNA-2 para conducir a los linfocitos B en reposo a la fase G1 del ciclo celular
por medio de la union e inactivacion de P53 y los productos del gen supresor de tumor
del retinoblastoma (Szekely y col. 1993). EBNA-LP se une a la P53, proteina Rb
(retinoblastoma) y a proteinas quinasas C (PKs C), las cuales regulan la transcripcion
por vias especificas de fosforilacion que simulan las vias de activacion del receptor de
células B (BCR). Este es un paso importante en los estadios tempranos de la
transformacion mediados por VEB (Middeldorpp y col. 2003). Mientras que EBNA 3

se comporta como regulador transcripcional.

Proteinas latentes de membrana (LMPs)

LMP 1, es una proteina integral de membrana con 6 segmentos hidrofébicos y
un tallo citoplasmatico (extremo carboxi-terminal) que contiene la funcion efectora
(Farrell.1988) y presenta caracteristicas similares al CD40, un receptor de activacién
de las células B (Young. 2003). Esta involucrada en la transformacion celular dado que

actia como un receptor CD40 constitutivamente activado y mimetiza la sefial de
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crecimiento celular que normalmente resulta de la union con el CD40 ligando
(Middeldorpp y col. 2003). Se considera como el gen transformante méas importante
codificado por VEB, ya que se ha visto que aumenta la expresién de proteinas
antiapoptéticas como Bcl-2, in vitro se ha asociado con la transformacion de lineas
celulares de fibroblastos y con el estimulo de la génesis de tumores, por su parte LMP
2 Ay B: Son proteinas integrales de membrana que difieren en su dominio amino-
terminal (Rowe. 1999). LMP 2 Ay B, s6lo se transcriben una vez que el episoma viral

ha sido formado (Middeldorpp y col. 2003).

Infeccion primaria y latente por VEB

La infeccion se adquiere por transmision oral; tras una fase inicial de multiplicacion en
las células de la orofaringe, se produce la infeccion de los linfocitos B y otros tejidos del
sistema reticulo endotelial (figura 8). Después de la primoinfeccidn, el virus persiste en fase de
latencia, habitualmente de por vida, en los linfocitos B, las células endoteliales de la
orofaringe y, quiza también, en el cuello de utero. Se han descrito reactivaciones acompafiadas
de la replicacion y produccion de viriones que, sin embargo, no suelen acompafiarse de
manifestaciones clinicas (Mendoza y Rojas. On-line: http://www.seimc.org. Consultada en
marzo de 2011).

Se conoce un gran numero de proteinas codificadas por el genoma de VEB. Durante la
fase de latencia viral se expresan diversos antigenos en las células infectadas, que incluyen
seis proteinas del tipo EBNA (Epstein-Barr nuclear antigens), las tres proteinas latentes de
membrana (LMP) y el antigeno de membrana detectable en los linfocitos (LYDMA). Durante

la fase litica aparecen, ademas, los antigenos precoces "early antigens" (EA), bien bajo el
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patron de expresion celular difusa (EAd) o como restringidos (EAr), al igual que el antigeno
de la cépside viral (VCA). (Mendoza y Rojas On-line: http://www.seimc.org. Consultada en

marzo de 2010).

Cavidad Oral : Mucosa de la Ganglio Linfatico Centro Germinal 2 Circulacién periférica
Orofaringe

EBNA1/LMP2
£ BARF1

Infeccion : Proliferaciéon ¢ Diferenciacién : Persistencia

virus

Células Virgenes
Programa de crecimiento

Programas predeterminados
Células B de memoria
Células B de memoria activa

Figura 8.- Infeccion primaria y latente por virus de Epstein-Barr. Tomadoy modificado de Mendoza y Rojas
(2010)

Recientemente se esta cuestionando este modelo en el que las células epiteliales de la
orofaringe serian el foco primario y el reservorio de la infeccion por el VEB y en el que los
linfocitos B se infectarian de forma secundaria. Trabajos recientes confirman la constante
ausencia de VEB en las células epiteliales normales de los individuos inmunocompetentes y
demuestran la existencia de infeccion latente y productiva exclusivamente en los linfocitos
presentes en el epitelio bucal y nasofaringeo, por lo que parece posible que el VEB infecte

directamente a los linfocitos B, y no de forma secundaria a la infeccion replicativa de las
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celulas epiteliales (Mendoza y Rojas, On-line: http://www.seimc.org. consultada en marzo de

2010).

Aspectos Patogénicos del Virus de Epstein-Barr (VEB)

Como en el ciclo litico se produce la muerte de la célula infectada, los genes que se
expresan exclusivamente en el mismo no parecen tener demasiada importancia en la
tumorogénesis, con la excepcion de los genes BHRF1 y BCRF1 que si pudieran tener un papel
en el desarrollo de tumores. Por el contrario, los genes que se expresan en la infeccion latente
son de especial interés en la patogénesis de las neoplasias asociadas al VEB (tabla 4) (Liny

col 1997).

Los mecanismos patogenicos por los que el VEB es capaz de inducir la aparicion de
tumores se relacionan con las proteinas codificadas por algunos de los genes expresados en la
infeccion latente. Dichos productos inducen diferentes efectos sobre la célula hospedera
infectada (tablas 4 y 5) que facilitan el desarrollo de tumores (Lin y col. 1997).

Tabla 4. Genes del VEB cuyos productos pudieran estar implicados en la tumorogenesis.
Tomada de Liny col. 1997.

Gen

EBNA 1 Factor transcripcional, esencial para el mantenimiento del VEB.
Induce la expresion de RAG1 y RAG2 in vitro

EBNA 2 Factor transcripcional, esencial para la transactivacion de LMP-1

EBNA 3A Factores transcripcionales, que favorecen una potente respuesta
inmune

(3B, EC)

EBNA LP Proteina que interfiere con la funcion normal de las proteinas p53
y pRb

LMP-1 Unica proteina del VEB con capacidad oncogénica demostrada,

interacciona con factores asociados a la familia de los receptores
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del TNF (TRAF); causa sobrexpresion de la proteina Bcl-2, A20
y de la IL-10

LMP 2 A/B  Proteina relacionada con la familia src de las tirosina quinasa,
pudiendo controlar la actividad del ciclo litico del VEB

EBER 1/2  Fragmentos de ARN no traducidos, que se expresan
abundantemente y cuya funcidn es inhibir efectos antivirales de

INF.

BHRF 1 Proteina homdloga de Bcl-2, capaz de inhibir la apoptosis

BCRF 1 Proteina homdloga de la IL-10, capaz de estimular la
proliferacién celular B e inhibir la capacidad citotdxica de los
linfocitos T (CTL)

Tabla 5. Patogenia del VEB. Tomada de Lin y col. 1997

Accion Genes

Inhibicion de apoptosis BHRF 1y LMP-1

Induccion de  proliferacion LMP-1, EBNA-2, BCRF 1, EBNA-LP
celular

Induccion de translocaciones EBNA-1

Escape a la respuesta inmune BCRF 1, mutantes delecionados de LMP-1

Mecanismos patogénicos del VEB
Son basicamente cuatro:
1. El mantenimiento de las poblaciones celulares infectadas mediante la inhibicién de la

muerte celular por apoptosis (Jiwa y col. 1995):

e BHRF1, debido a su homologia con Bcl-2 podria interferir en el balance entre
Bcl-2 y Bax y, por este mecanismo, inhibir la apoptosis.

e LMP-1, una de cuyas acciones consiste en aumentar los niveles de Bcl-2 y asi
inhibir la apoptosis.
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2. La induccion de proliferacion celular mediante las moléculas (Lin y col. 1997):

LMP-1, esencial para la transformacion de los linfocitos B primarios.

EBNA2, cuya actividad muy probablemente consiste en mediar la
transactivacion de LMP-1 y de otros genes celulares implicados en la
proliferacion.

BCRF1, proteina analoga a la 1L-10 humana que actuaria como un factor de
crecimiento autocrino de células B.

EBNA-LP, que puede formar complejos con P53 y Rb, y al secuestrar los
productos de estos genes supresores de tumores, activaria la proliferacion

celular.

3. La induccion de recombinasas que posibilitan translocaciones mediante la molécula (Liny

col. 1997):

e EBNA-1, que induce la expresion de los genes RAG-1 y RAG-2, lo que podria
favorecer la produccién de recombinaciones aberrantes (translocaciones).
4. La evasion de la respuesta inmune mediada por células T (Kaye y col 2004):

Las proteinas virales mas antigénicas para los linfocitos T son: EBNA3A, 3B y
3C, pero los linfocitos T responden también frente a EBNA-2, EBNA-LP,
LMP-1. Los métodos que utiliza el VEB para escapar a la respuesta inmune

son.

- Regular a las proteinas virales con mayor poder antigénico.
- Inhibir a las células T mediante la secrecion de algunas citocinas por las

células infectadas como IL-10 y TGF.
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Marcadores Moleculares del CCC

En la actualidad los onc6logos cuentan con herramientas importantes que les sirven de
apoyo en el prondstico y evolucion de este tipo de cancer y ademas contribuyen a un mejor
enfoque del tratamiento. Estas son sustancias producidas o inducidas por las células
neoplasicas que reflejan el crecimiento y/o actividad de las mismas, conociéndose con el

nombre de Marcadores de Pronostico.

Ciertas investigaciones, apoyan el hecho de que una excesiva proliferacion celular
ocasionada por cambios en genes supresores de tumores o proto-oncogenes conduce al
desarrollo de cénceres humanos, y estos cambios genéticos estan intimamente relacionados
con desarrollos neoplasicos por lo que pueden servir como marcadores para cambios
especificos envueltos con la progresion del tumor (Bina y col. 2005); entre ellos tenemos:

P53, PCNA, Bcl-2, Ki-67 y EGFR.

Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR)

En vertebrados, el EGFR forma parte de la familia de receptores ErbB, la cual esta
constituida por otros tres receptores analogos identificados hasta la fecha, el ErbB2/HER2/Neu
que tiene una masa molecular de 185 kDa, el ErbB3/HERS y el ErbB4/HER4, ambos de 180
kDa (Alroy y Yarden. 1997). ElI dominio extracelular de estos receptores esta bastante
conservado, como ocurre con el dominio proteina quinasa, salvo en el caso de ErbB3 que no
posee actividad catalitica, aunque es capaz de unir ATP y transmitir sefiales mitogénicas
mediante su heterodimerizacién con otros miembros de esta familia de receptores (Soltoff y

col. 1994).
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Dominios del EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico contiene dos dominios extracelulares
denominados L, con un dominio extracelular similar a furina. Estos se encuentran conectados
por la region transmembrana a un dominio intracelular que contiene el dominio quinasa
catalitico con un sitio de fosforilacion en tirosina (YY1068). Cuando esta region es fosforilada
se activa la cascada del activador de la transcripcion 3 (STAT 3), proteinas quinasas activadas

por mitogenos (MAPK) v la ruta de sefializacion AKT (Molina y col. 2008) (figura 9).
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Figura 9.- Representacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico. Tomado y modificado de Herbst y
col. (2004).

Ligandos del EGFR

Existe un gran namero de ligandos para los receptores ErbB que poseen el llamado
mddulo semejante a EGF (Epidermal Grow Factor). Asi, aparte del propio EGF, se conocen a
el factor de crecimiento transformante-a (TGF-a, por transforming growth factor-a), la

anfirregulina (AR), el factor de crecimiento semejante a EGF que une heparina (HB-EGF, por
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heparin-binding EGF-like growth factor), la b-celulina (BTC) y la epirregulina (EPR)
(Carpenter y cohen 1979; Boonstra y col. 1995). Los diversos ligandos de la familia de
receptores ErbB poseen diferentes afinidades de union a los receptores y cada uno de ellos
presenta un patron de expresion distinto, lo cual contribuye en parte a explicar la pleiotropia
funcional de estos receptores. Ademas, las diversas combinaciones posibles de homodimeros y
heterodimeros que forman dichos receptores, generan una gran diversificacion en la
transmision de sefiales. Esto es debido en parte a la aparicion de baterias diferentes de residuos
de tirosina transfosforilados en los receptores, los cuales son especificamente reconocidos por
proteinas adaptadoras o transductoras con dominios SH2 (Scr homology domain 2) y/o
dominios PTB (Phosphotyrosine binding) diferentes (Lowenstren y col. 1992, Alroy y Yarden.

1997).

Unidn Ligando receptor

Los ligandos son sintetizados como precursores de alto peso molecular, los cuales se
anclan a la membrana plasmatica exponiendo sus dominios semejantes a EGF al medio;
posteriormente son procesados proteoliticamente originando formas maduras y solubles del
mismo, que son liberadas al medio extracelular. De esta manera son capaces de unirse a los
receptores de la célula que los sintetizO o a células adyacentes produciendo activaciones
autocrina o paracrina, respectivamente. Es importante resaltar que los precursores unidos a la
membrana plasmatica también pueden ser funcionales ya que en ciertos casos son capaces de
unirse a receptores ErbB de células adyacentes, por lo que estarian implicados en sefializacién

yuxtacrina (Massagué 1990; Massagué y Pandiella. 1993) (figura 10)
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Figura 10. Diferentes formas de accién de los ligandos de receptores ErbB. Los precursores de los ligandos
anclados a la membrana plasmatica (cuadrados con segmentos) son procesados proteoliticamente generando
ligandos maduros (cuadrados). Los ligandos maduros son capaces de interaccionar con receptores ErbB (dimeros
en forma de T) localizados en la misma célula (activacion autocrina) o en células proximas (activacion
paracrina), mientras que los precursores unidos a la membrana plasmatica pueden interaccionar con receptores
localizados en células adyacentes (activacion yuxtacrina). Tomada de Massagué y Pandiella.1993

Ruta de sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

Cuando el ligando extracelular se une al EGFR se produce su dimerizacion, formando
homodimeros o complejos heterodiméricos, con otro EGFR o con otro miembro de la familia
HER. Esto causa una reorganizacion en la porcion intracelular del receptor, lo que da lugar a
la activacion de su tirosina quinasa y la transfosforilacion de los residuos de tirosina de su
extremo C-terminal (Schlessinger. 1988). Los residuos de fosfotirosina del receptor activado
son reconocidos por proteinas que poseen dominios SH2 (Heldi. 1991) o dominios PTB (van
der Geer y Pawson. 1995). Estas proteinas pueden ser de dos tipos: proteinas adaptadoras que
pueden reclutar a otras proteinas transductoras, o bien factores o enzimas transductores/as, que
al unirse al receptor son fosforilados por este, pasando de un estado inactivo a activo. Por lo
tanto, mediante estos reclutamientos y/o fosforilaciones se producen cambios

conformacionales y/o cambios en la localizacién intracelular de estas proteinas sefializadoras,

48



que transmiten sus mensajes a otros componentes de las diversas rutas intracelulares de

transduccion de sefiales.

La ruta de sefializacion mejor conocida en diversos organismos e iniciada por el EGFR
activado es la via de las MAPKSs (Cobb, 1999), la cual se inicia con la interaccion del dominio
SH2 de la proteina adaptadora con los residuos de fosfotirosina del receptor y de los dominios
SH3 (Src homology domain 3), con los que interacciona con factores intercambiadores de
nucledtidos de guanina (GEFs, por “guanine nucleotide exchange factors”’) tales como Sos1/2
(por Son of sevenless 1y 2). Asi, tras la formacion del complejo Grb2/Sos, éste se trasloca a la
membrana plasmatica estimulando el intercambio de nucleotidos en Ras, transformando Ras-
GDP (forma inactiva) en Ras-GTP (forma activa) (Rozakis-Adcock y col. 1993) (figura 10).
El Ras activo es capaz de interaccionar y activar a las serina/treonina quinasas Raf-1, A-Raf o
B-Raf (0 mas genéricamente denominadas genéricamente MAPKKKS, por mitogen-activated
protein kinase kinase kinases) (Wood y col., 1992). Estas quinasas, a su vez, fosforilan a las
tirosina/treonina quinasas duales MEK1/2 (del acronismo MAP/ERK kinases 1 y 2, también
denominadas MAPKKS, por mitogen-activated protein kinase kinases), las cuales finalmente
fosforilan a las serina/treonina quinasas ERK1/2 (por extracellular-regulated kinases 1 y 2,
también denominadas MAPKSs). Después de su activacion, las ERK1/2 son activadas, y
pueden fosforilar a diferentes proteinas dianas localizadas en la membrana plasmatica y en el
citoplasma, dando lugar a la activacion de otras vias de sefializacion o traslocarse al nlcleo y
fosforilar diversos factores de transcripcion como son, entre otros, c-Myc, c-Jun, c-Fos, EIk-1
y p62TCF, produciendo asi la activacion o la represion transcripcional de determinados genes

(Davis. 1993) (figura 11).
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La activacion de la via RassMAPK parece ser imprescindible para la proliferacion
celular mediada por EGF, pero no parece ser esencial para la supervivencia celular, ya que

este proceso estd mediado por vias independientes de Ras (Walker y col. 1998).

Senalizacion a través del EGFR
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Figura 11.- Ruta de sefializacion de receptor del factor de crecimiento epidérmico. Tomado y modificado de
Baselga y col. 2009
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EGFR y carcinogénesis
La implicacion del EGFR en la proliferacion descontrolada de células tumorales se dedujo

a partir de tres hechos:

1. El oncogén v-erbB de origen viral codifica una proteina truncada homdloga del EGFR
que presenta una actividad tirosina quinasa exacerbada (Carpenter. 1987).

2. La sobreexpresion de EGFR en fibroblastos induce la aparicion de un fenotipo
transformado dependiente de la presencia del ligando (Di Fiore y col. 1987).

3. Es frecuente observar in vitro la sobreexpresion de EGFR en varios tipos de tumores

humanos y lineas celulares tumorales (Merlino y col. 1984).

La presencia de un gran numero de copias del EGFR en las células provoca una
sensibilidad excesiva a sus ligandos, los cuales, aunque se encuentren en concentraciones muy
bajas, son capaces de estimular la proliferacion celular. La capacidad de endocitosis de las
células es excedida por lo que el proceso de internalizacion es méas lento, estas células no
pueden reprimir adecuadamente la transmision de sefiales mitogénicas que se generan de una

forma continua (Cadena y Gill. 1992).

Asi como se observa la sobreexpresion del EGFR en muchos tumores, en otros es
frecuente observar la coexistencia del receptor normal con receptores aberrantes truncados. En
la mayoria de los casos, los tumores presentan deleciones de exones que codifican parte del
dominio extracelular del receptor. Por ejemplo, el EGFRvI es un receptor mutado similar al
producto del oncogén v-erbB1, que estad constitutivamente activado (Haley y col. 1989). Por
otro lado, el receptor mutado EGFRVII tiene una delecién de 83 aminoécidos de su regidn
extracelular. Este receptor mantiene la capacidad de unir el ligando pero presenta un aumento
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de su actividad tirosina quinasa. Por el contrario, el receptor mutado EGFRvIII con una masa
molecular de 140 kDa, carece de la region del dominio extracelular codificada por los exones
2-7 y no posee un sitio completo de unién al ligando. Esta mutacion también provoca un
cambio conformacional en el receptor que estimula la actividad tirosina quinasa y aumenta la
capacidad tumorogénica de las células que lo expresan. Menos frecuentes son las mutaciones
que dan lugar a receptores truncados en su extremo C-terminal, lo que puede afectar al
dominio tirosina quinasa. Estos receptores truncados se han descrito en algunos sarcomas

(Pelley y col. 1989) y en células de carcinoma epidermoide (Ullrich y col. 1990) (figura 12).
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Figura 12. Alteraciones del EGFR en células tumorales. En células normales (panel superior) se expresa un
numero moderado (por ejemplo 53-103 copias por célula) del EGFR (dimeros en forma de T) que sefializan
adecuadamente. En ciertas células tumorales el EGFR puede sobreexpresarse (por ejemplo 4003 receptores por
célula) generando un alto nivel de sefalizacion (panel central). Otros tumores expresan formas truncadas
aberrantes del EGFR que carecen del dominio extracelular, presentando una actividad tirosina quinasa hiperactiva
que sefializa en ausencia del control ejercido por el ligando (panel inferior, izquierda), o formas truncadas que
carecen del dominio intracelular y no tienen actividad tirosina quinasa y por lo tanto no sefializan directamente,
aunque son capaces de unir el ligando.
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Proteina P53

Es una fosfoproteina nuclear de 53 KDa, de vida corta, codificada por el gen supresor
de tumores; estd localizada en el brazo corto del cromosoma 17 (Isobe y col. 1986). Su
funcion principal es regular el ciclo celular reduciendo los efectos mutagénicos de los dafos
del ADN, previniendo asi la carcinogénesis (Barbatis y col. 1995; Martin y col. 2002). Fue
descubierta por Lane y Crawford en 1979, en extractos de células neoplasicas que
reaccionaban contra el antisuero de animales con canceres inducidos por el virus del simio 40

(SV 40) (Perez y col. 2003).

Dominios de la proteina P53
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Figura 13.- Regiones de la P53 més conservadas entre especies (I al V).
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Como puede observarse en la figura 12, ésta proteina consiste en tres dominios

(correspondientes a 393 amino&cidos):

e Un dominio de activacién de factores de trascripcion o dominio amino terminal.
« Undominio que reconoce la secuencia especifica del ADN (dominio central).

e Undominio carboxi-terminal o de oligomerizacion.

P53y carcinogénesis

Generalmente este gen (P53) se ha encontrado mutado en la mayoria de los tumores
humanos. Las mutaciones que inactivan la proteina p53 se localizan entre los aminoacidos 117
a 290, distribuidas en cuatro regiones: los residuos 117-142, 171-181, 234-258 y 270-286, las
cuales estdn muy conservadas entre las distintas especies animales. Entre estas cuatro regiones
existen tres "puntos calientes” para las mutaciones, que se localizan en los aminoacidos 175,
248 y 273 (Pérez y col. 2003). Muchas de estas mutaciones estabilizan a la proteina, haciendo
posible su deteccion por inmunohistoquimica, mientras que en células normales la proteina
silvestre es indetectable (Soussi y col. 1994). La expresion de este gen supresor de tumores ha
sido encontrada con alta frecuencia en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, lo
que ha sugerido que anormalidades del gen P53 puede ser un factor pronostico en pacientes
con CCC (Furihata y col. 1993). Igualmente, la expresion de P53 mutado ha sido encontrada
en lesiones pre invasivas del tracto aerodigestivo, sugiriendo que anormalidades en P53
probablemente constituyen un evento temprano en el desarrollo de CCC (Dolcetti y col. 1992)
y que estas mutaciones llevan a una proliferacién descontrolada de células resultando en
futuras anormalidades genéticas y finalmente en malignidad (Tommasimo y col. 2003;

Triantafillos y col.1987).
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La proteina P53 bloquea el ciclo celular induciendo la expresion de la proteina
inhibidora de las quinasas dependientes de ciclinas P21 (Harper y col. 1993), la cual bloquea
la transicién G1-S. La proteina P21 también bloquea directamente la replicacion del ADN en
la fase S del ciclo celular, inhibiendo la actividad de la proteina PCNA sobre la ADN
polimerasa 6. Ademas del efecto directo sobre la replicacion, la proteina P53 controla la
transcripcion activando o inhibiendo la expresion de determinados genes (Li y col. 1994)

(figura 14).
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Figura. 14.- Modelo de regulacion de la proteina P53. Tomado y modificado de Prokocimer y Rotter 1994

De esta manera, la proteina P53 es capaz de activar genes que poseen secuencias

promotoras reconocidas por la proteina. Por otra parte, una concentracion elevada de P53 es
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capaz de inhibir tanto in vitro como in vivo la transcripcion de una serie de genes que poseen
secuencias TATA (Mack y col. 1993). Este efecto supresor podria estar relacionado con un
fendmeno que se observa en células meidticas, donde se transcribe de forma preferente el gen
de la proteina P53, y de algunos genes que no utilizan la secuencia TATA. La funcion de la
P53 puede resultar interferida por mutaciones del gen que la codifica o a través de otros
mecanismos (Cho y col.1994). Por ejemplo, la oncoproteina MDM?2 interacciona con la P53 y
bloquea sus funciones (Momand y col. 1992). Otra posibilidad de inactivacion es la
destruccion proteolitica de la P53 por el sistema dependiente de la ubiquitina. La proteolisis
puede ser inducida por proteinas virales como la E6 producida por VPH; ésta se une a la P53 y
promueve la poliubiquitinizacion de la proteina supresora seguida de la destruccion
proteolitica en el proteasoma (Scheffner y col. 1990). Cabe destacar que el material genético
de estos VPH oncogénicos ha sido detectado en méas del 80% de los carcinomas cervicales y se
ha sugerido que la asociacion de estos virus con la proteina P53 puede jugar un papel en la
habilidad de estos en la transformacién celular (Daniel y col. 1996).

Ya se ha mencionado que las lesiones del ADN que no pueden ser reparadas
desencadenan la apoptosis a través de la proteina P53. La quimioterapia y la radioterapia a
dosis inferiores a las que provocan muerte celular por genotoxicidad son capaces de inducir la
apoptosis siempre que esté presente y se encuentre funcionalmente intacta la proteina P53. Se
ha observado también que la induccion de la apoptosis por la proteina P53 parece ser
independiente de la activacién de la transcripcion y podria ser una consecuencia de la accion
represora de la proteina sobre la expresion de genes esenciales para la supervivencia, o bien
podria tratarse de un efecto directo de la proteina P53 sobre la hidrolisis del ADN u otros

mecanismos directamente implicados en la apoptosis (Caelles y col. 1994). El déficit funcional
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concomitante de las proteinas Rb y P53 es particularmente importante en la patogenia del
cancer ya que muchos tumores muestran mutaciones simultaneas de los genes Rb y P53,
mientras que las células que conservan intacta la proteina P53 pueden, a través de la apoptosis,

eliminar las células preneoplasicas (figura 15) (Mezquita y col. 1995).
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Figura 15.- Adquisicidn del fenotipo neoplasico a través de la expresion de oncogenes y del déficit funcional de
genes supresores. Las proteinas transformantes inductoras del aumento de proliferacion y el déficit de la proteina
supresora Rb producen una serie de alteraciones fenotipicas preneoplasicas, pero no dan lugar a la transformacién
maligna gracias a la apoptosis inducida por la proteina P53.Tomado y modificado de Mezquita. 1995.

Las mutaciones del gen P53 pueden ser causadas tanto por procesos bioldgicos
enddgenos como por carcindgenos exogenos. Entre los enddgenos se incluyen desaminaciones
espontaneas de dinucleétidos "C a "CpG, resultando en transiciones GC—AT. Sin embargo la

desaminacion de ™C puede ser acelerada por factores exdgenos como 1- nitropireno o luz UV.
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Las deleciones e inserciones son las mutaciones que se observan con frecuencia en P53
(Liloglou y col. 1997).

Se ha visto que la proteina P53 no sélo detiene el crecimiento tumoral y es capaz de
eliminar las células preneoplasicas induciendo apoptosis, sino que ademas podria impedir el
desarrollo de los tumores sélidos blogueando la angiogénesis. Entre las proteinas supresoras
de la angiogénesis cabe destacar la glucoproteina de la matriz extracelular trombospondina-1
(TSP-1), la cual en condiciones fisiologicas es segregada por los fibroblastos y probablemente
otras celulas gracias a la accion de la proteina supresora P53. En las células transformadas la
ausencia o la alteracion funcional de la proteina P53 disminuye la expresion de la TSP-1y en
consecuencia se induce la angiogénesis (Dameron y col. 1994).

Trabajos realizados en los que se evaluo la respuesta de P53 frente a dafios del ADN
se ha observado que aquellas células con P53 mutante expuestas a radiacion ionizante y/o luz
UV no son capaces de detener la division celular lo cual si ocurre en aquellos casos con P53
silvestre, lo que indica que esta proteina tiene un rol importante en la reparacion del ADN
(Smith y col. 2002), y se ha descrito como un biomarcador de la carcinogénesis oral, también
se ha visto que sirve como un intermediario para los programas de prevencidén de cancer
(Smith y col. 2002).

En general, en tumores de cabeza y cuello se ha obtenido una inmunorreactividad
cercana al 50% en laringe, excepto en el caso de hipofaringe cuyo valor supera el 70% (lo cual
es logico porque habitualmente, de los carcinomas de cabeza y cuello, suelen ser los mas

agresivos) (Pérez y col. 2003).
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B-Cell Lynphoma Two (Bcl-2)

El gen Bcl-2, codifica para una proteina de 25 KDa, en cuyo extremo C terminal
presenta 21 amino&cidos hidrofébicos que son importantes para su anclaje a la membrana. La
proteina generada se encuentra en el medio intracelular anclada a la membrana mitocondrial
externa, la envoltura nuclear y el reticulo endoplasmatico. Una delecion en el dominio C
terminal elimina la funcionalidad de la proteina (Petros, y col, 2004).

Su nombre deriva de la proteina fundadora, el protooncogén Bcl-2 (B-cell lymphoma
2), segundo miembro de un grupo de proteinas inicialmente descrito en estudios de la
translocacion reciproca entre los cromosomas 14 y 18 observada en linfomas foliculares. A
diferencia de otros oncogenes, Bcl-2 no estaba originalmente implicado en el control de la
proliferacion celular sino en el bloqueo de la muerte celular (figura 16), especificamente de los
procesos de contraccion citoplasmatica, condensacion nuclear, desorganizacion de la

membrana plasmatica y ruptura endonucleolitica del ADN (Danial y col. 2005).
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Figura 16.- Esquema de la apoptosis mediada por la familia Bcl-2. Tomado y modificado de Danial y col. 2005.

Siguientes investigaciones demostraron la existencia de dos subfamilias homologas

pro-apoptoticas, Bax y BH3. Bax fue el primer homologo identificado por su interaccién con

Bcl-2: Estudios realizados en ratones deficientes en Bax demostraron que presentaban una

expansion selectiva de poblaciones celulares y la relacion Bcl-2/Bax se descubrié clave en la

susceptibilidad a apoptosis por la via intrinseca (Rebecca y col. 2008).

Sub-familias de Bcl-2

Hasta la fecha se conocen tres sub-familias:

Subfamilia Bcl-2 (anti-apoptética): Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, MCL-1, BCL2A1, BCL-B.

Subfamilia Bax (pro-apoptética): Bax, Bak, Bok.
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« Subfamilia BH3 (pro-apoptética): Bad, Bid, Bik, Blk, BimL, PUMA, NOXA, BMF,

HRK.

Estas subfamilias vienen definidas en parte por la homologia con cuatro regiones
denominadas dominios de homologia Bcl-2 (BH). La subfamilia anti-apoptotica presenta una
conservacion de los 4 dominios y estudios con Bcl-W permitieron determinar que los dominios
BH1, BH2 y BH3 eran los responsables de formar una region hidrofobica de interaccion con
los dominios BH3 de las pro-apoptdticas, produciendo su inhibicion. Los miembros de la
subfamilia Bax presentan dominios BH1-3 por lo que también se les conoce como subfamilia
“multidominio”, en contraposicion con la subfamilia BH3 que s6lo presenta homologia en el

minimo dominio de muerte celular, la hélice anfipatica BH3 (Rebecca y col. 2008).

Mecanismos de Accion

Ante una sefial de muerte celular BAX se inserta en la membrana externa mitocondrial
en forma de homooligomero y BAK sufre a su vez un cambio conformacional que incluye su
oligomerizacion y la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial con la liberacion
de factores del espacio intermembrana como el citocromo c, (figura 17). EI mecanismo exacto
de esta liberacion se desconoce aunque se plantean dos teorias principales. La primera
postularia que las formas oligoméricas de BAX y BAK crearian poros capaces de liberar el
citocromo ¢ basandose en su similitud con toxinas bacterianas formadoras de poros y en la
evidencia de experimentos in vitro. La segunda teoria afirmaria que BAX y BAK

interaccionarian con moléculas intrinsecas de membrana y producen una transicién de
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permeabilidad. Estos mismos procesos tendrian lugar en el reticulo endopldsmico mediando la

liberacién de Ca?* (Rebecca y col. 2008).

Los miembros de la subfamilia BH3 funcionarian como iniciadores de la via que
integraria de forma selectiva las diversas respuestas especificas de muerte y supervivencia. Por
ejemplo, la caspasa-8 activada por sefiales de receptores de muerte celular en superficie
origina una serie de modificaciones de la proteina BID que servird como ligando para
favorecer la oligomerizacion de Bax y Bak y, por lo tanto, su activacion. La actividad de esta
subfamilia esté regulada a nivel transcripcional y postraduccional, por factores como p53 en
respuesta a dafio genético o por fosforilacion en respuesta a factores de crecimiento.
Actualmente se estudia si todas las moléculas de la familia BH3 tendrian funciones idénticas o
podrian llegar a ser incluso excluyentes entre si (Hinds 2007).

Se ha visto también que la activacion de la caspasa 9 por la mitocondria es un punto
central de la apoptosis, donde la asociacion de los dominios BH4 de Bcl-2 y Bcl-XL al
dominio C terminal de Apaf-1 puede inhibir la asociacion de la caspasa 9 con Apaf-1y por

ende se inhibe la apoptosis (Hinds 2007).
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Figura 17.- Mecanismo de accion de la familia Bcl-2. Tomado de
http://gmein.uib.es/registro/informacion/investigadores/informacion361.htm.

En resumen, los miembros de la familia Bcl-2 controlan la apoptosis bloqueandola o
induciéndola y se encuentran principalmente anclados en la membrana mitocondrial externa y
en otras membranas donde se generan iones superoxido (Hockembery y col. 1993). A partir de
estos iones, la superoxido dismutasa genera agua oxigenada, la cual estd en presencia de Fe
(hierro) o Cu (cobre), da lugar a radicales libres hidroxilo que son capaces de alterar las
membranas celulares, el ADN vy las proteinas de forma muy similar a la observada en la

apoptosis (Hockembery y col. 1993).

La proteina Bcl-2 es capaz de ejercer un efecto protector frente a la accion destructora

del radical hidroxilo y bloquea la apoptosis (Mezquita 1995).
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Ki-67

Ki-67 es una proteina nuclear de 359 KDa que esta asociada con la proliferacion
celular, ya que se expresa en las fases activas (G2-M) del ciclo de division celular pero
ausente en células en reposo (Bina y col. 2005). También estd asociada con la transcripcién
ribosomal (Bullwinkely col. 2006; Shozen y col. 2000). Este antigeno es considerado como un
marcador de proliferacién correlacionado con la presencia y severidad de las displasias
epiteliales (Bina y col. 2005), y ha sido usado para evaluar la actividad proliferativa de una
lesion (Ozel y col. 2004).

Asi, esta proteina es excelente para evaluar la fraccion de crecimiento de una poblacion
celular determinada. La fraccion del tumor con células Ki-67 positiva a menudo se
correlaciona con la evolucién clinica del cancerLos ejemplos mejor estudiados en este
contexto son carcinomas de préstata y de cerebro, pues para estos tipos de tumores, el valor
prondstico para la supervivencia y la recurrencia del tumor ha sido repetidamente demostrado

en andlisis multivariado (Scholzen 2000).

Segun trabajos realizados por Bina y col (2005), en la India, se observo un promedio
menor al 50% de células marcadas con una alta intensidad respecto a esta proteina, lo cual
podria contribuir con la determinacién de la suceptibilidad a desarrollar cancer en la mucosa

oral, a partir de una incrementada proliferacion celular.

En este sentido, Wangsa y col (2008) han sefialado que la actividad proliferativa de las
células es determinada en muchos casos por los niveles del antigeno nuclear Ki-67, el cual ha

sido asociado al pronostico, tratamiento prediccidon de cancer.
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Los autores evaluaron valor de Ki-67 como marcador predictivo de la recurrencia en
pacientes con carcinoma de la cavidad oral en estadio I; mediante ensayos
inmunohistoquimicos a dichas muestras obtuvieron 17 a un 90% de positividad para Ki-67,
los cuales no estaban asociados con una recurrencia en tumores en estadios Il-1V. Sin
embargo, los autores observaron una elevada correlacién entre la expresion de dicho
marcador y la recurrencia en tumores primarios en estadio I. Concluyen que la alta actividad
proliferativa (>50%) se relaciona con un elevado riesgo de recurrencia en pacientes con
tumores en estadio I, haciendo a Ki-67 un potencial marcador para determinar a aquellos
pacientes que necesitan tratamientos mas extensivos (como cirugias que sobrepasan los

margenes del tumor, diseccidn del cuello y radioterapia post operativa).

Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular (Proliferation Cellular Nuclear Antigen)-
PCNA

El Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular, PCNA (de sus siglas en Inglés:
“proliferation cellular nuclear antigen”) fue originalmente identificada como un antigeno que
es expresado en el ndcleo de las células durante la fase de sintesis del ADN en el ciclo celular
(Leonardi y col. 1992). Parte de esta proteina fue secuenciada y ésta secuencia fue utilizada
posteriormente para el aislamiento de (ADN complementario) ADNc (Matsumoto y col.
1987). Se ha visto que PCNA ayuda a la ADN polimerasa delta (pol 6) en el proceso de
resintesis del ADN dafiado y en el cambio de bases erréneas, por lo que juega un papel

importantisimo en la sintesis y reparacion del ADN (Shivji y col. 1992; Essers y col. 2005).
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PCNA también esta involucrada en la tolerancia ante dafios al ADN conocida como
reparacion post-réplica (PRR) (Lehmann y col. 2006). Para esta reparacion se han descrito dos

sub-rutas:

1.- Una ruta de traduccion llevada a cabo por ADN polimerasas especializadas que son

capaces de incorporar bases en sitios activos de ADN dafiado (Hoege y col. 2002).

2.- Un mecanismo conocido como interruptor de templado, en el cual se establece de un
bypass (puente) sobre el ADN dafiado mediante el reclutamiento de una maquinaria homdloga

a la de replicacion (Hoege y col. 2002).

Antecedentes

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que cada afio hay
aproximadamente 10 millones de nuevos casos de cancer y que de las 58 millones de muertes
que se registraron en el mundo en el 2005, 7,6 millones se debieron esta patologia (OMS).

Segun Ringtrom y col. (2002) en los Estados Unidos se registraron 45 000 nuevos
casos de Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello, mientras que datos mas
recientes muestran que esta malignidad es mucho mas comun, especialmente en Europa
constituyendo el 7% de todas las neoplasias siendo la cuarta causa de muerte por cancer en
hombres (Arias y col. 2007). Una investigacion realizada por Badulescu y col. (2010) mostro
que de 650 000 casos de CCC registrados en el mundo para la fecha, mueren

aproximadamente 350 000 a causa de esta malignidad.
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Las estadisticas de la Sociedad Americana de Céancer, durante el afio 2007,
diagnosticaron aproximadamente 11 300 nuevos casos de CCC vy se registro la muerte de 3660

personas por esta enfermedad.

Es importante destacar que la gran mayoria de CCC se presenta en varones, aunque
hay una proyeccion a futuro que estima un aumento en el nimero de casos en el genero
femenino, debido fundamentalmente a la méas reciente incorporacion de las mujeres a las
practicas de riesgo como el consumo de alcohol y tabaco. En relacion a la edad, se ha
reportado que la incidencia de CCC es mayor a partir de los 50 afios, aunque pueden
presentarse a partir de la tercera década de la vida (Arias y col. 2007). El tipo de cancer de
cabeza y cuello mas comun es el carcinoma de células escamosas, el cual procede de tejidos
epiteliales como la piel o de los epitelios que tapizan las cavidades y o6rganos corporales. Se
estima que entre 85 y 90% de los casos con CCC son explicados por la exposicién al tabaco y
el riesgo es proporcional a la intensidad de la exposicion; asi, los fumadores intensos tienen un
riesgo  superior respecto a los fumadores ocasionales. Como se menciond,
desafortunadamente, se prevé un incremento en la incidencia de estas neoplasias, ya que en las
Gltimas décadas se ha registrado un importante incremento en la frecuencia de tabaquismo,

principalmente en los individuos jovenes y mujeres (Spitz y col. 1988).

El consumo de alcohol es otro de los factores mas importantes asociado al cancer en
seres humanos, después del tabaquismo, las infecciones cronicas y posiblemente la obesidad
(Boffetto y col. 2006). Sin Embargo, el cancer en la nasofaringe no parece estar asociado al
tabaco y al alcohol, pues en carcinomas de esta localizacion anatomica, el virus de Epstein-

Barr (EBV) es detectado consistentemente con alta y baja prevalencia, lo que sugiere que la
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infeccion y sus efectos son un importante factor epidemioldgico en esta patologia (Paredes y
col. 2004), cabe mencionar que la infeccién por este virus ha sido asociada a diversas
enfermedades y malignidades entre las que se pueden mencionar: Mononucleosis infecciosa,
enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X, carcinoma nasofaringeo, linfoma de

Burkitt, enfermedad de Hodgkin y linfoma no Hodgkin entre otros (Cohen y col. 2000).

En un estudio realizado en muestras de pacientes Israelies con carcinoma nasofaringeo,
se detectdo la presencia del VEB mediante inmunohistoquimica utilizando anticuerpo
monoclonal anti-LPM1, obteniéndose menos del 50% de positividad, mientras que mediante
hibridacion se encontrd un porcentaje mayor a 50% (>50%). Este estudio permite a los autores
confirmar que existe una asociacion general entre el VEB y el carcinoma de nasofaringe y que
las diferencias entre los resultados obtenidos por inmunohistoquimica y por hibridacién se
deben basicamente a que la primera técnica depende de la concentracion de LMP-1 en el
citoplasma de las células tumorales mientras que la segunda se basa en la amplificacion

biologica natural de la secuencia blanco que resulta en numerosos transcriptos de EBER.

Se ha determinado que este tipo de carcinoma es el mas predominante en el sur de
China con una incidencia de 50 por cada 100 000 personas diagnosticadas al afio, asi como en

el norte de Africa y Alaska (Cohen y col. 2000).

Diferentes estudios han demostrado que el 100% de los carcinomas anaplasicos o
pobremente diferenciados contienen el genoma del VEB, el cual se encuentra en las células
epiteliales transformadas, y los pacientes diagnosticados presentan elevados titulos de IgA
contra proteinas estructurales del virus. Estos analisis de anticuerpos han sido de gran ayuda
en China para la deteccion precoz de carcinoma nasofaringeo y para la valoracion de la
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respuesta al tratamiento, ya que el aumento de estos titulos se relaciona con un gran riesgo de

desarrollar la malignidad (Cohen y col. 2010).

Estas afirmaciones concuerdan con los resultados reportados por Gelardi y col. (2006),
quienes evaluaron muestras de células nasales con morfologia de racimos multinucleados de
un paciente con carcinoma de nasofaringe (sin historia de habitos de tabaquismo) mediante
serologia, reaccion en cadena de la polimerasa en suero, y determinaron que la infeccién por
VEB que fue posteriormente confirmada mediante microscopia electronica. A partir estos
resultados los autores concluyeron que es recomendable la realizacion de la evaluacion clinica
de todos los neoplasmas nasales, asi como de citologias rutinariamente, y cuando estas
muestras son positivas para VEB debe realizarse una endoscopia nasal y de nasofaringe para

detectar evidencia de un posible carcinoma nasofaringeo.

Fendmeno semejante ocurre con relacion a las fosas nasales y senos paranasales, donde
se sefiala que la exposicidn a ciertos metales, (como el aluminio, el niquel y el cromo); a cloro
fenoles y fibras organicas, propios de las industrias mobiliarias, textil y peletera, podrian tener

un papel importante en la genesis de estos tumores (Battista y col. 1995).

Actualmente existen evidencias epidemioldgicas y moleculares de que el Virus de
Papiloma Humano (VPH) esta relacionado con un el cancer de células escamosas como el
carcinoma cervical (Martinez y col. 2007), la infeccion sexualmente adquirida podria alterar la
epidemiologia y demografia del cancer de las vias aerodigestivas. En consecuencia, el
diagndstico de cancer de células escamosas positivo para VPH pudiera ser clinicamente
relevante con fines de prondstico, ademas de tener futuras implicaciones diagndsticas y

terapéuticas, incluyendo la prevencion (Haigentz y col. 2005). Ademas, los virus del herpes
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simple (Parker y col.2006), factores nutricionales, higiene bucal y predisposicion genética,

también han sido sefialados como factores de riesgo en el CCC (Rosenquist y col. 2005).

El VPH ha sido aceptado como un agente etiol6gico en el carcinoma cervical y su
asociacion con CCC fue establecida en 1985; a partir de la relacién ya conocida con el
carcinoma de células escamosas de cérvix (Liviu y col. 2010). Un grupo de investigadores
propone que la ausencia del genoma de VPH en ciertos carcinomas no excluye la posibilidad
de que el virus haya tenido una participacion importante en la génesis de la malignidad, ya que
las manifestaciones de las infecciones son frecuentemente transitorias (Mork y col. 2001),
durante la transformacion de la célula hospedera y el desarrollo de carcinogénesis se pueden
perder las secuencias (Syrjanen y col. 2003). Sin embargo se ha comprobado que la
persistencia de las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo parecen ser necesarias
para la perpetuacion del virus asociada a la progresion de la malignidad, lo cual ha sido

evidenciado en estudios realizados en carcinomas de cuello uterino (Gillison. 2006).

La evidencia sobre el papel del VPH de alto riesgo en el cancer de cuello uterino
incluye la presencia de secuencias genomicas de estos virus y la expresion transcripcional de
las proteinas E6 y E7 activas en el nucleo de células tumorales malignas, la integracion del
ADN viral en el genoma celular y por Gltimo, pero no menos importante, a través de la
determinacion del nimero de copias del ADN viral (Gillison. 2006) se ha demostrado que
existe una asociacion entre la carga viral y la génesis del cancer, pues un incrementado

namero de copias presenta un riesgo incrementado en cancer cervical (Wang y col. 2003).

En este sentido, Seaman y colaboradores (2010) realizaron un estudio con biopsias de

pacientes  provenientes del Healthcare Center desde 1995 hasta 2010, diagnosticadas
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histologicamente como cancer de las regiones ano genital, cutdnea y oral; que fueron
analizadas para la deteccion y cuantificacion de VPH; hallaron que los genotipos 6, 11,16 y 18
eran los mas frecuentes y que cada uno se encontraba en un rango de 2x10" hasta 2x10° copias

[reaccion.

De manera similar Carrea-Caceres y col. (2007), evaluaron 100 muestras de pacientes
con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello en México para la deteccion de
VPH mediante PCR utilizando los primers MY09/MY11 y GP5+/GP6+ y la amplificacion del
gen de B globina como control interno, donde detectaron el genoma del VPH en 72% de las
muestras; 61,5% en carcinomas en la cavidad oral, 74% de laringe y 100% en orofaringe. El

VPH genotipo 16 fue el mas frecuente con una prevalencia de 47%.

Asi numerosos estudios epidemiolégicos y moleculares sugieren gue los VPH de alto
riesgo oncogenico especialmente los genotipos 16 y 18, estan etiologicamente relacionados a
un sub conjunto de canceres de cabeza y cuello, especialmente carcinoma de células
escamosas de orofaringe, sefialandose que la infeccion por VPH en la orofaringe puede
predisponer a la tumorogénesis (Badelescu y col. 2010; Gillison y col. 2000; Mork y col.
2001, Burns y col.2005). Por otra parte, también se ha reportado la presencia de VPH de bajo

riesgo (tipo 6 y 11) en algunos carcinomas orales y carcinomas laringeos (Chen y col.2005).

Jiménez y col (2001) reportaron que la lesibn mas frecuente detectada en la cavidad
bucal es el papiloma de células escamosas, siendo los tipos de VPH mas importantes
encontrados en lesiones benignas 6 y 11, habiéndose encontrado ademas el tipo 16, de alto
riesgo, en una de las pacientes, también se ha demostrado la presencia de VPH en otros tipos

de carcinomas. Correnti y Col. (2004), obtuvieron un 50% de positividad en pacientes
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diagnosticados con carcinomas de la cavidad oral, presentdndose en una mayor proporcion en
la poblacién femenina, y es importante mencionar que aunque una asociacién entre el cancer
oral y el VPH no ha sido totalmente comprobada, las evidencias acumuladas apuntan a que la
infeccion con este virus puede jugar un papel determinante en la carcinogénesis oral. En este
orden de ideas, hay que considerar que el 15-20% de los pacientes diagnosticados con CCC no
presentan una historia de tabaquismo o alcoholismo conocida; este grupo incluye a un gran
namero de adultos jovenes y mujeres que presentan exposicion a otros factores de riesgo como
lo son las infecciones virales, ente ellas con VPH y VEB, los cuales como ya se menciond, han
sido asociados con el desarrollo de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

(Ringstrom y col. 2003).

Trabajos realizados por De Petrini y col. (2006), donde se determiné la prevalencia del
VPH en un grupo de 40 pacientes con CCC y comparar la viabilidad clinica de los tumores
positivos y negativos para la infeccidn, detectaron una positividad para el genoma viral entre
36% a 50%, dependiendo de la localizacion anatomica, siendo el genotipo 16 el mas frecuente;
los autores también sefialan que aquellos pacientes VPH positivos tenian una mejor

expectativa de supervivencia que aquellos pacientes VPH negativos.

En la actualidad se conoce que la infecciones por estos virus pueden llevar a
variaciones en la expresion de ciertos marcadores tumorales, los cuales son sustancias
producidas o inducidas por las células neoplasicas que reflejan el crecimiento y/o actividad de
las mismas y que le sirven de apoyo a los oncélogos para el pronostico y tratamiento de la

enfermedad. Se han descrito muchos marcadores biol6gicos, no obstante estudios recientes
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han sugerido un valor pronostico en los siguientes marcadores: P53, PCNA, Bcl-2, Ki-67 y

EGFR que ya fueron descritos en este trabajo.

Una gran variedad de trabajos se ha llevado a cabo para estudiar las variaciones en la
expresion de los marcadores tumorales. En el caso de P53, cuyo producto puede ser detectado
mediante técnicas inmunohistoquimicas cuando ha sufrido mutaciones (Ogden y col. 1992,
Bartek y col. 1990). Golusinski y col. (1998), reportaron 70% de positividad en carcinoma
epiedermoide de laringe. Por otro lado Pruneri y col. (1998), encontraron un 50,1% de
positividad; Hirvikoski y col. (1997) registraron un 68% de positividad para P53 mientras que
Xie y col. (1997), encontraron también una positividad del 54,8% en pacientes diagnosticados

con carcinoma epidermoide de laringe e hipofaringe.

Para evidenciar la importancia del papel de P53 normal en la reparacion del ADN, Liy
Ho (1998) evaluaron pares de lineas celulares con P53 normal y mutante las cuales fueron
sometidas a mutagenos como por ejemplo Radiacion lonizante (IR) y dosis sub-letales de UV;
los resultados de esta investigacion muestran que aquellas células con P53 normal fueron
capaces de detener el ciclo de division celular mientras que aquellas lineas celulares con P53
mutante no fueron capaces de hacerlo, indicando que P53 juega un papel importante en la

reparacion del ADN dafiado (Martin y col. 2002).

Kessi y col. (1993) evaluaron si la respuesta normal del epitelio cervical a dafios en el
ADN puede ser determinada por interacciones entre la proteina E6 de VPH de alto riesgo y
tipos silvestre de P53. Para ello los autores expresaron la proteina E6 de VPH tipo 16 en una
linea celular de carcinoma de colon humano (RKO) lo cual resultd en niveles indetectables de

P53 y pérdida del arresto en G; que normalmente ocurre en estas células posterior a dafios en
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el ADN. Estos hallazgos demostraron que la proteina E6 de genotipos oncogénicos de VPH
pueden interrumpir una respuesta celular importante ante dafios del ADN mediada por P53,
contribuyendo a la subsecuente acumulacién de cambios genéticos asociados a la

tumorigénesis cervical.

De manera similar se ha visto que ocurre con la familia Bcl-2, cuya actividad est&
regulada a nivel transcripcional y postraduccional, por factores como P53 en respuesta al dafio

genético o por fosforilacion en respuestas a factores de crecimiento (Laundasku y col. 2001).

Se ha reportado que en numerosos tumores humanos hay una sobreexpresion de Bcl-2
y se piensa que esto puede contribuir a la progresion del tumor y un incremento en la
resistencia a las drogas utilizadas (Elzagheid y col. 2006). El efecto oncogénico de Bcl-2 es
similar al observado cuando el gen P53 es inactivado (Pezzela y col. 1990). Ademas se ha
demostrado que especificamente en carcinoma de nasofaringe que tanto el gen Bcl-2 como el
gen P53, suelen ser expresados en lesiones histoldgicas bien diferenciadas, sugiriendo una
correlacién entre la expresion de estas proteinas y la diferenciacion celular en el tumor del

carcinoma nasofaringeo (Kouvidou y col 1995).

Se han realizado estudios para evaluar el papel de la expresion de proteinas de la
familia Bcl-2 y su relacion con la poca respuesta frente a los tratamientos empleados en
pacientes con carcinoma de células escamosas de orofaringe. Al respecto Michaud y col.
(2009) observaron que en las lineas celulares de CCC habia una altisima expresion de Bcl-2
asociada a un incremento en la resistencia a las terapias, por lo que sugieren que la deteccién

mediante inmunohistoguimica de los miembros de esta familia puede mostrar la capacidad del
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paciente de resistir al tratamiento y a su vez le permitird al oncélogo plantear el esquema de

tratamiento mas conveniente a ser empleado (Michaud y col. 2009).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un receptor
transmembrana miembro de la familia de tirosina quinasa (TK), que al igual que otros
receptores TK traduce sefiales tanto del exterior como del interior celular y juega un papel
importante en numerosos procesos que afectan la evolucion tumoral, incluyendo crecimiento,
progresion, diferenciacion, inhibicion de apoptosis y desarrollo de la metéastasis (Blume y col.

2001).

La sobreexpresion de EGFR se ha observado desde un 40% a un 80% de los canceres
de cabeza y cuello (Quon y col. 2001) y la naturaleza de esta sobreexpresion parece radicar en
un aumento de la transcripcion de los genes que codifican para el EGFR (Grandis y col. 1993).
Se han realizado numerosos trabajos que dan al EGFR un valor prondstico independiente y
establece una mayor probabilidad de recidiva post-tratamiento y una menor probabilidad de
supervivencia si EGFR esta sobreexpresado (Grandis y col. 1998). En los Gltimos afios ha
existido un interés especial en esta proteina no solo por su posible valor prondstico sino
también porque es blanco de algunos agentes terapéuticos cuya eficacia ha sido demostrada en
determinados tipos de cancer como por ejemplo en cancer de células no pequefias de pulmon

donde ha sido arduamente estudiado.

Actualmente, los avances en el entendimiento de las rutas de sefializacion con
aberraciones en varios tipos de células cancerigenas han emergido como candidatos para el
tratamiento del cancer basado en la utilizacion de anticuerpos monoclonales (ACm),

moléculas pequefias, pequefios péptidos y oligonucleotidos anti sentido (Kohzoh y col. 2006).

75



Moléculas claves en la sefializacion, como proteinas tirosina quinasa representan un
buen blanco para pequefias moléculas inhibidoras que compiten con ATP e inhiben la
actividad quinasa. Con inhibidores de tirosina quinasa se han obtenido respuestas clinicamente
efectivas en leucemia mieloide crdnica, tumores gastrointestinales y cancer de células no
pequefias de pulmén (Kohzoh y col. 2006), mientras que la aplicacion de anticuerpos
monoclonales mejord las tasas de respuesta en pacientes con linfomas malignos y

recientemente comienza a ser utilizada en otros tipos de tumores (Kohzoh y col. 2006).

Con respecto a esto, Altuna y col. (2005) evaluaron mediante inmunohistoquimica 44
casos de pacientes con diagnostico de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en el
hospital de San Diego, California (EUA), donde obtuvieron un 41% de positividad para
EGFR, y aunque no encontraron relacion con el prondstico de los pacientes, destacaron la
importancia de la deteccion de este marcador debido a la existencia de farmacos y agentes

quimicos capaces de inhibir su actividad.

La proliferacion celular es uno de los mecanismos biol6gicos mas importantes en la
oncogeénesis, pues un examen a los resultados de un gran niamero de estudios ha mostrado que
la actividad proliferativa es de alto valor prondstico en distintos tipos de cancer (Pich y col.
2004).

Uno de los biomarcadores méas estudiados es el Antigeno Nuclear de Proliferacion
Celular (PCNA) cuya actividad es la regulacion de la sintesis del ADN como auxiliar de la
ADN polimerasa (Sarac y col 1998). La expresion de este marcador ha sido estudiada en
numerosas neoplasias humanas y el indice Proliferativo (IP) se ha correlacionado con el

prondstico de linfoma no-Hodking (Klemi y col. 1992), cancer gastrico (Jain y col 1991),
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cancer de mama (Tahan y col. 1993), cancer de ovario (Hartmann y col. 1992) y céancer de
faringe (Pich y col. 1992). Este IP también ha sido utilizado para predecir la respuesta a la
radioterapia y quimioterapia, reportdndose una mejor respuesta al tratamiento en aquellos
casos de pacientes con cancer cervical y de laringe con mayor proliferacion (Munck-Wikland
y col. 1993).

Munck-Wikland y col. (1994), realizaron un estudio de 38 pacientes con carcinoma in
situ de laringe que progresaron hacia carcinoma invasivo, los cuales mostraron una alta tincién
para PCNA y una mayor frecuencia de positividad para P53; por la combinacion e
interpretacion de estos resultado los autores clasificaron a 82% de estas lesiones como
progresoras 0 no progresoras. Por su parte, Welkoborsky y col. (1995) encontraron que la
positividad para PCNA estaba altamente asociada con el pronostico, mientras que no hallaron
correlacién entre PCNA y la recurrencia de la enfermedad.

En otro estudio realizado por Sarac y col. (1998) se evalud el valor pronostico de
PCNA en carcinoma de laringe. Las muestras correspondieron a 92 pacientes elegidos al azar
en el departamento de otorrinolaringologia, cirugia de cabeza y cuello, en Ankara-Turquia, las
cuales fueron evaluadas por inmunohistogquimica para la expresién de PCNA. Obtuvieron que
el indice de expresion de PCNA se correlaciona con el grado, invasion linfovascular,
profundidad de los margenes del tumor y prondstico, y que aquellos pacientes con metastasis
oculta tenian un mayor indice de expresion de PCNA que aquellos pacientes sin metastasis.
Esto les permitié concluir que el indice de PCNA es una variable muy sensible para predecir la
proliferacién del tumor, metastasis oculta de nddulos linfaticos y prondstico, sugiriendo que

PCNA puede ser usado como el pronostico de carcinoma de laringe.
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Otro de los marcadores de proliferacion empleado para el estudio de CCC es Ki-67, el
cual esté& asociado con la proliferacion celular ya que se expresa en las fases activas (G2-M) del
ciclo de division celular pero ausente en células en reposo (Bina y col. 2005). Por lo tanto, la
proteina Ki-67 puede ser empleada para medir la fraccion de crecimiento en los tejidos
normales y en las neoplasias malignas. Estudios previos han demostrado que los altos indices
de Ki-67 observados en carcinomas de células escamosas de la cavidad oral estaban

correlacionados con la gravedad de la enfermedad y con un mal prondstico (Llamaron.2004).

La capa basal del epitelio oral es la zona donde en condiciones normales se ubica el
compartimento celular en proliferacion, mientras que la capa suprabasal incluye las zonas de
maduracion celular. La deteccion de Ki-67 en la capa suprabasal es un marcador objetivo de la

presencia de displasia epitelial (Gonzalez y Rodriguez. 2000).
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Justificacion

El cancer es un importante problema de salud publica a nivel mundial, siendo el cancer
de cabeza y cuello la octava causa de muerte por cancer en todo el mundo. Una de las causas
primordiales en el desarrollo de esta malignidad es una fuerte asociacion entre la
predisposicion genética y el ambiente en el que se encuentren los individuos.

Actualmente se conocen diversos factores envueltos en la carcinogénesis, entre los que
se pueden mencionar la edad, etnicidad, estilo de vida, estatus de salud, y exposicion a uno o
maés factores oncogenicos, entre los cuales el tabaco y el alcohol son los de mayor impacto ya
que estan bien documentados con una fraccion atribuible de un 90%, sin embargo entre el 15 y
20 % de los casos reportados de CCC no presentan una historia de exposicion al alcohol o
tabaco conocida. Por lo que entran en juego otros agentes, como las infecciones virales las
cuales estan siendo investigadas en la actualidad, entre las que se destacan la infeccion por
VPH y por el VEB. En particular el VPH es ampliamente reportado como unos de los agentes
importantes en el desarrollo de cancer cervical y que también puede ser considerado como un
factor etiolégico en la carcinogénesis oral ya que estos virus pueden llegar a esta localizacion
anatomica a través de sexo oral. Es importante mencionar que estudios realizados indican que
la carga viral se asocia con la severidad de la lesion y que ademas la persistencia de genotipos
de alto riesgo resulta en la integracion del genoma viral al genoma de la célula hospedera, lo
que se relaciona con la progresion de lesiones de cuello uterino y recientemente en carcinoma
de orofaringe.

Existen numerosos reportes de deteccion del genoma del VPH en cancer oral con tasas
que llegan a alcanzar el 100% de los casos estudiados, y en algunos de estos casos positivos

para el genoma viral presentan un impacto en la expresién de diversos marcadores
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moleculares los cuales son considerados como la “huella digital” de un tumor en particular,
definiendo la viabilidad biol6gica de cada uno.

En base a que en las Ultimas décadas las revisiones cientificas han mostrado un interés
creciente en los marcadores bioldgicos expresados en células cancerigenas para utilizarlos
como un indice de la progresion y agresividad de estos tumores y asi como la relacién
existente con la deteccion de VPH y del VEB se despierta nuestro interés en evaluar los

distintos factores de riesgo para el desarrollo de esta malignidad.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar de la expresion de marcadores tumorales y de la infeccion por Virus Papiloma
Humano y Epstein-Barr en la etiologia del Carcinoma de Celulas Escamosas de Cabeza y

Cuello.

Objetivos especificos

- Detectar el genoma de VPH en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de
Cabeza y Cuello

- Realizar la genotipificacion de aquellas muestras que resultaron positivas para la
presencia del genoma viral.

- Evaluar la carga viral de VPH en las muestras positivas para virus de alto riesgo
oncogénico (VPH-16).

- Evaluar la integracion del genoma viral al genoma celular mediante el analisis de la
ruptura del gen E2 de VPH genotipo 16.

- Detectar el genoma del Virus de Epstein-Barr en muestras de pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello.
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- Evaluar la expresion de marcadores de proliferacion celular (PCNA y Ki-67) y de
oncogenes (P53 y Bcl-2) en muestras de pacientes con CCC mediante técnicas
inmunohistoquimicas.

- Evaluar la de la expresion del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFR) mediante técnicas inmunohistoquimicas.

- Relacionar el estadio tumoral con la presencia del genoma del VPH y VEB.

- Relacionar la infeccion viral (VPH y VEB) con la variacién en la expresion de los

marcadores tumorales.

Materiales y Métodos

Material Biologico

La muestra biologica correspondié a 80 biopsias frescas y bloques parafinados de
tumores de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, recolectadas por el Dr. Juan
F. Liuzzi en el Hospital Oncologico “Padre Machado”-Caracas. Igualmente se evaluaron 20
biopsias de sujetos sanos, las cuales correspondieron a una porcién del trigono retromolar que
se obtuvo mediante cirugia en el proceso extraccion de terceros molares retenidos en el
Postgrado de Cirugia Bucal de la Facultad de Odontologia de la Universidad Central de
Venezuela.

Cada paciente incluido en este estudio debi6 expresar su aprobacion mediante la firma
de un consentimiento informado asi como respondiendo a una encuesta evaluada y aprobada
por el comité de bioética del Instituto de Biomedicina, la cual se encuentra enmarcada en los
proyectos FONACIT G-2005000408, 2013000413 y Misién Ciencia 20074001088.

Estas biopsias, una vez extraidas mediante cirugia fueron cortadas en tres secciones,

una de ellas se envid para el andlisis histopatoldgico, otra se congeld para analisis de biologia
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molecular (deteccion, tipificacion, cuantificacion e integracion del Virus de Papiloma Humano
asi como deteccion del genoma del Virus de Epstein Barr) y la seccion restante fue embebida

en parafina y se utiliz6 para realizar los ensayos inmunohistoquimicos.

Plan de Toma de Muestras

~

Paciente con

cancer de
Cabezay cuello

N: de muestras : 80
Estadio T

Estadio IT

Estadio ITT
Estadio IV

Pacientes control:
20 biopsias de pacientes
sanos

Ensayos Biologia Molecular Ensayos Inmunohistoquimicos

1 tubo
1 bloque de
Nitrégeno parafina
Ifquido

i

Biopsias de
cce

Esquema 1.- Plan de toma de muestras

Criterios de seleccion:

- Inclusién:

* Pacientes atendidos en el Hospital Oncol6gico Padre Machado.

* Con diagndstico de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en
estadios I, I1, 111, 1V.

* Que aceptaron de forma voluntaria participar en el estudio.

- Controles:
* Tejido de la cavidad bucal obtenido de la mucosa de sana de pacientes a quienes

se les realizd extraccién de terceros molares retenidos. Los cuales fueron

82



recolectados en el postgrado de cirugia bucal de la facultad de odontologia de la
Universidad Central de Venezuela

- Exclusién:
e Que no acepten participar en el estudio.
o Pacientes HIV positivos

« Pacientes que hayan recibido tratamiento de radioterapia y/o quimioterapia.

Tamarno de la muestra: 100 biopsias, distribuidos en:

- Estadio |
- Estadio Il
- Estadio I
- Estadio IV

- Controles (20 muestras)

Ensayos de Biologia Molecular

Extraccion del material genético

La extraccién de acidos nucleidos se realizd mediante la utilizacion del estuche

comercial DNA mini kit QIAGen (250) siguiendo las especificaciones de la casa comercial.

De cada biopsia se corté una porcién de aproximadamente 25 mg de tejido y este a su
vez fue cortado en trozos pequefios e incubados en buffer ATL (180ul) y 20ul de proteinasa K
durante toda la noche a 56°C en agitacion. Posteriormente se agregaron 200ul de buffer AL,

mezclando en vortex durante 15 seg e incubado a 70°C durante 10 minutos.
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Se afiadi6 200 ul de etanol absoluto, posteriormente se trasvasd a una columna y se
centrifugé a 6000 x g durante 1 minuto. Se afiadié 500 pl de buffer de lavado AW1 vy se
centrifugé a 6000 x g durante 1 minuto; se afiadié 500 ul de buffer AW2 y se centrifugé a
20.000 x g durante 3 minutos. Posteriormente se afiadieron 200 pl de buffer AE, se incub6 a
temperatura ambiente durante 1 minuto y se centrifugd a 6000 x g durante 1 minuto. El

material genético recolectado sera guardado a -80°C hasta su uso posterior.

Deteccion y Tipificacion del Virus de Papiloma Humano

La deteccion y tipificacion del VPH se realizé empleando el estuche comercial INNO-

LiPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics®- Blotechnology for Healthcare).

Este ensayo consistio6 en una hibridacion reversa que esta destinada para la
identificacion de 28 genotipos de VPH mediante la deteccion de secuencias especifica de la
region L1 del genoma de VPH, a través del empleo de iniciadores SPF10, los amplificados
biotinilados resultantes se desnaturalizaron y se hibridaron con sondas de oligonucleotidos
especificas. Se utilizaron también iniciadores para la amplificacion del gen humano HLA-
DPBL1 a fin de controlar la calidad de la muestra y la extraccion. El revelado se realizé con
fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina, la cual se unié a cualquier hibrido biotinilado

formado con anterioridad.

Procedimiento

- Posterior a la amplificacién, la cual se basa en una PCR (reaccion en cadena de la

polimerasa) utilizando el estuche comercial INNO-LIPA HPV Genotyping Extra Amp
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(Innogenetics®- Blotechnology for Healthcare) se llevd a cabo el proceso de

hibridacion y revelado.

a. Hibridacién vy revelado

- Se colocaron 10pl de solucién desnaturalizante en cada cubeta y se afiadié 10ul de
cada producto amplificado biotinilado a la solucion de desnaturalizacion, se afiadieron
cuidadosamente 2 ml de solucién de hibridacién y se incubd a 49°C en agitacion (80

rpm) durante 60 minutos.

- Se aspir0 el liquido de cada cubeta y se afiadieron 2 ml de solucion de lavado
astringente dos veces. Se agregaron 2 ml mas de solucién de lavado astringente y se

incubd en agitacion a 49°C durante 30 minutos.

- Se lavo cada tira con 2 ml de solucion de lavado diluida durante un minuto. Se
afiadieron 2 ml de solucion conjugada a cada cubeta y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente, en agitacion. Seguidamente, se lavd cada tira dos veces con
solucién de lavado diluida y una vez con 2 ml de buffer sustrato. Se afiadieron 2ml de
solucién sustrato a cada cubeta y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente en agitacion. Por ultimo se detuvo el revelado de color lavando las tiras dos

veces con 2 ml de agua destilada agitando durante al menos 3 minutos.

b. Lectura

- Una banda se considerd positiva si aparecia claramente una banda de color morado al

final del ensayo.
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c. Interpretacion de Resultados

- Todas las bandas identificadas claramente fueron clasificadas utilizando la tarjeta
de lectura de INNO-LIPA HPV Genotypimg Extra. Los patrones se compararon
con el diagrama de interpretacion de INNO-LiPA Genotyping Extra suministrado

con el estuche comercial.

Cuantificacion y evaluacion del estatus fisico del genoma de VPH-16

La cuantificacion del Virus de Papiloma Humano asi como la evaluacion de la
integracion del genoma se realizo mediante PCR en tiempo real utilizando las especificaciones

descritas por Koskinen y col. (2004).

La PCR en tiempo real fue realizada con 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosistem) en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Inmunologia-UCV. La
secuencia de los iniciadores se pueden observar en la tabla 6. La amplificacion y
cuantificacion de los genes E6 y E2 se realizd simultaneamente en tubos de reaccion
separados. La mezcla de reaccidon consistio en 50ul conformada por 1X SSoFast Evagreen
(BIORAD), 900nM de cada uno de los iniciadores, un aproximado de 50ng de ADN total. El
proceso de amplificacion constd de 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, 44 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, anillamiento y extension 60°C por 1 minuto,

seguido de la curva de disociacion.

En todas aquellas muestras que resultaron positivas para en VPH genotipo 16 se
evaluaron para verificar la ruptura del gen E2 asi como la cuantificacién para los genes E2 y

E6 del VPH genotipo 16.
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Tabla 6.- Secuencias de los iniciadores empleados en la PCR en tiempo real para la
cuantificacion del genoma viral.

Nombre del iniciador Secuenciay 3>
HPV-16 E2F primer ACGACTATCCAGCGACCAAGAT

HPV-16 E2R primer CCACTGAGTCTCTGTGCAACAAC

HPV-16 E6F primer GCACAGAGCTGCAAACAACTATACA
HPV-16 E6R primer TCCCGAAAAGCAAAGTCATATACC
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
GP6+ CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG
PCO04 CAACTT CAT CCACGT TCACC
GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC

La curva patron se realizdé con ADN de células HelLa, se emplearon los iniciadores
GP5+/GP6+ que permiten detectar el genoma de VPH asi como los iniciadores PC04 y GH20
para amplificar el gen de B globina humana (descritos en la tabla 6). EI ADN extraido fue
cuantificado  (Beckman Instruments DV  series  Spectrophotometer.260-280nm).
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de este material que fue empleado para las
respectivas gRT-PCR. Para VPH se emplearon 1,5uM de cada iniciador (50uM), 1X SsoFast
Eva Green en un volumen final de 20ul. Para la amplificacion y cuantificacion del gen B-
globina se utilizaron 1uM de los iniciadores PC04 y GH20 (50uM), 2X SsoFast Evagreen
para un volumen final de 50ul. El proceso de amplificacién empleado fue 95°C seguido de 40
ciclos a 95°C, una hibridacién a 46°Cx 1 minuto y una extension a 72 ° C durante 30

segundos.

Para conocer el estado del genoma de VPH al genoma celular se realizo el célculo de radio

E2/E6 siguiendo las especificaciones de Koskinen y col. (2004) valores iguales a cero
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indicaban estado integrado, >0 pero <1 estado mixto y valores »>1 implican un ADN viral de

forma episomal.

Una vez realizado los procesos de amplificacion tanto de la curva estandar como de la
carga viral para los genes E6 y E2 se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 2%
teflidos con bromuro de etidio (0,2 pl de solucion al 1%) y expuestos a luz UV para registro
fotogréafico en una camara de visualizacion ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad), corroborando que

el proceso se ha llevado a cabo con éxito.

Deteccion del Virus de Epstein-Barr (VEB)

La deteccion del virus de Epstein-Barr se realizd6 mediante una PCR anidada (Nested-
PCR) descrito por Arreaza y col. (2010) utilizado en el laboratorio de Genética Molecular del
Instituto de Oncologia- MPPS, empleando los iniciadores W1, W2, W3 y W4 mostrados en la
tabla 7 con los que se obtiene un producto de 192 pb. Se incluy6, ademas, un control negativo
(mezcla de reaccion + agua destilada). En ambas rondas de amplificacion del genoma de VEB
la mezcla de PCR consistid 2,5 ul de ADN en 25 pl de solucion que contenia 10 mmol/l tris-
HCL (pH 8.3) (Invitrogen), 50 mmol/l KCL (Invotrogen), 1,2 mmol/l MgCL, (Invotrogen),
200 pmol/1 de cada ANTP (Invotrogen), 20 pmol del respectivo iniciador (Invotrogen), 1,25U
de Taq polimerasa (Invotrogen) y agua. Con el iniciador externo, se realizaron 30 ciclos de
amplificacién: 92°C por 45 segundos, 66°C por 30 segundos y 72°C por 45 segundos
(Mastercycler® ep, Eppendorf). Del material amplificado, se us6é 2,5 ul para amplificar el
ADN con el iniciador interno, aplicando 40 ciclos. Los resultados de la amplificacion fueron

visualizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 3%, en buffer TBE 1X
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(Invotrogen). Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (0,2 pl de solucién al 1%) y

expuestos a luz UV (ChemiDOC™ XRS+. BIORAD, USA) para registro fotografico.

Tabla 7.- Secuencias de los iniciadores para la deteccion del virus de Epstein-Barr

Nombre del Secuencia Ronda de
iniciador Amplificacion
W1 5CTA GGG GAG AACGTG AA Y Primera
W2 5 CTG AAG GTGAACCGCTTACCA Y Primea
W3 5 GGT ATC GGG CCA GAG GTA AGT 3 Segunda
W4 5 GCT GGACGAGGACCCTTCTAC 3 Segunda

Ensayos Inmunohistoquimicos

Soluciones Buffer o Tampones

Buffer fosfato salino o tampones (PBS):

Solucion madre NaCl 180gr, Na,PO, 33gr, K;HPO, 188 gr.

Solucion de trabajo ( 1Lit): 40 ml de solucién madre, 960 ml de agua destilada

Solucién buffer acetato 0,1 M pH 5,3 (1Lit)

Acetato de sodio x 3H,0 0,1 M (13,61 gr/lit) 790 ml.

Acido acético 0,1 M (5,75 ml/lit) 210 ml.

Hematoxilina de Mevers

1 gr de hematoxilina; 1 lit de agua destilada, 0,2 gr de lodato de Na, 50 gr de Amonio o

potasio de aluminio, 1 gr de &cido citrico monohidratado; 50 gr de hidrato de cloral.
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Anticuerpos Primarios

Se usaron anticuerpos primarios monoclonales especificos para detectar las
oncoproteinas P53, Bcl-2; marcadores de proliferacion celular Ki-67, PCNA y EGFR como

marcador de transduccion de sefales.

Tabla 8.- Anticuerpos primarios y concentracion empleadas

Anticuerpo Casa Dilucion
Comercial

P53 INVITROGEN Mouse/anti- 1:100
human

PCNA INVITROGEN Mouse/anti- 1:100
human

Ki-67 INVITROGEN Mouse/anti- 1:100
human

Bcl-2 INVITROGEN Mouse/anti- 1:100
human

EGFR INVITROGEN 1:100

Descripcion de la técnica

Para realizar el estudio inmunohistoquimico, los cortes fueron desparafinados y re
hidratados siguiendo los procedimientos histoldgicos habituales, se realizd exposicion del
antigeno con Buffer citrato, luego se bloque6 la peroxidasa enddgena utilizando peréxido de
hidrogeno al 3% (H»0, al 3%) en metanol (estuche DAB. Invitrogen).

Las secciones se incubaron durante una hora con los anticuerpos primarios
monoclonales dirigidos contra P53, Bcl-2, PCNA, Ki-67 y EGFR. La dilucion empleada fue

1:100 para cada uno.
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Se realizaron incubaciones con un anticuerpo secundario Biotinilado (Invitrogen)
seguido de incubaciones con el complejo ABC (Avidin Biotin Complex) (Vectastain) y se
reveld (3-Amino-9-etil Carbazole) AEC (SIGMA).

Las secciones seran finalmente coloreadas con hematoxilina de Meyer y diferenciadas con

agua corriente.

Montaje de las laminas

Las secciones coloreadas fueron cubiertas con medio de montaje Inmu-mount
(Shandon) y se le coloco un cubre objetos de 20x50 dejandose secar para su posterior
observacion a microscopio y registro.

Por ultimo se evaluaron los tejidos empleando una escala de una a tres cruces (+) para
marcaje positivo y negativo (-) para los tejidos no marcados. EI nimero de cruces simboliza la
intensidad (1) como la extension (E) en el campo del tejido observado.

Esta simbologia se empleo de la siguiente manera para la extension (E):
+ : Escasas células marcadas.

++ : Méas 0 menos el 50% de células marcadas.

+++ : Mas del 50 % de las células marcadas.

Con respecto a la intensidad del marcaje (I), se aplicé la simbologia de cruces de la
siguiente manera:

+ : Células débilmente marcadas.
++ : Células moderadamente marcadas.

+++: Células fuertemente marcadas.
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Analisis estadisticos

La relacién entre las infecciones virales y los marcadores tumorales con el desarrollo
de los tumores, se evalu6 mediante la prueba de chi-cuadrado (X?), la significancia estadistica
fue considerada para valores de p<0,05

Para los analisis y estimacion de las curvas de supervivencia de los pacientes se empled
el método de Kaplan Meier. La significancia estadistica fue considerada para valores de
p<0,05.

Para ambos casos se utilizd el programa estadistico SPSS V.2.0
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Resultados

Tabla 9.- Caracteristicas generales de la muestra de estudio

Caracteristica de la muestra Porcentaje de p-valor
pacientes (%)
Género
Femenino 31,25
Masculino 68,75 0,001
Habito tabaquico
Fumador 73,80 0,000
Actual 70
Antiguo 30
No fumador 26,2
Habito de consumo de alcohol
Consumidor de alcohol 70 0,000
Consumidor Antiguo 0
Consumidor Actual 100
No consumidor de alcohol 30
Localizacion del tumor primario
Cavidad oral 33,8
Lengua 56
Reborde Alveolar 15
Piso de la Boca 15
Labio 7
Paladar duro 4
Mucosa yugal 4
Laringe 30 0,000
Glotis 58
Supraglotis 42
Orofaringe 22,50
Amigdala 72
Paladar duro 22
Base de la lengua 6
Seno paranasal 5
Nasofaringe 3,80
Hipofaringe 2,50
Fosa nasal 2,50




El promedio de edad de los 80 pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de
Cabeza y Cuello estuvo ubicado en 60,34 +14,48 afios (rango 19-89). En la tabla 11 se
muestran las caracteristicas generales de los mismos, en ella se puede notar que la poblacion
estuvo constituida mayoritariamente de pacientes pertenecientes al género masculino con un
68,75% (55/80), mientras que los pacientes pertenecientes al género femenino solo alcanzan el
31,25% (25/80) de dicha poblacion. El habito de fumar se observo en 73,80% (58/80) vy el
consumo de alcohol en 70% (56/80). Con respecto al grupo de pacientes sanos se observé que,
el promedio de edad fue de 22+4,14 afios (rango 16-33), con predominancia del género
femenino (55%), alto porcentaje de los pacientes eran consumidores de alcohol (90%)

mientras que el consumo de tabaco se observo solo en el 10% de los pacientes (Anexo 1).

En cuanto a la localizacion anatomica del tumor, los pacientes con Carcinoma de
Células Escamosas de la Cavidad Oral encabezan la lista con 33,8% (27/80), seguido de los
pacientes con carcinoma de células escamosas de laringe en 30% (24/80), pacientes CCE de
orofaringe 22,50% (18/80), CCE de senos paranasales (5% (4/80), CCE de Nasofaringe 3,8%

(3/80), y por ultimo CCE de hipofaringe y nasofaringe 2,5% cada uno (2/80).
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Tabla 10.- Estadiaje TNM de la muestra en estudio

Tamaro del tumor Porcentaje de p-valor
pacientes (%)
T1 8,80
T2 21,30
T3 30
T4 40
Grado del tumor
Gl 21,25
G2 45 0,03
G3 36,25
Estadio del tumor
El 6,30
Ell 12,50 0,000
Elll 27,50
ElVa 35
ElIVb 18,80

En la tabla 10, se pueden observar las caracteristicas histologicas de los tumores

analizados, donde se muestra que 30% (24/80) de los tumores se encontraban en tamafos

pequefios como T1 y T2, mientras que 70% (56/80) se encontraban en tamarios T3 y T4. Al

observar los estadios tumorales se puede notar que la mayoria se encontraba en estadios

avanzados de la enfermedad (estadios 11l y IV). 21,5% (17/80) corresponde a tumores bien

diferenciados (G1), 45% (36/80) a tumores moderadamente diferenciados (G2) y el 36,25%

(26/80) corresponde a tumores escasamente diferenciados (G3)
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Deteccion de las Infecciones Virales
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Tabla 11.- Deteccion y tipificacion de VPH en pacientes con carcinoma de células escamosas

de cabeza y cuello (CCEC)

Deteccion de VPH Porcentaje de pacientes p-valor
Positivo 66 0,004
Negativo 34

Genotipos de VPH

16 17

6,11y 16 17

6 11

6,51 9,4

6,11,16,31 5,6

6,16,18,31 3,7

6,11 3,7

31 3,7 0,000
35 3,7

51 3,7

6,31 1,8

11y 16 1,8

53 1,8

11,16 y 51 1,8

16y 18 1,8

16,18 y 31 1,8

35y51 1,8

6y16 1,8

6,11,16 y 18 1,8

6,11,16 y 53 1,8
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En la tabla 11 se muestran los resultados de la deteccion y tipificacion de VPH en
pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello (CCECC). El 66%
(53/80) de las muestras resultd positiva para la presencia del genoma de VPH; de estos el
genotipo mas frecuente en forma de infeccion Unica es el VPH-16, el cual estuvo presente en
el 17% (9/53), si observamos detenidamente, se puede ver que la infeccion por este genotipo
en conjunto con otros genotipos de alto riesgo oncogénico (genotipo 18, 31, 33, 51, 53) estuvo
presente en el 3,6% (2/53), mientras que la infeccion de VPH-16 con genotipos de alto y bajo
riesgo se observo en el 31,7% (16/53), sumando un 52,3% de los casos con CCECC evaluados

que presenta el genoma de VPH tipol6.

En el grupo de pacientes sanos la deteccién de VPH fue considerablemente menor con
un 30% (6/20) de pacientes infectados, siendo los genotipos 6 y 51 en forma de infeccidn

mixta los predominantes con 83% (5/6) (Anexo 1).
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Distribucion de la infeccion por VPH en pacientes con Carcinoma de Ceélulas Escamosas

de Cabeza y Cuello segun la localizacion anatémica del tumor
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Figura 18- Distribucion de la infeccion por VPH en pacientes con CCECC segun la
localizacion anatémica del tumor

Como puede apreciarse en la figura 18, la cavidad oral fue la localizacion anatémica
que presentd una mayor tasa de infeccion por VPH, con 34% (18/53) seguido de la laringe con
28% (15/53) y la orofaringe con 23% (12/53), el resto de las localizaciones anatémicas como
los senos paranasales, hipofaringe y nasofaringe la infeccidn viral fue detectada en menor

proporcion (8%(4/53) ,4% (2/53) y 4% (2/53) respectivamente (p=0,606).
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Distribucion de la infeccion por VPH en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas

de Cabeza y Cuello segun el estadio tumoral
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Figura 19.- Distribucidn de la infeccion por Virus Papiloma Humano en pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello (CCECC) segun el estadio tumoral.

En la figura 19, se presentan la positividad para la infeccion por VPH segun el estadio

tumoral, se puede observar que los estadios avanzados de la enfermedad son los que poseen

una mayor tasa de positividad para la infeccion viral (estadios 111 con 26% (14/53) y IV con

55% (29/53)), mientras que los estadios tempranos presentan porcentajes de infeccion bastante

bajos (4% (2/53) en estadio | y 15% (8/53)en estadio 11) (p=0,312).
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Tabla 12.- Infeccion por Virus Epstein-Barr en pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello Segun la Localizacion Anatomica y Estadio del Tumor

Infeccion por Virus Epstein-Barr Porcentaje de p-valor
pacientes (%)

- Positivo 51,25 0,823
- Negativo 48,75
Localizacion anatomica el tumor
- Cavidad Oral 39
- Laringe 34 0,158
- Orofaringe 24
- Nasofaringe 2,4
Estadio Tumoral
- 2 0,209
- 15
- I 34
- Vv 49

En la tabla 12, se muestras los resultados de la deteccion de la infeccién por VEB en
pacientes con CCECC, como puede apreciarse el 51,2% (41/80) resulté positivo para la
infeccidn por este agente viral, la localizacién atomica del tumor primario con mayor
frecuencia de infeccion fue la cavidad oral con 39% (16/41) seguido de la laringe, la
orofaringe y la nasofaringe (34% (14/41), 24% (10/41) y 2,4% (1/41) respectivamente) el
resto de las localizaciones anatomicas no presentd infeccién por VEB. La presencia del
genoma de VEB fue mas frecuente en los tumores que se encontraban en estadio avanzado de
la enfermedad, estadio 1V (49%; (20/41)), mientras que aquellos estadios tempranos la
frecuencia de infeccion es relativamente baja (2% en Estadio | y 15% en estadio I1). Para el
grupo de pacientes sanos no se detectaron casos positivos para la infeccion por este virus

(tabla anexo 1).
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Evaluacion de la expresion de Marcadores Moleculares en pacientes con Carcinoma de

Celulas Escamosas de Cabeza y Cuello
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Tabla 13.- Expresion de los marcadores moleculares en pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello

Marcador Molecular Porcentaje de p-valor
pacientes (%)

P53
- Positivo 41,3 0,074
- Negativo 58,7

PCNA
- Positivo 72,5 0,000
- Negativo 28,75

Ki-67
- Positivo 17,5 0,000
- Negativo 82,5

Bcl-2
- Positivo 33,8 0,004
- Negativo 66,2

EGFR
- Positivo 46,3 0,502
- Negativo 53,7

En la tabla 13, se muestran los resultados de inmunopositividad para cada uno de los
marcadores tumorales evaluados, PCNA fue el que presenté mayor inmunopositividad con un
72% (57/80) de casos positivos, sequido de EGFR con 46,3% (37/80), P53 con 41,3% (33/80)
y Bcl-2 con 33,8% (27/80), mientras que Ki-67 fue el que presentd menor inmunopositividad
con un 17,5% (14/80) de casos positivos.

En el caso de los pacientes sanos, no se observd positividad para ninguno de los

marcadores moleculares analizados (Tabla Anexo 1).
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Expresion del marcador molecular P53 en tumores de pacientes con Carcinoma

de Celulas Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 20.- Inmunomarcaje para P53 en tumor de la cavidad oral

g8

En estas imagenes se pueden observar unas
micrografias que corresponden a un tejido de la
cavidad oral, al cual se le realizd inmunohistoquimica
contra p53 (Supresor tumoral), utilizando un anticuerpo
primario monoclonal en una dilucién 1:100 En la Fig A,
(aumento 4X) se pueden apreciar areas con una
organizacién que asemejan una masa celular que
corresponden al tumor (flechas) y regiones de células
sanas, en la fig. B, se pueden notar el mismo tejido a
un aumento de 10X donde se sefalan (cabeza de
flechas) en un area de tumor algunas células tefidas
de color rojo, lo que indica su positividad para p53. En
la Fig. C, se observa un mayor aumento del mismo
tejido (40X) donde se sefala con flechas algunos
nucleos de color rojo que muestran positividad para
p53 y algunos nucleos coloreados en azul que
corresponden a regiones sanas del tejido sin ningun
marcaje.
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Figura 21.- Inmunomarcaje para P53 en tumor de Orofaringe

En estas imagenes se pueden observar unas
micrografias que corresponden a un tejido de Orofaringe al
cual se le realizé inmunohistoquimica contra p53 (Supresor
Tumoral), utilizando para ello un anticuerpo primario
monoclonal con una dilucién 1:100, el tejido de esta
mucosa se nota ulcerado perdiéndose parte del epitelio; el
tejido se notd desordenado con lenglietas del tumor en el
epitelio restante que es lo que se conoce como infiltracién.
En la fig A, (4X) se puede apreciar un area (encerrada en
circulo) que es la regidon que contiene células tumorales y
regiones que contienen células sanas. En la fig. B se puede
notar el mismo tejido a un aumento de 10X donde se sefala
con flechas en el area coloreada de rojo las células
positivas para p53. En la Fig. C se observa un mayor
aumento del mismo tejido (40X) donde se sefhala
igualmente con flechas algunos nucleos de color rojo que
reflejan la positividad para p53 e también se pueden
discriminar células tefiidas de color azul que corresponden
aregiones sanas del tejido
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Figura 22.- Inmunomarcaje para P53 en tumor de Laringe

En estas imagenes, se pueden observar tres micrografias
que corresponden a tejidos pertenecientes a la laringe a los
cuales se les realizd inmunohistoquimica contra p53, utilizando
para ello un anticuerpo monoclonal con diluciéon 1:100. El tejido
en si corresponde a un carcinoma epidermoide algo diferenciado,
queratinizado en algunas regiones del tumor, con infiltraciones del
epitelio unidas al tumor. .En la fig A.. (4X) se puede observar
(Sefalados por flechas) regiones las “lenglietas” o las regiones
infiltradas tefidas de color rojo, Cuando se realiza la observacion
a un mayor aumento (10X) en la fig B, donde se sefala con la
cabeza de flechas en una de las lengletas algunas células
tefiidas de color rojo lo que indican positividad y encerrado en
circulo se delimita la region ampliada en la Fig C. donde se
observa (flechas) algunos nucleos de células coloreados de rojo
indicando su positividad para el anticuerpo utilizado en este caso
que es Anti-p53, y algunas células tefiidas de color azul que
corresponden a regiones sanas del tejido sin marcaje
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Figura 23.- Inmunomarcaje para P53 en tumor de Senos Paranasales

En estas imagenes, se pueden observar tres micrografias
que corresponden a tejidos pertenecientes la seno paranasal a los
cuales se les realizd inmunohistoquimica contra p53 (proteina
supresora de tumores), utilizando para ello un anticuerpo
monoclonal con dilucién 1:100. El tejido en si corresponde a un
carcinoma epidermoide algo colagenizado, con infiltraciones. En la
fig A. (4X) se pueden observar una regiéon de color rojo que son
areas pertenecientes al tumor, cuando se realiza la observacién a
un mayor aumento (10X) en la fig B, se puede observar sefialado
con flechas algunas lenglietas con células tefiidas de color rojo lo
que indican positividad y un mayor detalle del area del tumor, en la
Fig C. se observan (flechas) algunos nucleos de células
coloreados de rojo indicando su positividad para el anticuerpo
utilizado en este caso que es Anti-p53.
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Expresion de P53 en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello

segun la localizacion anatémica del Tumor
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Figura 24.-Expresion de P53 en pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello segun la localizacion anatémica del tumor.

La figura 24, muestra la expresidén de P53 segun la localizacion anatomica del tumor,

como puede observarse, la cavidad oral es la localizacién anatdmica que presenta una mayor

inmunopositvidad (36,36% (12/33)) sequido por la orofaringe y la laringe (27,27% (9/33) y

21,21% (7/33) respectivamente) mientras que en las fosas nasales y los senos paranasales la

inmunopositividad fue de 6,06% (2/33) para cada una, siendo la nasofaringe la localizacion

con menor expresion del marcador (3,03% (1/33)) (p=0,273).
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Extension del inmunomarcaje para P53 en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 25.- Extension del inmunomarcaje para P53 en pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello.

En la figura 25, se muestran los resultados de la extensién del marcaje para P53 en
pacientes con CCECC, aquellos tejidos tumorales que presentaron escasas células marcadas
ocupan la posicion predominante con 48,48%,(16/33) mientras que aquellos en los que habia

un marcaje en mas del 50% del tejido solo ocupé el 12,12% (4/33) de los casos evaluados.
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Intensidad del inmunomarcaje para P53 en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 26.- Intensidad el inmunomarcaje para P53 en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello

La figura 26 corresponde a la intensidad del marcaje para P53 en tumores de pacientes

con CCECC, en ella se puede apreciar que la mayoria de los nucleos celulares presentaban un

marcaje débil (54,54% (18/33)) mientras que una escasa parte de la muestra presento células

fuertemente marcadas (6,06% (2/33)). EL 39,39% (13/33) de los tumores evaluados presentd

un marcaje moderado (++)
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Expresion de P53y su relacion con la persistencia de la enfermedad en pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 27.- Expresion de P53 y su relacion con la persistencia de la enfermedad

En la figura 27 se representa esquematicamente la relacion entre la persistencia de la
enfermedad y la inmunospositividad para P53, en ella se puede notar que los casos que
presentaron inmunomarcaje para P53 son los de mayor persistencia de la enfermedad (30,30%
(10/33)) mientras que en los casos P53 negativos la persistencia es menor (17,14% (8/47))

(p=0,173).
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Relacién de la expresion de P53 con el estatus actual de los pacientes con Carcinoma de

Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 28.- Relacion entre la expresion de P53 con el estatus de los pacientes

En la figura 28 se pueden observar la relacion entre la inmunopositividad para P53 con
el estatus de los pacientes. Aquellos pacientes que resultaron positivos para P53 y que adn
permanecen con vida y con enfermedad ocupan el 33,33% (11/33), de igual manera los
pacientes que hasta el momento de la Gltima entrevista permanecian sanos ocupan el 33,33%
(11/33) de los casos evaluados, mientras que un porcentaje de 30,30% (10/33) de los casos
P53 positivos fallecieron a causa de la malignidad. Del 3,03% (1/33) de los casos no se tienen
reportes ya que no se pudo realizar el seguimiento de los pacientes, ya sea porque no asistieron

mas a la consulta o cambiaron de centro médico (p=0,405).
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Expresion de Bcl-2 en tumores de pacientes con Carcinoma de Células Escamosas

de Cabeza y Cuello
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Figura 29.- Inmunomarcaje para Bcl-2 en tumor de Orofaringe

En estas imagenes, se pueden observar tres
micrografias que corresponden a tejidos pertenecientes a la
orofaringe a los cuales se les realizd inmunohistoquimica
contra Bcl-2 (proteina anti apoptética), utilizando para ello un
anticuerpo monoclonal con dilucién 1:100. El tejido en si
corresponde a un carcinoma epidermoide algo diferenciado,
con infiltraciones del epitelio unidas al tumor. En la fig A. (4X)
se pueden observar (Sefialados por flechas) regiones tefidas
de color rojo que son areas pertenecientes al tumor, cuando
se realiza la observaciéon a un mayor aumento (10X) en la fig
B, se puede observar sefialado con flechas algunas células
tefiidas de color rojo lo que indican positividad, en la Fig C.
se observa (flechas) algunos citoplasmas de células
coloreados de rojo indicando su positividad para el anticuerpo
utilizado en este caso que es Anti-Bcl-2, y algunas células
tefiidas de color azul que corresponden a regiones sanas del
tejido sin marcaje (cabeza de flechas)
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Expresion de Bcl-2 en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y

Cuello segun la localizacion anatémica del tumor
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Figura 30.- Expresion de Bcl-2 en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza
y Cuello segun la localizacion anatomica del tumor

La figura 30 muestra los resultados de la positividad para Bcl-2 en tumores de
pacientes con CCECC, como puede observarse la cavidad oral y la laringe fueron las
localizaciones tumorales con mayor positividad para dicho marcador (33,3%(9/27) cada una,
seguido de la orofaringe (18,5% (5/27)) cuya tasa de positividad es de aproximadamente la
mitad que estas, la hipofaringe, fosas nasales y senos paranasales presentaron una
inmunopositividad menos frecuente (7,4% (2/27), 3,70% (1/27) y 3,70% (1/27)

respectivamente) (p=0,806).
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Intensidad de inmunomarcaje para Bcl-2 en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 31.- Intensidad del marcaje para Bcl-2 en pacientes con CCECC

En la figura 31 se muestran las frecuencias de la intensidad de la inmunotincion para
Bcl-2 en muestras de tumores de pacientes con CCECC, en ella se puede observar que el 74%
de los pacientes positivos para dicho marcador presentaban una baja intensidad en el marcaje
de las células, mientras que en el 25,9% el marcaje observado fue moderado (++). No se

observaron tejidos con alta intensidad del marcaje.
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Extension del inmunomarcaje para Bcl-2 en pacientes con Carcinoma de Celulas

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 32.- Extension del marcaje para Bcl-2 en pacientes con CCECC

La extension del marcaje para Bcl-2 es mostrada en la figura 32, como puede verse la
mayoria de los tejidos evaluados presentaron poca extension, de una cruz (+), con 55,6%
(15/27); el 44,7% (11/27) presentd una inmunotincion de dos cruces (++) y solamente una
pequefia porcion de la muestra, que represento al 3,7% (1/27) presentd una extension de tres

cruces (+++)
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Relacién entre la inmunopositividad paraBcl-2 y la persistencia de la enfermedad

en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 33.- Relacion entre la expresion de Bcl-2 y la persistencia de la enfermedad

La relacion entre la persistencia de la enfermedad y la expresion de Bcl-2 es mostrado
en la figura 33, como puede notarse la persistencia de la enfermedad se observé en el 44,4%
(12/27) de los pacientes evaluados que presentaban inmunopositividad para Bcl-2, mientras

que en los pacientes Bcl-2 negativos la persistencia se observo en el 40,4% (21/53) (p=0,839).
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Relacién entre la positividad para Bcl-2 y el estatus actual de los pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 34.- Relacion de la expresion de Bcl-2 y el estatus de los pacientes con CCECC.

La figura 34 muestra el estatus de los pacientes Bcl-2 positivos, como se puede notar,
la mortalidad a causa de la enfermedad fue reportada en el 30% (8/27) de los casos
inmunopositivos para dicho marcador, mientras que el 19% (5/27) permanecen vivos aun pero
con la enfermedad. EI 37% (10/27) corresponde a pacientes que aun siendo positivos para Bcl-
2 estan vivos libres de la enfermedad. Del 4% (1/27) de los pacientes no se obtuvo
informacion ya que no se encontraba en la historia médica, ya sea porque no asistieron mas a

consulta o porque cambiaron de centro de tratamiento (p=0,081).
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Expresion de PCNA en tumores de pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 35.- Inmunomarcaje para PCNA en tumor de la cavidad oral

Estas figuras muestran micrografias que muestran
tejidos correspondientes a tejidos de la cavidad oral al cual
se le realizé inmunohistoquimica contra PCNA (antigeno de
proliferacion celular) , utilizando un anticuerpo primario
monoclonal (1:100). En la Fig A, (4X) se pueden apreciar
areas con masas celulares que corresponden al tumor
(flechas) y regiones de células sanas; en la fig. B, se puede
notar el mismo tejido a un aumento de 10 X donde se sefiala
con las cabezas de flechas en un area de tumor algunas
células tefidas de color rojo. En la fig C, Se observa un
mayor aumento del mismo tejido (40X) donde se sefiala con
flechas los nucleos coloreados en rojo que corresponden a
células tumorales positivas para PCNA y algunos nucleos
tefiidos de color azul que son regiones sanas del tejido
(hematoxilina) sin ningun marcaje.
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Figura 36.- Inmunomarcaje para PCNA en tumor de la Laringe

En estas imagenes, se pueden observar tres micrografias que
corresponden a tejidos pertenecientes a la laringe a los cuales se les
realizé inmunohistoquimica contra PCNA (Anfigeno de Proliferaciéon
Celular), utilizando para ello un anticuerpo monoclonal con dilucién
1:100. El tejido en si corresponde a un carcinoma epidermoide algo
diferenciado, queratinizado en algunas regiones del tumor, con
infiltraciones del epitelio unidas al tumor. En la fig A. (4X) se pueden
observar (Sefialados por flechas) las “lenguetas” o las regiones
infiltradas tefiidas de color rojo, cuando se realiza la observaciéon a un
mayor aumento (10X) en la fig B, donde se sefala con flechas en una
de las lenguetas algunas células tefiidas de color rojo lo que indican
positividad y encerrado en circulo se delimita la regién ampliada en la
Fig C. donde se observa (flechas) algunos nucleos de células
coloreados de rojo indicando su positividad para el anticuerpo utilizado
en este caso que es Anti-PCNA, y algunas células tefiidas de color azul
que corresponden a regiones sanas del tejido sin marcaje (cabeza de
flechas)
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Figura 37.- Inmunomarcaje para PCNA en tumor de la Orofaringe

En estas imagenes, se pueden observar tres micrografias
que corresponden a tejidos pertenecientes a la orofaringe a los
cuales se les realizd inmunohistoquimica contra PCNA (Anfigeno
de Proliferacion Celular), utilizando para ello un anticuerpo
monoclonal con dilucién 1:100. En la fig A. (4X) se pueden
observar (Sefialados por flechas) las areas pertenecientes al
tumor tefiidas de color rojo, cuando se realiza la observacién a
un mayor aumento (10X) en la Fig B. donde se sefiala con
flechas las regiones de tumor que son apreciadas con mayor
claridad y algunas células tefiidas de color rojo lo que indican
positividad, en la Fig C. donde se observa (flechas) algunos
nucleos de células coloreados de rojo indicando su positividad
para el anticuerpo utilizado en este caso que es Anti-PCNA,.
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Expresion de PCNA en pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

segun la localizacion anatomica del tumor
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Figura 38.- Expresion de PCNA en pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello segun la localizacion anatémica del tumor

En la figura 32 se presentan los resultados de la inmunopositividad para PCNA segun

la localizacién anatomica del tumor primario. La localizacion con mayor frecuencia de

positividad fue la laringe con 31,60% (18/57) de las muestras evaluadas, seguida de la cavidad

oral con 28,1% (16/57) y la orofaringe con 26,32% (15/57). lgualmente se registrd

inmunomarcaje para dicho marcador en las otras localizaciones pero en menor proporcion

(p=0,515).
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Extension del marcaje para PCNA en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de

Cabeza y Cuello
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Figura 39.- Extension del inmunomarcaje para PCNA en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello

La figura 39 muestra los resultados de la intensidad del inmunomarcaje para PCNA en

tumores de CCECC, como puede observarse la extension de dos cruces (representa un 50%

del tejido marcado) fue la observada con mayor frecuencia (52,63% (30/57)) seguido de muy

poca extension (26,32% (15/57)) o una amplia extension del inmunomarcaje (21,10% (12/57))

cuyos valores son similares.
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Intensidad del marcaje para PCNA en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas

de Cabeza y Cuello
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Figura 40.-Intensidad la inmunotincion para PCNA en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello

En la figura 40 se muestran la intensidad de la inmunotincién para PCNA, en ella se

puede notar que la intensidad moderada fue la que se observo con mayor frecuencia en las

muestras evaluadas (50,90% (29/57)), seguida de una baja intensidad del marcaje (31%

(18/57)), mientras que aquellos tejidos que presentaron una fuerte intensidad del marcaje solo

correspondio al 17,5% (10/57) de los casos evaluados.
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Relacién entre la expresion de PCNA y la persistencia de la enfermedad en pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 41.- Relacion de la expresion para PCNA vy la persistencia de la enfermedad

Como puede observarse en la figura 41 aquellos pacientes que presentaban tumores
PCNA positivos poseian una mayor tasa de persistencia de la enfermedad (26,3% (15/57))
mientras que al ser PCNA negativos la persistencia solo se observé en el 13% (3/23) de los

pacientes estudiados (p=0,270).
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Relacion entre la expresion de PCNA con el estatus actual de los pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 42.- Relacion entre la inmunopositividad para PCNA vy el estatus actual del paciente

La figura 42 muestra la relacion entre la positividad para PCNA vy el estatus de los
pacientes, como puede notarse la tasa de mortalidad en pacientes PCNA positivos es de 34,6%
(18/57) sin embargo la tasa de sobrevivencia libre de enfermedad presenta un valor similar
(38,6% (22/57)), mientras que la tasa de supervivencia con de enfermedad es de 28% (16/57).

La muerte sin enfermedad es casi despreciable con un valor de 1,8% (1/57) (p=0,361).
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Expresion de Ki-67 en tumores de pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 43.- Inmunomarcaje para Ki-67 en tumor de Senos Paranasales

En estas imagenes, se pueden observar tres micrografias
que corresponden a tejidos pertenecientes la seno paranasal a
los cuales se les realizd inmunohistoquimica contra Ki-67
(proteina de proliferacién celular), utilizando para ello un
anticuerpo monoclonal con dilucién 1:100. El tejido en si
corresponde a un carcinoma epidermoide algo colagenizado,
con infiltraciones. En la fig A. (4X) se pueden observar
(delimitado por una circunferencia) una regién de color rojo que
son areas pertenecientes al tumor, cuando se realiza la
observacién a un mayor aumento (10X) fig B, se puede observar
sefialado con flechas algunas células tefiidas de color rojo lo que
indican positividad y un mayor detalle del area del tumor, en la
Fig C. se observan (flechas) algunos nucleos de células
coloreados de rojo indicando su positividad para el anticuerpo
utilizado en este caso que es Anti-Ki-67.
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Expresion de Ki-67 en Pacientes con Carcinoma de Células Escamosas segun la

localizaién anatémica del tumor
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Figura 44.- Expresion de Ki-67 segun la localizacion anatomica del tumor primario

Como puede observarse en la figura 44, la localizacion anatomica del tumor con mayor
inmunopositividad para Ki-67 fue la cavidad oral con un 50% de muestras positivas (7/14),
seguido por la orofaringe con un 21,4% (3/14) y los senos paranasales con 14,3% (2/14). Los
tumores de las fosas nasales asi como los de nasofaringe fueron los que presentaron la menor

positividad para el marcados con 7,14% cada una de ellas (1/14) (p=0,049).
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Intensidad del marcaje para Ki-67 en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 45.- Intensidad del inmunomarcaje para Ki-67 en pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello

En la figura 45 se puede observar que el 71,4% (10/14) presentaron una baja intensidad
del marcaje para el marcador tumoral evaluado, 21,4% (3/14) presentaron una intensidad

moderada mientras que s6lo un 7,14% (1/14) presentaron una fuerte intensidad del marcaje.
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Extension del marcaje para Ki-67 en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 46.- Extension del marcaje para Ki-67 en pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello

Como muestra la figura 46, un marcaje en mas del 50% del tejido tumoral evaluado solo
se pudo observar en el 7,14% de los pacientes (1/14), por el contrario aquellos tumores que
presentaba una inmunopositividad en al menos la mitad de las células que lo conformaban
representan el 25,5% (4/14), el 64,3% (9/14) presentdé inmunomarcaje en menos del 25% de

las células que conformaban el tejido analizado.
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Relacién entre la inmunopositividad para Ki-67 y la persistencia de la enfermedad

en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 47.- Relacion entre la inmunopositividad para Ki-67 y la persistencia de la enfermedad

La figura 47, muestra los resultados de la relacion existente entre la inmunopositividad
para Ki-67 con la persistencia de la enfermedad en los pacientes evaluados. El 64,3% (9/14)
de los pacientes positivos para el marcador tumoral presentan una enfermedad persistente
mientras que en los pacientes Ki-67 negativos la persistencia se observd 39,4% (23/66) de los

pacientes analizados (p=0,295).
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Relacién entre la expresion de Ki-67 y el estatus actual de los pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 48.- Relacion entre la positividad para Ki-67 y el estatus de los pacientes

La mortalidad asociada a la positividad para Ki-67 se muestra en la figura 48, como
puede verse el 42,9% de los pacientes Ki-67 positivos fallecieron a causa de la patologia. Por
otro lado se puede observar también que el 25,6% de estos pacientes positivos para el
marcador tumoral permanecen vivos aun con la enfermedad mientras que el 35,7% son

pacientes que lograron curarse y actualmente viven libre de la enfermedad (p= 0,678).
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Expresion de EGFR en tumores de pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 49- Inmunomarcaje para EGFR en tumor de Orofaringe

En estas imagenes se pueden observar unas
micrografias que corresponden a un tejido de la
Orofaringe, al cual se le realizd inmunohistoquimica
contra EGFR, utilizando un anticuerpo primario
monoclonal en una dilucion 1:100. En la Fig A,
(aumento 4X) Un marcaje intenso y en la mayoria del
tejido asi como regiones de células sanas, en la fig. B,
se pueden notar el mismo tejido a un aumento de 10X
donde se sefialan (flechas) en un area de tumor células
con membranas tefiidas de color rojo, lo que indica su
positividad para EGFR. En la Fig. C, se observa un
mayor aumento del mismo tejido (40X) donde se
sefiala con flechas algunas células de color rojo que
muestran positividad para EGFR y algunos sin tincidon
que corresponden a regiones sanas del tejido sin
ningun marcaje. Se observan igualmente los nucleos
tefiidos de azul
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Figura 50.- Inmunomarcaje para EGFR en tumor de Laringe

En estas imagenes se pueden observar unas
micrografias que corresponden a un tejido de la laringe,
en el que se realizd inmunohistoquimica contra EGFR,
utilizando un anticuerpo primario monoclonal en una
dilucién 1:100. En la Fig A, (aumento 4X) se pueden
apreciar areas con una organizacién que asemejan una
masa celular que corresponden al tumor (flechas) y
regiones de células sanas. En la fig. B, se pueden notar
el mismo tejido a un aumento de 10X donde se sefialan
(cabeza de flechas) en un area de tumor algunas
células tefidas de color rojo, lo que indica su
positividad para EGFR. En la Fig. C, se observa un
mayor aumento del mismo tejido (40X) donde se
sefiala con flechas algunas células con membranas y
citoplasmas tefiidos de color rojo que muestran
positividad para EGFR,
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Figura 51.- Inmunomarcaje para EGFR en tumor de Cavidad Oral

En estas imagenes se pueden observar unas
micrografias que corresponden a un tejido de la
Cavidad oral (lengua) , en el que se realizé
inmunohistoquimica contra EGFR, utilizando un
anticuerpo primario monoclonal en una dilucién 1:100.
En la Fig A, (aumento 4X) se pueden apreciar un
marcaje bastante extenso. En la fig. B, se pueden notar
el mismo tejido a un aumento de 10X donde se sefialan
(flechas) en un area de tumor algunas células tefiidas
de color rojo, lo que indica su positividad para EGFR.
En la Fig. C, se observa un mayor aumento del mismo
tejido (40X) donde se sefiala con flechas algunas
células con membranas y citoplasmas tefiidos de color
rojo que muestran positividad para EGFR,
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Expresion de EGFR en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza

y Cuello segun la localizacion anatémica del tumor
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Figura 52.-Expresion de EGFR segun la localizacion anatémica del tumor primario.

Como puede observarse en la figura 52, la localizacion anatomica del tumor con mayor

inmunopositividad para EGFR fue la laringe con un 35,1% de muestras positivas (13/37),

seguido por la cavidad oral con un 27% (10/37) y la orofaringe con 21,6%

(8/37). Los

tumores de las fosas nasales asi como los de senos paranasales fueron los que presentaron la

menor positividad para el marcador con 2,7% cada una de ellas (1/37). Por otro lado también

se observo inmunopositividad para EGFR en los tumores de nasofaringe e hipofaringe con una

frecuencia de 5,4% (2/37) de los tumores evaluados (p=0,739).
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Intensidad del marcaje para EGFR en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 53.- Intensidad del marcaje para EGFR en pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello

En la figura 53 se puede observar que el 75,7% (28/37) presentaron una baja intensidad
del marcaje para EGFR, 21,6% (8/37) presentaron una intensidad moderada mientras que s6lo

un 2,7% (1/37) presentaron una fuerte intensidad del marcaje.
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Extension del marcaje para de EGFR en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 54.- Extension del marcaje para EGFR en pacientes con Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeza y Cuello

Como muestra la figura 54, un marcaje en mas del 50% del tejido tumoral evaluado solo

se pudo observar en el 13,50% de los pacientes (5/37), por el contrario aquellos tumores que

presentaba una inmunopositividad en al menos la mitad de las células que lo conformaban o

menos representan el 43,2% (16/37) cada uno.
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Relacién entre la expresion de EGFR y la persistencia de la enfermedad en

pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 55.- Relacidn entre la expresion de EGFR vy la persistencia de la enfermedad

La figura 56 muestra los resultados de la relacion existente entre la inmunopositividad

para EGFR con la persistencia de la enfermedad en los pacientes evaluados. El 43,24%

(16/37) de los pacientes positivos para el marcador tumoral presentan una enfermedad

persistente mientras que en los pacientes EGFR negativos la persistencia fue similar con

44,2% (19/43) de los pacientes analizados (p=0,484).
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Relacién entre la expresion de EGFR y el estatus actual de los pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 56.- Relacion entre la Expresion para EGFR vy el estatus de los pacientes

La mortalidad asociada a la positividad para EGFR se muestra en la figura 56, como

puede verse el 43% de los pacientes EGFR positivos sobreviven a la enfermedad y hasta la

fecha registrada en las historias clinica permanecian libres de la misma, por otro lado el 24,

3% permanecen Vvivos pero con una enfermedad persistente. EI 27% de los pacientes EGFR

positivos fallecieron a causa de la patologia mientras que el 5,4% de estos pacientes

fallecieron por otras causas ajenas a la enfermedad (p=0,682).

145



Tabla 14.- Relacion entre la expresion de los marcadores moleculares con la persistencia de la

enfermedad y con el estatus actual de los pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de

Cabeza y Cuello.

Estatus actual del paciente

Marcador | Persistencia

ST |58 |8% |%% | &

g g > i o

s |gf | E| B | E |5

g = E = o 3 o = — ©

S & S & >% S & c L >

>S5 =5 S S & n £ &
P53
n=33 30% 30% - 33% 33% 3% p>0,05
Bcl-2
n=27 42% 30% 11% 19% 37% 4% p>0,05
PCNA
n=57 26% 31% 1,8% 28% 38,6% - p>0,05
Ki-67
n=14 60% 43% - 26% 36% - p>0,05
EGFR
n=37 43% 27% 5% 24% 43% 3% p>0,05

En la tabla 14 se muestra un resumen de la relacion existente entre la expresion

de los marcadores moleculares evaluados en pacientes con CCC con la persistencia de

la enfermedad asi como con el estatus actual de los mismos. En ella se puede notar que

aquellos pacientes positivos para el marcador de proliferacion Ki-67 fueron los que

presentaron mayor persistencia de la enfermedad (60%), asi como una mayor

mortalidad asociada (43%). EGFR pos su parte presenta la menor tasa de persistencia

con 27%, mientras que las probabilidades de mantener una vida libre de enfermedad es

la mas elevada (43%), sin embargo es importante resaltar que vivir con la enfermedad
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0 morir a causa de ella ocupa valores considerables, que pueden observarse en 24% vy
27% respectivamente. Para el caso de las oncoproteinas P53 y Bcl-2 los resultados son
similares, un 30% y 42% de los pacientes presentd enfermedad persistente
respectivamente, para ambos marcadores el 30% muri6 como consecuencia de la
malignidad, mientras que cerca del 35% puede curarse.

Si bien PCNA fue el marcador molecular con mayor nimero de casos positivos
cabe destacar que la persistencia relacionada con €l es bastante baja (26%), con un
elevado numero de pacientes que pueden curarse y mantener una vida libre de

enfermedad (38,6%).
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Evaluacion de molecular del gen E6 de VPH-16 en pacientes con Carcinoma de

Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 57.- Curva de amplificacion para E6 de VPH-16 en muestras de Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello.

En la figura 57, se muestran los resultados de amplificacion arrojados por el software
para E6 de VPH-16 en muestras de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, en la
que se puede apreciar diferencias con respecto a los ciclos en los que se detectan los
amplicones. Aquellas muestras que presentan mayor cantidad de ADN son detectadas en los
primeros ciclos de amplificacion mientras que aquellas que tienen menor cantidad de ADN

amplifican alrededor del ciclo 30.
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Curva de disociacion para el gen E6 de VPH-16 en muestras de pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 58.- Curva de disociacion para E6 de VPH-16 en muestras de Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello.

En la figura 58 se observa una curva de amplificacion de algunas de las muestras
evaluadas en donde se puede notar la amplificacion del fragmento esperado, en todas ellas.
Igualmente se puede notar la ausencia de amplificacién en el control negativo (NTC)
indicando ausencia de contaminantes e inespecificidades en el proceso de amplificacion (linea
de color rojo). Por otro lado se puede notar que se obtuvo otro pico de amplificacion que al
realizar la electroforesis en gel de agarosa correspondia a dimeros de primer (sefialados con

una estrella).
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Electroforesis en gel de agarosa para el gen E6 de VPH-16 en muestras de pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 59.- Visualizacion de Analisis de Carga para el gen E6 de VPH-16 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%; PM: Marcador de peso molecular (100 pb Invitrogen);
NTC: Control negativo (mezcla de PCR+ primers y agua desionizada);1-9: Muestras de
pacientes positivas para la deteccion del gen E6 de VPH-16. 10: Muestra en la que no pudo
cuantificarse el gen E6 de VPH-16 mediante gRT-PCR.
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Curvas de disociacion para E2 de VPH-16 en muestras de pacientes con

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello
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Figura 60.- Curvas de disociacion para E2 de VPH-16 en muestras de pacientes con
Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza y Cuello. (A) una muestra positiva y muestras
negativas para E2. (B) Muestras positivas para E2. ¥ Dimeros de Primers; A Inespecificidades;
* Amplificado esperado de E2.

En la figura 60 se observan las curvas de disociacion de algunas de las muestras
evaluadas en donde se puede notar la amplificacion del fragmento esperado para el gen E2 de
VPH (B). Igualmente se puede notar la ausencia de amplificacion en el control negativo
(NTC) indicando ausencia de contaminantes e inespecificidades en el proceso de
amplificacion. En la figura (A), se observa que en una de las muestras evaluadas se obtuvo el
amplificado correspondiente a E2, igualmente en las misma figura se puede notar que hay
curvas en las que solo se obtuvieron dimeros de primers asi como bandas inespecificas mas no
el fragmento de E2, lo cual fue corroborado mediante electroforesis en geles de agarosa, por lo

que fueron consideradas negativas.
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Tabla 15.- Carga Viral y Estatus fisico del ADN de VPH16 contenidos en CCECC en relacién
a los pardmetros pacientes con Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (*ND: No

Sitio del tumor

Determinado. **NA:No Aplica)

Datos clinicos

Carga viral y estatus fisico de VPH 16

Copias de E6/f-

Copias de E2/p-

Radio

Estatus fisico

globina globina E2/E6 del virus
Orofaringe 4 2b 16y 18 ND* 0 No E2 Integrado
Laringe 3 0 16 4 0 No E2 Integrado
Laringe 4 3 16 4 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 4 0 16 4 0 No E2 Integrado
Orofaringe 2 0 16 16 5 0,8 Mixto
Cavidad Oral 3 0 16 9 0 NoE2 Integrado
Orofaringe 4 3 16 20 4 1,75 Episomal
Cavidad Oral 2 0 16,18 y 31 ND* 0 No E2 NA**
No E6
Cavidad Oral 4 2b 16 3 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6y16 5 0 No E2 Integrado
Orofaringe 3 0 16 2 0 No E2 Integrado
Laringe 4 0 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6,11y 16 8 0 No E2 Integrado
Orofaringe 4 0 161 10 7 0,5 Mixto
Cavidad Oral 2 3 6,11y 16 ND* 0 No E2 NA**
No E6
Cavidad Oral 4 2b 11y 16 3 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 2 1 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Hipofaringe 4 2c 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Laringe 3 3 6,11y 16 4 0 No E2 Integrado
Laringe 3 0 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 2 0 6,11,16,18 ND* 0 No E2 NA**
No E6
Cavidad Oral 3 0 6,11y 16 ND* 0 No E2 NA**
No E6
Nasofaringe 4 3 11,16 y 51 ND* 0 No E2 NA**
No E6
Cavidad Oral 1 0 6,11,16,53 4 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6,11y 16 2 0 No E2 Integrado
Hipofaringe 2 3 6,11,16,31 ND* 0 No E2 NA**
No E6
Orofaringe 2 2b 6,11,16,31 3 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6,16,18,31 3 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 2 1 6,16,18,31 4 0 No E2 NA**
No E6
Nasofaringe 3 0 6,11,16,31 ND* 0 No E2 NA**
No E6
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En la tabla 15 se pueden observar la carga viral asi como el estatus fisico del ADN de
VPH-16 en muestras de CCECC. Como puede notarse la frecuencia de integracién del genoma
viral al genoma de la célula hospedera (incluyendo aquellos casos en los que el ADN viral se
encontraba de forma mixto) es alta con un 86% (19/22) de casos integrados y 9% (2/22) en
forma mixta, observandose que la orofaringe fue la localizacion anatémica que presentd en
algunos casos el ADN viral de forma mixta o episomal mientras que en el resto de las
localizaciones el ADN viral se observo siempre de forma integrada (p=0,00).

La carga viral se mantiene con un promedio de 10 copias de ADN de VPH por cada
copia de B-globina (rango entre 2 y 20 copias de ADN de VPH). Es importante mencionar que
en estadios tempranos de la enfermedad la presencia de mayor nimero de genotipos dificulto
la cuantificacion, mientras que en estadios avanzados en los que predomino la infeccion por el
genotipo 16 se detectaron los altos nameros de copias mientras que en los casos en los que se

detectaron tres genotipos virales se observé que la carga viral era menor.
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Curvas de sobrevida en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de Cabeza 'y

Cuello
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Figura 61.- Curvas de sobrevida de los pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
A) pacientes con CCECC en relacién al consumo de tabaco. B) Pacientes con CCECC respecto al estadio
tumoral. C) pacientes con CCECC en relacion al género de los pacientes. D) pacientes con CCECC
respecto a la localizacion anatémica del tumor.
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La figura 61, muestra los andlisis de supervivencia de los pacientes con CCECC
respecto a varias de las variables analizadas en esta investigacion, entre ellas se encuentran el
género el consumo de tabaco y el estadio tumoral, no se encontraron evidencias estadisticamente
significativas que permitan concluir que los factores evaluados presentan una relacion directa con la
sobrevida de los pacientes (p>0,05), sin embargo se puede notar en las figuras que los pacientes
consumidores de tabaco presentan una menor sobrevida que aquellos pacientes que no son
fumadores, igualmente ocurre con el género, los pacientes femeninos tienen una esperanza de vida
mayor que los pacientes masculinos; en cuanto al estadio tumoral, en la figura se puede notar que
hay una separacion entre las curvas a favor de los pacientes diagnosticados en estadios tempranos,
indicado una mayor sobrevida (p>0,05). Respecto a la localizacion anatomica del tumor, se puede
concluir que aquellos pacientes con carcinoma de células escamosas de la orofaringe son los que
presentan una menor esperanza de vida, seguidos de los pacientes con carcinoma de laringe,
mientras que la mayor sobrevida se asocia a pacientes diagnosticados con carcinoma de la cavidad

oral (p=0,000).
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Figura 62.- Andlisis de sobrevida de pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de
Cabeza y Cuello en relacion a: A) Infeccion por VPH. B) Integracion del genoma viral al
genoma de la célula hospedera (p>0,005).

En la figura 62 se presentan los resultados de sobrevida de los pacientes con CCECC
respecto a la infeccion por VPH, como se puede apreciar los valores de p>0,005, nos indican
gue no hay una evidencia estadisticamente significativa que permita concluir que la infeccion
viral o que la integracion del genoma viral al genoma celular tienen un efecto sobre la
sobrevida de los pacientes con CCECC, sin embargo si se observan ambas figuras se puede
notar que la infeccion viral afecta la sobrevida de los pacientes, pues aquellos pacientes VPH
negativos tienden a vivir menos que los VPH positivos. Ahora bien, si analizamos las variable
de integracion en los pacientes VPH positivos se puede apreciar que hay una separacion
bastante notoria entre ambas curvas (genoma integrado vs genoma no integrado) a favor de los

pacientes en los que no habia integracion.
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Infecciones virales y su relacion con la expresion de marcadores moleculares en Carcinoma de Celulas Escamosas de
Cabeza y Cuello segun la localizacién anatomica del Tumor.
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Esquema 2.- Infecciones virales y su relacion con la expresion de marcadores moleculares en Carcinoma de Células Escamosas de
Cabeza y Cuello segun la localizacién anatémica del Tumor.
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En el esquema 2 se muestran las relaciones existentes entre las infecciones virales con
la expresion de los marcadores moleculares en carcinoma de células escamosas de cabeza y

cuello, haciendo énfasis en las repercusiones que éstas tienen sobre la sobrevida del paciente.

La cavidad oral que fue la localizacion con mayor proporcion de infeccion por VPH y
VEB, en esta localizacion se pudo observar una mayor expresion de P53, Bcl-2 y Ki-67, los
cuales juegan un papel importante en la replicacion celular y en la vigilancia de dicho proceso.
De forma contraria en la orofaringe la frecuencia de infeccion por los virus oncogénicos
(VEB-VPH) es baja y la expresion de P53, Bcl-2 y Ki-67 disminuye considerablemente
respecto a la cavidad oral, indicando que la expresion de estos marcadores se ve alterada por la
presencia de coinfeccion con ambos virus oncogénicos.

Un aspecto importante a resaltar es que la infeccion por VPH se ha relacionado con
una disminucion en la expresion de P53 debido a que la oncoproteina E6 de estos virus de alto
riesgo oncogénico presenta como actividad caracteristica la degradacion de esta molécula, sin
embargo en se puede notar que la presencia de otro virus oncogénico como lo es VEB afecta
la expresion de este marcador con un incremento en la misma, igualmente hay una
disminucion en la apoptosis mediada por la sobreexpresion de Bcl-2 y una alta proliferacion
indicada por la sobreexpresion de Ki-67. Lo que nos muestra que las células tumorales
coinfectadas proliferan sin control en el proceso de sintesis de ADN, ademas de estar
inmortalizadas ya que Bcl-2 juega un papel importante en el bloqueo de la apoptosis; estos
factores se han relacionado con una alta persistencia de la enfermedad, crecimiento tumoral y
una alta mortalidad, es decir que la coinfeccibn con dos virus oncogénicos conllevan a
alteraciones moleculares relacionadas con un mal prondstico para los pacientes con carcinom