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RESUMEN

Titulo: Virus del Papiloma Humano en Carcinoma de Células Escamosas de« - - {Formaned: Line spacing: 1.5 lines

Cabeza y Cuello.

Introduccion: El Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECyC)
es una enfermedad en gran parte atribuida a la exposicion ambiental. El consumo
de tabaco y el consumo de alcohol estan bien establecidos como factores de riesgo.

y no bebedores, lo que sugiere la presencia de otros factores de riesgo, como la

infeccion con el virus del papiloma humano (VPH).—Bates—epidemiolégicos—y

Objetivo: Ddeterminar la prevalencia de la infeccidon por VPH virdsdel-papiloma
humane-en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, en el Hospital Civil

de Culiacan.

Metodologia: Eesun-estudio transversal. Se estudiaronestudiaron 17 muestras de
tejido con ecarcinoma-de—células—escamosas—de—cabeza—yecuelloCCECYC; a las
cuales se les realizé estudio de inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-p16. Para
la evaluacion-de-lesresultades se tomd en cuenta la intensidad de tincion de nucleo-

citoplasma, y el -porcentaje de células tumorales que expresaron el anticuerpo.

Resultados: Se incluyeron 17 pacientes-en-el-estudio, con un promedio de edad de

escamosas-de-cabezaycueloCCECYC, fue del 17.64% (3/17), correspondientes a
dos hombres de 53 y 89 afios, y una mujer de 75 afios. Los sitios de las biopsias

del nimero también en estos casos dentro de un
paréntesis... osea (15 % - 20 %)

T
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diferenciados y uno moderadamente diferenciado, los tres casos mostraron

caracteristicas de queratinizacion.

Conclusiones: Llos resultados del estudio concuerdan con la prevalencia reportada
en la literatura, sin embargo el método de deteccion utilizado tiene una baja
sensibilidad, por lo que se propone la realizacién de otras pruebas moleculares,

para determinar la prevalencia del VPH en la poblacién estudiada.

Palabras clave: virus del papiloma humano-papiemavirus, carcinoma de células

escamosas, cabeza y cuello.

MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y
CUELLO Y SU ASOCIACION CON VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO.

Se conoce como cancer de cabeza y cuello al carcinoma epidermoide que se origina
en el epitelio que recubre las mucosas del area cervicofacial-, ocupa el sexto lugar
en prevalencia a nivel mundial, con mas de 600 000 nuevos casos por afio,;' dos

terceras partes de las cuales se encuentran en paises en vias de desarrollo.?

Dentro del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECyC), el
cancer oral y orofaringeo representan un grupo importante, ya que dan cuenta del
50% de las neoplasias malignas de esta region (que también incluye a la laringe con
casi el 2%, hipofaringe, fosas nasales, senos paranasales y la parte alta del

esofago). Con frecuencia, estas neoplasias son estudiadas en conjunto, ya que




existe la nocion de que comparten aspectos etioldgicos, fisiopatolégicos, abordajes
diagnésticos y principios de tratamiento, aunque evidencia reciente sugiere que esto
podria no ser del todo cierto. Especificamente, la mayoria de los caanceres bucales
se desarrollan en la lengua movil (dos tercios anteriores de la lengua) y el piso de
la boca, mientras que en la bucofaringe son mas comunes en la base de lengua (el

tercio posterior de la lengua) y la fosa amigdalina.3

En México, el CCECyC ocupa 5 % de todas las neoplasias, la zona que con mayor

frecuencia presenta la infeccién por virus del papiloma humano (VPH)-papiemavirus

es la orofaringe, seguida por la cavidad oral y la laringe.* Hasta 60_% de los casos
son diagnosticados en etapas avanzadas (etapa clinica Ill y 1V) y el prondstico de
supervivencia oscila entre 10 % y 40 % a 5 afios, dependiendo del sitio especiifico
y su resecabilidad.® En tanto que el tratamiento en etapas avanzadas esta
compuesto de combinaciones de cirugia, radioterapia y quimioterapia, esta
combinacion de tratamientos con frecuencia produce péerdidas funcionales severas

y significativo deterioro estético.

En el 2008, se reportaron 223 000 muertes a causa de esta neoplasia.
Aproximadamente entre 15_% y 20_% de los casos se han asociado a la infeccién
VPH.® En México, se estimé en hombres y mujeres una tasa de incidencia de cancer
de cavidad oral de 2.6 y 1.7 por cada 100 000, respectivamente. Sin embargo, no

se cuenta con registros actualizados sobre CCECyC.”

Stein y cols. realizaron una revision sistematica donde se identificaron 699 articulos
hasta el 31 de enero de 2014, de los cuales 105 cumplieron con los criterios de
inclusién, donde se informa sobre la prevalencia del VPH en 9541 especimenes en
23 naciones y encontraron que en Europa se produjo un aumento constante en la
prevalencia del VPH en todos los marcos de tiempo, siendo de 20,6_% a nivel
mundial (-P <0,001), el 21,6_% en América del Norte (P = 0,013), y el 21,5 % en
Europa (-P = 0,033). Mas recientemente, en la prevalencia de Norteamérica donde

el VPH parece haber tocado techo en la ultima década en alrededor de 65_%. Estos



hallazgos pueden tener implicaciones importantes con respecto a las predicciones

para el futuro de la incidencia de CCECyC.®

Diversos mecanismos han sido implicados en la génesis de los tumores originados
en el epitelio de vias aerodigestivas superiores; el tabaco y el alcohol son los dos
carcinébgenos mas conocidos y su uso esta directamente asociado con esta
neoplasia,® '° sin embargo, a ultimas fechas se ha demostrado que la infeccion por
virus-del-papiloma-humano—(VPH) tiene un papel independiente como factor de
riesgo y se relaciona con un prondstico diferente comparado con pacientes sin
infeccion viral.®'! La frecuencia de CCECyC en pacientes jévenes (menores de 45
afos) se ha incrementado incluso en mujeres y en no fumadores ni bebedores; este
hallazgo ha sido asociado con la presencia de VPH, sobre todo de alto riesgo
(VPH16); asi mismo, lesiones precursoras de cancer como leucoplasia se han
relacionado con la infeccion por VPH18, la cual también cada vez ha sido
diagnosticada con mayor frecuencia.'®'3 Existe evidencia clinica nivel 1 que ha
demostrado que el numero de parejas sexuales y el contacto orogenital son, en

forma significativa, factores de riesgo para contraer la infeccion.

Con el primer reporte de deteccién de VPH de alto riesgo, en especial los tipos 16,
31y 33 en CCECYyC, se inicid la busqueda de la asociacion de este biomarcador.®
El rol de VPH en la carcinogénesis de los tumores escamosos de la via
aerodigestiva superior ha sido claramente establecido en los ultimos afios. La
literatura reporta una prevalencia en torno al 25 % de VPH en tumores de cabeza y
cuello,' pero esta cifra puede variar desde 0_% a 87_%. Esto se explica por las
diferentes técnicas usadas para la deteccion viral y por el numero de casos

incluidos.'®

Sdlo tres series reportadas incluyen mas de 50 pacientes. En la primera de ellas,
para un total de 103 pacientes, la prevalencia de VPH fue de 6,8 %, pero los autores
emplearon PCR selectivo para genotipos VPH 16, 18, 31, 33 y 45; excluyendo de

esta forma otros genotipos, por lo cual la prevalencia real de VPH podria estar
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subestimada. En un segundo estudio se incluyeron 86 casos con una prevalencia
de 19_% para VPH. Finalmente un tercer estudio incluyé 91 casos con una

prevalencia de 13_%. De un total de 5.046 casos agrupados en un meta analisis, la

En un estudio realizado por Kreimer y cols., eEl VPH16 fue el tipo mas cominmente
detectado, represent6 el 86,7 % del total de carcinoma escamoso orofaringeo VPH
positivo, en comparacion con el 68,2_% del carcinoma escamoso de cavidad oral
VPH positivo y el 69,2_% del carcinoma escamoso laringeo VPH positivo. VPH18
fue el siguiente tipo oncogénico mas comunmente encontrado y se detect6 en 8,0
% y 3,9 % del carcinoma escamoso oral y de laringe, respectivamente, con todo,

solo esta presente en el 1,0 % del carcinoma escamoso orofaringeo."”

La forma en como el VPH infecta el tracto respiratorio superior no es del todo clara,
sin embargo, existen datos epidemiolégicos que sugieren una transmision sexual.
En tres estudios de casos y controles, los pacientes con cancer oral tenian mayor
numero de parejas sexuales que los controles. Asimismo, se ha observado que los
pacientes con cancer anogenital tienen un riesgo 4.3 veces mayor, que la poblacién
en general de padecer cancer amidgalino. Los cambios en los patrones de conducta
sexual representan la causa mas probable del incremento en la frecuencia de
carcinoma de células escamosas orofaringeo VPH positivo. También, en los ultimos
50 afios, este tipo de carcinoma ha cambiado de queratinizante a no queratinizante.
La incidencia del VPH en el carcinoma epidermoide orofaringeo se ha duplicado,
particularmente en los hombres. Actualmente, se estima que 4_% de todos los tipos

de cancer se atribuyen a la infeccion por VPH.3

VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO.
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El virus—del—papiloma—humane—(VPH) forma parte de la familia de los

Papillomaviridae. Es un virus mucosotropico que puede inducir lesiones
hiperplasicas, papilomatosas y verrucosas en el epitelio escamoso estratificado de
la piel y las mucosas.® Actualmente se conocen 130 tipos virales, 40 de los cuales
infectan la region anogenital y son clasificados en alto (VPH-ar) y bajo riesgo (VPH-
br), debido a su asociacién a lesiones neoplasicas malignas. Los tipos virales de
alto riesgo segun la clasificacion de Mufioz son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56,
52, 58, 59, 68, 73, 82. Los VPH de bajo riesgo son: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72,81y CP6108."8

El VPH es un virus desnudo de DNA de doble cadena, de aproximadamente 8000
pares de bases, conformado por los genes tempranos E1 y E2 involucrados en la
replicacion y transcripcion viral, E4 y E5 que participan en interacciones con
receptores de factores de crecimiento y citoqueratinas, y los oncogenes virales E6
y E7 principales responsables de la inmortalizacién y transformacion celular. Los
genes tardios L1 y L2 son los responsables de codificar proteinas que forman la
capside viral.’® Las proteinas E6 y E7 son las principales responsables de las
capacidades oncogénicas, y de transformacién en epitelios escamosos. La
expresion de E6 de VPH-ar induce proliferacion en células epiteliales, pérdida de
diferenciacion y formaciéon de tumores. La expresion de E6 es suficiente para la
inmortalizacion, éste coopera con E7 para inducir transformacion en cultivos de
queratinocitos primarios.?° Sin embargo, la proteina E6 de los VPH-br no tiene esta
caracteristica. El potencial oncogénico de la proteina E6 de los VPH-ar se debe
principalmente a la interaccién e inactivacion de proteinas celulares, como genes
supresores de tumores (figura 1). La primera actividad identificada de la proteina E6
de VPH-ar fue la capacidad de formar complejos con TP53, asi como de su
inactivacion por degradacion via ubiquitina-proteasoma, lo cual es de suma
relevancia debido a su funcién como gen maestro en el control de diversos procesos

celulares.?0
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VPH-ar. Diversas proteinas celulares que participan en la regulaciéon de apoptosis
son afectadas por las oncoproteinas E6, tales como BAK, FAS, FADD, inhibiendo
la apoptosis. Otras participan en la reparacion de dafo al DNA, tales como XRCC1
y O6MGT. Por lo cual, E6 inhibe la reparacion del ADN. Ademas de la interaccion e

inactivacion de proteinas, también tiene efectos en la actividad transcripcional de

han caracterizado los residuos que intervienen en las interaccion con algunas
proteinas, como la proteina con dominios PDZ, como SCRIB y DLG. Estudios
genéticos han demostrado que variaciones naturales en la secuencia de

aminodcidos de la oncoproteina E6 de VPH 16, generan diferencias en cuanto a la

eficiencia de degradacion de proteinas celulares como BAXy TP53.2° Los CCECyC

molecular, tanto por perfiles de expresién como de alteraciones en DNA, ha
revelado una alta heterogeneidad tumoral. En este sentido, diversas evidencias
sugieren un modelo de progresion molecular a partir de lesiones premalignas a
malignas (figura 2), muy semejante al modelo de progresion de cancer

cervicouterino.??

ALTERACIONES GENETICAS Y MOLECULARES EN CARCINOMA DE CABEZA
Y CUELLO.

Una de las alteraciones mejor caracterizadas es la sobreexpresién del receptor del

\
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Los genes codifican proteinas transmembranales, involucradas en la sefializacion
celular en respuesta a ligando (EGF, TGF-a, anfiregulina, epiregulina, betacelulina,
HB-EGF). Una vez que el receptor y el ligando interaccionan, se induce una
homodimerizacion o heterodimerizacion y posterior autofosforilacién de residuos de
tirosinas del dominio intracelular, que disparan la sefalizacion celular que deriva en
diversos efectos, tales como induccién de la proliferacion, inhibicion de la apoptosis,

cambios en la expresion génica y rearreglos del citoesqueleto, entre otros.?3

Tumores de cabeza y cuello positivos a VPH sobreexpresan SYCP2 (proteina del
complejo sinaptonemal), RFC5 (factor de replicacion 5), CDKN2C y DNMT1 (DNA
metil-trasferasa), respecto a tumores negativos a VPH.?* 25 Analizando el conjunto
de desbalances cromosémicos que se presentan en cancer de cabeza y cuello, se
determinaron ganancias en las regiones cromosémicas 8q y 20q y pérdida de 13q
en los tumores VPH positivos. Mientras que los tumores negativos a VPH se

caracterizan por pérdidas en 3p, 5q, 8p, y ganancias de 11q.%6

DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR VPH.

Los métodos usados para el diagnéstico de la infecciéon por VPH estan basados
principalmente en la deteccidon del DNA viral y han sido agrupados en ensayos de
alta sensibilidad (PCR, 37.1_%) que es el standard de oro, ensayos de moderada
sensibilidad (Southern blot, 25.2_%) y de baja sensibilidad (hibridacion in situ o
inmunohistoquimica, 16.9_%). Actualmente la técnica mas utilizada para la
deteccion de DNA-VPH es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), debido a

su alta sensibilidad.?”

Inmunohistoquimica.

La técnica de inmunohistoquimicatHQ es una técnica de inmunotincién que se

caracteriza por demostrar antigenos presentes en células y tejidos. Utiliza infinidad
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de biomarcadores moleculares capaces de detectar procesos tanto benignos como
malignos en las diversas muestras histoldgicas. Permite visualizacion de antigenos
presentes en los tejidos mediante la aplicacion secuencial de un anticuerpo dirigido
contra un antigeno especifico (anticuerpo primario), y un anticuerpo secundario que
hara contacto directo con el primario mediante un complejo enzimatico y un sustrato
cromaogeno, capaces de lograr una activacién enzimatica a nivel de este Ultimo que
finalmente producira una reaccion visible (tono café o rojo) en el lugar donde esta
presente el antigeno. La inmunohistoquimica es una técnica esencial en el
diagndstico anatomopatoldgico de las enfermedades, fundamentalmente de las
neoplasicas. Para que su utilidad sea plena es necesario realizar la fijacion de los

tejidos, las indicaciones de uso, las técnicas y la lectura y valoraciéon de los

como externos. El fijador que se utiliza para inmunohistoquimica es el formaldehido { Commented [aivf10R9): Jeje con mindscula
al 4_% tamponado a pH 7,4 (formalina). El periodo ideal de fijacién no sera menor
de 24 horas ni mayor de 48 horas. Fuera de estos estandares la calidad de la técnica

baja sensiblemente.?®
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Es una proteina reguladora del ciclo celular, con su expresion estrechamente

controlada en las células normales, codificada por el gen supresor CDKN2A (MTS1,

INK4ag) situado en el cromosoma 9p2. Esta proteina supresora de tumores inhibe —'[Formatted: Superscript

cinasas dependientes de ciclo-cdk4 y cdk6, que fosforilan la proteina del
retinoblastoma (Rb) y la subsiguiente inactivacion, lo cual libera E2F y permite a la
célula entrar en la fase S. Por lo general, la unién de Rb a los bloques de E2F
impulsa la inactivacién del ciclo celular. En una transformacion de la infeccion por
VPH, sin embargo, el oncogén viral E7 interrumpe la unién de la proteina Rb al

factor de transcripcion E2F, lo que resulta en el aumento drastico de los niveles de

p1 6‘E\IK4§G.28 - [ Formatted: Superscript

- [ Formatted: Superscript
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La deteccion de p16 puede servir como un biomarcador sustituto para la

infeccion persistente por VPH de alto riesgo. Es ampliamente aceptado que

interacciéon del VPH con las proteinas reguladoras del ciclo celular y constituye un

buen candidato a marcador de proliferacion neoplasica.?8

La creciente evidencia indica que, para un subconjunto carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, la presencia de VPH en tumores constituye un
marcador prondstico positivo de deteccion de la enfermedad. La ventaja de
inmunohistoquimica para p16 es que, es facilmente disponible en laboratorios de
patologia quirtrgica, relativamente facil de evaluar y de bajo costo. Los casos tipicos
positivos para p16 suelen mostrar expresion nuclear y citoplasmatica fuerte y

difusa.?®

En un estudio realizado por Schlecht y cols., eEncontraron que Ila
inmunohistoquimica p16 se ha ido desempefiando mejor que la hibridacion in situ,
cuando se compara con el VPH detectado por PCR en células escamosas de
carcinomas no queratinizantes orofaringeos. También observaron una correlacién
inversa entre la expresion de p16 y la queratinizacién limitada, lo cual refleja la

morfologia basaloide no queratinizante.?®

La_inmunohistoquimica con [p16/NKk4a

comunmente utilizado por patélogos, y su uso con hibridacion in situ para la

deteccion de ADN del VPH_-en-un-enterno-de-triage puede ayudar al analisis de
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El conocimiento de las alteraciones biolégicas de estos tumores ha dado pauta al
desarrollo de terapias dirigidas, en algunos casos con éxito. La translocacion
nuclear de EGFR es importante para la sefializacion y el rapido crecimiento celular,
dicha translocacién es inhibida por tratamiento con el anticuerpo monoclonal
quimérico C225 (cetuximab), el cual también inhibe la fosforilacion de EGFR. La
FDA aprobé en 2006 Erbitux (cetuximab) en combinacién con radioterapia para el
tratamiento de pacientes con cancer de cabeza y cuello no resecable, debido a que
ha mostrado una mejoria en la sobrevida, dicha aprobacion es debido a un estudio
donde se demostré que prolongaba, 20 meses, la sobrevida en pacientes tratados

con radioterapia, comparado con pacientes que solo recibieron radioterapia.®

N - { Formatted: Not Superscript/ Subscript

En el afio 2000, se realizaron estudios moleculares y epidemiolégicos que sugieren
que los canceres orofaringeos VPH-positivo comprenden una entidad molecular de

la_enfermedad, clinica y patolégicamente distinta, que es probable que esté
asociada causalmente con la infeccién por el VPH y que tiene un prondstico

notablemente mejor, asi lo afirma Gillison y cols, en un estudio realizado en 253
pacientes con diagndstico CCECyC recurrente donde se utilizaron técnicas de
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), hibridaciéon Suthern Blot e hibridacion

in_situ, para secuenciar la regidon codificadora viral E6 vy confirmar la presencia dei

aislados virales especificos en los tumores.® |

Un hecho controvertido es que en pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, la
asociacion de infeccion de VPH implica mejor prondstico comparados con pacientes
sin esta infeccion'™. En comparacion al cancer de cabeza y cuello de células
escamosas, tradicionalmente asociado al habito tabaquico, el carcinoma de
orofaringe asociado a VPH tiene mejor respuesta a tratamiento, con una tasa de
sobrevida a cinco afios del 80%, en comparacion al 40% en pacientes negativos a

VPH en etapas clinicas Il y IV.3!

En enfermos con CCECyC generalmente jévenes con infecciéon por VPH-16 se ha
encontrado mejor tasa de respuesta a radioterapia y mejor control local, ademas de
incremento en la supervivencia a cinco afnos comparados con los pacientes no
infectados. Sin embargo, este hallazgo es debatible y otros autores han atribuido
ese buen prondstico a mayor radiosensibilidad de la neoplasia pero en asociacion
con los demas factores prondsticos conocidos en cancer de cabeza y cuello,
principalmente la presencia o no de metastasis ganglionares cervicales3'. Un meta
analisis reciente reporté el impacto en la supervivencia de los tumores de vias
aerodigestivas superiores con infecciéon por VPH, demostrando que los pacientes
positivos para VPH tenian un bajo riesgo de muerte (meta RR 0.85 IC 95 % 0.7-
1.0), asi como un bajo riesgo de recurrencia (MetaRR 0.62 IC95_% 0.5-0.8) en
comparacion con pacientes con carcinoma oral y bucofaringeo negativos a VPH.
Datos sobre un estudio prospectivo en fase 2, confirman que la infeccién por VPH

predice una mejor respuesta a tratamiento con quimioterapia y radioterapia.3

Una de las explicaciones en cuanto al mejor prondstico de pacientes con CCECyC
y VPH, es debido a que el gen TP53 no se encuentra mutado a diferencia de los

VPH negativos, donde se reportan mutaciones de TP53. Este gen es un factor
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proapoptdsico y de senescencia en respuesta al dafio del DNA inducido por

farmacos, asi como un potente inductor del arresto del ciclo celular.®

Es interesante que el carcinoma de células escamosas de orofaringe mediado por
VPH, se puede clasificar teniendo un fenotipo de invasién "no agresiva”, mientras
que los fenotipos de carcinoma de células escamosas VPH-negativo es mas
agresivo. Isayeva y cols. han probado la hipétesis de que las oncoproteinas virales

E6, E7 y p16/Nk4a pueden afectar la invasion tumoral.32

Ang, propone una clasificacion de pacientes con base en la presencia o ausencia
de VPH, consumo de tabaco y estatus de ganglios linfaticos. Los pacientes con VPH
se consideran de bajo riesgo, mientras que pacientes con VPH positivo, consumo
de tabaco y ganglios positivos se clasifican en riesgo intermedio. Asi, pacientes VPH
negativos se consideran de alto riesgo a excepcion de no fumadores en etapas T2

y T3, los cuales se clasifican como de riesgo intermedio.3’
Debido al significado prondstico de la presencia de VPH en cancer de cabeza y

cuello, la American Joint Committee on Cancer Stading Criteria recomienda la

determinacion de la presencia de VPH en cancer oral y de faringe.®

19



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢, Cual es la prevalencia de infeccion por virus del papiloma humano en carcinoma

de células escamosas de cabeza y cuello, en el Hospital Civil de Culiacan?

<~ ~ 7| Formatted: Space After: 10 pt, Line spacing: 1.5 lines,
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JUSTIFICACION.

El creciente papel epidemiolégico de VPH y su valor como marcador prondéstico han
levantado gran interés dado su potencial implicacion clinica en oncologia de cabeza
y cuello. Actualmente, se cuenta con métodos validados, que van desde la simple
identificacion de VPH de alto o bajo riesgo (Hybrid Capture 2TM), hasta la deteccion
y tipificaciéon con método de hibridacion reversa (Linear Array®, InnoLipa®). Dicha
deteccion seria importante, ya que los pacientes negativos a VPH son considerados
de alto riesgo debido al mal prondéstico, por lo que se consideraria el desarrollo de
nuevos esquemas terapéuticos o combinaciones de los que ya existen. El presente
estudio pretende identificar el porcentaje de biopsias con diagnéstico de CCECyC
que resulten positivos con el inmunomarcador para p16 (el estudio molecular de
mas bajo costo), a los que posteriormente, en una segunda etapa, se les podria

realizar captura hibrida para aumentar la especificidad.
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HIPOTESIS.
La prevalencia de papilomavirus en cancer de cavidad oral, orofaringe y laringe sera
de 20%.

OBJETIVOS.

Objetivo general.

e Determinar la prevalencia de infecciéon por VPH a través de la positividad al
inmunomarcador p16 en biopsias de pacientes con diagnéstico clinico e
histopatolégico de carcinoma de células escamosas de regiéon de cabeza y
cuello, en el periodo comprendido de enero del 2012 a diciembre del 2015,

en el departamento de anatomia patolégica del Hospital Civil de Culiacan.

Objetivos especificos.
e Correlacionar la prevalencia de la infeccién por papilomaviurs en carcinoma

de células escamosas de cabeza y cuello con los grupos etarios.

« Determinar la relacion entre la positividad al anticuerpo p16/N<42 y los habitos - { Formatted: Superscript

de riesgo como tabaquismo y alcoholismo.
o Establecer la variante y el grado histolégico que mas frecuentemente mostro

positividad.

MATERIAL Y METODOS.

a. Diseno del estudio.
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Se trata de un estudio transversal, retrospectivo, observacional y descriptivo, con

enfoque cuantitativo.

b. Universo del estudio.

Se incluyeron reportes de patologia de pacientes con biopsia de cavidad oral,
cavidad nasal, nasofaringe, orofaringe y laringe con resultado de carcinoma de
células escamosas, que cumplieron con los criterios de inclusion, en el periodo

comprendido de enero de 2012 a diciembre de 2015.

Formatted: Font: (Default) Arial, 12 pt, Bold, Font color:
Black

c. Lugar de realizacién.
El presente proyecto de investigacion se realizé en las instalaciones del

departamento de anatomia patoldgica del Hospital Civil de Culiacan.

d. Periodo de tiempo de realizacion.

Se llevo a cabo en el periodo comprendido de agosto a septiembre de 2016.

e. Criterios de inclusion.
Biopsias de cavidad nasal, senos paranasales, cavidad oral, nasofaringe, orofaringe

y laringe, con diagndstico histopatolégico de carcinoma de células escamosas.

f. Criterios de exclusion.

Muestras que no contaron con bloques de parafina (solo tenian laminillas).

g. Criterios de eliminacién.

Insuficiencia del material durante el proceso.
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h. Analisis estadistico propuesto
Se utilizé estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion.

Analizadas en hoja de calculo de Microsoft Excel 2016.

i. Calculo del tamaifio de muestra
Muestra no probabilistica, basada en criterios, representada por 27 biopsias de las

cuales no se consideraron 10 atendiendo a los criterios de exclusion.

j—Descripcion general del estudio.

En los archivos del departamento de patologia del Hospital Civil de Culiacan, se+.

realizé la busqueda de resultados histopatolégicos de carcinoma escamoso de la
region de cabeza y cuello (cavidad oral, mucosa nasal, nasofaringe, orofaringe y
laringe), que fueron diagnosticados durante el periodo comprendido de enero de
2012 a diciembre de 2015. Se encontraron 27 pacientes con dicho diagnéstico, se
buscaron las laminillas correspondientes, las cuales se encontraron en su totalidad,
pero solo se encontraron bloques de parafina de 17 pacientes.

Se incluyeron 17 casos en el presente estudio; el nimero de caso fue asignado de
acuerdo al orden cronolégico de las biopsias. El caso 10 que corresponde a la
biopsia de laringe de un masculino de 59 afos de edad al momento del diagndstico
en el afio 2014, presentd seguimiento en la Institucion de Salud con reporte de

laringectomia a los 61 afios en el 2016.
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Se hizoé estudio de inmunohistoquimica a los 17 casos incluyendo muestra de
seguimiento. Para su realizacion se hicieron microarreglos con las areas
representativas de las muestras de tejidos embebidos en parafina, se tomaron
secciones seriadas que fueron desparafinadas en xileno, posteriormente se

introdujeron en etanol al 100 y 70_%. Se realizdé recuperacion del epitopo per

calenteamiente a 110°C por 10 minutos-en-10mM-de-citrato-tamponado{(pH-6-0)..

A los portaobjetos se les afiadié el anticuerpo monoclonal de ratén anti-p16N<4

clona B2516P04 {laberaterie-bie-SB(también conocida como JC2)), y cromdgeno
diaminobenzidina (Dako);-contrastado-con-hematoxilina.

evaluada por dos patélogos y medida con una escala semicuantitativa, de acuerdo
a Antonsson y cols. tomando en cuenta la- intensidad de la tincién del nucleo y
citoplasma (no tincion=0, débil=1, moderada=2, fuerte=3) y el porcentaje de células
tumorales (0%=0, 1-10%=1,11-50%=2, 51-80%=3, >80%=4).3% Para el control
positivo se utilizd muestra de citologia cervical con lesion, y como control negativo

se utilizaron células estromales propias de cada muestra.

k-—Tabla de definicion operacional de variables.

k. -
VARIABLES DEFINICION TIPO DE VARIABLE ESCALA DE
OPERACIONAL MEDICION
Edad Tiempo transcurrido Cuantitativa/Continua Afos

desde su nacimiento
hasta el momento del
diagnéstico.
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Sexo

Condicién organica
masculina o femenina de
los seres vivos.

Cuantitativa/Nominal

Femenino (1)

Masculino (2).

Alcoholismo Enfermedad causada por | Cuantitativa/Nominal Positivo (1)
el abuso de bebidas )
alcohdlicas. Negativo (2)
No especificado en el
expediente (3)
Tabaquismo Adiccién al consumo de Cuantitativa/Nominal Positivo (1)
tabaco.
Negativo (2)
No especificado en el
expediente (3)
Grado de Cambios celulares Cuantitativo/Nominal Bien (1)

diferenciacion del
Carcinoma de
células escamosas

especificos que se
observan en histologia.

Moderado (2)
Poco diferenciado (3)

No reportado en el
resultado
histopatologico (4)

Variantes Cambios celulares Cuantitativa/Nominal Queratinizante (1)
histolégicas del especificos que se
carcinoma observan en histologia No queratinizante (2)
escamoso
Inmunomarcador | Ceaptacion del anticuerpo | Cuantitativa/Nrominal Positivo (1)
p16 por parte del tejido
afectado con virus del Negativo (2)

papiloma humano

—Estandarizacion de instrumentos de medicion

Para la interpretacion del estudio de inmunohistoquimica p16 se utilizé una escala+

semicuantitativa de acuerdo a Antonsson y cols.33
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#de Intensidad de tincién del niicleo y citoplasma Porcentaje de células neoplasicas positivas
biopsia de las células tumorales

No Leve=1 | Moderada=2 | Fuerte=3 0%=0 1- 11- 51- >80%=4
tincion=0 10%=1 50%=2 80%=3

| N O O B W N =

©

10*

11

12

13

14

15

16

17

18*

*Caso con seguimiento.

ASPECTOS ETICOS.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Investigacion del Centro de Investigacion
y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS) del Hospital Civil de Culiacan. La
investigacion corresponde a una investigacion sin riesgo para el paciente, segun el
articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud de
nuestro pais (CAPITULO | / TITULO SEGUNDO: De los Aspectos Eticos de la

Investigacion en Seres Humanos).
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RECURSOS Y FINANCIAMIENTO.

Participaron en su desarrollo, médico residente de tercer afio de anatomia
patolégica, médicos adscritos al servicio de anatomia patolégica, histotecnélogos y
personal administrativo. El estudio fue financiado por el Centro de Investigacion y

Docencia en Ciencias de la Salud.

RESULTADOS.

Se incluyeron 27 pacientes con diagndstico de carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello, se excluyeron 10 pacientes que no contaban con bloque de

parafina.

De un total de 17 pacientes que se ingresaron al estudio, el promedio de edad fue
de 62.9 afios (DE +15.5), con un rango de 37 a 89 afos. El género predominante

fue el masculino con 12 hombres (70.6%) y 5 mujeres (29.4%).

Uno de los pacientes incluidos en el estudio que fue diagnosticado en una biopsia
de laringe en el 2014 present6 seguimiento con laringectomia en el 2016, al cual
también se le realizé estudio de inmunohistoquimica, no encontrando positividad en

ninguno de los especimenes correspondientes a dicho paciente.

La prevalencia de VPH obtenida en pacientes con carcinoma de células escamosas

de cabeza y cuello, fue del 17.64% (3/17). Las biopsias positivas para el anticuerpo

p16/Nk4 a_corresponden a dos hombres de 53 y 89 afios, y una mujer de 75 afios, - - Formatted: Superscript

uno de los cuales tiene antecedente de tabaquismo y alcoholismo, y de los otros

dos se desconoce el antecedente. Los sitios de las biopsias positivas son 2 de
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mucosa oral y 1 de cuerda vocal. En las tablas 1 y 2 se observa el contraste entre

las caracteristicas clinicas, epidemiolégicas y habitos de riesgo de los pacientes.

Las caracteristicas histolégicas (figura 3, tabla 2) fueron tomadas de los resultados

de patologia, dos casos fueron reportados como bien diferenciado y uno como

moderadamente diferenciado, los tres casos positivos mostraron caracteristicas de

queratinizacion en_el estudio microscépico-la-deseripeidn-microscédpica.

La interpretacion del estudio de inmunohistoquimica (figura 4,—tabla—3) fueron

evaluadas por dos patdlogos, que concordaron en la escala de intensidad y

porcentaje de células tumorales positivas, los resultados se muestran en la (tabla

3).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e histopatolégicas.

il ‘[ Formatted: List Paragraph, Line spacing: 1.5 lines

# DE EDAD | SEXO | SITIO GRADO TABAQUISMO | ALCOHOLISMO | P16

CASO DEL DIFERENCIACION
TUMOR | DEL TUMOR

1 63 M Paladar Negativo

2 75 F Mucosa Bien Positivo
oral

3 63 M Cuerdas | Mwmoderadamente | Positivo Positivo Negativo
vocales

4 53 M Mucosa Bien Positivo Pasitivo Pasitivo
oral

5 89 M Cuerda Moderadamente Positivo
vocal

6 55 F Lengua Bien Negativo

7 83 F Mucosa Moderadamente Negativo
oral
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8 37 Labio Bien Negativo
9 38 Lengua Moderadamente Negativo Negativo Negativo
10 59 Laringe Bien Positivo Positivo Negativo
11 73 Nasal Bien Negativo
12 80 Laringe Moderadamente Positivo Positivo Negativo
13 64 Laringe Bien Positivo Positivo Negativo
14 51 Laringe Moderadamente Positivo Positivo Negativo
15 67 Laringe Bien Positivo Positivo Negativo
16 43 Lengua Bien Negativo
17 77 Laringe Moderadamente Negativo

... Dato no encontrado en el expediente

“ ‘[Formatted: Line spacing: 1.5 lines

Tabla 2. Caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e histopatoldgicas de los casos

positivos.
#DE | EDA | SEX | SITIO DEL GRADO VARIANTE DE | TABAQUI | ALCOHOLIS | P16 = { Formatted: Line spacing: single
CAS | D (6] TUMOR DIFERENCIACI | CARCINOMA SMO MO
(o] ON ESCAMOSO
2 >60 F Mucosa Bien Queratinizante Ppositiv
afios oral o
4 <60 M Mucosa Bien Queratinizante | Ppositivo | Positivo Positivo
afios oral
53 >60 M Cuerda Mprroderadam | Queratinizante Positivo
afos vocal ente

... Dato no encontrado en el expediente.
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Tabla 3. Resultados de inmunohistoquimica de los casos positivos.

#de Intensidad de tincién del nucleo y citoplasma Porcentaje de células neoplésicas positivas
biopsia de las células tumorales
No Leve Moderada | Fuerte 0% 1- 11- 51- >80%
tincion=0 =1 =2 =3 =0 10%=1 | 50%=2 | 80%=3 =4
2 e e
4 e +
5 + +
Negativo Ppositivo Nregativo Positivo
D|SCUS|ON. “h {Formatted: Line spacing: 1.5 lines

El Caancer de cabeza y cuello comprende un grupo de tumores que son
anatomicamente localizados en la cavidad oral, orofaringe, cavidad nasal, senos
paranasales, nasofaringe, hipofaringe y laringe._La mayoria de los carcinomas de
(90_%) son histologicamente de células escamosas por lo que es llamado,

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.34

El CCECyC ocupa el sexto lugar en prevalencia a nivel mundial, con mas de 600
000 nuevos casos por afio,’ México no se encuentra entre los primeros 20 lugares
de mayor frecuencia en el mundo, pero si entre los primeros 5 de América Latina,
con un riesgo relativo de 7.5/100,000 habitantes y del 0.88_%, aunque también se

ha reportado un incremento constante en la prevalencia, principalmente en mujeres
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menores de 40 afios no consumidoras de tabaco y alcohol, muy probablemente

debido a alteraciones genéticas® o bien a la infeccion por VPH.

La prevalencia de VPH en cancer de cabeza y cuello a nivel mundial es de 20,6 %.8
En nuestro estudio la prevalencia encontrada fue de 17. 64_%, que concuerda con
la literatura. Algunos estudios reportan diferencias amplias que van desde 1-90%,

probablemente debido al sitio del tumor y al tipo de método diagnostico utilizado.'6:33

El CCECyC es una enfermedad heterogéenea, que es resultado del abuso de
tabaco y/o alcohol, o infeccion por virus del papiloma humano de alto riesgo.®* La
asociacion del VPH con el carcinoma de células escamosas orofaringeo fue
sugerido a principios de 1980, en el 2009 se demostré que una gran proporcion del
canecer amigdalino contenia ADN de VPH, por lo que se ha establecido que el
carcinoma orofaringeo representa un subgrupo de carcinoma de cabeza y cuello,
que es etioldgicamente, epidemiolégicamente y clinicamente distinto, en la mayoria
de los estudios el VPH16 es el principal carcinégeno (70_%) de carcinomas

orofaringeos.3

La asociacion de VPH con otros sitios de cabeza y cuello aunrn no esta bien
establecida, en nuestro estudio los sitios anatdmicos corresponden a dos casos de
cavidad oral y uno de laringe, de las biopsias analizadas ninguna corresponde a
carcinoma amigdalino, lo que sugiere que no es frecuente en nuestra poblacion, sin
embargo los resultados muestran que existe una asociacion del VPH con carcinoma

de células escamosas de cavidad oral y laringe, como sugiere Moutasim y cols.38

El estandar de oro para la identificacién del virus es actualmente el estudio
inmunohistoquimica con p16 (estudio de mas bajo costo), el cual es tipicamente
negativo en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello que no esta
asociado con VPH. La sobreexpresion de p16 tiene una sensibilidad aproximada al

100% para la infeccién por VPH de alto riesgo, pero su especificidad es baja del 72-
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82%, debido a los falsos positivos.?® Por lo que se sugiere complementar

posteriormente el estudio con hibridacién in situ u otra técnica molecular.

La gran mayoria de los CCECyC son descritos como no queratinizantes,
especificamente en orofaringe las variantes histolégicas incluyen: papilar,
basaloide, linfoepitelial-like, adenoescamoso, sarcomatoide y de células pequefas.
39 40 Aunque no se ha establecido esta misma asociacion en otros sitios de cabeza
y cuello. Es de esperarse que las variantes histolégicas sean las mismas, sin
embargo en nuestro estudio los tres casos positvivos fueron variante queratinizante.
Lo que se podria explicar por la complejidad de los agentes etioldégicos implicados
en el desarrollo de éste cancer, uno de los casos presentd antecedente de
tabaquismo y alcoholismo y en los otros dos, el dato no fue proporcionado. Por otra
parte algunos autores cuestionan el papel del virus como agente causal o como

espectador “pasajero” en las células neoplasicas.3®

[EI carcinoma escamoso de cabeza y cuello se ha encontrado mayormente en
hombres jévenes (<60 afios) no fumadores y no bebedores. Lo que sugiere que es
posible que la mucosa genital femenina produzca un mayor nimero de viriones de
VPH que la piel y la mucosa genital masculina, asi los hombres pueden ser
expuestos a alta carga viral durante el cunnilingus-*® ya que hay fuerte asociacion
un paciente fue menor de 60 afios, pero no fue posible en ninguno de los tres casos
asociar con inicio de vida sexual y practicas sexuales de riesgo, ya que no fue

preguntado en la historia clinica.

grupo de pacientes VPH(-), probablemente debido a que la intensidad de la
intoxicacién por alcohol-tabaco suele ser menor. Sin embargo, cuando el paciente
es VPH(+) y ademas tiene un historial de consumo de alcohol-tabaco, el pronéstico

es mas sombrio.®42 El alcance del presente estudio no era evaluar respuesta al
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tratamiento, pero seria importante que se realizaran este tipo de estudios en nuestra

poblacion.

CONCLUSIONES.

Los resultados confirman que el estatus de VPH es un buen biomarcador pronéstico
en tumores de cabeza y cuello. Si esto se utiliza en la practica clinca, tendria
profundas implicaciones en la forma que se evalla a los pacientes, se analizan los
riesgos y beneficios para tomar decisiones terapéuticas, y se interpretan los

resultados de los ensayos clinicos.

Por otra parte el uso de- vacunas comerciales aprobadas por la Administracién de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de América (FDA)_-Gardasil® (Merck &
Co., Inc. Estados Unidos), vacuna cuadrivalente que protege contra VPH de bajo
riesgo 6 y 11 y VPH de alto riesgo 16 y 18, mientras que Cervarix®
(GlaxoSmithKline, Reino Unido) de tipo bivalente ya que Unicamente protege de los

VPH de alto riesgo 16 y 18, ambas vacunas con altos indices de eficacia (98 % y 97

33



% respectivamente) en la prevencion de lesiones precancerosas anales, vulvares,
vaginales y cervicales, podria indicar que el uso profilactico podrian ser util en la
prevencion especiifica en caso de infeccién por VPH de alto riesgo, y por ende,
contribuirian en la disminucion de la incidencia de CCECyC; sin embargo, aun no
se tienen datos claros y relevantes sobre el impacto de este método de prevencion

con respecto al cancer en las areas mencionadas.
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Figura 2. Espectro de lesiones escamosas asociadas a virus del papiloma

humano.

Figura 3. En A, By C (casos 2, 4 y 5), se muestran las caracteristicas queratinizantes

del carcinoma escamoso.
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15.-ANEXOS.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGICA DEL HOSPITAL CIVIL DE CULIACAN

P16 EN CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA 'Y CUELLO

# BIOPSIA EDAD SEXO SITIO GRADO TABACO | ALCOHOL IHQ
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1340-12 (1) 63 M Paladar Negativo
1614-12 X X X X X X X
2700-12 (2) 75 F Labio e e - Positivo
2815-12 X X X X X X X
2884-12 X X X X X X X
2993-12 (3) 63 M Cuerdas Moderadamente Positivo Positivo Negativo
vocales
3055-12 (4) 53 M Mucosa oral - Positivo Positivo Positivo
1132-13 (5) 89 M Cuerda vocal | Moderadamente - . Positivo
1277-13 (6) 55 F Lengua Bien Negativo
2106-13 (7) 83 F Mucosa oral | Moderadamente Negativo
3116-13 (8) 37 F Labio Bien Negativo
2243-13 X X X X X X X
359-14 X X X X X X X
1180-14 (9) 38 F Lengua Moderadamente | Negativo Negativo Negativo
1823-14 (10)* 59 M Laringe Bien Positivo Positivo Negativo
2370-14 X X X X X X X
2573-14 X X X X X X X
2685-14 X X X X X X X
2884-14 X X X X X X X
2970-14 (11) 73 M Nasal Bien Negativo
535-15 (12) 80 M Laringe Moderadamente Positivo Positivo Negativo
763-15 (13) 64 M Laringe Bien Positivo Positivo Negativo
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768-15 X X X X X X X

1160-15 (14) 51 M Laringe Moderadamente Positivo Positivo Negativo
1231-15 (15) 67 M Laringe Bien Positivo positivo Negativo
1453-15 X X X X X X X

2713-15 (16) 43 M Lengua Bien Negativo
2980-15 (17) 77 M Laringe Moderadamente Negativo
2081-16 * 61 M laringectomia | Moderadamente Positivo positivo Negativo

[X eliminado de acuerdo a criterios de exclusion o eliminacion.

(') en paréntesis el numero de caso asignado de acuerdo al orden cronolégico de las biopsias.
__ subrayados los casos positivos.

... dato no encontrado en expediente y/o reporte histopatolégico.

* caso con seguimienta.

S
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