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Resumen

Diversos trabajos clinicos y epidemioldgicos han demostrado la asoclacidn entre el Virus del
Papiloma Humano (VPH) y el cancer bucal (CB}); sin embargo, el caricter oncogénico del
virus en mucosa bucal, no ha sido establecido en forma concluyente, como en el cincer
orofaringeo y ano-gemital. Por otro lado, no existen estudios en México que informen acerca
de los factores de riesgo involucrados con el desarrollo del CB. Los objetivos del presente
estudio fueron analizar la asociacion entre el cancer bucal y la infeccion por VPH de Alto
Riesgo (VPH-AR), v otras variables relevantes como el consumo de tabaco y alcohol, la
historia familiar de cancer y los habitos sexuales. Un segundo objetivo fue evaluar los
patrones de metilacidén en tres regiones importantes del genoma viral. El estudio fue
realizado en un centro de referencia oncolégico de la Ciudad de México, incluyd 62 casos de
CB y 248 controles pareados por edad y género. Los resultados muestran que los individuos
con YPH-AR tienen un riesgo 5.8 veces mas alto de presentar cancer bucal que aquellos sin
la infeccidn, independientemente del uso de tabaco y alcohol; asimismo, se confirméd la
fuerte asociacidén entre el consumo de ambos agentes y el CB. Los individuos con
antecedentes familiares de cancer presentaron un riesgo incrementado (3.6 veces) de CB. En
los casos, nuestros hallazgos indican que el nimero de parejas sexuales y el inicio temprano
de wvida sexual se asocian significativamente con la presencia de VPH-AR (p=0.033 y
p=0.019, respectivamente). Por otro lado, diez de las 12 (83.3%) muestras de pacientes con
CB positivo a VPH-16 mostraron hipermetilacion de las islas CpG en la regiones estudiadas
(L1, LCR 5°, enhancer y promotor) en el genoma de VPH-16, lo cual sugiere que el ADN
del VPH-16 se encuentra integrado al ADN del huésped en los procesos malignos que
afectan la mucosa bucal, de manera similar a lo observado en las lesiones malignas de

mucosa anal y genital.



Abstract.

The association between Human Papillomavirus (HPV) and oral cancer {(OC) has been
reported in several clinical and epidemiological studies; however, in contrast with
oropharyngeal and ano-genital malignancies, the oncogenic nature of the virus in oral
mucosa is not well established. In Mexico, there is insufficient information about the risk
factors associated with the development of oral cancer. The aims of the present study were
to analyze the association between oral cancer and High Risk HPV infection (HR-HPV), and
other relevant variables such as tobacco and alcohol use, familiar cancer history and sexual
behavior. A second objective was to evaluate the methylation patterns of three important
regions of the viral genome. The study was performed in an oncological referral center in
Mexico City and included 62 OC cases and 248 controls matched by age and gender. The
resufts of the present study showed that individuals with HPV-HR had a 5.8-fold risk for
oral cancer compared with those without the infection, independently of tobacco and alcohol
use; in addition, the strong association between its consumption and OC was confirmed.
Subjects with positive familiar cancer history had increased odds (3.6 times) for OC. In
cases, our data indicated that a large number of lifetime sexual partners and an early age at
first sexual intercourse were significantly associated with the presence of HR-HPV infection
{(p=0.033 and p=0.019, respectively). On the other hand, ten of twelve (83.3%) HPV-16 OC
samples showed hypermethylation in the CpG islands of the studied regions (L1, LCR 5°,
enhancer and promoter) at HPV-16 genome, suggesting that viral ADN are chromosomally
integrated in oral malignancies and affects the host cells in a similar manner as in ano-

genital malignancies.
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INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer bucal

A nivel mundial, el cancer bucal y orofaringeo (CBO) es un problema importante de
salud publica, principalmente en paises en vias de desarrollo (Globocan 2006, Parkin y col,
1999). En el afio 2000 fueron diagnosticados 484,628 casos de CBO, de los cuales 128,000

fueron defunciones (Globocan 2006).

A nivel mundial, la mayor incidencia de cancer bucal (CB) en el afio 2000 se registro
en las Islas Solomon y Papua Nueva Guinea, con una incidencia de 40 casos por 100,000
habitantes (Globocan 2006). La India, Espafia, Portugal, Francia y Hungria son también
naciones con tasas altas (13 a 20 por 100,000) de CB (Globocan 2006, Franceschi y col.
2000). En América, Estados Unidos de Norteamérica, Brasil y Puerto Rico, presentan tasas
de 8 a 11 casos por 100,000 habitantes; en contraste con El Salvador, Nicaragua y Ecuador,
cuyas tasas varian de 0.4 a 1.6 por 100,000, En México, aunque no existen registros gque nos
permitan determinar la incidencia de CB, segin la IARC en el afio 2000 [a iocidencia fue de

2.7 casos por 100,000 habitantes (Globocan 2006).

De acuerdo a un estudio reciente sobre la mortalidad de CBO en México, la
proporcién de muertes por esta causa permanecié estable durante el periodo 1979-2003
(0.84 a 1.07/100 000 en hombres, y 0.39 a 0.55/100 000 en mujeres). Para ambos géneros, la
tasa cruda de mortalidad por CBO fue de 1/100 000 (0.7 y 0.8/100 000 para cancer bucal y
cancer orofaringeo, respectivamente). La razon hombre-mujer tampoco mostré cambios en

el periodo estudiado, de 2.1:1 en 1979, a 1.9:1 en 2003 (Anaya-Saavedra y col. 2007}.



1.2 Caracteristicas clinicas del cincer bucal

Mas del 90% de las neoplasias malignas de la mucosa bucal corresponden a
carcinoma epidermoide (Scully 2000); que puede presentarse como una ilcera, masa o un
nédulo indurado, y con cambios de color que generalmente consisten en areas rojas o

blancas y rojas (Zakrzewska 1999; Bsoul y col. 2005).

El CB predomina en el género masculino, sin embargo, la razén hombre-mujer ha
aumentado de 6:1 en 1950 a 2.1 en 1997 (CDC, 1998), como resultado del incremento en
habitos relacionados al CB (tabaco y alcohol) en el género femenino durante las dltimas tres
décadas (Bsoul y col. 2005). La mayor proporcion de casos es diagnosticada en la sexta y
séptima décadas de la vida; aunque en estudios recientes se ha reportado un incremento
alarmante en su incidencia, particularmente en lengua, en menores de 40 afios (Bsoul y col.

2005).

Los tres sitios mas comunes de presentacion del CB son la lengua (30%), el labio
(17% y el piso de la boca (14%) (Shiboski y col. 2000; Ramirez-Amador y col. 1995),
aunque se ha reportado un incremento en el numero de lesiones que comprometen tejidos

gingivales (Barasch y col. 1995) y glandulas salivales (Carvalho y col. 2005; Tarvainen y

col. 2004; Morris y col. 2000).

A pesar de los avances en el tratamiento oncolégico de los ultimos afios, la tasa de
sobrevida global es del 57% a 5 afios (Jemal y col. 2004); s1 se trata de lesiones localizadas,
la tasa de sobrevida a 5 afos es del 82%, 48% cuando la lesion se extiende a los nédulos

linfaticos, y 26% cuando se presenta metastasis a distancia (Bsoul y col. 2005). El



prondstico de los pacientes se ve afectado por factores individuales (edad, género, sintomas
y co-morbilidad), factores relacionados a la neoplasia (anormalidades genéticas, tipo y grado
histologico, invasion neural y vascular y proliferacion tumoral) vy factores asociados al
tratamiento (técnica quirurgica y dosis ¢ intensidad de la radiacién y/o quimioterapia) (Bsoul

y col. 2005).

La deteccion temprana y el diagnostico oportuno del cancer bucal representan
herramientas importantes para el manejo y pronédstico de la enfermedad, con el potencial de
prevenir al menos 37,000 muertes por CB en el mundo cada afo (Sankaranarayanan y col.
2006). Ei tratamiento del CB en etapas avanzadas es prolongado, complejo y costoso,
ademds de ser mutilante y deletéreo, produciendo consecuencias fisicas, nutricionales,
sociales y psicologicas que afectan considerablemente la calidad de vida de los pacientes

{Chandu y col. 2006).

La wnspeccion visual de la cavidad bucal es un método simple, econémico, no
invasivo y eficaz para la identificacidon de lesiones precancerosas y neoplasias malignas
tempranas, que se traduce en una mayor sobrevida de los pacientes afectados

(Sankaranarayanan y col. 2006).

1.3 Factores de riesgo para el cancer en la mucosa bucal
El tabaco y ¢l alcohol han sido reconocidos como los dos principales factores de
riesgo en el desarrollo de cancer bucal (Castellsagué y col. 2004, Johnson 2001), la mayor

parte de las veces, actuando en forma sinérgica (Castellsagué y col. 2004).



1.3.1 Tabaco

La combustién del tabaco produce un aerosol que contiene cerca de 10" particulas
por ml. y 4,800 compuestos (Pfeifer y col. 2002). La fase de vapor representa cerca del 90%
del resultado de la combustién, compuesta por nitrégeno, oxigeno y didéxido de carbono. Los
carcinogenos presentes en la fase de vapor incluyen dxido de nimégeno, isopireno,
butadieno, benceno, estireno, formaldehido, acetaldehido, y furano (Pfeifer y col. 2002). La
fase particulada contiene por lo menos 3500 compuestos, muchos de los cuales son
carcindgenos, incluyendo hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH), nitrosaminas,

aminas aromdticas y metales (Pfeifer y col. 2002).

Existe suficiente evidencia de que las dos fases (de vapor y particulada)
constituyentes del tabaco inhalado, causan tumores en animales de laboratorio, y que los
promotores tumorales y co-carcindgenos estin involucrados en la respuesta observada
(Pfeifer y col. 2002). Por otro lado, se ha demostrado que en rumores malignos de mucosa
bucal y esofagica, la mutacion de p53 es proporcional al consumo de tabaco, los individuos
con alto consumo de tabaco tienen un riesgo cuatro veces mayor de mutacion que aquellos

que no fuman (Pfeifer y col. 2000)

El uso de cada uno de los tipos de tabaco se relaciona de manera directa ¢on el sitio
de la mucosa bucal en la que la lesidon pre-maligna o maligna se presenta. En un estudio
retrospectivo (Sch@dt y col. 2004), se encontréd una asociacién significativa entre el uso de
tabaco inhalado y el piso de boca y los bordes postero-laterales de la lengua, confirmando

que estos sitios son particularmente susceptibles a los efectos carcinégenos del tabaco. Estos



sitios también se consideran de alto riesgo debido a que reciben las concentraciones mas

altas de los carcinogenos contenidos en el tabaco inhalado (Schmidt y col. 2004).

La ausencia de queratina en el piso de boca y el vientre de lengua pudiera contribuir
a la vulnerabilidad de esos sitios a los carcindgenos. En contraste, se ha sugerido que la
queratina puede actuar como un agente protector en la encia, 1o cual explica las bajas tasas

de cancer asociado a tabaco inhalado en este sitio (Schmidt y col. 2004).

1.3.2 Alcohol

El uso de alcohol ha sido considerado un promotor del cancer bucal en virtud de su
capacidad para permeabilizar los tejidos bucales, e incrementar asi la retencion y
acurmulacién de carcinégenos {Howie y col. 2001). El alcohol tiene también un efecto
metabdlico sobre la accion carcindgena, por ejemplo, el alcohol puede estimular la actividad
de los peroxisomas y mucrosomas, organelos involucrados en los procesos metabdlicos
oxidativos celulares. El consumo de alcohol puede promover el desarrollo de cancer bucal
por aumento en la actividad de varios carcindgenos como las nitrosaminas encontradas en el

tabaco (Schwartz 2000).

Los efectos carcinogénicos del alcohol se relacionan directamente con el nivel de
alcohol consumido. Se ha sugerido que el alcohol potencia el efecto carcinogénico del
tabaco, independientemente de la cantidad de tabaco consumida. Sin embargo, este efecto es
mayor con altos niveles de exposicion, v la magnitud del efecto es al menos aditiva,
pudiendo llegar a ser multiplicativa, dependiendo del sitio de aparicidén del cincer y los

niveles de exposicion (Kufe y col. 2003).



El aumento en la frecuencia del cancer bucal en el mundo occidental se ha asociado
con el aumento en el consume de alcohol (Johnson 2001). El alcohol es el principal factor de
riesgo para CBO en los individuos sin historia de consumo de tabaco; en un estudio de casos
y controles realizado en no fumadores, se encontré que 50% de los casos referian uso de
alcohol, el riesgo de desarrollar cancer para aquellos que bebian mas de 3 unidades de

bebida al dia fue de 3.4 (IC 95% 1.1-10.1) (Fioretti y col. 1999).

Los mecanismos por los cuales las bebidas alcohélicas inducen procesos malignos en
la mucosa bucal han sido poco estudiados. La explicacion mas frecuente es que el alcchol o
sus metabolitos, como el acetaldehido, son compuestos carcinogénicos; sin embargo, no hay
una evidencia contundente de que el etanol (un ingrediente comuin en todas las bebidas
alcohdlicas) tenga una asociacion importante en el desarrollo de cancer bucal (Castellsagué
y col. 2004). Ademis del efecto sistémico que induce, se ha sugerido que el etancl es
convertido en acetaldehido en la saliva, actuando como carcindgeno en la mucosa del tracto

gastrointestinal superior (Castellsagué y col. 2004).

Por otro lado, se ha sugerido que el alcohol puede actuar como co-carcinégeno a
través de diferentes mecanismos: i) al aumentar la permeabilidad de la mucosa, permitiendo
la entrada de otros agentes carcindgenos, ii) al inducir, local y sistémicamente, la activacidn
de las enzimas involucradas en el metabolismo de los carcindgenos del tabaco y 11) por

efecto oxidativo directo en el epitelio (Castellsagué y col. 2004).



1.3.3 Factores nutricionales

Diversos estudios han demostrado que los factores dietéticos juegan un importante
papel en el resgo de cdncer bucal. La reduccién en el consumo de frutas y vegetales puede
contribuir al desarrolio de CB (Conway 2007; Pavia y col. 2006; Kufe y col. 2003). Existe
evidencia de que la vitamina A v los beta-carotenos son los responsables del efecto protector
para CB que brindan las dietas ricas en frutas y vegetales, debido a que la deficiencia de
carotenoides es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer bucal, orofarigeo y pulmonar
{Conway 2007; Negri y col. 2000; McLaughlin y col. 1988). La ingesta de alimentos ricos
en vitamina C y E, provee un efecto protector en el desarrollo de CB (Negri y col. 2000). La
evaluacion de los componentes dietéticos es dificil, asi como la validez de sus resultados,
por lo que son mecesarios estudios que evallen especificamente y de manera precisa ia

relacion entre la ingesta y los niveles séricos de varios componentes de la dieta.

1.3.4 Antecedentes familiares de cancer

Los resultados sobre la asociacion entre el riesgo familar de cdncer v la presencia de
cancer de Ja region de cabeza y cuello no han sido consistentes (Mork y col. 1999). En un
estudio de casos y controles poblacional en Estados Umidos (Goldstein y col. 1994) se
identificé un riesgo elevado de cancer faringeo (OR=1.7) en individuos con histona familiar
de cancer en primera linea. Asimismo, en un estudio holandés de casos y controles
hospitalanios, Cooper y col. (1995) encontraron un riesgo relativo de 3.5 para cidncer de
cabeza y cuello en individuos con historia famliar de cancer de vias respiratorias altas,
aunque el nesgo fue detectado solo en hermanos. Mork y col. (1999) encontraron que el
riesgo de presentar cancer de cabeza y cuello en individuos menores de 45 afios y con

historia familiar de cincer en pnimera linea fue de 5.0 (1C 95%, 1.4 — 17.3).



Sin embargo, en la mayoria de estudios se menciona que, ademas del sesgo de
recuerdo implicito en la recoleccion de esta vanable que disminuye la confiabilidad del
resultado, los habitos familiares en el consumo de tabaco pudieran incoporar sesgos en su
interpretacion, Por otro lado, en la mayoria de los estudiqs en los que se han incluido los
antecedentes familiares de cancer como posible factor de nesgo, los grupos estudiados han
sido menores de 45 afios (Mork y col. 1999, Goldstein y col. 1994), en quienes diversos
factores ambientales pudieran jugar un papel importante en la etiologia del cancer de cabeza

y cuello.

1.3.5 Agentes biologicos

La presencia de cancer bucal se ha asociado a diversos tipos virales, como el Virus
del Papiloma Humano (neoplasias epiteliales), el Virus Epstein-Barr (neoplasias linfaticas),
el Virus del Herpes Simple tipo 8 (lesiones de Sarcoma de Kaposi), y recientemente el Virus
del Herpes Simple | y 2, que pueden actuar como ¢o-carcinégenos en presencia de tabaco u

otro carcindgenoc qeimico {Pagano y col. 2004, Johnson 2001).

En la mayoria de los virus que participan en la tumorigénesis, el genoma viral
persiste en forma integrada o episomal, v los genes virales se sobre-expresan en las células
turmorales. Sin embargo, algunos de ellos no son oncogénicos per se, la transformacidn
celular ccurre de manera indirecta, o contribuyen en mayor medida a la progresién tumoral

que a la generacién del tumor (Pagano y col. 2004).




1.4 Virus del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH), perteneciente a la familia Papillomaviridae,
es responsable del desarrollo de lesiones epiteliales benignas y malignas en la piel y
mucosas. A pesar de que se ha aislado y secuenciado el genoma completo de poco mas de
100 tipos de VPH, los datos recientes indican que existen mas de 200 tipos diferentes

{Bernard 20035).

1.4.1 Nomenclatura

La clasificacion de los papilomavirus se basa en homologias en la secuencia de sus
nucledtidos debido a que las proteinas que conforman la capside de todos los tipos son
antigénicamente similares. Los tipos de VPH muestran entre si una diversidad en Ja
secuencia de nucledtidos del gen 1.1 de por lo menos el 10%. El término “subtipo” se utiliza
para definir aquellos papilomavirus que tienen en el gen L1 secuencias diferentes a los
demas tipos en 2 a 10% de los nucledtidos. Finalmente, las vanantes de VPH difieren en

hasta el 2% del genoma prototipe (Bernard 2005).

Adicionalmente, como se observa en el Cuadro 1, los VPH han sido subdivididos en
dos grupos con base en la lesion que son capaces de producir después de la infeccidon
(Muiioz y col. 2003). Los virus de bajo niesgo se han asociado con lesiones proliferativas
benignas, en tanto que los virus de alto riesgo presentan un riesgo incrementado de

desarrollar neoplasias malignas (Zhang y col. 2004).



Cuadro 1. Clasificacién cpidemiolégica de los papilomavirus (Mufioz y col. 2003).

Clasificacién del riesgo Tipos de VPH

Alto nesgo 16,18, 31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73,82
Probable alto nesgo 26,53,66

Bajo riesgo 6,11,13,32,40,42,43,44,54,61,70,72, 81, CP6108

1.4.2 Organizacién general del genoma

Los papilomavirus, simétricos e icosaédricos, no poseen envoltura, aunque si una
capside viral compuesta por una proteina mayor y una menor. Setenta y dos capsomeros
rodean el ADN circular y de doble hélice formado por alrededor de 8 000 pares de bases

{pb) (Garcia-Carranca y col. 1993).

Tomando como referencia al VPH-16, se distinguen tres regiones principales
(temprana, tardia y regién larga de control). En la region temprana (E) se encuentran todos
los genes reguladores de la transcripeidn, replicacién y ciclo viral; en la region tardia (1) se
encuentran los genes que codifican las proteinas mayor (L1) y menor (L2} de la capside
viral. La region larga de control (LCR) o region no codificante, de aproxtmadamente 1,000
pb, contiene los elementos cis-regulatorios de la transcripcién viral, como el promotor (p97)

y el origen de replicacidn (orn) (Bernard 20035).

Como se observa en la Figura |, la informacidn genética se encuentra codificada en
una sola de las cadenas de ADN, debido a que los genes tienen una sola orientacion

transcripcional, con sobreposicion de algunos de ellos (Garcia-Carrancd y col. 1993). Las



proteinas de expresion temprana {early) tienen funciones especificas: E1 participa en el
inicio de la replicacion viral, E2 participa en la regulacion de la transcripeion, E4 participa
en la ruptura de citoqueratinas, E5 es una proteina transformadora de membranas, E6

degrada p53 y activa telomerasa, y E7 se une a pRB, pl30 y ¢-jun (Garcta-Carranca y col.

1993).
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Figura 1. Organizacién genémica del VPH-16. Se observan las dos
proteinas tardias virales, y las seis tempranas, asi como sus principales
funciones proteicas (Adaptado de http://www.medscape.com).

A nivel molecular, el principal mecanismo de oncogénesis del VPH es la disrupcion
de genes supresores de tumores hospederos a través de sus genes tempranos, lo cual resulta
en desregulacion del crecimiento celular e inhibicién de la apoptosis. Los genes E6 y E7 se
sobreexpresan como consecuencia de la delecidn de la region E2 en el genoma integrado del
virus; E2 ordinanamente reprime la expresion de E6 y E7 en el promotor, con ganancia de

sitios de procesamiento celular. E7 causa degradacién proteosomal de pRB vy sus proteinas



asociadas, por lo que el crecimiento celular se desregula; E6 causa degradacion de p53, y
como consecuencia, un crecimiento anormal de las células por inhibicion de la apoptosis

(Pagano y col. 2004).

Los productos de los oncogenes E6 y E7 inducen ¢l mantenimiento del estado
inmortalizado de las células que contienen secuencias de VPH. Los genes se expresan
selectivamente en los tumores y lineas celulares derivadas de tumores humanos y se
conservan Lntactos durante la integracion del ADN viral al genoma celular (Garcia-Carranca

y col. 1993).

En VPH-16 y 18, la proteina E6 interactia con el regulador antioncogénico p53,
conduciendo a la degradacién de la proteina pS3, con lo que se pierde Ja capacidad de
reparar danos a nivel de ADN o de iniciar la apoptosis cuando el dario es irreparable. La
proteina E6 de los VPH de bajo riesgo 6 y |1 no induce degradacion de p33, lo que le
confiere su débil potencial de transformacion (Garcia-Carrancd y col. 1993; Halbert y col.

1991).

El producto del gen E7 presenta funciones repulatorias transcripcionales, y en
conjunto con E6 es capaz de transformar ¢ inmortalizar células in vitre (Halbert y col. 1991).
Ademas, E7 controla el ciclo celular interactuando con el regulador anti-oncogénico P103
Rb y otras proteinas asociadas a Rb, lo que da como resultado la activaciéon del ciclo celular

en la célula infectada de forma desregulada (Ruesch y Laimins, 1997)

La proteina L7, al asociarse con la proteina pRB, libera el actor transcripcional

E2F-1, que se encuentra unide a pRB. El factor E2F1 activa la transcripcion de diferentes

t2



genes celulares que promueven la progresion del ciclo celular de la fase G1 ala S. Todo esto
lleva consigo la pérdida del control del ciclo celular y es responsable de la inestabilidad
genomica que precede a |a transformacion celular (Wiest y col. 2002; Garcia-Carranca y col.

1993).

La expresion de oncogenes virales E6 y E7 representa un indicador de la relacién
causal entre VPH v el cancer bucal, en analogia con lo que sucede con el cancer cérvico-
uterino (CaCU) (Wiest y col. 2002}, sin embargo, de igual importancia es la inactivacidn
funcional de pRB para el contro! del ciclo celular. Se ha propuesto que la deteccion de VPH
en el cincer de cabeza y cuello debe acompariarse del analisis de la expresion del gen E6

(Wiest y col. 2002).

1.4.3 Especificidad tisular y ciclo viral

La infeccion por VPH se limita a epitelios escamosos (piel y mucosas) v ocurre solo
en las células basales de! epitelio en division. La infeccidon por papilomavirus ocurre por
contacto directo. Comienza en las células basales, las cuales son mitdticamente activas, y
posteriormente el virus permanece en el estrato basal, se integra al genoma o se replica para

producir particulas virales (Doorbar 2005).

El ADN del virus se replica, transcribe y es capaz de formar viriones completos a
medida que las células epiteliales se diferencian {Doorbar 2005). Las células basales son
poco activas en la expresién de proteinas virales ya que existen factores celulares que
regulan la transcripcion viral. Al migrar a las capas superficiales, estas células se diferencian

y va no pueden dividirse, y es entonces cuando, tras la transcripcion de los genes tempranos
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y tardios del VPH, inicia la produccién de particulas virales (Doorbar 2005; Munger y col.
2004). En células completamente diferenciadas el virus se replica con un alto nimero de
copias y expresa entonces sus genes tardios L1 y L2. Debido a que se trata de virus no

liticos, se vierten al medio extracelular dentro del epitelio escamoso (Doorbar 2005).

Como se observa en la Figura 2, el genoma del VPH se replica como un episoma
extracromosomico (plasmido) en las lesiones benignas; sin embargo, el ADN viral se ha
encontrado integrado con mucha frecuencia dentro del cromosoma hospedero en las lesiones
malignas de cuello uterino, generalmente amplificados en unas 5-200 copias por célula

(Garcia-Carranca y col. 1993).

VPH-DNA extracromosomico VPH-DNA integrado

Integracién del VPH-DNA
al DNA del huésped

l F.xpresion desreguiada
DNA huésped

de ES yE7
Inleraccién con proteinas
reguladoras celulares
Crecimiento benigno Crecimiento maligno
S -, S = 1)

Figura 2, Modelo de transformacién maligna del VPH-16 y 18. En las
lesiones benignas, el ADN viral se conserva en forma de plasmido, en contraste
con la integracion del ADN viral al ADN hospedero observado en los
crecimientos malignos (Adaptado de Beutner y Tyring, 1997)



La integracién al genoma del hospedero se da en la region EI-E2 del virus,
provocando su rompimiento, por lo que ya no s¢ sintetiza una proteina E2 funcional. Al ser
la proteina E2 un factor quc regula negativamente la expresion de los genes E6 y E7 (se une
a su promotor), s¢ tiene como consecuencia un aumento en fa transcripeién de dichos genes

(Sang y Barbosa, 1992).

Se ha sugerido que la integracidon es un evento temprano en la carcinogénesis
inducida por papilomavirus (Sytjanen 2005). En un estudio realizado en muestras de CB
positivas a VPH-16, se encontro que el 48% tiene el virus integrado al cromosoma
hospedero, 35% se encuentra en forma episomal, vy 1 7% en ambas formas (Koskinen y col.
2003). Snidjers y col. (1992} encontraron que los carcinomas de amigdala positivos a VPH-
16 se encuentran en forma episomal, en contraste con los carcinomas positivos a VPH-33

que se encuentran en forma integrada y en formas combinadas (episomal-integrada).

1.4.4 Diagndstico molecular

El método de obtenciéon de ADN reviste gran importancia para la éptima deteccion
del VPH. En ADN punficando de biopsia, el mayor indice de deteccion viral se logra a
través de tepdo fresco, el andlisis en bloque de parafina disminuye la sensibilidad de
deteccion de 51.6% a 21.7% (Miller y White, 1996). Sin embargo, debido a que representa
una estrategia inocua e indolora, en los Gllimos afios s¢ ha adoptado el uso de cepillados,
raspados y enjuagues de la mucosa bucal. Sugivama y col. (2003) informan que el uso de
estas técnicas puede subestimar la prevalencia real de VPH, ya que la mayor cantidad de
copias virales se encuentran en cstratos profundos del epitelio (Sugiyama y col. 2003). Sin

embargo, la mayoria de estudios (Furrer y col. 2006, Lawton y col. 1992; Syrjdnen y



Syrjinen, 1989) coinciden en que los mas altos indices de deteccion de HPV-ADN se

logran por medio del enjuague bucal, el raspado vy el cepillado de la mucosa bucal.

El métode de extraccion de ADN también puede afeclar el indice de deteccion viral,
en un estudio reciente fueron comparados cinco métodos diferentes para la purificacion de
ADN a partir de enjuagues bucales: digestidn con proteinasa K (PKD} e inactivacion por
calor, PKD y precipitacion con etanol, PKD y extraccién con fenol-cloroformo, QlAamp
ADN Blood Midi kit, y Puregene ADN purification kit, siendo este dltimo el que mayor
detecaion de ADN-VPH ofrece a través de amplificacidn del ADN con la técnica de

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (D’Souza y col. 2005),

Los métodos usados para el diagnostico de la infecciéon por VPH estin basados
principalmente en la detecciébn del ADN wviral, y han sido agrupados en ensayos de alta
sensibilidad (PCR, 37.1%), y ensayos de moderada (southern blot, 25.2%) y baja
sensibilidad (hubridacién in situ o iInmunchistoquimica, 16.9%) (Miller y White, 1996). La
técnica mas utilizada para la deteccion de ADN-VPH es la PCR, debido a su alta
sensibilidad, accesibitidad y bajo costo (Molijn y col. 2005). En muestras de ADN obtenido
a través de la mucosa bucal la PCR anidada con oligonucledtidos MYO9/MY 11 y GPS+/6+

es el método mas sensible y reproducible en la actualidad (Remmerbach y col. 2004).

1.4.5 Asociacién del Virus del Papiloma Humano con el cincer bucal
Desde que en 1983, Sytjanen y col. (1983) reportaron la relacidn entre VPH y cancer
bucal, numerosos estudios epidemiologicos han identificado al virus en muestras de mucosa

normal, lesiones premalignas y malignas. Existe evidencia biolégica de que el gen E6 del



VPH y las oncoproteinas del gen E7 producen inmortalizacién y transformacién de los

queratinocitos de la mucosa bucal, lo que sugiere que la presencia del virus constituye un

factor importante en la etiologia del cancer bucal (Sexton y col. 1993; Oda y col. 1996).

En cancer bucal y orofaringeo, se han reportado frecuencias de papilomavirus que
varian del 0 al 100% (Ha y Califano, 2004); esta diversidad es debida posiblemente a las
diferencias en los métodos seguidos por los diferentes estudios, entre las que destacan el
nimero de casos incorporados, la poblacién sujeta a estudio, el método y sitio de recoleccion
de la muestra, la técnica de extraccion de ADN, y el método molecular utihzado para la

deteccion del ADN viral.

A pesar de esta variabilidad, la asociacién de VPH-16 con el desarrollo de tumores
malignos de cabeza y cuello ha sido bien demostrada (Ha y col. 2004; Gulison y Lowy,
2004; Gillison y col. 2000). En un estudio de casos y controles anidado se encontrd que los
pacientes seropositivos a VPH-16 tienen un riesgo 14.4 de desarrollar cincer orofaringeo

(Mork y col. 2001).

Los papilomavirus 16 y 18 son los tipes que se han asociado con mayor frecuencia
con el desarrollo de cancer bucal; se ha sugendo que su papel oncogénico se fundamenta en
la disrupcién de genes protectores o la activacion de oncogenes por medio de la integracién
del cromosoma viral (Chang y col. 2003), o por la expresion de los genes E6 y E7 que
pueden inactivar e inducir la degradacion de los productos de los genes supresores de
tumores p53 y pRB (Garcia Carranca y col. 1993). Si bien, se han encontrado estos tipos de

alto riesge en mucosa normal, en virtud de que los queratinocitos son capaces de albergar a



los papilomavirus en forma latente (Chang vy col. 2003), la probabilidad de detectar VPH en
CB es aproximadamente 4.7 veces mas alta que la de encontrarlo en mucosa bucal normal

(Miller y Johnstone, 2001).

1.4.5.1 Género

A pesar de que en la mucosa genital el virus del papiloma humano afecta
preponderantemente al género femenino, y de que la infecciéon en hombres no produce
sintomas i lesiones visibles (Leyva-Lopez y col. 2003}, en la mayoria de los estudios que
involucran la mucosa del tracto aerodigestivo superior no se reportan diferencias en los
patrones de distribucidn del virus respecto al génere, en mucosa normal o lesiones
premalignas (Sugiyama y col. 2003), ni en procesos malignos (Giovanelli y col. 2002;
Herrero y col. 2003; Ibieta y col. 2004; Tachezy y col. 2005). Sin embargo, Ritchie y col.
(2003), en un estudio realizado en 139 muestras de cancer bucal v orofaringeo, encontraron
que fos hombres tienen casi tres veces mas probabilidades de presentar VPH en la mucosa

bucal que las mujeres (OR=2.9,95% IC= 1.0 - 8.6).

1.4.5.2 Edad

Los resultados sobre la prevalencia de papilomavirus en ncoplasias malignas de
cabeza y cuello y la edad son contradictorios. Se ha descrito que los individuos jovenes con
cancer bucal tienen mayor riesge de presentar infeccion por VPH (Strome y col. 2002; El-
Mofty y Lu 2003; Hafkamp y col. 2004; Smith y col. 2004); otros estudios sugieren que a
mayor edad, mayor probabilidad de tener VPH (Giovanelli y col. 2002; Lindel y col. 2001}
Sin embargo, en diversos trabajos (Herrero y col. 2003; Tachezy y col. 2003; Sisk y col.

2002) se ha demostrado que la frecuencia de VPH en individuos jévenes no es diferente



respecto a pacientes mayores, sugiriendo que el rol oncogénico del VPH es similar en todos

fos grupos de edad.

1.4.5.3 Tabaco y alcohol

Con base en hallazgos moleculares y epidemiologicos, se sabe que las neoplasias
malignas asociadas a VPH, sin exposicion a labaco o alcohol, tienen un comportamiento
biolégico diferente que aquellas causadas por estos agentes carcinogénicos (Sugerman y
Shillitoe, 1997), y que ademas, las células infectadas por papilomavirus tienden a ser mas

susceptibles a la accion de estos carcindgenos (Steinberg y Dilorenzo, 1996).

Aunque en estudios previos (Fouret y col. 1997; Smith y col. 1998) se informé que
los individuos no fumadores eran mas susceptibles a adquirir VPH y que la infeccion viral
podia actuar de manera sinérgica con la exposicién a tabaco y alcohol, en los Ultimos afios se
ha reportado que la mayor proporcién de neoplasias malignas positivas a VPH corresponde a
pacientes no fumadores y no bebedores {Tachezy v col. 2005; Gillison y col. 2004, Hafkamp
y col. 2004; Smith y col. 2004; Chang y col. 2003; Herrero y col. 2003; Ritchie y col. 2003;

Lindel y col. 2001; Gillison y col, 2000; Mellin y col. 2000).

Koch y col. (1999) sugieren que los mecanismos de carcinogénesis del VPH entre
fumadores y no fumadores son diferentes, debido al efecto protector que confiere el tabaco.
La produccion aumentada de queratina en las superficies normalmente paraqueratinizadas
hace a la mucosa mas resistente a trauma, uno de los mecanismos necesarios para la

infeccidon por VPH en células basales.



1.4.5.4 Localizacién

Se ha observado una mayor prevalencia de la infeccidn en tumores orofaringeos que
en aquellos que se presentan en la mucosa bucat (Tachezy y col. 2005; Ritchie y col. 2003;
Smith y col. 2004, Dahlgren y col. 2004), principalmente en amigdala (Hafkamp y col.

2004; Mellin y col. 2000}, y en base de lengua (Dahlgren y col. 2004).

Los papilomavirus, particularmente el VPH-16, se encuentran con mayor frecuencia
en neoplasias originadas en sitios con actividad inflamatoria, como el cérvix, las amigdalas y
la base de lengua. Al parecer, las células infectadas con VPH, al encontrarse en cercania a
células inmunolégicamente competentes capaces de responder a antigenos induciendo la
produccion de factores de crecimiento, pueden también estimular la division celular de las

células infectadas facilitando el desarrollo tumoral (Dahlgren y col. 2004).

1.4.5.5 Vias de transmisién

La forma en la que el VPH es transmitido a la mucosa bucal ain no estd clara; el
ADN-VPH ha sido identificado en cepillados de individuos sanos en frecuencias que varian
del 1 al 60% (Scully 2002); sin embargo, en el fiuido salival no se han encontrado cargas
virales elevadas, lo que hace poco probable su transmision por contacto directo (Scully
2002). El virus ha sido encontrade en recién nacidos de madres infectadas debido a
transmisiéon vertical (Watts vy col. 1998), y en nifos y adolescentes sin actividad sexual

(Koch y col. 1997),

Un gran namero de estudios han sido desarrolladoes con el tin de identificar al VPH

en la mucosa bucal como un patdgeno adquirido por via sexual. En estudios de casos y
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controles, se han encontrado asociaciones significativas entre la presencia de VPH en CB y
el numero de parejas sexuales y la historia de pricticas oro-genitales y oro-anales (Herrero y
col. 2003, Ritchie y col. 2003; Schwartz y col. 1998). Ademas, se han identificado tumores
bucales positivos a VPH-AR en hombres cuyas compafieras sexuales tuvieron lesion de

cuello uterino asociada a VPH (Smith y col. 2004).

1.4.5.6 Asociaciones genéticas

A diferencia de estudios en los que no se ha encontrado mutacion del gen supresor de
tumores p33 (Gillison y col. 2000; Haraf y col. 1996), en otros se ha demostrado que los
tumores positivos a VPH muestran polimorfismos y mutacién en TP53 (Dai y col. 2004,
Van Houten y col. 2001), desregulacion de pRB y sobreexpresion de pl6INK4A (Hafkamp

y col. 2004}

En general, los tumores positivos a VPH-16 han sido descritos como dos tipos
genéticamente diferentes: aquellos que exhiben represion del gen E6 sin mutaciones en el
gen p53, y los que, alternativamente presentan expresion de E6 y mutaciones en p53 (Wiest
y col. 2002; Van Houten y col. 2001). Se ha observado que la radioterapia y los agentes
citotoxicos son capaces de disminuir la posibilidad de que E6/E7 interfiera con p53 y pRB
en los tumores con alta expresién de EG/E7, por lo que este tipo de neoplasias son mas

vulnerables a la terapia (Metlin ¥ col. 2002).

Adicionalmente, se ha demostrado que Jos niveles de proteina pRB estan regulados

negativamente en el cancer de cabeza y cuello asociado a VPH-16, lo que permite inferir

actividad de E7 (Wiest y col. 2002). Por otro lado, se ha sugerido que existe una fuerte

2]



asociacton entre la infecciéon por VPH y la activacion del gen H-ras en el carcinoma

verrucose de la mucosa bucal (Anderson y col. 1994).

1.4.5.7 Pronéstico

Ritchie y col. {2003), reportan que ¢} estado al VPH es un factor independiente del
pronostico en cincer bucal orofaringeo, y que la sobrevida de los pacientes no estd asociada
con la radioterapia en los tumores positivos a VPH; sin embargo, al analizarlo por género,
encuentran que los hombres positivos a papilomavirus tienen un mejor pronostico que las

mujeres.

En numerosos estudios se ha relacionado la presencia VPH en CBO, con un mayor
tiempo de sobrevida (Dahlgren y col. 2004; Hatkamp y col. 2004; Li y col. 2003, Ritchie y
col. 2003; Mellin y col. 2002, Lindel y col. 2001; Gillison y col. 2000, Mellin y col. 2000),
asi como una mejor respuesta a radioterapia en fumores VPH positivos (Lindel y col. 2001).
Asimismo, en un estudio longitudinal que incluyé 22 individuos con carcinoma epidermoide
de amigdala, se observd que los pacientes con tumores de > 190 copias de VPH tuvieron un
mejor resultado clinico, permaneciendo libres de tumor tres afios después del diagnostico; al
parecer, estos pacientes tienen un mejor prondstico debido a que la carga viral alta puede

inducir una mejor respuesta inmune contra el cancer (Mellin y col. 2002).

A pesar de que Higa y col. (2003) reportan que los tumores positivos a VPH son con
mayor frecuencia bien diferenciados, en diversos estudios (Smith y col. 2004; Klussman y
col. 2001; Schwartz y col. 1998) las neoplasias positivas a YPH se han correlacionado con

neoplasias mal diferenciadas, no queratinizantes y con morfologia basaloide (OR= 18.7, IC
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95%= 2.1 - 167) (Gillison y col. 2000). Debido a los hallazgos inconstantes reportados hasta
hoy en la literatura con respecto a la agresividad, pronéstico, y sobrevida de las neoplasias
positivas a VPH, consideramos necesario analizar estas varnables por medio de mas estudios

que incorporen disefios longitudinales de largo plazo.

1.5 Regulacién epigenética

El término epigenético hace referencia a los mecanismos de regulacion génica
independientes de la secuencia de ADN, que ocurren sin una alteracién en la secuencia de
nucledtidos (Rodriguez-Dorantes y col. 2004). Un mecanismo epigenético es un sistema
complejo para utilizar selectivamente la informacion genética, activando y desactivando
diversos genes funcionales. La regulacion epigenética ocurre en al menos tres sitios en la
estructura jerarquica del genoma: en el ADN, a través de la metilacion, en los nucleosomas,
a través de ]la modificaciéon de histonas, y en los cromosomas, por medio de proteinas

estructurales (Recillas-Targa y col. 2006; Bunger y Archer, 2004).

Estas seriales y las proteinas responsables de ellas, pueden influenciar la expresion
génica a ruvel global, compactando o relajando grandes segmentos del genoma, o a nivel
local, como co-activadores y represores de la expresion génica. La sefializacidon es

dependiente de enzimas y estd altamente regulada (Bunger y Archer, 2004}.

Las caracteristicas comunes de los cambios epigenéticos son: 1) su potencial
reversibilidad, to cual es lo contrario a lo que sucede con la mutacion genética; 2) efecto de
posicion, ejemplo de ello es el efecto de los genes a distancia, que puede diferir con la

distancia del gen afectado desde la marca epigenética, o terminar de manera abrupta; 3)
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efectos en grupos de genes cercanos unos de otros en el genoma; 4) una mayor frecuencia de
alteraciones que en las mutaciones; 5) pueden ser modificadas por el ambiente. El
mecanismo principal de las caracteristicas anteriormente descritas radica en la cromatina,
incluyendo la modificacidn post-traduccional de histonas, el arreglo de los nuclecsomas, y la

metilacion de citosinas en el ADN (Feinberg 2004).

1.5.1 Metilacién

La dnica modificacion epigenética del ADN en mamiferos es la metilacién de la
citosina en un dinucledtido CpG (Robertson 2005). Este mecanismo de control es importante
durante el desarrollo embriolégico de los mamiferos, y ha recibido especial atencién en los
altimos afos debido a sw contribucién en el proceso de carcinogénesis (Rodriguez-Dorantes

y col. 2004).

La metilacion del ADN es un marcador epigenético con aplicacion en diversos
campos de investigacidén de la genética y la biomedicina (Mesa-Cornejo y col. 2006). La
modificacion del estado de metilacion del ADN puede afectar la expresion de genes que
estan nactivados por modificacidén epigenética incorrecta, por lo que el uso de drogas que
inhiben la metilacion del ADN, puede ser Gtil para el tratamiento y control del cancer

(Arenas-Huertero y Recillas-Targa 2002)

La metilacién del ADN participa en la regulacion de la expresion génica de dos
formas, directamente al impedir la unidn de factores de transcripcion, e indirectamente
propiciando la estructura “cerrada™ de la cromatina. E1 ADN presenta regiones de 100-1500

pb ricas en dinucledtidos CpG (islas CpG), que son reconocidas por las enzimas ADN-
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metiltransferasas (DNMTs). Durante la replicacion del ADN, las DNMT's metilan el carbono
5 de las citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la memoria del estado
metilado en la molécula hija. La metilacidon es un proceso unidireccional, cuando una
secuencia CpG adquiere metilacién de novo, esta modificacién se hace estable y es heredada

como un patrén de metilacion clonal (Mesa-Cornejo y col. 2006),

Los patrones de metilacion en las células somaticas son generalmente estables y
heredables, sin embargo, son reprogramades ampliamente en las células germinales y
durante el desarrollo embrionario temprano, siendo la metilacién de nove particularmente

activa en estos estadios (Rodriguez-Dorantes y col. 2004}

En la metilacion de nove de un dinucledtido CpG, el grupo metilo se anade a la
posicion 5 del carbono del anllo de pinmidina de la citosina, a través de metiltransferasas
(DNMT3A y DNMT3B) en una de las hebras de ADN complementario. Si una de las islas
CpG complementarias ya estda metilada, la otra puede ser metilada en el proceso de

mantenimiento de la metilacién a traves de la DNMT1 (Auerkart 2005).

La metilacién afecta las interacciones ADN-proteina, la estructura y replicacion del
ADN, la expresion de los genes y la diferenciacion celular, la latencia de virus celulares, y la
inactivaciéon ranscripcional de elementos genéticos moviles, ademas de aumentar el nesgo
de mutaciones espontincas (Rodriguez-Dorantes y col. 2004). En células normales, la
metilacidn ocurre predominantemente en regiones gendmicas repetitivas, incluyendo ADN

satélite y elementos parasiticos (transposones y retrovirus) (Robertson 2005).
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La relacion entre la metilacién del ADN y el cancer se demostrd en 1983, al
identificar hipometilacién en el genoma de las células cancerosas, en comparacién con su
contraparte normal. Posteriormente, se describié que las islas CpG presentes en los
promotores de células malignas estan hipermetiladas, resultando en el silenciamiento de
miles de genes, incluyendo genes supresores de tumor (Recillas-Targa y col. 2006; Issa
2004). Por otro lado, la pérdida de metilacion gendémica global es un evento temprano muy
frecuente en céncer, que se correlaciona con severidad de la enfermedad y potencial

metastasico (Robertson 2005).

El genoma de células preneoplisicas, neoplasicas y senescentes, comparten tres
cambies importantes en metilacion. La hipometilacién de la heterocromatina, que conduce a
inestabilidad gendémica e incrementa los eventos de recombinacidén mitotica; la
hipermetilacion de genes individuales, y la hipermetilaciéon de las islas CpG de genes
constitutivos v genes supresores de tumores (Mesa-Cornejo y col. 2006; Recillas-Targa y
col. 2006). Los niveles de metilacion pueden presentarse en forma individual o simultanea,
aunque en general, la hipermetilacién estd involucrada con silenciamiento génico y la
hipometilacion, con sobre-expresion de proteinas involucradas en fos procesos de invasion y

metastasis (Mesa-Cornejo y col. 2006).

La Figura 3 muestra upa region de ADN gendmico de una célula normal, que
contiene cromatina hipermetilada y un gen supresor de tumor (GST) activo
transcripcionalmente, asociado a una isla CpG hipometilada. En las células tumorales, la
heterocromatina, al estar hipometilada, contribuye a la inestabilidad gendmica. Asimismo,

las islas CpGs de células malignas pueden presentar metilacion de novo, resultando en
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silenciamiento de la transcripcion de genes reguladores del crecimiento tumoral (Robertson

2005).
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Figura 3. Metilacion del ADN y cancer. En una ¢élula normal, se observa la region
de heterocromatina hipermetilada, y la isla CpG asociada al gen supresor de tumeor
(GST) hipometilada. En contraste, en el cancer, la hipometilacién de la region de
cromatina contribuye a inestabilidad gendmica, y la metilacion de la isla CpG provoca
silenciamiento del GST (Adaptado de: Robertson 2005).
Aproximadamente la mitad de los genes promotores contienen una regién rica en
dinucledtidos CpGs, que en células normales se encuentran libres de metilacion. En el

cancer, muchas de esas 1slas CpG estan hipermetiladas, stlenciando la expresion de genes

contiguos, como los supresores de tumores (Recillas-Targa y col. 2006; Esteller 2000).

Entre los genes que se han encontrado silenciados por metilacién aberrante se
encuentra plé, pl4, pl5, APC (gen de la peliposis adenomatosa de colon), Retinoblastoma
(Rb), LKB1/STKI1 y los receptores de estrogenos y progesterona. La metilacion aberrante

también afecta la expresion de genes reparadores de ADN, como hMLH1, MGMT, GSTP1 vy
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BRCAI, con lo cual el ADN celular queda sin proteccidn contra la exposicion de agentes
carcindgenicos exogenos, adquiriendo nuevas modificaciones genéticas que inician el

proceso oncogénico (Esteller 2000).

1.5.2 Metilacion y cancer bucal

Diversos cambios genéticos han sido estudiados en el cincer de la cavidad bucal
como mutacienes o pérdidas de secuencias de ADN, lo cual lleva a la pérdida de funcion de
genes supresores tumorales, o acfivacion de oncogenes. Estos cambios acumulativos pueden

producir atipia celular y eventualmente cancer (Ha y Califano, 2006).

A pesar de que son pocos los datos con los que contamos hasta la fecha, la
caracterizacién de los patrones de metilacion en estos genes es de gran importancia en el
estudio del cancer bucal. Debido a la sensibilidad y especificidad de los ensayos utilizados
(especialmente, PCR cuantitativo especifico de metilacion), la determinacién del estado de
metilacidn del CB tiene un gran potencial en la deteccion temprana, monitoreo y tratamiento
dei CB (Ha y Califano, 2006). Algunos genes en lesiones premalignas bucales tienen cierto
grado de metilacidn, por lo que se sugiere que la metilacion es un evento temprano (Ha y

Califano 2006).

La investigacion sobre metilacion en tumores de la mucosa bucal es reciente, cuatro
importantes genes han sido estudiados con detalle: CDKN2A, CDHI, MGMT y DAPKI.
Otros genes, como DBCI, pl4, CDNK2B, RARB, RASSF1, MLHIL,P73, DCC, FHIT vy
SERPIN BS5, han sido estudiados en el contexto de la carcinogénesis bucal, aunque con

menos detalle (Ha y Califano, 2006).
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CDKN2A, un gen involucrado en la via de Rb para el control del ciclo celular, se
encuentra comunmente alterado en el cancer de cabeza y cuelle. Datos obtenidos en lineas
celulares muestran que entre el 17% y el 43% de los tumores de cabeza vy cuello presentan
metilacion en la region promotora de CDKN2ZA (Ha y Califano, 2006); sin embargo, es

necesario contrastar estos resultados con estudios basadoes en muestras clinicas,

Por ofro lado, el gen CDHI se ha descrito asociado a la adhesion celular en tumores
malignos gastrointesinales, por lo que la metilacion en su region promotora juega un papel
importante en la invasion tumoral y metastasis. Los resultados reportados en estudios
realizados en muestras de tumores de la cavidad bucal han sido muy variables, encontrando

gue el promotor de CDH]1 estd metilado del 0 al 85% de los casos (Ha y Califano, 2006).

MGMT es un agente detoxificante del ADN, importante en la prevencién de
alquilacién y, por consiguiente, predictivo de quimiosensibilidad. MGMT se ha encontrado
metilado en 38% de los tumores malignos primarios de colon, gliomas y tumores de cabeza
y cuello. Finalmente, DAPKI, un grupo de genes envueltos en la apoptosis, se ha
encontrado metilado en 7 a 68% de los tumores primarios de la mucosa bucal (Ha y

Califano, 2006).

La caracterizacion de la metilacidn en genes promotores asociados al cancer bucal ha
revestido gran relevancia, sobre todo en los altimos anios, por su papel como herramienta de
deteccion temprana, monitoreo y tratamiento del cdncer bucal. La creacién de paneles de
metilacion génica se propone como uno de los mecanismos para la busqueda de individuos

con riesgo de cancer bucal. Ogi y col. (2002) encontraron que 67 de 97 CECB presentaban
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metilacion del promotor en 12 genes. Viswanathan y col. {2003), a través del estudio de la
metilacion en cinco genes asociados al cancer bucal, identificaron la presencia de cancer
bucal en 38 de 51 pacientes de la India. Estos estudios demuestran que el disefio de paneles
marcadores de metilacion pueden ser dtiles en la identificacion de lesiones malignas en la

cavidad bucal (Ha y Califano, 2006).

Por otro lado, en la determinacion de mérgenes quirirgicos durante procedimientos
oncologicos, la metilacion ha sido sugerida como un instrumento confiable (Ha y Califano,
2006). Goldenber y col. {2004), cuantificaron el estado de metilacién de los genes COKN2 A
y MGMT por medio de PCR. especifico de metilacidn, con el fin de establecer margenes de
reseccidén en cirugias de cabeza y cuello, suginendo que el analisis molecular de la

metilacion es una herramienta auxiliar en el acto quinirgico.

1.5.3 Metilacién del genoma del VPH

El estudio de los patrones de metilacion del VPH ha sido realizado recientemente, en
lineas celulares y muestras clinicas de peoplasias genitales y anales. En el ciclo de vida de la
mayoria de los virus, la metilacion del ADN no parece jugar un papel importante; sin
embargo, diversos estudios han demostrado que VPH-16 y 18 estin afectados de manera
significativa por este mecanismo {Turdan y col. 2006, Wiley y col. 2005; Badal y col. 2004;

Badal y col. 2003; Kalantari y col. 2004).

La importancia de la metilacién en el ciclo de vida del VPH-16 radica en que actia

como silenciador de la tranmscripcion viral en células indiferenciadas, induciendo latencia

viral (Kalantari y col. 2004; Doerfler y col. 2001). La hipermetilacién del gen L1 del VPH-

30



16 y 18, y de la LCR del VPH-16 ¢s comun en CaCU y en lesiones de alto grado, y rara o
ausente en infecciones asintomiticas o lesiones de bajo grado, posiblemente como

consecuencia de recombinacién gendmica y transcripcidn aberrante (Kalantar y col, 2004).

En la LCR, se ha reportado hipermetilacion en muestras de cuello uterino
asintomaticas, metilacién moderada en lesiones precursoras, ¢ hipometitacidn en 6% de los
carcinomas invasivos, lo cual sugiere que la transformacién neoplasica puede ser suprimida
por metilacién de CpG, mientras que la desmetilacion ocurre durante la transformacion

neoplasica (Kalantari y col. 2004).

La prevalencia de hipometilacién indica que este fenomeno epigenético juega un
papel importante en el ciclo de vida de los papilomavirus, la cual tiene lugar en infecciones
asintomaticas y lesiones precursoras, pero no en carcinomas. Estas observaciones sugieren
que la metilacién en los dinucledtidos CpG se encuentra presente en el ciclo de vida del
VPH asi como en la etiologia del cancer, donde puede actuar como un marcador diagndstico

(Kalantari y col. 2004)

Durante la carcinogénesis, se ha observado con frecuencia una hipometilacion global
o regional e hipermetilacion en islas Cp(, esta metilacidn reprime la expresion genética, por
interferencia directa al impedir la unién de los factores de transcripcion o por unién de una
familia de proteinas que reconocen ADN ruetilado y reclutan HDACS, las cuales favorecen
la condensacién de la cromatina y por lo tanto reprimen la transcripcion. Parece ser que este
mecanismo es el blance de modificacion por los complejos entre HDACS vy los factores de

transcripcion CDP v YY1 (Kalantari y col. 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien, en diversos trabajos se ha establecido la asociacién entre la infeccidn por
VPH vy el desarrollo de cancer bucal, los resultados han mostrado una amplia variabilidad.
En Mexico, la informacién sobre la frecuencia de VPH-AR es escasa, y la informacién con
la que se cuenta no incluye individuos sanos, por lo que no se conoce la prevalencia de la

infeccién en individuos sin cancer bucal.

Por olro lado, a pesar de las altas frecuencias de VPH reportadas en cancer bucal
{74%) (Balaram y col. 1993), y del hallazgo de sobreexpresion de oncogenes virales E6 y E7
en la mucosa bucal afectada por procesos malignos, hasta el momento, no existe evidencia
contundente relacionada al papel oncogénico del virus en la mucosa bucal. El estudio de la
metilacidon viral en el genoma de VPH-16 en CB permitira sugerir patrones oncogénicos

similares a los observados en neoplasias ano-genitales asociadas a este mismo tipo viral.

JUSTIFICACION

El conocimiento de la frecuencia de VPH en pacientes con y sin cancer bucal
permitira establecer la asociacidn entre la presencia del virus y el CB en pacientes
mexicanos, gue en conjunto con otros factores de riesgo (tabaco, alcohol), pudteran ser
herramientas dtiles en la caracterizacion de individuos con alto riesgo de cancer bucal. Los
datos obtenidos podran ser contrastados con los informados en estudios previgs, tanto a
nivel mundial como en nuestro pais. Adicionalmente, el uso del cepillado citoldgico para la
identificacion de VPH en la mucosa bucal, que representa un método no invasivo y de facil
uso en el consultorio dental, podra ser utilizado como una herramienta clinica potencial en la

identificacion de pacientes en riesgo de CB, o con lesiones premalignas.
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Por otro lade, a nivel mundial, no existen trabajos sobre cancer bucal que hayan
estudiado los patrones de metilacion en el genoma del VPH-16. La modulacion selectiva de
los fenomenos epigenéticos, particularmente la metilacion de ADN, podria tener
implicaciones de importancia clinica, en el diagndstico, la prevencion y el tratamiento del
cancer. La caracterizacion de los patrones de metilacion podrd ser una herramienta de

utilidad en el establecimiento de la asociacion causal del virus con el cancer bucal.

En nuestro pais, no existen programas de deteccion temprana de cancer bucal, y no
se contempla la deteccion de infeccion por VPH vy sus patrones de metilacién en mucosa

bucal como indicadores de riesgo para CB.

HIPOTESIS
El Virus del Papiloma Humano de alto riesgo en la mucosa bucal se asocia con la
presencia de carcinoma epidermoide de la cavidad bucal.

Las islas CpG’s en las posiciones gendmicas 7049 a 115 del VPH-16 de cancer bucal

se encuentran metiladas.

OBJETIVO GENERAL
Estimar la asociacidon de Ja infecciéon por VPH con la presencia de céncer bucal, y
determinar los patrones de metilacion del VPH-16 en los casos de CB, analizando ademas

otros factores de riesgo como el uso de tabaco y alcohol.
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Objetivos particulares

- Estimar la asociacion de la infeccion con VPH-AR con la presencia de CB.

- Estimar la asociacion del tabaco y/o alcohol con la presencia de CB.

- Estimar la asociacién de la infeccidn con VPH-AR con los habitos sexuales en los
casos.

- Estimar los patrones de metilacion de las posiciones 7049 a 115 del VPH-16

MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio del estudio

Estudio prolectivo de casos y controles, pareade por edad y género, que se desarrollo
en un periodo de tres afios (de septiembre de 2003 a septiembre de 2006) con la
participaciéon del Departamento de Cabeza y Cuello y el Laboratorio de Virus y Cancer del
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), el Departamento de Oftalmologia del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzdlez”, y la Clinica Estomatologica “Dr. Rafael Lozano”, de
Ja Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco. El disefio del presente estudio incluye

las recomendaciones del grupo STROBE (2007).

6.2 Sujetos participantes

6.2.1 Casos

Criterios de inclusién. Individuos mayores de 18 afos, con diagndstico histologico
reciente de CECB y sin tratamiento médico previo (cirugia, quimioterapia y/o
radioterapia), que acudieron al departamento de Cabeza y Cuello del INCan para la
atencién de su enfermedad, en el periodo comprendido de septiembre de 2003 a

diciembre de 2006. Para el propoésito del presente estudio y teniendo como base la
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Clasificacion Internacional de Enfermedades, de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHOQO, 1992), el término cancer bucal incluyd las zonas topograficas
correspondientes a mucosa yugal, mucosa labial, piso de boca, dorse, bordes
laterales y vientre de lengua, paladar duro y blando y proceso alveolar (ICD 10 C01-
C06).

Criterios de exclusion. Individuos con diagnostico previo de CECB, o que hubieran
recibido quimio o radioterapia, asi como cirugia como parte de su tratamiento.
Individuos que decidieran no participar en el estudio, o con incapacidad fisica o
mental para haeerlo. Individuos con cancer en piel de labio, borde bermelldn, drea
amigdalina, orofaringe y base de lengua, o en otras localizaciones fuera de las
especificadas en el apartado anterior. Individuos con neoplasias de glandulas

salivales, linfoma, melanoma o sarcoma.

6.2.2 Controles,

Criterios de inclusion. Sujetos mayores de 18 afios, sin CECB. El pareamiento de
los casos y controles se realizd de acuerdo a la edad (considerando + 5 afios) y
género. Para cada caso se contempld la inclusidn de cuatro controles, seleccionados
de dos fuentes diferentes, que se encontraban en la misma area geografica que ¢l
INCan, y que al igual que esta institucién, atienden en general, a poblacidén no
derechohabiente de la Ciudad de México, y con estratos socio-econoimicos similares;
- Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Se solicitd la participacion de los
pacientes del Servicio de Oftalmologia, que se encontraban como candidatos para
cirugia de cataratas o que asistian a la consulta de glaucoma. Se selecciond este

scrvicio, debido a que es una de las areas hospitalarias donde podemos encontrar a
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individuos con edades similares a las de los casos, y que en general, no ticnen
afecciones sistémucas de importancia para la exposicidn en estudio (VPH).

- Clinica Estomatolégica “Dr. Rafael Lozano”™ de la UAM-Xochimilco. Se
incorporaron individuos que acudian a este lugar para solicitar atencion dental, por
problemas dentales no asociados con lesiones precancerosas o cancerosas de la
mucosa bucal, o padecimientos sistémicos de importancia. En virtud de la diversidad
de edades de los sujetos que acuden a la clinica, fue factible incluir aquellos que
resultaron comparables en edad respecto a los casos. Al incorporar un segundo
grupo control, con individuos que representan a la comunidad de una zona cercana al
INCan, buscamos disminuir el sesgo de seleccion que supone el incluir controles
hospitalarios.

Criterios de exclusién. Individuos con historia o presencia de lesiones pre-malignas
o neoplasias, bucales y/o en otros sitios. Individuos con diagndstico de enfermedades
asociadas con la exposicion de interés en ¢l estudio. Individuos con incapacidad
fisica o mental que impida su participacion en el estudio. Individuos en los que no se

obtenga consentimiento de participacion.

6.3 Aspectos éticos

En ambos grupos, se le solicitéd al participante que leyera la carta de consentimiento

{Anexos la y 1b), se contestaron las dudas que tuviera respecto al estudio y se pidié que

firmara la carta de consentimiento. Es importante destacar que se le hizo saber a todos los

participantes que la negativa en relacidén a su participacién en el estudio no tendria

consecuencias negativas en la atencion médica u odontoldgica que recibia en la institucion a

la que acudia para consulta.
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6.4 Variables
Las variables a considerar fueron:
Variable dependiente: cancer bucal
Variables independientes: ocupacidn, nivel socioeconomico, residencia, antecedentes
familiares de neoplasias malignas, indice de higiene bucal, estadificacién del paciente,
habitos sexuales, consumo de tabaco y alcohol, caracteristicas clinicas y localizacion del

CECB, presencia de VPH-AR, metilacion en las islas CpG’s del VPH-16.

6.4.1 Operacionalizacion de variables

Areas topogréficas; L.a mucosa bucal a estudiar comprendera mucosa yugal, mucosa

labial, piso de boca, dorso, bordes laterales y vientre de lengua, paladar duro y blando y
encia alveolar (Anexo 4).

- Consumo de tabaco: Los individuos incluidos en el estudio fueron clasificados como

no fumadores, fumadores y ex fumadores. Los no fumadores fueron individuos que
reportaron nunca haber fumado, o haber fumado menos de un cigarrillo al dia durante
toda su vida. Los fumadores fueron definidos como individuos que habian fumado al
menos un cigarllo al dia durante el afio previo a su inclusion en el estudio. Los ex-
fumadores fueron aquellos individuos que habian dejado de fumar al menos 12 meses
antes de su inclusion al estudio. Se interrogd a los fumadores y ex fumadores sobre la
edad de inicio y de término del habito tabaquico, y la cantidad de cigarros consumidos
por dia, La cantidad acumulativa de tabaco se calculd en paquetes-afio {(no. cigarros por
dia x 365.25 /20 x afios de consumo). La variable Consumo acumulativo de tabaco fue

categorizada en tres categorias: 0, <25,y 225 paquetes-ano,
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- Consumo de alcohol: El consumo de bebidas alcohélicas fue calculado en unidades

de bebida (UB), de acuerdo al tipo de bebida que sea consurnida, y tomando en cuenta

el contendo de etanol de cada una de ellas (SSA, ENA 2003);

vino 125 ml tequila 30 ml
ron 30 ml mezcal 30 ml
licor 30 ml cerveza 330 ml
brandy 30 ml pulque 330 ml

Los individuos incluidos en el estudio fueron clasificados como no bebedores, bebedores
y ex bebedores. Los sujetos que habian bebido menos de una UB por semana, o que
reportaron no haber bebido nunca fueron considerados no bebedores. Los bebedores
fueron definidos como aquellos individuos que habian bebido al menos una UB por
semana durante el afio previo al estudio. Los ex-bebedores incluyeron a los individuos
que habian dejado de consumir bebidas alcohdlicas al menos un anio antes de su inclusion
en el estudio. Los bebedores y ex-bebedores fueron interrogados acerca de la edad en la
que iniciaron y dejaron de consumir alcohol. Se calculé la cantidad acumulativa de UB en
UB-afio {(Unidad de bebida semanal x 52 x anos de consumo). La variable Consumo
acumulativo de alcohol fue dividida en tres categorias: 0, <16, y >16 UD-ano.

Higiene bucal: Se cuantificd por medio del indice de higiene bucal simplificado (IHBS),
examinando las superficies de los seis dientes que establece el indice {Green vy

Vermillon, 1967).

6.4.2 Cuestionarios

A cada individuo se le aplicé un cuestionario que incluia las vanables consideradas

de importancia para el estudio (edad, ocupacion, estado civil, escolaridad, lugar de
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restdencia, antecedentes familiares de neoplasias malignas, consumo de tabaco y/o alcohol e

higiene bucal) { Anexo 2).

Se entregd a cada individuo un sebre con un cuestionario para su llenado, con
caracter confidencial, sobre habitos sexuales (Anexo 3). Se recurrid a la versidn en espariol
de] Cuestionario sobre Experiencias Sexuales (Cortina 2001) aplicado en Estados Unidos y
validado en mujeres latinas con bajo grado de aculturacién. Durante el estudio piloto, se
aplico el cuestionario a un grupo pequerio con el fin de explorar la claridad y comprension
de las preguntas y la duracién del llenado del cuestionario. Se encontraron algunas
dificultades de comprensién entre las mujeres, por lo que se modificaron las preguntas
utilizando términos coloquiales, considerando las caractersticas culturales de los
participantes. Las preguntas se redactaron de manera més directa, con uso de lenguaje
sencillo y fueron ordenadas de los aspectos mas generales a los mas intimos {Hidalgo-San
Martin v col. 2003). Nuevamente se aplicd el cuestionario y se observé que las preguntas

fueron comprendidas por los entrevistados.

6.5 Analisis estadistico.
Los datos de los cuestionanos fueron codificados antes de su captura en una base de
datos en el programa EXCEL, misma que fue llevada al programa estadistico STATA v.8.0

(Stata Corporation LP, College Station TX, USA), para el analisis estadistico de los datos.

6.5.1 Calculo del tamano muestral.

Con el fin de obtener un poder de 80.03% a un nivel de significancia del 5%, se

determind incluir a un minimo de 52 indtviduos con CECB (grupo de casos) y cuatro

39



controles por caso, es decir, 208 controles, utilizando un OR de 3 para la asociaciéon entre

VPH y CECB.

El tamario de la muestra fue calculado de acuerdo a la formula para estudios de casos
v controles pareados;
(Z(a)2+Z(b) « Pe[1-P]) m

m = - M= = 52
(P-'1,)° Pe

6.5.2 Analisis de los resultados

Se realizé la deseripeidn de las variables a través de sus medidas de centralizacion y
dispersion. Para el analisis univariado entre cancer bucal y los factores de riesgo incluidos
en el estudio, se calcularon las razones de momios (RM) y sus intervalos de confianza al
95% (1C 95%), a través de un modelo de regresién logistica condicional. La categoria de
variable independiente con un nivel minimo de riesgo para cancer bucal fue tomada como

referencia. Un valor de p a dos colas menor de 0.05, se considero sigmificativo.

Con el fin de estimar las razones de momios y la independencia entre los efectos, se
llevo a cabo la regresion logistica multivariada utilizando funciones de la regresion logistica
condicional. Los criterios de seleccidn de las vanables que se incluyeron en el modelo se
basaron ademds de su plausibilidad biologica, en la obtencion de un valor de p menor de
0.20 en el analisis univariado. La seleccidn de las variables consideré la estrategia de
backward stepwise, con el fin de construir un modelo final con un nivel de significancia

estadistica >=0.] para su eliminacién, y un nivel <0.05 para su re-inclusién en el modelo.
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Las interacciones entre la presencia de cancer bucal y los factores de riesgo, fueron también

analizadas a través de su incorporacion en los modelos.

Las diferencias en las caracteristicas demogréaficas y clinicas entre los casos positivos
y negativos a YPH de alto riesgo (VPH-AR) fueron analizadas por medio de la pruebas Chi
cuadrada y exacta de Fisher (para las variables categoricas) y U de Mann-Whitney (para

vaniables dimensionales).

6.6 Procedimientos clinicos

En los individuos afectados con CECB se registraron las caracteristicas c¢linicas
(color, textura, apariencia, cxtension, tamano y localizacion del CECB), recalizando la
estadificaciéon de acuerdo a criterios establecidos por el AJCC (1997). Se anoto también la
sintomatologia asociada al padecimiento, fecha de inicio y tiempo (en meses) transcurrido
para la obtencidn del diagnoéstico. En ambaos grupos, se realizé un examen bucal minucioso y

se caleuld el indice de higiene bucal simplificado (Green y Vermillon, 1967).

A todos los participantes se les realizé un cepillado profundo de la mucosa bucal por
medio de un cepillo citoldgico estéril de nylon. En los individuos con CECB el cepillado se
tomd de la zona mas representativa de la lesién, de donde posteriormente se realizd la toma
de biopsia. En los controles el cepillado fue tomado de una zona topografica equivalente a la
del individuo afectado. En todos los pacientes, el ceptllo se frotd 10 veces sobre la superficie

tndicada y se introdujo en un tubo con 8 ml de Precerveyt (Cyrye Corporation, USA).

En el grupo de pacientes con CECB, se tomo una pequeria muestra del tejido

afectado por medio de sacabocados desechables, que en todos los casos coincidid con la
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biopsia que se realizaba rutinariamente para confirmar el diagnéstico de cancer bucal en el
lugar en el que el paciente fue diagnosticado. El tamafio y nimero de muestras dependié de

cada caso en particular (una de 8 mm o dos de 4 mm).

El tejyido obtenido fue dividido en dos partes, una seccién fue utilizada para el estudio
histopatologico (fijando con formalina al 10%) y tefiida con hematoxilina y eosina. Las
biopsias obtenidas fueron procesadas en el laboratono de Histopatologia del INCan y en el
laboratorio de Histopatologia de la UAM-X. Los estudios histopatolégicos fueron llevados
a cabo iJor un patologo del Departamento de Patologia General del INCanr y por dos
patélogos bucales de la UAM-X. La segunda seccion de tejido se introdujo en Precerveyt y

se almacend en un ultracongelador Revco, a una temperatura de —70° C.

6.7 Procedimientos de laboratorio

6.7.1 Extraecién y purificacién del ADN

La extraccion del ADN de las muestras se llevo a cabo por medio del Wizard
Genomic ADN Purification kit (Promega),

Cepillado _citolégico: La muestra obtenida se colocd en el wortex durante 10

segundos con el fin de separar el material obtenide de Ia superficie del cepillo, y extraer este
(ltimo con la menor pérdida celular posible.

Como primer paso se centrifugd la muestra durante 5 minutos a 16,000 rpm, se decantd
el Precerveyt, y se dejaron destapados los tubos durante 12 horas para su correcto secado.
Posteriormente, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos;

- Enun tubo eppendorf de 1.5 ml se coloco la pastilla obtenida vy se te afiadieron 300 ul de

solucién litica nuclear, re-suspendiendo varias veces el contenido de tubo,
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- Seanadi6 17.5 pl de proteinasa-k (20 mg/ml} incubandose a 65°C en termoblock (3 hrs).

- Sellevo a temperatura ambiente. Se agregd 1.5 pl de solucion RN Asa, incubando a
37°C durante 30 minutos.

- Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se afadieron 200 ul de solucion precipitadora
de proteinas, se agitd en el vortex y se colocé en hielo durante 5 minutos.

- Se centrifugo 4 minutos a 14 000 rpm. Se removid el sobrenadante y fue transferido a un
tubo limpio de 1.5 ml al que se le agregaron previamente 300 pl de isopropanol. Se
mezclo suavemente hasta que se vieran las cadenas de ADN.

- Secentrifugo 5 minutos a 14 000 rpm, y se retird ¢l sobrenadante.

- Se agregaron 300 pl de etanol al 70% y se invirtié varias veces el tubo para lavar el
ADN, se centrifugd por 5 muinutos.

- Se aspird el etanol usando una pipeta de secuencia y se invirlieron los tubos destapados
sobre una servilleta limpia hasta que se secaran por completo.

- Se anadieron 30 pl de solucidn rehidratante de ADN y se incub6 a 65° C por una hora.

- Finalmente, el ADN obtenido fue almacenado a - 20° C en alicuotas de 5 ul.

Biopsia: Se tomé una porcion de la muestra, con una hoja de bisturi diferente para
cada muestra se corto el tejido en pequefios fragmentos, los cuales fueron re-suspendidos en
300 pl de solucion litica celular y sometidos a licuefaccion en un homogeneizador de
tejidos, utilizando un tubo de transferencia. Se transfirid a un tubo eppendorft de [.5 ml y se
llevé a cabo el procedimiento descrito para el cepillado citologico. Las condiciones

utilizadas en cada una de las reacciones de PCR se describen en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Condiciones utilizadas para los ensayos de PCR en cada par de oligonucledtidos.

GH20/PC04 MY09/MY11 GP5+/GP6+
Buffer 10x 20ul  Buffer 10x 20put  Buffer 10x 5.4 ul
MgClh 25mM) 1.2pl MgCL{l.5mM) 12ul MgCL{3BS5SmM) 28yl
MY09 0.2ul  MYOQ9 02ul  GP5+ 1.6 ul
MY11 02ul MY 02ul  GP6+ 1.6 ul
dNTP 2.0ul  dNTP 2.0ul  dNTP 4.0 ul
Taq 02ul  Tagq 02ul Taq 0.4 ul

H,O 142l HO 142ul  H,O 4.2 ul

6.7.2 Amplificacion del gen B-globina

Para comprobar que el material obtenido durante la extraccidn era adecuado para
utilizarse en PCR, a todas las muestras se les amplificé un fragmento del gen $-globina, que
es un gen altamente conservado en las células humanas. Para ello, se utilizo el siguiente par
de oligonucleotidos, que amplifican un fragmento de aproximadamente 260-280 pb (Resnick
y col. 1990):
GH20 5-GAA GAG CCAAGG ACAGGT AC-3

PC04 5°-CAA CTTCAT CCA CGTTCACC-3’

6.7.3 Amplificaciéon de la region L1 de Papilomavirus

Posteriormente, las muestras fueron amplificadas con los oligonucleotidos
universales MY09/MY 11, localizados dentro de Ja regién L1 del genoma del VPH, que
incluye Jos nucledtidos 6722 al 7170 del VPH-16, y las regiones correspondientes a otros
tipos virales. Estos oligonucleotidos son capaces de detectar mas de 25 tipos virales; dando
un fragmento aproximado de 450 pb (Manos y col. 1989):
MY09 5°- CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC -3’

MYI11 5'-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG -¥°
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Las muestras que resultaron negativas a la amplificacion con MY09/MY 11 fueron
sometidas subsecuentemente a amplificacion con los oligonucledtidos universales
GP3+/GP6+, localizados dentro de la secuencia reconocida por los oligonucledtidos
MY09/MY11. Dichos oligonucledtidos amplifican un fragmento de 150 pb, y pueden
detectar los tipos virales 6, 11, 16, 18,31, 33 y 32 (De Roda y col. 1995).

GP5+ 5°-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’

Gp6t 3°-GAA AAATAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3°

Adicionalmente, las muestras fueron sometidas a amplificacidon del gen E6 de] VPH-
16, por medio de oligonucliedtidos especificos para la identificacién este gen (FO48/R551),
en un volumen final de 20 pl, consistentes en 3 pl de ADN muestral (100 ng), 2.5 ul de
buffer 10x, 0.5 pl de Taq polimerasa, 10 pmol de cada primer, y 0.2 mM de dNTPs. La

concentracion de MgCl, usada fue de 2mM (2.5 ul).

Las condiciones para la realizacion de cada una de las reacciones de PCR fueron las
siguientes: pre-calentamiento por 5 min a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 20 seg. a 94 °C, 20
seg. a 39 °C (GP5+/GP6+) o 55°C (MY09/MY 11; GH20/PC04) y 40 seg. a 72 °C, y una
extension final de 5 min a 72 °C. La reaccion de PCR fue realizada en un volumen final de
20 pl, que incluyeron 3 ul de ADN extraido como templado (100 ng), 2 u! de buffer 10x, 1
U de Taq polimerasa (Applied Biosystems), 10 pmol de cada primer, y 0.2 mM de dNTPs.

Las condiciones de MgCl; fueron descritas previamente.

En cada una de las reacciones de PCR mencionadas, se incluyeron de manera

sistematica dos tipos de controles:
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- positivo (ADN de lineas celulares HeLa y CaSki)

- negativo (tubo de mezcla de reaccién con agua)

Las muestras fueron sometidas a amplificacion aleatoriamente, v de forma ciega a las
caracleristicas de las muestras que pudieran incorporar sesgos de susceptibilidad diagnostica
(sl eran casos o controles, datos demograficos o clinicos relevantes, etc.). Las muestras de
los controles fueron preparadas y analizadas de forma paralela a la de los casos, con el fin de
asegurar que las condiciones de reacciéon fueran iguales. Se procuraron también
precauciones universales para los procedimientos de PCR, como el hecho de que la
preparacion de las mezclas, la amplificacion y la electroforesis fueron realizadas en cuartos

diferentes.

6.7.4 Reacciéon de secuenciacion

Los productos de PCR que resultaron positivos fueron secuenciados en un
termociclador programable (Mastercycler® gradient, Eppendorf) usando el kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), usando uno de los
oligonucledtidos def PCR (GP5+ and MY09). La mezcla de reaccidn y las condiciones del
ciclo fueron llevadas a cabo segin las recomendaciones del fabricante. El analisis de las
secuencias fue reabzado por medio del ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer System
{Applied-Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las base de datos de
GenBank (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD) por medio del

programa BLAST (Altschul y col. 1997).
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6.7.5 Anilisis de los patrones de metilacion en la regiéon LCR de VPH-16

6.7.5.1 Modificacién del ADN con bisulfito de sodio y PCR

Con el fin de 1dentificar los residuos de citosina metilados en las muestras positivas a
VPH-16, el ADN obtemido se modificé con bisulfito de sodio, a través del kit EZ ADN

Methylation (Zymo Research), de acuerdo a los siguientes procedimientos.

Se adicionaron 5 ul de buffer de diluciéon-M a la muestra de ADN ajustando a un
volumen total de 50 pl con agua estéril. Se incubd la muestra a 37 °C por |3 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 100 pl de Reactivo de Conversion CT y se agitd. Se incubd en
condiciones de oscuridad a 53 °C de 12-16 hs, para posteriormente introducir la muestra en

hielo por 10 minutos.

Para desulfonar la muestra, se utlizé una columna de desulfonacién, lo cual
minimiza la pérdida de ADN durante el tratamiento de limpieza. Se adicionaron 400 ul de
buffer de unién M a la muestra y se pasé la muestra a una columna soportada por un tbo
colector de 2 ml. Se centrifugd por 30 segundos a 14 000 rpm y se descané el sobrenadante.
Se afadieron 200 pl de etanol absoluto a la columna vy se incubd y centrifugd la muestra
durante 30 segundos. Se afadicron 200 pl de buffer de desulfonacion M y se incubd 15
minutos a temperatura ambiente para posteriormente centrifugar por 30 segundos. Se
incorpord a la columna 200 ul de etanol absoluto y se centrifugd durante 30 segundos,
repitiendo este Ultimo paso. Finalmente, se adicionaron 30-50 pl de buffer de elusion, se

centrifugd y el sobrenadante que se obtuvo fue el ADN listo para ser amplificade por PRC.



Se analizaron las posiciones genomicas 7049 a 115, que incluyen la parte 37 de L1, la
region Larga de Control, el enhancer y el promotor. En estas regiones se encuentran
presentes 19 1slas CpGs, 3 provententes de la parte final de 3” de L1 (7091, 7136 y 7145), 5
del segmento 5" de la LCR (7270 a 7461), 5 del enhancer (7535 a 7695), una del origen de

replicacion del virus (7862) y 5 del promotor E6 (31 a 58).

Para la amplificacion del ADN modificado, se utilizaron tres pares de
oligonucleotidos (Figura 4), disefiados de acuerdo a Ia secuencia del genoma de HPV-16,
asurniendo que todos los residuos de citosina fueron convertidos a uracilo. La modificacion
con bisulfito introduce muescas en el ADN, y como consecuencia, es imposible amplilicar
eficientemente segmentos gendmicos que excedan de 100 pares de bases. Debido a esta
limitante, se seccionaron los 913 pares de bases en 3 amplicones con que terminaban en las

posiciones genomicas 7091 a 7461, 7535 a 7695 y 7862 a 58.

L1 LCR 6’ Enhancer Promotor
[ ) 1
] 1 L
L J |
! B | I
> ) 1 ) , i ) B
g o2 2 22 2% #2223 8 e 8 B z
T g & 3 8 2 & & £ & % 8 2 E = 5 &
IR 4F,TR SFAR
—_ «—
—> 70487500 «— T2 AR 4 > 7748115
L1, LCR 5) Cnhance: Pronstor

Figura 4. Islas CpGs presentes en las regiones analizadas. Se muestran
las 19 1slas encontradas en cada region: 3 en LI, 5 en LCR 5°, 6 en el
enhancer, y 5 en el promotor.
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Para la amplificacion de parte del gen L1 y la regién 5° se utilizaron los primers:
16msp3F (7049-7078): AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA)
16msp3r (7590-7560): AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA);

El enhancer fue amplificado con los oligonucledtidos:

16mspdF (7465-7493): TATGTTTTTTGGTATAAAATGTGTTTIT

16msp7R (7732-7703): TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT
Para amplificar el promotor se utilizaron los primers:

16mspSF (7748-7777): TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT

16msp8R (115-86): ATCCTAAAACATTACAATTCTCTTTTAATA.

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pl, la cual contenia
2.5 ! de buffer IX de Taq Gold, 4 p! (0.2 mM) de desoxinucledtidos trifosfato (dANTPs), 2.5
pl de cada uno de los oligonucleotidos (1pMol/pl), 2.5 ul de MgCl (25 mM), 0.2 ul (1U) de
Ampli Taq Gold {4pplied Biosystems), 5.8 ul de Hy0 y 5 pl del ADN modificado. La
reaccion de PCR fue programada de la siguiente manera: 9 minutos a 94 °C, seguido por 44
ciclos de amplificacion (desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, alineamento a 53 °C
por 30 segundos y extension a 68 °C por 45 segundos. Con extension final a 68 °C por 7
minutos. Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 2% por medio de

electroforesis.

6.7.5.2 Clonacién y transformacién del ADN-VPH modificado

El kit TOPQ TA Cloning {({rvitrogen, Co.) permite la clonacidn en un solo paso, el

vector {(pCR4-topo) estd linearizado y posee extremos cohesivos. En el extremo 3’ sobresale
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una T la cual tiene una topoisomerasa unida covalentemente. Por otro lado, la Tag Gold deja
al producto de PCR también con los exremos cohesivos. una A en el extremo 3°. Estas
caracteristicas permiten la insercion del producto de PCR en forma eficiente al vector (Fig.
5). La clonacion del producto de PCR dentro del vector se llevd a cabo a través del siguiente
procedimiento: a un tubo de 1.5 ul se le afiadieron 2 pul de agua estéril, 1 ul de sal (1.2 M
NaCl y 0.06 M MgCl 2), 1 ul de vector TOPO y 2 pul de producto de PCR. Se mezclé la

reaccidn y se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Topolsomerasa

CCCTT——"
GGGA

Figura 5. Vector topo can extremos cohesivos (T en el extremo 3°)
y ¢l producte de PCR con extremos cohesivos (A en el extremo
3"). La topoisomerasa unida covalentemente al vector cafaliza la
ligacion y asegura la clonaciéon del producto de PCR dentro del vector
(Adaptado de: TOPO TA cloning kit, fnvitrogen, Co).

Se alicuotaron 25 pl. de células TOPO en un tubo de 1.5 ml y se transfirieron 4 pl de
la mezcla del vector més el producto de PCR. Se introduce la reaccidn en huelo durante 30
minutos. Posteriormente se somete a las bacterias a choque térmico, para lo coal, se
transfirid a bano Maria durante 30 segundos. Se colocaron en hielo durante dos minutos

mas, y se adicionaron 100 pl. de medio SOC a cada lubo. Posteriormente, se incubaron a
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37°C por 60 minutos a 275 rpm. Las bactenas fueron plaqueadas en medio LB y

kanamicina, y se incubaron a 37°C durante 24 horas.

Posteriormente, se realizé PCR de colonia a cada una de las colonias empleando el
siguiente protocolo: 2.5 ul. de buffer 10x, 4 pi. de dinucleotidos (ANTPs) 1.25 mM, 2 pl. de
MgCl, 25 mM, I pl. del primer M13F, 1 ul. del primer MI3R, 14.1 pl. de H;O y .2 pl. de
Taq polimerasa. La reaccion de PCR fue programada de la siguiente manera: 7 minutos a 94
°C, seguido por 30 ciclos de amplificaciéon (desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos,
alineamiento a 60 °C por 30 segundos y extensidon a 72 °C por 1 minuto). Con extension
final a 72 °C por 7 minutos. La presencia de los productos de PCR fue verificada en gel de
agarosa al 1% por electroforesis tefiido con bromuro de etidio (10 mg/mL). Con e} fin de
lirnpiar los productos de PCR, se colocaron en un tubo 9.5 pl de PCR-ADN (80-200 ng), |
ul 10X SAP, | pl SAP, 0.5 pl exonucleasa 1. Se incubd durante 60 min a 37°C y
posteriormente se volvié a incubar por 30 minutos a 72°C en bario maria. Por ultimo, se

enfrio la muestra a 4 °C vy fue almacenada a 20 °C.

6.7.5.3 Secuenciacion del ADN

Con el fin de llevar a cabo la reaccion de secuenciacion, se colocaron en un tubo de
0.2 ml: 2.5 pl de Exo-sap ADN, 2 nl de primer M13R (1.6 pMol), 2 pl de agua, 2 pl 5X
buffer y 1.5 ul de Big Dye Terminator Mix V3.1. Se programé la reaccidn de secuencia de
la siguiente manera: 3 minulos a 94 °C, seguido por 24 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacién a 96 °C por 30 segundos, alineamiento a 50 °C por 15 segundos y
extension a 60 °C por 4 minutos. Se enfrio a4 °C y se almaceno a -20 °C. A cada uno de los

tubos de la reaccién de secuencia se adicionaron: 3 pl de acetato de sodio 3M pH 4.6, 32.5
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pl de etanol al 95% y 14.5 11l de agua destilada. Se agito en el vortex y se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se centrifugd por 20 nunutos a 14 000 rpm. Se
elimind el sobrenadante y la pastilla obtemida fue lavada con etanol al 70%, se centrifugd
nuevamente a 14 000 rpm por 5 minutos. Por decantacion, se elimind el sobrenadante y se
dejo secar, para posteriormente resuspender en 30 ul de formamida Hi-Di. Se desnaturalizo
el ADN a 96 °C por 2 minutos, ¢ inmediatamente se colocaron los tubos en hielo y se envid

a secuenciacion.
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RESULTADOS
Durante el periodo de inclusion en el estudio (tres afios), se incorporaron 62 ¢asos y
248 controles (53.2% hombres) al estudio, con una mediana de edad de 62 (Q,-Q;, 54-72)

anos.

7.1 Estandarizacién de los ensayos de laboratorio.

La extraccién de ADN de cada una de las muestras (biopsias y cepillado citologico)
fue llevada a cabo bajo las recomendaciones del fabricante. No fue necesario ajustar ningan
procedimiento al método sugerido. Se obtuvo el ADN de la totalidad de las muestras: 62
biopsias de casos y sus correspondientes 124 cepillados citolégicos, y 594 cepillados
citologicos en controles (2 a 3 cepillados por control). Las muestras obtenidas fueron
somefidas a cuantificacion por medio de espectrofotometria, dividiendo el material en

alicuotas de 50 pl. El material resultante fue almacenadoa -20 C.

7.1.1. Curvas de sensibilidad de ADN

Con el fin de lograr la 6ptima amplificacion de las muestras, se realizaron curvas de
sensibilidad para determinar la cantidad minima de ADN requerida para las reacciones de
PCR. A través de ADN extraido de células HelLa, y de ADN de biopsias y cepillados, se
realizaron reacciones de PCR con diferentes concentraciones de ADN, tanto para MYO09/1 1
como para P-globina (Figura 6). Se logré amplificar ADN de 20,000 células HeLa con
MY09/11, y de 100,000 células Hela con f-globina. Por otro lado, pudimos determinar que
con 5 pl. de ADN (100 ng/ pl.) se obtenia la 6ptima amplificacion de los productos, tanto en

biopsia como en cepillado.
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Figura 6. Curvas de sensibilidad de ADN. Se muestra ¢l grado de amplificacion obtenido
con diferentes concentraciones de ADN: MP= Marcador de peso, 1) Hela 1x10% MY09/11, 2)
HeLa 1x10% P-globina, 3) HeLa 2x10°, MY09/11, 4) HeLa 2x10°%, B-globina, 5) HeLa 1x10°,
MY09/11, 6) HeLa 1x10°, B-globina, 7) HeLa 100,000 MY09/i1, 8) HeLa 100,000 B-globina,
9) HeLa 20,000 MY(05/11, 10) HeLa 20,000 B-globina.

7.1.2 Curvas de sensibilidad de MgCl,

Adicionalmente, utilizando AIDN extraido de la linea celular Hela, se realizaron curvas
de sensibilidad para la deteccion de la concentracion optima de MgCl; a utilizar en cada
juego de oligonucledtidos (Figura 7). En el primer juego de oligonucledtidos (MY09/11), la
amplificacidon dptima se obtuvo a una concentracion de 1.5; para la amplificacion del gen f-
globina, la concentracion ideal se identificd a una concentracién de 2.5 mM, y finalmente

para amplificar GP5+/6+, la concentracidn adecuada fue de 3.5 mM,
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Figura 7. Curvas de sensibilidad de MgCl,. Se observa la amplificacién obtenida con
diferentes concentraciones de MgCls en tres juegos de oligonucledtidos, MY09/11: 1)0.5, 2)
1.0,3)1.3,4)1.5,5)2.0,6)2.5,7) H;O: P -globina: 8) 1.0, 9) 1.5, 10) 2.0, 11) 2.5, 12) H,0;
y GP5+6+:13)2.0; 14)2.5; 15)3.0, 16) 3.5, 17) H,O.

34



7.2 Amplificacién del gen fi—globina

Todos los fragmentos de biopsias resultaron positivos en la reaccion de PCR para -
globina (Figura 8); sin embargo, en 12 cepillados de los casos, no se pudo amplificar el gen,
por lo que se recurrid a la amplificacion del segundo cepillado citologico, resultando
posifivas en esa ocasion. En relacion a los cepillados de los controles, en el primer cepillado
resultaron positivas 174 ruestras (70.2%); en el segundo cepillado, de las 74 muestras
analizadas, 67 amplificaron el gen (90.5%). Las siete muestras restantes, fueron sometidas a
amplificacion con el tercer cepillado, de las cuales dos no amplificaron. Estas dos muestras
fueron excluidas del estudio y se incorporaron dos muestras adicionales, que amplificaron el

gen B-globina en el primer cepillado.
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Figura 8. Amplificados del gen p-globina. Amplificados de los productos de PCR
de ADN de las rmuestras con los oligonucledtidos GH20/PC04.

7.3 Amplificacion del ADN-VPH

El siguiente paso fue la identificacion del ADN de VPH en las muestras, para lo cual
se utilizéd en principio MY09/11, un par de oligonucledtidos degenerados capaces de
identificar la mayoria de los genotipos de VPH (Franceschi y col, 1996) (Figura 9). Por
medio de este ensayo, pudimos identificar 11 muestras positivas en los casos (34.4%), y 23

en los controles (41.8%) (Cuadro 3).
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Figura 9. Amplificades de MY0%/MY 11. Amplificados de las productos de
PCR en el ADN del VPH de las muestras con los oligonucledtidos MY09/1 1.

A través de la amplificacion de un fragmento de 150 pb con los oligonucleétidos
GP5+/6+, se pudieron identificar 30 muestras positivas a VPH adicionales que no habian
amplificado el ADN viral con los oligonucledtidos MYO09/1t (Figura 10). Sin embargo,
dado que las muestras que habian amplificado ADN-VPH con el uso de MY09/11 también
resultaron positivas con el uso de GP5+/6+, la proporcién real de muestras que amplifico

este juego de oligonucledtidos es mayor (22/32, 68.7%) que la obtenida con MY09/11

(11732, 34.4%).
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Figura 10. Amplificados de GP5+/GP6+. Amplificados de los productos de PCR
en el ADN del VPH de las muestras con los oligonucledtidos GP5+/GP6+.
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Adicionalmente, con el fin de identificar de mancra especifica aquellas muestras
positivas a VPH-16, el ADN que dio un resultado positivo en los ensayos anteriormente
descritos, fue sometido a amplificacién del gen E6 de VPH-16, que amplifica un fragmento

de 500 pb (Figura 1 1).

Figura 11. Amplificados de E6-VPH-16. Amplificados de los productos de
PCR en el ADN del VPH de las muestras positivas previamente a
MY09/1 1+ o GP5+/6+.

Los productos de PCR positivos a MY09/11 y/o GPS+/6+ fueron sometidos a
purnificacion, y posteriormente a secuenciacion directa y comparacién de la secuencia
obtenida por medio del programa BLAST. Se obtuvieron secuencias en 70 muestras, los

diferentes tipos virales encontrados para casos y coniroles se observan en el Cuadro 4.
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7.4 Factores de riesgo para el cancer bucal

Las asociaciones descritas en el presente trabajo fueron obtenidas a partir del analisis
de las variables de interés entre casos y los dos grupos de controles como un solo grupo,
debido a que, una vez analizados por separado, los dos grupos de controles (LDC Tepepan y
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzélez”) no presentaron diferencias significativas

entre si que ameritara el analisis individual de los grupos.

7.4.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Las caracteristicas demograficas de los casos y los controles incluidos en el estudio
se muestran en el Cuadro 5. Como resultado del pareamiento, no se observaron diferencias
en el género y la edad de los grupos. El estado civil, nivel educativo y la ocupacton fueron
similares en casos y controles (p=0.576, p=0.307, y p=0.070, respectivamente). El sitio mas
afectado por CECB fue la lengua (33 casos, 53.2%), seguida por la encia (12 casos, 19.4%)
y el piso de la boca (10 casos, 16.1%). Sicte casos de CECB en paladar y mucosa bucal

representaron el 11.3% de los casos.

7.4.2 Consumo de tabaco y aleohol

El Cuadro 6 muestra los patrones de consumo de tabaco y alcchol en los casos y los
controles. La mayor proporcidon de individuos fumadores y bebedores se encontré en el
grupo de casos. La mediana de edad de inicio del consumo de tabaco fue simular tanto en
casos como en controles. Astmismo, la mediana del periodo de tiempo sin consumo de
tabaco que refirieron los ex fumadores fue muy semejante en ambos grupos (13 [Q1-Q4, 9 -

21] afios vs. 12 [Qi-Qs, 6 - 21] afios, p<0.769); sin embargo, la mediana de tiempo sin
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consumo de alcohol en los ex bebedores fue mayor en los controles que en los casos (15

[Q-Q;,9 - 17] afios vs. 9[Q,-Q3, 2 - 18] atos, p<0.658).

De los 62 casos, 25 (40.3%) presentaron consumo de tabaco y 17 (27.4%) de alcohol;
en solo quince (24.2%) se encontrd exposicidon simultanea a tabaco y alcohol. Doscientos
tres individuos (65.5%) de los 310 participantes no tuvieron histona de consumo de ninguno

de estos dos factores de nesgo (24 casos [38.7%] v 179 [72.2%] controles).

7.4.3 Asociacién del VPH con el cancer bucal
En el Cuadro 7 se observan [a asoclaciones encontradas a través de razones de momios
crudas entre ¢l cancer bucal y la infeccién per VPH (RM=3.41), y VPH-AR (RM=6.21).
En contraste, la presencia de VPH de bajo riesgo no se asoecid con el cancer bucal (RM=

0.83, p=0.747).

En el presente estudico, se encontraren cinco tipos de VPH-AR, cuatro de los cuales
fueron mas frecuentes en casos que en controles: VPH-16 (55.6% vs. 34.9%), VPH-18§
(18.5% vs. 11.6%), VPH-33 (7.4% vs. 2.3%) y VPH-35 (3.7% vs. 0%). Dos tipos de VPH-

AR fueron identificados en controles y no en casos, VPH-31 (4.7%) y VPH-52 (2.3%).

En contraste, la frecuencia de tipos de VPH de bajo riesgo fue menor en casos que en
controles (VPH-1 [3.7% vs. 16.3%], VPH-2 [3.7% vs. 7.0%], VPH-6 [0% vs. 9.3%], y VPH-
13 [3.7% vs. 9.3%], con excepcidn de VPH-32, que fue mds frecuentemente encontrado en

casos (3.7%) que en controles (2.3%).
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Las razones de momios ¢ intervalos de confianza al 95% para aquellas variables clinicas
que mostraron asociacidn significativa se observan en el Cuadro 8. La historia familiar de
cancer, positiva en 20 casos (32.3%) y 24 controles (9.7%), resulto ser un factor asociado
con la presencia de cancer bucal (RM=4.16, IC 95%= 2.1 - 8.1, p<0.000). Las RM crudas
para CECB en consumidores de tabaco y alcohol resuliaron altas (7.8 y 6.3,
respectivamente); adicionalmente, un riesgo incrementado se encontré al analizar el
consumo de tabaco y alcohol. Los individuos con alto consume de tabaco (>25 paquetes-
ano) tuvieron un riesgo 27 veces mayor de presentar cancer bucal; y los individuos con alto
consumo de alcohol (>16 unidades de bebida-ano) tuvieron razones de momios mas altas

(RM= 38.5).

7.4.4 Anilisis multivariado

El analisis de regresién logistica condicional mostrd que la historia familiar de
cancer, el VPH y el consumo de tabaco y de alcohol son factores asociados con ¢l CECB
(Cuadro 9). El consumo de tabaco y alcohol mostrd una interaccidon significativa, lo cual

indica que el efecto del tabaco y alcohol difiere segin ¢l nivel de exposicidn.

El Cuadro 9 muestra las RM reportadas por estrato; para el consumo de alcohol, se
obtuvieron distintas razones de momios, para el estrato de no fumadores se observo una RM
de 3.19, comparade con la RM= 28.44 en ¢l estrato de fumadores de <25 paquetes-aiio. Por
otro lado, la infeccion por VPH-AR se¢ observd asociada de manera independiente con el

riesgo de cancer bucal (6 veces).

La presencia de tabaco y/o alcohol y/o VPH-AR fue identificada en 32 (83.9%) de los

casos. En contraste, diez de los 62 casos de CECB (16.1%) negaron consumo de tabaco ¥
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alcohol, v no resultaron positivos a VPH-AR en la mucosa bucal, la edad mediana de estos

individuos fue 67.5 ((Q;-Q,, 37 - 67) afios, 60% correspondian al sexo femenino.

7.4.5 Caracteristicas clinicas de los casos con y sin VPH

Cuarenta y seis casos (74.2%) se¢ encontraban en estadios avanzados de la
enfermedad (11T y ['V) y 16 (25.8%) presentaron carcinomas bien diferenciados. Cuando los
casos fueron analizados de acuerdo a la positividad al VPH-AR, no se encontraron
diferencias significativas en relacion al género, Ja edad, el estadio clinico, el sitio anatémico

en el que se presentd la lesion, y la historia familiar de cancer.

La mayor proporcion de carcinomas moderadamente/mal diferenciados se encontrd
en los casos positivos a VPH (13/23, 56.5%), en contraste con los VPH negativos (14/39,

35.9%); aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.261).

El uso de tabaco fue mayor entre los casos gue no tenian VPH-AR, aunque la
diferencia no fue significativa (48.7% vs 26.1%, p=0.110); de manera similar, 14 de los 39
casos que eran negativos a VPH-AR eran bebedores (35.9%), en contraste con 3 de los 23
(13.0%) casos positivos (p=0.077). En 13 de los 23 casos positivos a VPH-AR (56%) no se

registrd consumo de tabaco o alcohol.

L.a mediana del periodo de tiempo previo al diagnostico de CECB fue similar entre
los casos negativos y los positivos a VPH-AR [Q,-Q3=3-7] meses vs. 7 [Q-0Q+=5-12 meses],
p=0.072). Quince de los 23 casos VPH-AR+ reportaron dolor de moderado a severo

(65.2%), mienttas que 21 de los 29 casos negativos (53.8%) eran asintomaticos o
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presentaban dolor ligero (p=0.146).

La comparacion de los habitos sexuales entre los casos de acuerdo a VPH-AR se
muestra en el Cuadro 10. Las unicas dos variables que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los casos de CB positivos y negativos a VPH-AR,
fueron la edad de 'miciq de vida sexual activa (VSA) y el nimero de parejas sexuales totales

(p=0.019 y p=0.033, respectivamente).
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7.5 Metilacién de VPH-16
En el presente estudio, el tipo viral mas frecuentemente encontrado en los casos fue
VPH-16, encontrandose un total de 15 muestras positivas (24.2%), por lo que el estudio de

los patrones de metilacién viral fue realizado en estas muestras.

El ADN de las 15 muestras positivas a VPH-16 fue sometido a modificacidén por
medio de bisulfito de sodio, que convierte citosinas en uraciios, sin afectar las metil-
citosinas. La subsecuente amplificacion por PCR convierte las metil-citosinas en citosinas, y
los uracilos en timinas. Los amplicones fueron clonados en plasmidos de £.coli y las clonas

individuales fueron posteriormente secuenciadas {Figura 12).

Figura 12, Cromatogramas de secuencias de la region promotora. En A, se
observa la secuencia de [a regién promotora con islas CpGs sin metilacion, en las
que las citosinas fueron cambiadas por uracilo, y posteriormente por timinas. En
B, se observa ¢l promotor con islas CpGs metiladas que conservaron sus citosinas
al no ser modificadas con bisulfito.
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En doce de las quince muestras (80%) se obtuvo suficiente ADN para el analisis de
metilacidn, provemente de cuatro diferentes sitios de la boca: 7 de lengua (58.3%), 3 de
encia (25%), una de paladar (8.3%) y una mas de piso de boca (§.3%). Las caracteristicas
demograficas y clinicas de los 12 pacientes se muestran en el Cuadro 1). Se incluyeron
muestras de 6 hombres (50%) y 6 mujeres (50%), con una mediana de edad de 56.5 (Q,-Q3,

52-6%) anos. No se encontré diferencia significativa en la edad respecto al género (p=0.818).

El consumo de tabaco se presentd en 5 (41.7%) pacientes, y €l de alcohol en 2
(16.7%); en 7 individuos (58.3%) no se registro la presencia de ninguno de los dos habitos.
Ocho de los doce individuos (66.7%) presentaron lesiones bien diferenciadas y cuatro
(33.3%) moderadamente diferenciadas. Diez (83.3%) de los pacientes se encontraban en
estadios avanzados de la enfermedad (111 y 1V) y solo dos (16.7%) se presentaron en el

estadio 1.

Se obtuvieron diez clonas de cada biopsia. Los resultados individuales de los
patrones de metilacion en cada una de las clonas de las biopsias analizadas, por regidn, se
muestran en la Figura 13. Cada amplicén es una linea de segmentos horizontales, los tres
amplicones se encuentran separados por dos barras verticales de color blanco. Se pueden
identificar los doce carcinomas analizados (Bl — B12), separadas en el interior por diez

rectingulos, que representan las clonas obtenidas en cada muestra,
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Figura 13. Metilacién de islas CpGs en el YPH-16 proveniente de biopsias de
cancer bucal. Se observan las 19 islas incluidas en los tres segmentos analizados en
10 clonas independientes derivadas de 12 muestras de cancer bucal, lo cual resulta en

2,244 dinucledtidos CpGs analizados.
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Los rectangulos blancos representan islas CpGs desmetiladas, y los negros, aquellas
en las que se encontro metilacion. Las dos dreas grises observadas indican falta de
informacidn, debido a que no fue posible generar un mayor nimero de clonas en esas
muestras por falta de material genémico. En total, en el presente estudio se reporta el estado
de metilacion de 2244 dinucleotidos CpG en 354 amplicones. El promedio total de

metilacién encontrado fue de 29.5% (Q-Q3, 14.4-37.8).

7.5.1 Metilacion en el gen L1 y region 5° de la LCR de VPH-16

Este amplicdn incluyé 8 islas CpGs, tres en el gen L1 y cinco en la region 5 de la
LCR. En las 12 muestras analizadas, el promedio de metilacion en las tres islas del gen L1
fue de 35%. Las muestras B4, BS, Bll y B12 mostraron las proporciones mas altas de
metilacion en este segmento (50, 55, 58 y 65%, respectivamente), en contraste con dos

muestras gue se encontraron practicamente desmetiladas (B1 y B10).

Las cinco islas CpG correspondientes al segmento LCR 5 mostraron un promedio de
metilacién de 32%, las posiciones en las que se identificod la mayor proporcion del evento
fueron 7435 y 7461, principalmente en las muestras B4 (50%), B5 (52%), B11 (68%) y B12
(68%). De manera similar a lo observado en ¢! segmento L1, las muestras Bl y B10 se

encontraron libres de metilacién.

7.5.2 Metilacidn del enhancer y el promotor de VPH-16
El amplicén central analizado contiene 5 islas CpGs, enfre las posiciones 7535 y
7695, sobreponiéndose al enhancer transcripcional. El promedio de metilacion en este

segmento fue de 22.1%. En esta region, solo cuatro muestras presentaron hipermetilacion,
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B9 (57%), B10 (62%), B11 (60%)} y B12 (68%); en contraste, la metilacién encontrada en

las ocho muestras restantes fue muy reducida, variando de 1.7 a 6.7%.

El amplicén 3’ contiene 6 islas CpGs entre las posiciones gendmicas 7862 y 58; en
general, observamos un promedio de metilacion de 28.8% en este segmento. En 9 de las 12
muestras no se observo metilacion ¢ se encontraron hipometiladas {(del 2% al 20% de

metilacion).

Sin embargo, en tres muestras (B10, B11 y B12) se identificaron las frecuencias mas
altas de metilacion de todos los segmentos analizados (94%, 86% y 96%). Es importante

destacar que la posicion 7862, parte del origen de replicacién del virus, se encontrd casi

fotalmente desmetilada en la mayoria de las muestras, con una frecuencia total de metilacion

del 9.2%.

7.6 Asociacién entre metilacién y caracteristicas clinicas.
No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre la meltilacion y el
género, la edad, la localizacion y el estadio clinico de la lesion, probablemente por el

reducido nimero de muestras incluidas en este analisis.

Respecto al consumo de tabaco y alcohol, en 5 individuos con exposicion a uno de
ellos 0 a ambos presentaron una frecuencia de metilacion en el enhancer menor al 50%, en
contraste con quienes no tenian historia de su uso, en cuyo caso la propercion de metilacion
no mostrd una tendencia (p=0.038). En el promotor, de manera similar a [o observado en el

enhancer, los individuos con antecedentes de uso de tabaco y/o alcohol presentaron menores
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frecuencias de metilacion, en contraste con los sujetos sin estos habitos, sin embargo la

diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.091).

Por otro lado, siete (87.5%) de los 8 individuos con <50% metilacién presentaron

tumores bien diferenciados, en contraste con | (25%) de los 4 que tuvieron > 50% de

metilaciéon en la LCR 5" (p=0.030).
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Cuadro 3. Proporcion de positividad para cada juego de oligonucledtidos, en

32 casos y 55 controles positivosa VPH.

Oligonucl_eétidos Casos
o n (%)
MYO09/MY 11 11 (34.4)
GP5+/GP6+ 22" (68.7)
E6 VPH-16 10 (31.2)

L‘ontrolés

n (%)
23 (41.8)

19 (34.5)

13 (23.7)

* Once de las 22 muestras positivas a GP5+/GP6+ amplificaron ADN-VPH

inicialmente con MYQ9/MY 11,
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Cuadro 4. Proporcion de tipos virales de las muestras positivas a
ADN-VPH en 32 casos y 55 controles.

Tipb viral Casos Controles
n (%) n (%)
VPH-2 I (31 3 (55)
VPH-6 4 (173)
VPH-11 I (3D 70127
VPH-13 1 (3.1) 4 (73)
VPH-16 15 (46.9) 15 (27.3)
VPH-18 5 (15.7) 5 (9.1)
VPH-31 2 (3.0
VPH-32 L (3.1) 1 (1.8
VPH-33 2 (62) 1 (18)
VPH-35 1 (3.1)
VPH-52 Lo 1.8)
NI 5 (15.7) 12 (21.8)

NI=Secuencias no identificadas sugestivas de infeccién multiple.



Cuadro 5. Distribucion de las caracteristicas demograficas en casos y coniroles.

Casos Controles
~ (n=62) o (n=248)
o n (%) - n (%)
Género
Femenino 29 (46.8) 116 (46.7)
Masculino 33 (53.2) 132 (53.3)
Mediana de edad (afios) 62 (55-72) 59 (54-70)
Estado civif
Casado 35 (56.5) 152 (61.3)
No casado 27 (43.5) 96 (38.7)
Escolaridad
Analfabeta g (12.9) 6 (24
Primaria 25 (40.3) 118 (47.0)
Secundaria 14 (38.7) 79 {31.5)
Preparatoria g (12.9) 22 (8.8
Licenciatura 7 (11.3) 26 (10.4)
Ocupaciin
Desempleado g8 (12.9) 22 ( 8.8)
Jubilado 5 (81 28 (11.2)
Ama de casa 25 (40.3) 84 (33.5)
Profesionista 6 (9.7 16 ( 6.4)
Técnico de nivel medio 5 (8.1 15 (6.0)
Empleado de oficina 3 (4.8) 30 (12.0)
Trabajadores vendedores 6 (9.7 28 (11.2)
Agricultores, operarios y artesanos 3 (64) 28 (11.2)
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Cuadro 6. Distribucion de las caracteristicas del consumeo de tabaco y alcohol en los casos

y los controles

Fdad de inicio tabaquismo (Md, Q,-03)

Casos

(n=62)

19.5 (17-22)

Numero de anos de consumo de tabaco (Md, 0)-03)

Fumador
Ex fumador

Afios sin consumir tabaco (Md, 0,-03)
Ex fumador

Paguetes-ario
0

| -25
> 25

Edad de inicio etilismo (Md. 0)-0;)

ARos de consumo de alcohol (Md, 0,-03)
Bebedor
Ex bebedor

Anos sin consumir alcohol (Md, 0,-03)

UB-atio
0
1-16
> 16

Md= mediana, Q,-Q;= intervalo intercuartilar, UB=unidades de bebida

40.0 (35.046.5)
32.0 (10.0-35.0)

12 (6-21)

n (O/D)
30 (48.4)
16 (25.8)
16 (25.8)

20.0 (18.5-26.0)

39.0(32.541.0)
35.0 (26.7-54.5)

88 (2.2-18.2)

n (O/D)
41 (66.1)
9 (14.5)
12 (19.4)

Controles
(n=248)

19.0 (15-22)
34.0 (20.049.5)
27.0 (15.7-39.7)

13 (9-24)

n (O/D)
196 (79.0)
47 (19.0)
5 (2.0)
20.0 (16.7-25.2)
36.5 (24.7-45.2)
30.0 (18.7-35.5)
15.0 (8.5-17.2)
o (%)
218 (87.9)

16 ( 6.5)
14 ( 5.6)
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Cuadro 7. Razones de momios crudas y sus intervalos de confianza al 95% para la
infeccién por VPH en la mucosa bucal.

Casos Controles
_ (n=62) (n=248) RM (IC 95%) P
n (%) n (%) crudas
VPH alto riesgo
Negativo 39 (629) 224 (903) 1.00
Positivo 23 (37.1) 24 (97y 621  (298-1297) 0.00]
VPH
Negativo 35 (56.5) 205 (82.7y 1.00
Positivo 27 (43.5) 43 (173 34l {1.89-6.15)  0.001
VPH bhajo riesgo
Negativo 58 (93.5) 29 (923) 1.00
Positivo 4 (635 19 (7.7 0.83 (027 -2.53)y 0.747

RM=Razén de momios, IC=Intervalo de confianza
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Cuadro 8. Razones de momios crudas e intervalos de confianza al 95% para
cancer bucal, de acuerdo a las caracteristicas clinicas de los grupos.

RM?®
crudas
" Historia famr’imde cancer
Negativo 1.00
Positivo 4.16
Tabaco

No 1.00
Fumador 7.76

Ex-fumador 2.22

Tabaco (paquetes-aro)

0 1.00

<25 2.27

> 25 27.07
Alcohol

No 1.00

Bebe 6.33

Bebid 2.00
Alcohol (unidades de bebida-aho)

0 1.00

<16 2.11

> 16 3855

(IC95%)

(2.13 - 8.14)

(3.60 - 16.72)
(0.86 - 5.75)

(1.00 - 5.13)
(7.67 - 95.58)

(2.77 - 14.44)
(0.60 - 6.70)

(0.96 —4.64)

(8.65—171.50)

P

0.001

0.001
0.100

0.045
0.000

0.001
0259

0.062
0.001

RM=Razén de momios, [C=Intervalo de confianza. *RM obtenidas a través de

regresion logistica condicional,
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Cuadro 9. Razones de momios ajustadas para cancer bucal obtenidas del modelo de regresion
logistica condicional.

Variable RM ajustada® (IC 95%) P

Historia familiar de cancer’

No 1.00

Si 361 (1.44-8.99) 0.006
VPH-AR

Negativo 1.00

Positivo 5.77 (241 -1381) 0.0001

Alcohol - tabaco (interaccién)*

Alcohol No {} paquetes-ano 1.00

Alcohol Si 0 paquetes-ano 3.19 (1.14 - 8.90) 0.027
Alcohol No <25 paquetes-ano 1.00

Alcohol Si < 25 paquetes-ano 28.44 (4.08 - 198.44) 0.001
Alcohol No 0 paquetes-aiio 1.00

Alcohol No < 25 paquetes-aiio 3.85 (1.24 -11.959) 0.020
Alcohol &1 0 paquetes-afio 1.00

Alcohol St <25 paquetes-afio 3429 (4.62 - 254.28) 0.01

Alcohol No <25 paquetes-aiio 1.00

Aleohol No > 25 paquetes-aio 2.65 {0.57-12.39) 0.20

Alcohol No 0 paquetes-aiio 1.00

Alcohol Si > 25 paquetes-afio 10.21 (248 - 42.04) 0.001
Alcohol No {(} paquetes-ario 1.00

Alcohol 81 <25 paquetes-afio 109.45 (16.80-713.07) 0.0001

RM=Razén de momios, IC=Intervalo de confianza. * RM ajustada: las razones de momios se
obtuvieron a través del modelo ajustado de todas las variables en la regresidn logistica
condicional en el modelo, "Familiares en primera linea, “No se estima la interaccion entre
alcohol y tabaco > 25 paquetes-afio debido al reducido namero de sujetos en ese estrato.
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Cuadro 10. Habitos sexuales en pacientes con CECB de acuerdo a la presencia de VPH-AR

VPH-AR negativo VPH-AR positivo

(n=39) {(n=23)

- - o n (%) n (%)
Mediana de edad VSA (Q,-Q;) 19 (17 -19) 16 (15-18)
Mediana PS totales (Q,-Q3) 3(1-4) 4(2-7)
PS totales categonzadas

<5 30 (88.2) 15 (68.2)

>5 4 (11.8) 7 (31.8)
Mediana PS Gttimo ado (Q,-Q3) 1 (0-1.5) I (1 -4)
PS totales ultimo ano categorizadas

Ninguna 12 (36.4) 3 (14.3)

1-3 20 (60.6) 17 (81.0)
Contacte orogenital

Si 8 (24.2) 9 (474)

No 25 (75.8) 10 (52.6)
Numero de pargjas orogenitales

Ninguna 24 (75.0) 10 (52.6)

-5 8 (25.0) 3 (19.6)

0.019*

0.033°

0.089°

0.192°

0.209°

0.131°

*U-Mann-Whitney, ®Prueba exacta de Fisher. VSA=Vida sexual activa, PS=Parejas sexuales,

Q1-Qs-Intervalo intercuartilar.

76



Cuadro 11. Caracteristicas demograficas y clinicas de 12 pacientes con cincer bucal
positivo a VPH-16.

ID  Geénero Edad Consumo Consumo Sitio Estadio Grado
de tabaco de alcohol clinico  histologico
BI F 52 + - Encia v MD
B2 M 62 + - Lengua 111 BD
B3 F 66 + - Lengua I1 BD
B4 M 55 + + Lengua v MD
B5 M 71 + + Piso de boca v MD
B6 M 31 - - Paladar [1I BD
B7 M 53 - Lengua [1I BD
B3 F 75 - - Encia II BD
B9 F 59 - Lengua I BD
B10 3 56 - - Lengua v BD
Bl1 M 57 - - Encia [ BD
BI2 F 31 - Lengua I MD

F=Femenino, M=Masculing, MD=Moderadamente diferenciado, BD=Bien diferenciado
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DISCUSION

8.1 Aspectos relacionados al método del estudio

El disefio del presente estudio de casos y controles pareado por edad y género, fue
seleccionado considerando que el cancer bucal es una enfermedad con baja incidencia en
México y de larga evolucidon, y tomando cemo base las recomendaciones del grupo

STROBE (2007). Los estudios de casos y controles, a pesar de sus limitaciones,

constituyen una alternativa costo-efectiva para identificar factores de riesgo y generar

hipotesis para estudios subsecuentes (Lazcano-Ponce y cols. 2001).

Las consideraciones metodoldgicas para los estudios de casos y contreles son,
principalmente, la seleccién apropiada de los grupos de casos y controles, la cormrecla
definicion y deteccidon de la enfermedad y exposicién en estudio, y la probabilidad basal

de desarrollar la enfermedad entre ambos grupos (Hayden y col. 1982).

De acuerdo a Lazcano-Ponce v col (2001), la razon de momios tiende a parecerse
al riesgo relative (RR) cuando los casos del estudio son incideates y la exposicion que la
precede es de larga duracién. En el presente estudio, la inclusion de casos fue llevada a
cabo de manera consecutiva, y $e incorporaron una gran proporcion de los casos incidentes
de CECB del centro de referencia oncolégico. La razon de momios se aproxima al RR
bajo dos condiciones, cuando la prebabilidad condicional de la enfermedad dada la
exposicion (P enffexp) es baja y cuando la probabilidad de la enfermedad dada la ne
exposicién (P enf/no-exp) también es baja. Si el riesgo de la enfermedad es bajo, es decir
la enfermedad es rara en ambos grupos {expuestos v no expuestos), las probabilidades (no

ent/exp) y (no enf/noexp) son cercanas a |, por lo que la RM se aproxima al RR (Jewell
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2000). Con base en lo anterior, y debido a que el CB es un padecimiento de baja
incidencia, es posible usar el término riesgo pese a que se trata de un estudio de caso y

controles.

Con ¢l fin de aumentar la eficiencia estadistica y disminuir el sesgo asociado a
factores de confusion directa, cada caso fue pareado con cuatro controles (Lazcano-Ponce
y col. 2001), que fueron seleccionados de arcas socio-demograficas comparables a las de
los casos, e independiente de su condicion de expuestos y no expuestos. En ambos grupos
se obtuvo un alto grado de participacion, y todos los participantes (casos y controles)
fueron examinados e interrogados por la misma persona, quien también fue la responsable

de la recoleccion de las muestras.

Considerando que la inclusion de controles hospitalarios induce el sesgo de Berkson
(Hayden y col. 1982), se decidid incorporar un grupo confrol adicional, elegido de una
comunidad cercana al hospital del que se obtuvieron Jos casos, y con caracteristicas socio-
econodmicas similares tanto al grupo de casos, como al grupo control hospitalario. La
comparacion entre los controles hospitalarios y los vecindarios no arrojo discrepancias, por

lo que las asociaciones fueron obtenidas a través del analisis de un solo grupo control.

Dentro de las limitantes del estudio, es necesario considerar que debido a que se
partid del efecto en busca de la posible causa, el estudio es susceptible a diferentes sesgos
o errores de interpretacion. Uno de ellos es sesgo de informacion, ya que la exposicion
(VPH, tabaco, alcohol) y las variables relacionadas (antecedentes familiares de cancer,

habitos sexuales, etc.), fueron medidas después del desarrollo de la enfermedad. Sin
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embargo, asumiendo que la exposicion que precede al desarrollo del cancer bucal es de
larga duracion, la razén de momios obtenida se considera confiable, ya que es menos
probable que el estatus de la enfermedad pueda modificar la exposicion que se esta

estudiando (Lazcano-Ponce y col. 2001).

8.2 Procedimientos de laboratorio

La presencta de VPH en la mucosa bucal ha sido estimada por medio de diferentes
técnicas; en los primeros estudios realizados, los métodos diagnodsticos utilizados fueron
southern blot, dot blot (Yeudall y Campo, 1991; Brandsma y col. 1989; Chang y col. 1989),
hibridacion 1n situ e inmunohistoquimica {(Gonzalez-Moles y col. 1994; Abdelsayed 1991,
Syrjdnen y col, 1983). Dentro de las desventajas de estos métodos estdn que consumen
mayor tiempo para su realizacion, requieren cantidades mayores de ADN, y tienen una

menor sensibilidad que la técnica de PCR (Franceschi y col. 19%6).

La alta sensibilidad de la técnica de PCR para la deteccion de VPH ha sido
confirmada en diferentes estudios (Ha y Califano, 2004; Guerrero y col. 1992), tanto en
muestras cérvico-vaginales como en bucales, razdn por la que se incorporé como método
diagnostico en el presente estudio. Miller y White (1996) informan en un meta-analisis, que
los indices mas altos de deteccion viral son alcanzados con PCR (37.1%), por encima del

Southern blot (25.2%), y de la hibridacion in situ o inmunohistoquimica (25.2%).
En la presente investigacion, se incrementd la capacidad de deteccion viral con el uso

de dos juegos de oligonucledtidos universales (MY09/11 y GP5+/6+) que amplifican

diferentes fragmentos de la’regién L1 de ¥PH (De Roda y col, 1995; Manos v col, 1989).
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En las muestras analizadas, los indices mas altos de deteccién se lograron con GP5+/6+,
identificando un 10.3% (30/276) adicional de positividad (22.4%, casos y 8.4%, controles),

en muestras previamente negativas a MY09/11.

Los oligonucledtidos MY(0%/11 han mostrado ser muy ttiles en otros estudios (Chang
y col. 2003; Badaraco y col. 2000; Schwartz y col. 199&), por lo que no descartamos que la
baja eficiencia que obtuvimos con MY(09/1] se deba a problemas técnicos especificos, como
la baja pureza del ADN utilizado, el muestreo inapropiado o la presencia de inhibidores de la
PCR (Carnllo y col. 2004). La amplificacion de muestras con ADN fragmentado es mas
eficiente en fragmentos pequefios que en grandes (Carrillo y col. 2004), por lo que el hecho
de que MY(9/11 amplifique fragmentos de 450 pb y GP5+/6+ de 150 pb, pudiera explicar la
alta eficiencia de GP53+/6+ encontrada en este estudio. Por otro lado, es necesario considerar
la posibilidad de que algunos tipos virales no hayan sido identificados, a pesar de la alta
sensibilidad de los métodos utilizados, por lo que el disefio de nuevos oligonucledtidos
pudiera permitir el reconocimiento de tipos virales no identificados actualmente en la

mucosa bucal.

Adicionalmente, en los procedimientos realizados se siguieron métodos de control de
contaminacion {Boy y col. 2006), con lo que se redujo la probabilidad de falsos-positivos.
Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo las recomendaciones universales: la
mezcla de reaccion para PCR fue hecha en una habitacién distinta a la usada para la
preparacion del ADN. Por otro lado, Jas muestras fueron analizadas aleatoriamente, y de
forma ciega a caracteristicas particulares de los participantes que pudieran wntroducir un

sesgo de severidad diagnostica (). estatus de caso/control, datos clinicos, etc),
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8.3 Factores de riesgo para ciancer bucal

8.3.1 Asociacion del VPH y cancer bacal

El presente estudio de casos y controles representa la primera investigacion en
pacientes mexicanos, que demuestra una fuerte asociacion eatre la infeccién de VPH de alto
riesgo y ¢l cancer bucal (RM=5.8), independientemente del uso de tabaco y alcohol {Anaya-

Saavedra y col, 2007).

Las asociaciones encontradas para VPH y VPH-AR con cancer bucal (RM=3.4 y 6.2,
respectivamente) coinciden con las razones de momios reportadas en estudios previos (Ha y
Califano, 2004} En dos estudios de casos y controles, Snuth y col. {2000 y [998)
demostraron una asociacion de VPH-AR con cancer bucal {(RM=2.6 vy 3.7, respectivamente),
después de ajustar con edad, consumeo de tabaco vy alcohol. En un meta-anilisis que examind
de manera independiente 94 estudios de cdncer bucal y VPH, se informa que el VPH es 4.7
veces mas comin en mucosa bucal afectada, que en tejidos bucales normales (Miller y
Johnston 2000). Resultados similares fueron presentados previamente, Schwartz y col.
{1998) encontraron que los individuos con VPH tenian 6 veces mas resgo de presentar
cancer bucal que los individuos sin la infeccion. En contraste, en un estudio de casos y
controles poblacional, realizado en Suiza (Hanson y col. 2005), se informa que los
individuos con VPH-AR tienen un riesgo 63 veces mayor de presentar cancer bucal (RM=

63 1C 95%, 14 - 480).

La asociacién de VPH vy cancer es mayor cuando se consideran otras localizaciones

diferentes a Ia bucal; 1a razon de momios para VPH-AR en cancer de orofaringe y base de

lengua ha sido informado con un riesgo de 230 (IC 95%, 45 - 1200), por Hanson y col.

82




(2005). En contraste, un estudio reciente de cancer orofaringeo (D'Souza y col. 2007), la
razén de momios para VPH-AR es de 123, y de 144 para VPH-16 en especifico.
Adicionalmente, en un estudio de casos y controles de carcinoma laringeo, desarrollado en
Estados Unidos, se informa que los individuos con VPH tienen un riesgo tres veces mayor
para la enfermedad, después de ajustar por variables como la edad, y el consumo de tabaco y

alcohol (Smith y col. 2000).

La frecuencia de VPH en CECB reportada en la mayoria de los estudios publicados
ha sido muy vanable (3.9% a 73.6%) (Herrero v col. 2003; Balaram y col. 1995). En el
presente estudio, en 43% de las muestras de CECB se identificd VPH, similar al 42%
encontrado en un estudio de cancer bucal realizado en el mismo centro de referencia del
presente estudio (INCan) (Ibieta y col. 2005); sin embargo, debido a la falta de un grupo
control en el estudio de Ibieta y col. (2005), la comparacion de asociaciones observadas en
ambos estudios no es posible. La frecuencia encontrada es comparable también al 40%
reportado por Hanson y col. (2005), en un estudio de casos y controles de carcinoma bucal y

orofaringeo realizado en un estudio de casos y controles suizo con base poblacional.

Ouros estudios han informado frecuencias cercanas a la encontrada en el presente,
variando de 35% a 54% (Tachezy y col. 2005; Chang y col. 2003; Sugiyama y col. 2003,
Adams y col. 1999; Alvarez-Alvarez y col. 1997; Cruz y col. 1996; Noble-Topham y col.
1993). Adicionalmente, en una revision sistematica reciente que incluyd 60 estudios de 26
paises, la prevalencia general de VPH para cancer bucal fue de 23.5% (1C 95%, 21.9 - 25.1),
aurmentando para el laringeo en 24% (IC 95%, 21.8 — 26.3) y para el orofaringeo basta

35.6% (1C 95%, 32.6 — 38.7) (Kreimer y col. 2005).
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De acuerdo con Kreimer y col. (2005), la prevalencia de VPH es inversamente
proporcional al tamafio de la muestra estudiada. Asi, la prevalencia mas baja de VPH en
CECB que se ha encontrado (3.9%), proviene de un estudio multicéntrico realizado en nueve
paises, en el que se incluyeron 1600 casos y 1700 controles (Herrero y col. 2003). Otros
factores que influyen en las diferencias reportadas son entre otros, la localizacién geografica
de los individuos, el sitio de obtencion de la muestra, la forma de recoleccion, el medio en el
que se incluye la muestra, el método de punficacidon de ADN, y los ensayos moleculares

utilizados para la deteccion del ADN viral (Kreimer y col. 2005; Syrjanen y col. 2005).

El lugar geografico es un factor relevante en las frecuencias observadas, de esta
manera, la prevalencia de VPH en CECB en Asia (33%) es mas alta que en Europa (16%) v
Norteamérica (16.1%) (Kreimer y col. 2005). Por otra parte, la prevalencia de VPH para
cancer orofaringeo es mayor en Norteamérica y Asia (47.0 y 46.3%, respectivamente),
mientras que en Europa es de 28.2%. Las discrepancias geograficas identificadas pueden
deberse a diferencias en la distribucion de otros factores de nesgo que actian como co-

carcindgenos, como el tabaco y el alcohol (Kreimer y col. 2005).

El presente estudio incluyd tnicamente lesiones consideradas dentro de la cavidad
bucal (1CD-10), debido a que la asociacién del VPH con lesiones de orofaringe y laringe ha
sido mas consistente en estudios previos {Kreimer y col. 2005, Syrjanen 2005, Tachezy v
col. 2005). Se ha demostrado que la presencia de VPH es mayor en neoplasias de orofaringe
(35.6%) que en las bucales o laringeas (23.5% y 24.0%, respectivamente) (Kreimer y col.
2005). Tachezy y col. (2005) encontraron frecuencias menores para VPH-AR en carcinoma
de la mucosa bucal (25%) que en orofaringe (57%). Los papilomavirus tienen predileccion

por sitios orofaringeos, en especial por los no queratinizados, como las amigdalas (Syrjanen
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2005); la yuxtaposicion entre el epitelio escamoso y el tejido linfatico amigdalino es
semejante a la unidon escamo-columnar del cérvix y atero, sitio donde se ubican casi todos

las neoplasias asociadas a VPH del tracto genital femenino (Winer y col. 2003).

La recoleccion de las muestras del presente estudio fue llevada a cabo con base en
estudios previos (Smith y col. 2004; Syrjanen y Syrjdnen, 1989), que indican que las células
descamadas de la mucosa permiten una adecuada amplificacion de VPH-ADN. Otros
estudios (Furrer y col. 2006; Lawton y col. 1992) coinciden en que los mayores indices de
deteccion de HPV-ADN se logran por medio del enjuague bucal y el raspado de la mucosa.
Se ha sugenido que la presencia de VPH aumenta progresivamente desde la capa basal
(5.8%) hasta las capas superficiales de la mucosa bucal (100%), fendémeno que explica la

sensibilidad superior de raspados y enjuagues sobre la biopsia (Syrjinen y Syginen, 1989).

La prevalencia de VPH-AR (16, 18, 33 y 35) encontrada en las muestras de CB del
presente estudio fue de 37%, similar al 36% encontrado por Géran-Hansson y col. (2005). E]
tipo viral mas frecuente en los casos fue VPH-16 (24.2%), lo que es consistente con la
mayoria de los reportes de cancer bucal (Ibieta y col. 2005; Kreimer y col. 2005; Sytjanen
2005), y confirmado en un estudjo reciente de casos y controles anidado realizado en cancer
orofaringeo {D’Souza y col. 2007). El VPH-16 es también el tipo viral mas comin en
mujeres con CaCU, y ha sido fuente principal en el estudio del ciclo viral y carcinogénesis

de los papilomavirus (Doorbar 2004).

Al igual que en numerosos reportes (D’Souza v col. 2007; Kreimer y col. 2005;

Adams y col. 1999; Schwartz y col. 1998), el segundo tipo viral mas frecuente fue el VPH-
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18, (18.5%]). En contraste, estudios realizados en la India, Japén, Corea, Grecia ¢ [talia (Shin
y col. 2002; Badaraco y col. 2000; Aggelopoulu v col. 1999; Balaram y col. 1995) refieren
al VPH-18 como ¢l papilomavirus mas comtn en cancer bucal y orofaringec. Aungue los
patrones de distribucion de los genotipos reflejan el origen geografico de las muestras
{Giovanelli y col. 2002), las similitudes genéticas entre poblaciones, como las reportadas
entre la poblacién del sur de Italia y la griega (Rickards y col. 1995) pudieran explicar la
mayor frecuencia de VPH-18 en estas poblaciones. El VPH-18 tiene preferencia ademas por
sitios anatomicos, ha sido encontrado con mayor frecuencia en cancer bucal (34.5%) que en

laringeo (17.2%) y orofaringeo (2.9%) (Kreimer y col. 2005).

En los controles, la frecuencia del VPH-AR en la mucosa bucal fue sélo de 9.7%,
similar a la reportada en la mayoria de los estudios (0.6% a 11%) (Furrer y col. 2006;
Hanson y col. 2005; Koppikar y col. 2005; Kurose y col. 2004, Ha y Califano, 2004;
Giovanelli y col. 2002; Mork vy col. 2001; Summersgill y col. 2000; Schwartz y col. 199§;
Smith vy col, 1998). En otros estudios, la frecuencia de VPH-AR en mucosa normal ha sido
hasta de 36% (Sugiyama y col. 2003), y de §2%, cuando se analizaron todos los tipos virales
de VPH (Terai y col. 1999). Se ha sugendo que los factores geograficos y biolégicos, como
las condiciones inmunolégicas de los individuos, influyen con la presencia de VPH-AR en
la mucosa bucal normal (Ha y Califano, 2004). La identificacion de VPH en la mucosa
bucal normal indica que su presencia no necesariamente conduce a malignidad; es necesario
enfatizar que el cancer es una enfermedad multifactorial en el que diversos factores tienen

que coincidir para el desarrollo del evento maligno (Ha y Califano, 2004).
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La 1dentificacidén de la asociacion del VPH en lesiones cancerosas de la mucosa
bucal, aunada a la baja prevalencia de consumo de tabaco en los casos positivos a VPH,
sugiere que el proceso carcinogénico en los individuos VPH+ sigue un camino distinto a la
oncogénesis relacionada al consumo de tabaco y alcohol {D’Souza y col. 2007; Gillison y

col. 2004; Ha y Califano, 2004).

8.3.2 Asociacion del tabaco y el alcohol con el cancer bucal

Acorde con lo descrito previamente (Scully y col. 2000; Johnson 2001; Castellsagué
y col. 2004), los resultados del presente estudio confirman al tabaco y al alcohol como
factores de nesgo importantes en el desarrolio de CECB. Todas las mediciones relativas al
consumo de tabaco y alcohol estuvieron fuertemenle asociadas con el riesgo de CECB; el
gue aumenta al incrementarse el grado de consumo. La interaccién entre alcohol y tabaco
encontrada, concuerda con et efecto sinérgico reportado previamente (Castellsague y col.
2004; Johnson 2001), que actia como un factor de riesgo para el desarrollo de los procesos

malignos del tacte digestivo superior.

Un hallazgo importante fue que la mayor proporcién de fumadores y bebedores se
encontrd en pacientes con CECB sin VPH-AR, como se ha informado en diversos estudios
(D'Souza y col. 2007; Smith v col. 2004; Hafkamp y col. 2003; Herrero y col. 2003;
Klussman y col. 2001; Ritchie y col. 2003; Gillison y eol. 2000). Otros han encontrado
proporciones similares de VPH en fumadores y no fumadores (Paz y col. 1997, Sisk y col.
2000). Una posible respuesta a este hallazgo es que el tabaco, debido a la
hiperqueratinizacién local, confiere a la mucosa un efecto protector contra

microtraumatismos, necesarios para la introduccidon del VPH a las capas basales de los
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tejidos (Ritchie y col. 2003). Sin embargo, se requieren mas estudios que confirmen esta

observacion.

Se ha propuesto que la carcinogénesis bucal se desarrolla por dos vias diferentes, una
asociada a los factores clasicos de oncogénesis bucal (tabaco y alcohol), v otra favorecida
por la presencia de VPH-AR (Gillison y col. 2000; Herrero y col. 2003; D’Souza y col.
2007). Nosotros observamos que en mas de la mitad de los pacientes con CECB y VPH-AR,
no existian antecedentes de tabaco y/o aicohol que explicaran el desarrollo de la neoplasia.
En ellos, aun queda por determinar la contribucion precisa del virus en el proceso

carcinogénico, con lo que se podran establecer medidas preventivas.

Es importante destacar que en 16.1% de los individuos con cancer bucal, no se
identificé ninguno de los factores asociados a CB: VPH-AR, consumo de tabaco o alcohol.
Considerando que la carcinogénesis es un proceso multifactorial de dafio genético
acumulado (Carbone y Pass, 2004), una proporcidén de factores indeterminados pudieran
estar asociados como mniciadores o promotores del proceso carcinogénico. En esie sentido,
se requieren estudios que Involucren mecanismos genéticos y epigenéticos que pudieran

estar involucrados en la transformacion maligna.

8.3.3 Asociacién de la historia familiar de cincer con el cancer bucal

Los individuos con historia familiar de cancer en primera linea tenian 3.6 veces mas
nesgo de tener cancer bucal, independientemente de VPH y el consumo de tabaco y alcohol;
sin embargo, existe controversia en el hallazgo de esta asociacion (D’Souza y col. 2007;

Jefferies y col. 1999; Foulkes y col. 1996; Cooper y col. 1995; Goldstein y col. 1994),
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Algunos estudios (Foulkes y col. 1996; Cooper y col. 1995; Foulkes y col. 1995), han
encontrado riesgos relativos altos para cancer bucal y orofaringeo en individuos con
familiares en primera linea que tenian antecedentes de cancer bucal (RR: 3.4 - 3.79); el
resgo encontrado aumenta considerablemente cuando ef analisis se restringe a los hermanos

(RR: 8.6 - 14.6).

En contraste, Goldstein y col. (1994) no encontraron asociaciones similares al
analizar antecedentes familiares de cincer bucal y orofaringco. Se ha propuesto que los
factores ambientales pudieran ser rcsponsables de los efectos familiares observados,
especialmente en procesos malignos en sitios relacionados al consumo de tabaco, como el

tracto respiratorio y gastrointestinal superior (Lewellyn y col. 2001; Goldstein y col. 1994),

Sin embargo, aun considerando lo anterior, es dificil establecer la contribucion
precisa de factores ambientales y hereditarios (Lewellyn y col. 2001). Ademas, la calidad de
la informacion obtenida depende de la memoria de los participantes, y los casos, por su
contexto de salud, henen una mayor susceptibilidad al recuerdo preciso que los controles,
por lo que es necesario considerar la posible presencia de un sesgo de memoria (Hernindez-

Avila y col. 2000).

En este sentido, es necesario realizar estudios que ademas de incluir fa variable como
parte de los antecedentes familiares del paciente, incorpore la busqueda de factores
ambientales que pudieran estar involucrados en la carcinogénesis, asi como de ensayos
moleculares que permitan el reconocimiento de patrones genéticos que pudieran identificar

de una manera objetiva la presencia real de esta asociacion.
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8.3.4 Caracteristicas clinico-patolégicas y c4ncer bucal

Entre los casos positivos a VPH-AR encontramos una menor proporcion de
carcinomas bien diferenciados; no obstante, la diferencia no fue estadisticamente
significativa, probablemente por el reducido nimero de casos positivos a VPH-AR ¢n el
estudio. Diversos trabajos han indicado que la detecciéon de VPH se correlaciona con
carcinomas mal diferenciados (Schwartz y col. 1998; Kiussman y col. 2001; Schwartz y col.
2001). Los tumores mal diferenciados son positivos a VPH (RM=9.1 IC 95%, 4.6 - 18) con
mayor frecuencia que los bien y moderadamente diferenciados (Gillison y col. 2000). De
acuerdo a algunos autores, Jos tumores VPH+ presentan una morfologia basaloide, no-
queratinizante y con un inmunofenotipo distinto, como una fuerte y difusa positividad a
anticuerpos pl6 y Kié7, y baja positividad a p53 (El-Mofty y col. 2006, Gillison y col,

2000).

La proporcidn de pacientes en estadios avanzados de la enfermedad fue alta (§86%),
similar al 74% reportado en el estudio de Ibieta y col. (2005). Se ha informado que en
México, el cancer bucal es diagnosticado en etapas avanzadas de la enfermedad (estadios 111
y IV) (Anaya-Saavedra y col. 2007; Frias-Mendivil y col. 1997; Ramirez-Amador y col.

1995), empeorando el prondstico de los pacientes y reduciendo su calidad de vida.

8.3.5 Habitos sexuales y cancer bucal

Diversos estudios epidemiologicos han tratado de explicar la via de transmision del
virus a la mucosa bucal. La transmision vertical durante el parto, la autoinoculacion a través
de lesiones peri-ungueales (Kashima y col. 1992), y la transmisiéon por fomites

contaminados han sido mecanismos considerados (Franceschi y col. 1996); sin embargo, la
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mayor parte de la informacion sugiere que [a presencia de VPH en la mucosa bucal esti

relacionada a los habitos sexuales (Scully 2005; Scully 2002).

En nuestros hallazgos, el numero de parejas sexuales y la edad de inicio de vida
sexual fueron vanables asociadas a la presencia de VPH-AR en los casos (p=0.033 y
p=0.019, respectivamente). Otros autores han reportado que un alto nimero de parejas
sexuales, asi como el inicio temprano de vida sexual son factores de nesgo para cancer
bucal, después de ajustar por alcohof y tabaco (D’Souza vy col. 2007; Scully y col. 2003;

Schwartz y col. 1998; Smith y col. 2004).

Aunque ne encontramos una asoclacion significativa entre el contacto oro-genital y
VPH-AR, ¢l contacto oro-genital fue méds frecuente entre los casos positivos a VPH-AR. Se
ha descrito que los individuos con histoma de contacto oro-genital tienen un riesgo
aumentado de tener cancer bucal y orofaringeo positivo a VPH-AR (OR=4.4, 95%IC=1.5-
12.7), después de ajustar por género, localizacion de la neoplasia y consumo de tabaco

(Ritchie y col. 2003).

Una limitacidon potencial en el estudio es la posible subestimacion de los haliazgos
acerca de la conducta sexual. Aunque el cuestionario fue llenado con absoluta
confidencialidad, y que se obtuvo un alto indice de respuesta, es necesario considerar que
debido a la naturaleza intima de las preguntas, v la edad de los participantes, la validez de

estos resultados es himitada.
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8.4 Patrones de metilacion en VPH-16 de CECB

El presente estudio, representa el primer analisis de los patrones de metilacién de
algunas de las regiones mas importantes del VPH-16 en CECB (parte del gen L1, 1a LCR, el
promotor y el enhancer viral). En esta investigacion se considerd un segmento de 913 pares
de bases del genoma viral, que incluye un total de 2,244 sitios. Los datos obtenidos
confirman que el ADN de} VPH-16 asociado a cancer bucal, al igual que lo informado
previamente en neoplasias ano-genitales (Kalantari y col, 2004; Turan y col, 2006), esta

J

afectado por la metilacion.

8.4.1 Metilacion en L1 de VPH-16

En las tres islas CpGs analizadas en la regiéon L1, encontramos una frecuencia
general de metilacién (34%) muy similar a la reportada en CaCU (43 a 54%) (Kalantar y
col, 2004). En cuatro de las 12 muestras analizadas (33.3%), ¢l promedio de metilacion
encontrado fue de 57% (50 a 65%), una frecuencia que excede a lo reportado previamente

para CaCU (Turan y col. 2006; Kalantart y col, 2004).

La regién L1 ha sido encontrada hipometilada en infecciones asintomaticas y
lesiones precursoras de cérvix, e hipermetilada (de 2 a 4 veces mas) en CaCU (Kalantar y
col. 2004). Estas observaciones sugieren que la metilacion de L1 puede ser un biomarcador
de la progresion carcinogenica {Turdn y col. 2000). Adicionalmente, la hipermetilacion de
L1l en VPH-18 se ha asociado a integracion gendmica, y Como consecuencia, con

predisposicion a la transformacion maligna (Turan y col. 20046)
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En lesiones malignas, L1 no se transcribe después de la recombinacion,
localizandose por armba de los elementos regulatorios de la transcripeidn viral; sin embargo,
debido a que la LCR tampoco se transcribe, se ha propuesto que ¢l estado de hipometilacion

se manticne por medio de Ia interaccion de factores de transcnpceion {Turan y col. 2006).

8.4.2 Metilacion en LCR de VPH-16

La LCR de los papilomavirus es un segmento genomico que confienc un gran
numero de elementos cis que gobiernan la expresidon gémica y la replicacion del virus,
especificamente en dos sitios E2, que son importantes para la regulacién de E6 y E7 (Gloss
y Bernard, 1990). Esta region contiene varios motivos reguladores de la transcripcién, como

los de la familia AP-1, YY1, y SP1, asi como el origen de la replicacion.

La frecuencia general de metilacién encontrada en la LCR del virus fue de 30.2%. Se
ha informado que la LCR de VPH-16 se encuentra selectivamente hipometilada en
poblaciones celulares bien diferenciadas, mientras que las pobremente diferenciadas se
encuentran metiladas (Kim y col. 2003). Debido posiblemente al reducido nimero de
muestras analizadas (12), no encontramos diferencias entre el tipo histoldgico y el grado de

metilacion en este sitio.

La hipometilacién del genoma viral en células bien diferenciadas puede favorecer la
acctilacion, ¥ como consecuencia, una cromatina mas abierta, lo que conduce a transcripcion
v quiza, a replicacion de ADN (Kim y col. 2003). Asi, la hipometilacién de la LCR puede

contribuir a la transcripcion y amplificacidn de ADN viral.
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8.4.3 Metilacion en el enhancer de VPH-16.

Aunque el enhancer se encontro casi totalmente desmetilado en 8 de las 12 muestras
(66.7%), en las cuatro muestras restantes la frecuencia de metilacion fue muy alta (76%),
variando de 66 a 90%. En la linea celular CasKi, multiples genomas de VPH-16 se
encuentran transcripcionalmente inactivos, y un pequefio porcentaje presenta metilacion en

¢l enhancer (List y col. 1994).

El enhancer de VPH-16 regula la expresién de los oncogenes E6 y E7, por lo que las
frecuencias de metitacién encontradas en esta region sugieren que la metilacion puede ser un
indicador de progresion carcinogénica en el cdncer de la mucosa bucal, de manera similar a

las neoplasias ano-genitales.

Se ha demostrado que en lesiones pre-cancerosas y cancerosas, la region del
enhancer y ¢l promotor de al menos una copia de VPH-16 debe permanecer desmetilada,
para poder transcribir eficientemente los oncogenes E6 y E7, similar a lo encontrado en la
linea celular SiHa, que tiene solo una copia de VPH-16 transcripcionalmente activa. Sin
embargo, el genoma del VPH-16 en muchoes de los CaCU estudiados previamente se ha
encontrado metilade (debido posiblemente a la disposicion de los tindems y a
recombinacién cromosomal}, y como consecuencia, lnactivo transcripcionalmente, por lo
que su expresion oncogénica continia a partir de una copia activa (Badal y col. 2003;

Bhattacharjee y col. 2006).
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8.4.4 Metilacion en el promotor de YPH-16

La metilacién del promotor de VPH-16 habia sido informada previamente en
tumores anales y de cuello uterino (Wiley y col. 2005; Kalantari y col. 2004), pero no en
pacientes con cancer bucal. El presente estudio demuestra hipermetilacion aberrante en
muestras bucales de pacientes positivos a VPH-16. La frecuencia de metilacidén general
encontrada en el segmento del promotor fue de 28.2%, un porcentaje que excede al 18%
encontrado en CaCU (Kalantari y col. 2004), e idéntico al reportado en lesiones anales de
alto grado (Wiley y col. 2005). En tres de las doce muestras (25%), las secuencias del
promotor se observaron casi totalmente desmetiladas, un patrdon muy similar al informado en

lestones de alto grado y carcinomas ano-genitales.

A pesar de la hipermetilacion observada en la regidon promotora de dichas muestras,
llama la atencidn que la posicidn 7862 se encontrd casi totalmente desmetilada en todas las
muestras, similar a lo reportado en estudios previos realizados en lesiones de cuello uterino
y anales (Kalantari y col. 2004; Wiley vy col. 2005). La isla CpG que se encuentra en la
posicion 7862 es parte del sitio de union de E2 en el origen de replicacién; las otras 5 islas
que se encuentran entre las posiciones 31 a 58 del genoma son parte de los sitios de unién de

Spl y E2 en el promotor E6 (Kalantari y col. 2004).

Se ha sugerido que la metilacidn del promotor favorece la carcinogénesis, debido a que
impide que la proteina E2 se una al sitio y reprima a £6, con lo cual se asegura la continua
expresidn ongogénica viral, aun en lesiones que no han perdido E2 como consecuencia de

interrupcion gendmica (Turan y col. 2006).
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Los niveles de metilacidn en los segmentos analizados son similares o mas altos que los
reportados previamente en CaCU vy anal (Turan y col. 2006; Kalantari y col. 2004; Wiley y
col. 2005}, lo cual sugiere que ¢l VPH en la mucosa bucal presenta un carcter oncogénico
similar al descrito en cérvix; sin embargo, conclusiones mas definitivas acerca del rol de la
metilacion del ADN-VPH solo podran alcanzarse a través de estudios con un mayor numero
de muestras, y que incorporen individuos sin cancer bucal, que permitan una adecuada

comparacion.
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1.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a través de la presente investigacion, permiten concluir que:

La ascciacion entre VPH-AR v el cancer bucal encontrada, independientemente del
uso de tabaco y alcohol, sugtere que los papilomavirus de alto riesgo juegan un papel
importante en la carcinogénesis bucal.

La fuerte asociacidn entre el consumo de tabaco y alcohol y su interaccion con el
cancer bucal, confirman resultados de estudios previos,

La presencia de cancer bucal esta posiblemente asociada con historia familiar de
cancer en primera linea en el grupo de estudio.

El nimero de parejas sexuales y el inicio temprano de vida sexual activa son variables
asociadas con la presencia de VPH en los casos de cancer bucal.

Las alteraciones epigenéticas identificadas en el genoma de VPH-16 son una
caracteristica de los procesos carcinogénicos, lo que sugiere una asociacion causal del
virus en la carcinogénesis de la mucosa bucal en los pacientes infectados con este tipo
de VPH.

Los cambios epigenétices encontrados en el genoma de VPH-16 son similares a los

encontrados en VPH-16 de neoplasias de mucosa de cuello uterine y anal
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PERSPECTIVAS

. La fuerte asociacion entre VPH-AR y cancer bucal encontrada en el presente estudio
permite sugerir el posible papel oncogénico del virus en el desarrollo de neoplasias
malignas en la mucosa bucal. Sin embargo, factores como la carga viral, mutaciones de
genes virales, asi como su expresion, son factores que requieren ser analizados con
detalle en estudios subsecuentes. La identificacién de VPH-AR en mucosa bucal normal
permitira identificar individuos con alto riesgo de desarrollar CB, y en aquellos con
lesiones pre-malignas, sugerird un seguimiento mds cercano y el establecimiento de
medidas de intervencién mas tempranas.

. El cepillado citologico es una herramienta util en la realizacion de ensayos moleculares
que requieren obtencion de ADN de mucosas. La técnica de PCR permite conocer en
poco tiempo y con gran sensibilidad, la presencia de VPH, y con el uso de
oligonucledtidos especificos, de tipos de alto riesgo. Este sistema puede ser incorporado
como mecanismo auxiliar para el establecimiento de planes de diagnéstice y tratamiento
en individuos con alto nesgo de CB.

. Debido a que en 16.1% de los casos no se registré historia de tabaco y alcohol, ni
presencia de VPH en la mucosa bucal, es necesaric considerar que ciertos factores no
identificados pudieran estar asociados al cancer bucal. En este sentido, la realizacion de
estudios que involucren mecanismos genéticos y epigenéticos que pudieran estar
involucrados en el proceso de transformacion maligna son importantes.

. La mayor proporcién de casos de CB positivos a VPH se encontré entre los pacientes no
fumadores; sin embargo, debido al tamafio reducido de la muestra analizada, no fue
posible identificar alguna asociacidén. Aunque se han sugerido el posible efecto protector

del tabaco contra la infeccion viral en la mucosa bucal, se requieren estudios que
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caractericen de manera adecuada las dos vias sugeridas en la generacion del cancer bucal.
El conocimiento de Ia historia natural de la infeccidn por VPH en la mucosa bucal solo
podrd ser obtenido por medio de estudios de seguimiento, con el fin de identificar la
prevalencia del virus en una cohorte de individuos sanos, y en aquelfos que desarrollen
lesiones premalignas y malignas.

5. La reciente incorporacién de la vacuna tetravalente contra VPH en la poblacidn, y los
anticuerpos producidos en los individuos inmunizados probablemente tendrad
repercusiones en la prevalencia de VPH-AR en la mucosa bucal. La frecuencia de casos
de cancer bucal y orofaringeo positivos a VPH-AR pudiera disminuir en las siguicntes
décadas como resultado de dicha inmunizacion.

6. Como ha sido descrito, el uso de tabaco y alcohol, asi como la interacciéon entre ambos,
son factores fuertemente asociados con la presencia de cancer bucal y orofaringeo. En el
presente estudio se identificd ademas, que la dosis acumulativa del consumo de uno o
ambos habitos incrementa de manera sigruficativa el riesgo de CB. Sin embargo, debido a
que el consumo de estas sustancias no es constante durante toda la vida del individuo, y
que pudieran haber interrupciones que no estén siendo incorporadas en el calculo de las
unidades consumidas, la medicién de cotinina y otros biomarcadores plasmaticos
pudieran ser de utldidad en la caracterizacidn no solo de exposicion directa a tabaco y
alcohol, sino también a su papel como carcindégeno ambiental, especificamente en el caso
del tabaco.

7. A pesar de que se identificd la asociacion entre la historia familiar de cancer (en primera
linea) y ¢l CB, es necesario considerar fos sesgos a los que se enfrenta un estudio en el
que se tiene que recurmr al recuerdo, y en el que la sola condicién de casos puede generar

una respuesta distinta a la de sus contrapartes sanos. En este sentido, la incorporacion de
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herramientas moleculares que permitan identificar patrones genéticos especificos, sera de
utilidad en la determinacién del componente familiar de esta neoplasia maligna.

8. En los casos positivos a VPH se¢ identificéd un imcio temprano de vida sexual y un mayor
numero de parejas sexuales, lo que sugiere que la presencia de VPH en la mucosa bucal
esta relacionada con los habitos sexuales y que probablemente, el contacto oro-gemtal
pudiera actuar como via de transmision del virus. La realizacién de estudios que
incorporen, ademas de cepillado de la mucosa bucal, muesiras de la zona genital (cérvico-
vaginal, uretral, peneana o testicular) permitira cstablecer con mayor exactitud esta
asociacion.

9. En el presente estudio, las alteraciones epigenéticas observadas fueron consistentes a las
reportadas con anterioridad en mucosas tan diferentes de la bucal como lo son la mucosa
cérvico-vaginal y la anal. Este hallazgo sugiere que el papel que juegan los papilomavirus
en el cancer bucal pudiera ser semejante al estudiado en CaCU y carcinoma anal, sitios en
los que la integracion del ADN viral al ADN del huésped favorecen el proceso
oncogénico.

10. Debido a la reducida cantidad de ADN obtenida en cada paciente no fue posible analizar
en el presente estudio la integracidn viral, lo cual hubiera permitido conocer de manera
precisa el estado fisico del virus y su relacion con la metilacion y el CB. En futuros
estudios, esta variable debera ser considerada detalladamente.

I'l. La determinacién del estado de metilacion del CB tiene un gran potencial en la deteccidn
femprana, monitoreo y tratamiento del CB. La creacion de paneles de genes metilados en
CB pudiera ser una herramienta importante en la identificacion de pacientes con riesgo
alto de desarrollar la ncoplasia, con repercusiones en el diagnéstico oportuno y

fratamiento precoz.
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12. El conocimiento generado por estudios futuros que incluyan la determinacién de
metilacion en genes asociados a CB, junto con los hallazgos sobre la metitacién de VPH-
16 en CB del presente estudio, podra ser de utilidad en la incorporacién de agentes
desmetilantes en el tratamiento de CB, o ¢n el establecimiento de margenes quirirgicos

en neoplasias malignas de la mucosa bucal.
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Anexa 3. Cuestionario sobre hibitos sexuales

Usted es:
+ Casado () - Soltero { ) » Separado { )
+ Union libre () « Divarciado { ) * Viudo ()

- ¢A que edad tuvo su primera relacion sexual?
- ¢Con cuanlas personas ha tenido relaciones sexuales en toda su vida?
- En el ultimo afio, i con cuantas personas ha tenido relaciones sexuates?

Usted prefiere tener relaciones sexuales con:
- Personas del sexo opuesto (Heterosexual)
- Personas de su mismo sexo (Homosexual)
- Personas del sexp opuesto y de su mismo sexo (Bisexual)

¢ Cuando ha tenido relaciones sexuales, usted ha tenido alguno de los siguientes contactos?

- Contacto oro-genitai  {hoca - genitales) SI{ ) NO({ )
- Contacto oro-anal {boca - ano) SI{ ) NO( )

Cuando tiene relaciones sexuales usted ha puesto;

1. Su boca con los genitales de su pargja  SI( ) NO( ) Numero de parejas.

2. La boca de su parefa con sus genitales  S1( ) NO () Nimero de parejas:

¢ Cuando tiene relaciones sexuales, usted o su pareja usan condon (preservativo)?
*  Siempre ( ) + Casisiempre () s Norecuerda ()

* Aveces { ) +  Nunca ()

¢ Usted tiene o tuvo alguna de estas enfermedades?

1. Herpes genital o anal 2. Condilomas 3 Virus papiloma humano (VPH)
Si() Si() Si( )
No () No { ) No ()
Tuvo { ) Tuvo { ) Tuvo ()
Nosabe ( ) Nosabe { ) Nosabe ( )
£Su pareja (o parejas) tiene o tuvo alguna de estas enfermedades?
1_ Herpes genntal 0 anal 2. Condilomas 3. Virus papiloma humano (VPH)
Si() Si () Si()
No ( ) No () No ()
Nosabe { ) Nosabe () Nosabe ( )
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Abstract

Background: The aim of the present study was to determine the association of High-Risk
Human papillomavirus (HR-HPV) in Mexican individuals with oral squamous cell carcinoma
(OSCC), and their association with various risk factors.

Methods: Matched case-control study. Cases were individuals with newly diagnosed OSCC,
matched on sex and age with controls (1:4). Demographic and clinical data were obtained; a
self administered questionnaire about sexual behaviour was filled. DNA from oral brushirig
was purified to amplify HPV-DNA through MY09/MY1!l and GP5+/GP6+ primers, and
subsequently subjected to sequencing. Conditional regression models were built to calculate
odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CI).

Results. Sixty-two cases and 248 controls (53.2% males), median age 62 (Q;-Q4=54-72)
years, were included. HPV prevalence was 43.5% in cases and 17.3% in controls (HR-HPV:
37.1% cases, 9.7% controls). The most frequent types in cases were HPV-16 and HPV-18
(55.6% and 18.5%). The presence of HR-HPV was associated with OSCC (OR=6.2;95%
CI:2.98-12.97) controlling for most common risk factors; an interaction between smoking and
dnnking was detected, and family history of cancer was also significant (OR:3.61;
95%CI=1.44-8.99). Early age at first sexual intercourse and large number of lifetime sexual
partners showed an association with HR-HPV (p=0.019 and p=0.033, respectively).
Couclusiouns: Oral HR-HPV was strongly associated with OSCC, suggesting that HPV-16
and 18 are risk factors of oral cancer in Mexican patients. A significant association of tobacco
and alcobol was confirmed. In addition, family history of cancer was associated with OSCC.
" The results underline the role of HPV in OSCC and its multifactorial etiology.

Key words: Human papillomavirus, oral cancer, tobacco, alcohol, Mexico.



Introduction

The causal association between consumption of tobacco and alcohol and the development of oral
squamous cell carcinoma (OSCC) it is well established (1,2); however, a considerable proportion of
OSCC occurs in non smokers and non drinkers, indicating the presence of other risk factors (3).

During the past two decades, it has been shown that Human Papillomavirus (HPV) infection is
etiologically linked with a subset of Head and Neck Carcinomas (HNC) (4-8). The most common
high nsk HPV (HR-HPV) types found in cervical cancer, HPV-16 and 18, have also been identified
in HNC (4,9).

The HPV prevalence reported in oral cancer studies have ranged from 3.9% to 74% (6,10). This large
variations may be due to biological and methodological factors such as the anatomical site, the
sampling collection techniques (frozen or fixed biopsies, scrapes or brushing of epithelial cells, or
mouth wash) (I1), and the use of different HPV detection assays with variations in sensitivity and
specificity (12). Also, the sample size studied, the source of the cases, and the presence of
environmental risk factors, probably influenced the discrepancies found among studies (13).

A worldwide analysis of 5046 HNC specimens from 60 studies of 26 different countries showed that
23.5% of 2642 oral cavity biopsy samples, were HPV positive (13). However, many of the studies
included did not consider variables such as age, gender, smoking and alcohol drinking, and only a
few included a control group (4,13).

In Mexico, a cross-sectional study carried out at the Instituto Nacional de Cancerologia (IINCan),
showed that 42% of oral cancer cases were HPV positive; nevertheless, the lack of a control group in
this study did not allow the identification of HPV prevalence in normal oral mucosa (14).

Considering the large variation of HPV prevalence among different populations in the world, the lack
of a control group in many of the studies, the scarce evidence about OSCC aetiology in Mexico and
particularly, the limited information on HPV, the aim of the present study was to determine the
association of HR-HPV in Mexican individuals with oral cancer and their association with various
risk factors.



Methods

Study design. .

Matched case-control study, conducted from September 2003 to July 2006 at Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan), Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzéilez”, and Clinica Estomatolégica
“Rafael Lozano” of the Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco, (UAM-X) in Mexico
City. The Ethics Review Board of each institution approved the study. Every patient, who agreed to
participate in the study, signed an informed consent. The design of the study was according to the
STROBE statement recommendations for case-control studies (15).

Subjects.

Cases. Eligible cases were males or females aged 18 years or older, with newly diagnosed OSCC,
histologically confirmed and prior to the application of any kind of therapy (chemotherapy,
radiotherapy or surgery). Topographic locations included malignancies of the tongue, gingiva, floor of
mouth, palate, buccal mucosa, and retromolar area (ICD-10 C01-06) and excluded lips cancer and
malignant tumours of major salivary glands, nasopharynx, oropharynx and larynx (ICD-10 C00, C09-
C14) (16). Sixty-two OSCC cases were selected, 33 were men (median age 60 years, range 31 to 83),
and 29 women (median age 70 years, range 31 to 86). All patients were staged in agreement with the
AJCC system of classification (17). None of the OSCC patients refused to participate in the study.

Controls. Four controls per each cancer case matched on age (+ 5 years) and gender were included.
They were free of any premalignant or malignant oral lesions and without personal history of cancer.
Two controls were recruited from a medical service, and two from a dental service. The Hospital
General “Manuel Gea Gonzalez” and the Clinica Estomatolégica “Rafael Lozano”, these two
services as the INCan, that was the source of the cases, are governmental health services for subjects
who do not have social security. All selected health services were located close to each other in the
South of Mexico City. Exclusion criteria included mental illness that impaired the adequate consent
process, personal history of any type of cancer, history or presence of premalignant or malignant oral
lesions, a diagnosis associated with the exposure of interest, or subjects who refused to participate in
the study (1.6%). Overall, matched controls were 248: 132 men (median age 59 years, range: 30-81
years), and 116 women (median age 67 years, range: 27-86 years).

Case and controls were interviewed by the same researcher who used a standardized questionnaire
that contained demographic (age, gender, marital status, education and occupation), and clinical data
(familiar history of cancer, and tobacco and alcohol consumption). In addition, OSCC cases were
asked about their disease duration and signs and symptoms of their oral lesion. Data related with
shape, size, colour and stage of the OSCC lesion were also obtained.

According to tobacco use, patients were classified as never, cumrent and former smoker. Never
smokers were individuals who reported had smoked less than one cigarette/day throughout their life.
Current smokers were defined as subiects who had smoked at least one cigarette/day during the last
year to the present. Former smokers were those individuals who had quitted smoking at least 12
months prior to the study interview. Subjects were asked for the age of starting and ending to smoke,
duration of the habit and number of cigarettes smoked per day. We calculated the cumulative amount
of tobacco use in pack-years (number of cigarettes smoked a day/20 x 365.25 x years of smoking). The



smokers were classified in three categories according to their accumulate tobacco consumption: 0,
<25, and >25 pack-years.

Alcohol exposure was quantified in terms of drink units (DU) per week; one DU corresponded to a
glass of wine (125 ml), a bottle of beer (330 ml), or a glass of tequila or hard liquor (30 ml). Current
drinkers were defined as those subjects who have drunk at least one DU weekly during the last year,
non-drinkers were classified as subjects who never consumed alcohol or had less than one drink per
week. Former users included dnnkers who stopped alcohol use at least one year before the study
entry. Participants were asked for the age of starting and stopping to drink and the number of DU per
week. The cumulative amount of DU was calculated in DU-years (DU per week x 52 x years of
drinking/365). Drinkers were classified in three categories: according to their accumulate alcohol
consumption: 0, <16, and >16 DU-years.

Enrolled subjects were asked to fill a self administered questionnaire that included questions about
life time number of sexual partners, age at first intercourse, oral-genital contact and number of oral-
genital partners. Six cases (9.7%) and 17 controls {7.3%) refused to respond the questionnaire.

Oral samples.

An incisional biopsy was taken from all OSCC cases, one section was sent to a specialised laboratory
for its histopathological examination and the other kept in a Falcon tube with 8§ ml of PrecervCyt
solution (Cytyc Corporation, USA4) for HPV identification. Additionally, oral specimens were
collected from OSCC lesions and matched mucosal site with controls, using a conical cytobrush. In
order to avoid possible false negative results, three samples were taken with the cytobrush from the
lesion in cases and oral mucosa in controls. Also, cytological samples were placed into 8§ ml of
PrecervCyt solution and stored frozen until testing.

For DNA extraction in biopsies, a 4 mm tissue section was cut, placed in microtube with nuclear lysis
solution (Wizard Genomic DNA PFPurification kit, Promega, Inc., Madison, WI) and 17.5 pl of
proteinase K (20 mg/ml), and incubated at 65°C for 3 hours. Subsequently, all samples (biopsy
specimens in the cases and cytobrush smears in cases and controls) were centrifuged at 2000 g and
the supematant was removed. DNA was purified using the Wizard Genomic DNA Purification kit
(Promega, Inc.. Madison, WI), according with the manufacturer’s instructions, and quantified by
spectrophotometry.

HPV DNA detection and typing.

Three types of controls were included in each reaction series, water (negative control), DNA of a
HPV-18 positive HeLa cell line and HPV-16 positive CasKi cell line (positive controls). All control
samples were prepared and analyzed in parallel with the clinical specimens, to ensure that proper
reaction conditions were maintained. Standard precautions for PCR steps (sample preparation,
reaction mix preparation, amplification and electrophoresis) were done in separate rooms.

The presence and quality of human genomic DNA was verified in all clinical samples by
amplification of a 268 bp fragment of the B-globin gene by using the primers PCO4 (5°-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3") and GH20 (5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-37) (18). For
the detection of HPV we used the general degenerate consensus primers MY(9 (CGT CCM ARR



GGA WAC TGA TC), and MY11 (GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG; the degenerate base code
was: M=A or C, W=A or T, Y=C or T, and R=A or G) which spans nucleotides 6722 to 7170 in HPV
type 6 and the corresponding regions of the other genital HPVs (19). Also, oligonucleotides GP5+-
GP6+ that extent nucleotides 6764 to 6902 in HPV type 6 and the corresponding regions of other
genital HPV's were used (20). PCR conditions included, preheating for 5 min at 94 °C followed by 40
cycles of 20 s at 94 °C, 20 s at 39 °C (GP5+/GP6+) or 55°C (MY09/MY11; Glob-F/Glob-R) and 40 s
at 72 °C, and a final extension of 5 min at 72 °C. PCR was performed in a final volume of 20 ul,
which consisted of 3 pl extracted DNA as a template (100 ng), 2 pul 10x PCR buffer, | U Taq
polymerase (Applied Biosystems), 10 pmol each primer and 0.2 mM dNTPs. A 1.5 mM MgCl,
concentration was used for all primers. DNA samples from case and control subjects were included
randomly, blinded to clinical and demographic characteristics of samples. PCR was performed in a
programmable thermal cycler (Mastercycler® gradient, Eppendorf). A 5 ul aliquot of the
amplification mixture was analyzed by electrophoresis in 1.5 agarose gel and visualized by UV light
after ethidium bromide staining.

Automated sequencing.

Positive PCR products were purified and subsequently sequenced in a programmable thermal cycler
(Mastercycler ® gradient, Eppendorf) using the BigDyc® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems), by using one of the PCR oligonucleotides as a sequencing primer (GP5+ and
MY09). The PCR mix and cycling conditions were used as recommended by the manufacturer.
Sequence analysis was performed in the ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer-System (Applied-
Biosystems). The obtained sequence was compared with the GenBank database (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD) by using the BLAST program (21).

Statistical analysis.

Descriptive data for cases and controls were summarnized with conventional central tendency
statistics. Differences in demographic and clinical characteristics between high risk HPV (HR-HPV)
positive and negative cases were calculated using the Chi-square test and the Fisher’s exact test,
when neccesary. For dimensional variables, the Mann-Whitney U-test was applied. Univariate
analysis between oral cancer and each risk factors under study was carried, and OR and its 95%
confidence intervals (CI) were estimated, using conditional logistic regression models. The category
of independent variable with assuming minimal level of risk of oral cancer was taken as reference. A
two-sided p value less than 0.05 was considered significant.

To examine independence of the effects, multivanate logistic regression was performed by using
conditional logistic regression functions. The criteria for selection of the variables entering the model
were based on both biological plausibility and p- value less than 0.20 in the univariate analysis. A
backward stepwise variable selection strategy was used to build a final model with a significant level
>=().1 for removal and a significance level <0.05 for re-entry into the model. Biologically meaningful
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STATA program v.8.0 (Stata Corporation LP, College Station TX, USA) was used for data analysis.



Results

Sixty-two cases and 248 controls (53.2% males) were included in the present study; the participants
had a median age of 62 (Q;-Qs, 54-72) years. The distribution of cancer cases and controls according
to sociodemographic characteristics is displayed in Table 1. The results of the conditional regression
analysis showed that none of the selected variables were significant; marital status (p=0.576), level of
educatton (p=0.307) nor occupation (p=0.195). The most frequently affected OSCC site was the
tongue 1n 33 cases (53.2%), followed by the gingival in 12 cases (19.4%) and ten in floor of the
mouth (16.1%); palate and buccal mucosa accounted jointly for seven of the OSCC cases (11.3%).

Table 2 shows the OR’s and their 95% confidence intervals for those clinical variables which showed
a significant association. Positive familiar history of cancer was associated with the presence of oral
cancer (OR=4.16, 95% CI=2.1-8.1, p<0.0001). The odds ratios for oral cancer in individuals who
were current smokers and drinkers were high (7.8 and 6.3, respectively), also high odds ratios were
found when the cumulative amount of tobacco and alcohol consumption was analyzed.

As it is shown in Table 2, in cases, tobacco consumption was present in 32 (51.6%) and alcohol use
in 21 (33.9%), both exposures were present in 15 (24.2%) cases. Two hundred and three individuals
(65.5%) of the 310 participants were not exposed to any of these two risk factors (24 cases [38.7%]
and 179 [72.2%] controls).

As described in Table 3, oral HPV infection was identified in 27 (43.5%) of the 62 cases and 43
(17.3%) of the 248 controls. Six HR-HPV types were detected in 23 cases (37.1%) and 24 controls
(9.7%), of which four were more frequent in cases than in controls: HPV-16 (55.6% vs. 34.9%),
HPV-18 (18.5% vs. 11.6%), HPV-33 (7.4% vs. 2.3%) and HPV-35 (3.7% vs. 0%). Two high risk
HPV types were found in the controls but not in the cases, HPV-31 (4.7%) and HPV-52 (2.3%). In
contrast, the frequency of low risk HPV types was lower in cases than in controls (HPV-1 [3.7% vs.
16.3%], HPV-2 [3.7% vs. 7.0%], HPV-6 [0% vs. 9.3%], HPV-13 [3.7% vs. 9.3%], with the exception
of HPV-32, that was more frequent in the cases (3.7%) than in the controls (2.3%).

As shown in Table 3, an association between oral cancer with overall HPV (OR=3.41) and HR-HPV
types (OR=6.21) was found. In contrast, low HPV types did not show an association with OSCC
(OR=0.83, p=0.747). '

The conditional logistic regression analysis showed that familiar history of cancer, smoking, and
alcohol consumption were associated with OSCC. An interaction was detected between alcohol and
smoking (Table 4), for alcohol, distinct ORs were obtained in the strata of non-smokers, where the
OR was 3.19, compared with the OR=28.44 in the strata of smokers (<25 pack-years). In addition, for
tobacco consumption, in the strata of non-drinkers lower odds were shown (OR=2.65) compared with
the odds of the strata of drinkers (OR= 34.29). Also, high risk HPV was independently associated
with OSCC roughly a 6-fold increased odds ratio (Table 4). The presence of tobacco, alcohol and/or
HR-HPV infection was identified in 52 (83.9%) of all cases in this study. Intriguingly, ten of the 62
patients with OSCC (16.1%) were negative to tobacco, alcohol use, and oral high risk papillomavirus
infection; with a median age of 67.5 (Q,-Q3, 37-67) years, 6 (60%) were females.



Forty-six cases (74.2%) were in advanced stages of the disease (III and I'V) and 30 (48.4%) showed
well differentiated carcinomas. When cases were analyzed according to HR-HPV status, no statistical
significant differences were found in regard to gender, age, clinical stage, histological grading,
anatomical cancer location, and familiar history of cancer. The use of tobacco was higher among the
cases who did not show HR-HPV in oral mucosa, but the difference was not significant (50.0% vs.
26.1%, p=0.153), as well, 14 of the 39 cases who were negative to HR-HPV were drinkers (35.9%),
in contrast with 3 of the 23 (13.0%) positive cases (p=0.023). Thirteen of the 23 (56%) HR-HPV
positive cases did not consume tobacco or alcohol; in contrast with 11 of the 39 (28.2%) HR-HPV
negative cases (p=0.027).

The comparison of sexual behavior in OSCC cases according to HR-HPV status is shown in Table 5.
The age at the first sexual intercourse and the number of lifetime sexual partners showed a statistical
significant difference between the HR-HPV positive and negative oral cancer cases, the rest of
variables revealed no significant differences between the two groups.



Discussion

The present study is the first case-control study of oral cancer performed in a Mexican population, its
results showed a strong association between HR-HPV infection and OSCC, independently of tobacco
and alcohol. Cases with oral HR-HPV infection had increased odds ratio (6-fold) for oral cancer,
compared with controls.

A previous report in OSCC, completed in the same Mexican cancer referral center, as this study,
showed a comparable HPV prevalence (42%). However, the earlier study did not include a control
group and only estimated the proportion of HPV-16 positive cases (14).

The HPV prevalence in oral cancer found in the present study (43.5%) was in accordance with a
recent population-based case-control study in Sweden, which informed that 40% of 131 oral and
oropharyngeal squamous cell carcinomas was HPV positive (22). In both studies, the identification of
viral DNA sequences was performed with the same sets of primers, and under similar PCR and HPV-
DNA sequencing conditions. In other reports, in which the HPV positivity has varied from 34.9% to
54.3% (23-26), there were some differences in the methods applied, such as the PCR primers used
(23), or the use of specific oligonucleotides for HPV-16 and HPV-18 E6 gene (25).

Consistent with the 36% of HR-HPV positive oral cancer cases identified by Goran-Hansson et al
(22), we found that 37.1% of the OSCC patients were positive for high risk papillomavirus. The most
common HPV types detected were HPV-16 (55.6%), which is consistent with the majonty of oral
cancer reports (12,13), and followed by HPV-18 (18.5%), which was the second most common type
in numerous reports (8,13,27).

The present study identified HPV as a risk factor for the development of oral cancer (OR=3.4),
similar to an American case-control study that demonstrated an association (OR=3.0) of HPV
infection and laryngeal cancer, after adjusting for age, smoking and alcohol consumption (28).
Likewise, a meta-analysis of OSCC that analyzed independently 94 HPV-OSCC studies, found that
oral HPV infection was 4.7-fold more likely to be detected in oral cancer, compared with normal oral
mucosa (29). In addition, the findings of a number of well-controlled studies have demonstrated that
HPV was associated with an increased risk of OSCC (3 to 7 fimes), independent of exposure to
alcohol or tobacco (8,30). An earlier study recognized HPV-16 as a risk for the development of oral
cancer (OR 6.2) in males (31), analogous to the OR 6.2 for HR-HPV found in this Mexican study.

The possible causal association of papillomavirus, particularly HPV-16, with HPV-DNA positive
HNC has been supported by several studies (7,32,33), and confirmed by a recent nested case-control
study in oropharyngeal cancer (4). Moreover, the evidence of hypermethylation of CpGs islands at
the L1 region and part of the LCR of HPV-16 associated to OSCC, recently found by our group,
snogeste that HPV.16 genomes are chromosomallv integrated in oral malienancies and it affects the
host cells in a similar manner as in anogenital malignancies (34).

In the present study, the frequency of oral HR-HPV infection among controls was low (9.7%),
consistent with most reports that have found a HR-HPV frequency that varies from 0.6 to 11.1%




(8,22,30,35-40). Nevertheless, the frequency of HR-HPV in normal mucosa has been reported as
high as 36% (25), and 81.1%, when all HPV types have been analyzed (41). The detection of HPV in
normal oral mucosa would suggest that not all HPV infections lead to malignancy; probably
geographic and other exposure-related factors, as well as, behavioral aspects, play a role in the OSCC
development (11).

Independent of HPV infection, we found that tobacco and alcohol use were strongly associated with
OSCC, in agreement with a large number of studies (1,42,43), that have confirmed the role of these
habits as strong oral cancer determinants. The different measurements of tobacco smoking and
alcohol consumption analyzed in this study were associated with OSCC; also, the interaction detected
between alcohol and smoking showed a noticeable impact in the odds of OSCC when both risk
factors were present. The interaction found between alcohol and tobacco use, is in accordance with
several studies that have demonstrated a synergic effect between the two habits, as risk factors for all
upper aero digestive tract malignancies (1,42).

In addition, in the present study, the highest percentage of smokers and drinkers was found in the
HPV negative HNC group, as it has been reported (4-7,44,45); in contrast, a number of studies have
found no differences in smoking between HPV positive and negative patients (46,47). Whether there
is a different carcinogenic pathway for HNSCC patients with HR-HPV compared with those cancers
related to heavy tobacco and alcohol use 1s not clear, and more studies are needed in this area.

Two separate pathways of HNSCC development have been recently proposed, one suggests that
carcinogenesis is mainly promoted by environmental factors such as tobacco and alcohol, and the
other in which the oncogenic process is favored by HR-HPV (4,6,7). Accordingly, in our findings, in
more than half of the HR-HPV positive OSCC cases (56%), there was a negative history of tobacco
or alcoho! consumption therefore these two factors could not explain the development of the oral
malignancy in these patients. The precise contribution of HPV in the etiology of oral cancer remains
to be determined, this is essential in order to establish possible preventive measures.

An association between oral cancer and a positive familiar history (first line relatives) of cancer was
found in the present study. Various investigations have collected information on familiar background
of cancer as a possible risk factor, but the results are inconclusive (4,48-50). It has been suggested
that environmental factors could be responsible for the familiar effects observed, especially in
tobacco related sites such as lung-oral cancer (49,51). In addition, it is necessary to consider the
possibility of the presence of recall bias, frequently shared by case control studies, due to the fact that
cases had a higher motivation to remember their cancer familiar history than the controls (52).

Epidemiologic studies have suggested that the oral exposure to HPV could be related to sexual
behavior (53,54). Our data indicated that larger number of lifetime sexual partners and early age at
first sexual intercourse were significantly associated with the presence of HR-HPV infection
(p=0.033 and p=0.019, respectively). This finding is supported by other studies indicating that a high
lifetime number of sexual partners and young age of first intercourse were associated with oral
cancer, after adjusting for alcoho! and tobacco exposure (4,5,8,53). Nevertheless, a potential
limitation of the present study is the possibility that the sexual behaviors were underreported, due to



the personal nature of the questions.

It is important to highlight that in 10 (16.1%) of OSCC, we were unable to find any of the selected
risk factors associated with their malignancy. Considering that oral carcinogenesis is a multi-step
process of accumulated genetic damage (55), a number of unidentified factors could be associated as
potential initiators and/or promoters of oncogenesis. Further research is needed to address other risk
factors, such as genetic and epigenetic mechanisms that could be involved in malignant
transformation. ‘

The design of this case-control study allowed us to compare the presence of HR-HPV between the
patients with cancer of the oral cavity and matched controls. Each case had four matched controls,
and both groups of individuals came from comparable socio-demographic areas; also, a high
participation rate was reached in both groups. In addition, all patients and controls were examined
and interviewed by the same person, who was responsible for the collection of the laboratory
samples.

Another strength of the study was the use of laboratory procedures for viral DNA detection with high
sensitivity such as PCR, and the two sets of universal oligonucleotides (MY09/11 and GP5+/6+) that
increased the viral detection boundary (56). The use of the second set of primers allowed us to
retrieve a 10.3% (30 of 276) of positive samples (22.4% in cases and 8.4% in controls) which
resulted negative with the only use of MY09/11. Also, suggested methods for contamination control
were followed for all laboratory procedures (57). Although DNA sequencing allowed us the
identification of a variety of HPV types (30), the future development of specific primers would
permit the identification of missed HPV -types.

In conclusion, the results of this study have indicated that HR-HPV was strongly associated with oral
cancer in a group of Mexican patients, suggesting that high-risk papillomavirus plays a role in oral
carcinogenesis. Also, the important role of tobacco and alcohol as cancer determinants was
confirmed, and an association of oral HR-HPV presence with sexual behavior was detected. The
precise understanding of the oncogenic potential of HPV in HNC would need a deeper knowledge of
the natural history of the virus in normal tissues; so, it would be useful to conduct cohort studies on
HPV infection in the head and neck region that could allow us to characterize the persistence of HPV
in normal and in transformed cells.
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“ Table 1. Distribution of demographic characteristics among cases and controls

Cases Controls
(n=62) (n=248)
n (%) n (%)
Marital status °
Married 35 (56.5) 152 (61.3)
Not married 27 (43.5) 96 (38.7)
Schooling “
<9 years 47 (75.8) 200 (80.6)
> 9 years 15 (24.2) 48 (19.4)
Occupation *
Unemployed/retired 13 (21.0) 50 (20.2)
Housewives 25 (40.3) 81 (32.7)
Professionals 6 (9.7 16 ( 6.5)
Technicians/shop workers 11 (17.8) 44 (17.8)
Clerks 3 (498 30 (12.1)
Farmers and craftsmen 3 (458 15 ( 6.0)
Elementary occupations 1 ( 1.6) 12 ( 4.8)

“p>0.05



Table 2. Conditional logistic odds ratios (OR) and 95% confidence interval for oral cancer of selected risk fact

Cases Controls Crude
(n=62) (n=248) OR (95% CI)
n_ (%) n_ (%)
Familiar history of cancer
Negative 42 (67.7) 224 (90.3) 1.00
Positive 20 (32.3) 24 (9.7 4.16 (2.13-8.14)
Tohacco consumption
Never 30 (48.4) 196 (79.0) 1.00
Current 25 (40.3) 28 (11.3) 7.76 (3.60 - 16.72)
Former 7 (11.3) 24 (9.7 222 (0.86 — 5.75)
Tovacco consumption (pack-years)
None 30 (48.4) 196 (79.0) 1.00
<25 16 (25.8) 47 (19.0) 2.27 (1.01 - 5.13)
> 25 16 (25.8) 5 (2.0) 27.07 (7.67 — 95.58)
Alcohol consumption
Never 41 (66.1) 218 (87.9) 1.00
Current 17 (27.4) 16 ( 6.5) 6.33 (2.77 — 14.44)
Former 4 (6.5) 14 ( 5.6) 2.00 (0.60 —6.70)
Alcohol consumption (DU-years)
None 41 (66.1) 218 (87.9) 1.00
<16 9 (14.5) 16 ( 6.5) 2.11 (0.96 — 4.64)
> 16 12 (19.4) 14 ( 5.6) 38.55 (8.65 ~171.50)




‘Table 3. Conditional logistic odds ratios (OR) and 95% confidence interval for oral human papillomavirus

Cases Controls
(n=62) (n=248)
n (%) n (%)
Orad HR- HPV
Negative 39 (62.9) 224 (90.3)
Positive 23 (37.1) 24 (1 9.7)
Orul HPV
Negative 35 (56.9) 205 (82.7)
Positive 27 (43.5) 43 (17.3)
Orul low risk HPV
Negative 58 (93.5) 229 (92.3)
Positive 4 ( 6.5) 19 (7.7)

Crude

OR (95% CD
1.00

6.21 (298 -12.97)
1.00

141 (1.89-6.15)
1.00

0.83 (0.27 - 2.53)




Table 4. Conditional logistic regression adjusted odds ratios of selected risk factors for

oral cancer
Variable Adjusted OR® (95% CI) P
Familiar cancer history”
No 1.00
Yes 3.61 (1.44 -8.99) 0.006
Oral HPV-HR
Negative 1.00
Positive 5.77 (2.41 13.81) 0.0001
Alcohol -tobacco (interaction)®
Alcohol No 0 pack-years 1.00
Alcohol Yes 0 pack-years 3.19 (1.14 8.90) 0.027
Alcohol No <25 pack-years 1.00
Alcohol Yes < 25 pack-years 28.44 (4.08 198.44) 0.001
Alcohol No 0 pack-years 1.00
Alcohol No < 25 pack-years 3.85 (1.24 11959 0.020
Alcohol Yes 0 pack-years 1.00
Alcohol Yes < 25 pack-years 34.29 (4.62 254.28) 0.01
Alcohol No <25 pack-years 1.00
Alcohol No > 25 pack-years 2.65 (0.57 12.39) 0.20
Alcohol No 0 pack-years 1.00
Alcohol Yes > 25 pack-years 10.21 (2.48 42.04) 0.001
Alcohol No 0 pack-years 1.00
Alcohol Yes <25 pack-years 109.45 (16.80 713.07) 0.0001

® Adjusted OR: odds ratios were derived from a conditional logistic regression model adjusted
for all variables in the model, °First line relatives, ¢ Estimates not provided for strata >25 pack-

years and alcohol due to small sample in strata




Table 5. Sexual behavior in OSCC cases according with HR-HPV status

Median age at first sexual intercourse

(01-03)
Median lifetime sexual partners (Q-03)

Categorized lifetime sexual partners
<5
>5

Oral-genital contact
Yes
No

Lifetime oral-genital sexual partners
None
1-5

HR-HPV- HR-HPV+ P
19 (17 -19) 16 (15— 18) 0.019°
3(1-4) 42-7 0.033°
n (%) n (%)
30 (88.2) 15 (68.2) 0.089"
4 (11.8) 7 (31.8)
n (%) n (%)
8 (242 9 (47.4) 0.126°
25 (75.8) 10 (52.6)
n (%) n (%)
24 (75.0) 10 (52.6) 0.131°
8 (25.0) 9 (47.4)

“U-Mann-Whitney. ° Fisher’s exact test. Q;-Q:= Interquartile interval.
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BACKGROWUND: In Mexico, information on oral and
pharyngeal cancer (OPC) is scarce. The purpose of this
sudy was to explore the trends in OPC mortality rates in
Mexico from 1979 through 2003 and to describe the dis-
tribution of OPC deaths for selected socio-demographic
variables for the period of 2001-2003.

MATERIAL AND METHODS: Annual crude and age-
adjusted mortality rates were obtained by gender and
site of lesion, using the 2003 WHQO World standard
million population. The Poisson regression model was
used to detect a trend in the mortality rates, testing
the hypothesis f, =0. Also, the annual percentage
change (APC) was computed over the age-adjusted
rates.

RESULTS: The total number of OPC deaths during the
period 1979-2003 was |5 576. The age-adjusted mortality
rate was 1.13/100 000 in 1979 and [.08/100 000 in 2003.
Oral cancer was more frequently found than salivary
gland and pharyngeal cancer (41.5% vs. 13.4% and 17.1%).
The tongue (19%) was the most frequent oral affected
site. The Poisson regression analysis indicated a station-
. ary trend in cancer mortality rate; also, the APC
regression model showed no increase or decrease in OPC
from 1979 to 2003.

CONCLUSIONS: Oral and pharyngeal cancer mortality
rates in Mexico were low compared to most countries,
and remalned stable in the past two decades.

) Orai Pathol Med (2007)

Keywords: Mexico; mortality rates; oral cancer

Introduction

Oratl and pharyngeal cancer (OPC) represents a serious
health problem, particularly in under developed coun-
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tries, with an estimated of 484 628 cases in 2002 (1) and
a global gender ratio (M:F) of 2.0:1 for mouth cancer,
and 4.4:1 for oropharyngeal cancer (2).

There 1s a large geographical vanation in oral cancer
(OC) mortality. In the year 2000, OC mortality rates
were exceedingly high in some South Central Asian
countries and Melanesia, where the rates were between
19 and 22 per 100 000 habitants (1). In Africa, OC
mortality rates have been as high as 147100 000. In
Europe, Slovakia and Hungary were the nations with
the highest mortality rates (7 and 11 per 100 000). In
America, OC mortality rates were high in Bolivia,
Paraguay, Uruguay and Brazi), with rates between 3 and
4 per 100 000, whereas countries with lower mortality
were El Salvador, Nicaragua and Ecuador, with mor-
tality rates of 0.2, 0.5 and 0.7 per 100 000, respectively
(1, 3).

In the last few decades, OPC mortality trends have
increased in some countries of America, Asia and
Europe (4-8). On the other hand, countries with high
rates in the past, like Italy and France, show a decrease
in OPC mortality rates for men (9), probably due to
changes in alcohol and/r tobacco consumption (6).

In Mexico, information on OPC incidence and
mortality rates is scarce. Data from a study conducted
in an oncological referral center in Mexico City in the
peniod from 1985 to 1992, have indicated that the cancer
of the oral mucosa represents 5% of all malignances
(10}. Recently, an analysis of Mexican cancer mortality
rates for the periods 1970-1974 and 1995-1999, has
shown that mortality rates of the mouth and pharyngeal
malignancies in Mexico are low, compared with a
majority of American and European countnes (11).
There is no information available, for the Mexican
population that analyzes the cancer rate trends by
anatomical sites of the oral and pharyngeal regions.

The purpose of this study was to explore the Mexican
trend in OPC mortality rates over time (period 1979
2003) for the general population, considering gender
and anatomical site, and to describe the distribution of
OPC deaths for selected socio-demographic variables
for the period from 2001 to 2003.
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Materials and methods

The present study included all OPC deaths registered by
the General Board of Health Information of the
Mexican Health Minstry (S8) from 1979 to 2003.
According to Mexican regulations, death certificates are
routinely signed by a physician; this information is
collected and reviewed by regional health authorities;
and finally, it is incorporated into the National Registry
Database of the National Institute of Statistics, Geo-
‘graphy and Informatics (INEGI). In Mexico, death
certificates do not include information regarding the
histologic characteristics of the malignancies.

We used the Dynamic Search Service, based in
Multidimensional on Line Analytical Processing (MO-
LAP) techmology of the National System of Health
Information (SINAIS) of the SS to obtain the mortality
data of the period from 1979 to 2003 (12). For the
period 2001-2003, the database (13) includes informa-
tion regarding age, marital status, level of education,
occupation and health insurance coverage; these varia-
bles were not available for the previous years.

Oral and pharyngeal cancer was defined broadly, and

inciuded all anatomical sites corresponding to the lips,
oral cavity and pharynx according to the codes of the
9th and the 10th International Classification of Diseases
(14, 15) which cover the cancer of the lip (ICD-9 140,
ICD-10 C00.0—-C00.6 and ICD-10- C00.8-C00.9), the
topgue (ICD-9 141, ICD-10 COl and CO02), the gum
-(ICD-9 143, ICD-10 C03), the floor of mouth (ICD-9
144, 1CD-10 C04), the palate, and other parts of the
mouth (ICD-9 145, 1CD-10 C05 and ICD-10 CO06)
which include buccal mucosa, the retro molar area, and
undetermined sites in the oral mucesa. In this study,
major salivary gland cancer (ICD-9 142, ICD-10 C07
and C08) was excluded of the OC category and was
presented as a separate anatomical site. The term
pharyngeal cancer included nasopharynx, oropharynx,
laryngopharynx and unspecified sites in oral or pharyn-
geal location (ICD-9 146-149, ICD-10 C09-Cl14).

For the statistical analysis, the software mp 5.0 and
sTAaTASER Statistical Package (Stata Corporation, Col-
lege Station, TX, USA) were used. Descriptive statistics
were calculated to summarize the study data. Crude
annual mortality rates were calculated for the period

dardization process was applied to compare the age-
adjusted annual mortality rates; the year 2003 World
standard million population was used as the standard
population. To identify the trend over time (19792003}
for each site of OPC, a Poisson regression analysis was
performed. A second regression analysis was camed out
to study the trend of the annual percentage change
(APC), using the natural logarithm of the rates and the
calendar year as an independent variable, testing the
hypothesis f;, = 0. :

Results

Duning the period of study (1979-2003), 15 576 deaths
for OPC occurred: 10 462 (67%) in males and 5087
(33%) in females; in 27 cases, the gender was not
specified. The average annual number of cases was 623,
with 418 cases per year in men and 203 in women. The
OPC crude mortality rate was 0.59 and 0.83 per 100 000,
for the years 1979 and 2003, respectively, in men, crude
mortality rates were 0.80 (1979) and 1.12 (2003), while in
wornen they were 0.38 (1979) and 0.55 (2003), per
100 000.

The distribution of OPC deaths by age group and
gender is presented in Table 1. Close to 30% of the
deaths occurred in the 50- to G4-year-old group; a
majority of the deaths were registered in the 65-year-
olds and older groups. In the age group younger than
50-year-olds, the M:F ratio {1.6) was lower than the
M:F ratio found in the 50- to 60-year-old group (2.2).

The distribution of OPC deaths by anatomical site
and gender is shown in Table 2. Oral cancer cases
represented the highest proportion (41.5%) of all OPC
deaths; tongue cancer was the most frequent site
affected, followed by other sites of the mouth and
gingiva. Pharyngeal and salivary gland cancer deaths
accounted for approximately 30%.

Trends in mortality rates

Figure 1 depicts the age-adjusted mortality rate, using
the 2003 World standard million population for the
period 1979-2003. In 1979, the age-adjusted mortality
rate was 1.13 per 100 000 and 1.08 per 100 000 in
2003 The Poisson regression analysis on the age-adjus-
ted rates indicated a stationary trend in OPC mortality

1979-2003 by gender and by the site of the lesion, and {(B; = -0.00084, P > 0.10); the analysis by sex
were expressed per 100 000 inhabitants. A direct stan-  also showed no significant change i1n trend over
Table 1 Distributon of oral and pbaryngeal cancer deaths by age group and gender in Mexico, 1979-2003

Age group (years) Female, n (%a) Male, n (%) NS® n (%) Toral, n (%) MF®
<19 83 (1.6) 144 (1.4) o = 227 (1.5} 173
20-39 325 (6.4) 447 (4.3) 2 (7.4) 774 (5.0) 1.38
4049 460 (9.0) 788 (7.5) 31D 1251 (8.0) 1.71
50-64 1237 {24.3) 3265 (31.2) 8 (29.6) 4510 (28.9) 2.64
65+ 2962 (58.2) $791 {55.3) 12 (44.4) 8765 (56.3) 1.96
NS 20 (0.4) 27 (0.3) 2(74) 49 (0.3) 1.35
Total 5087 (100.0) 10 462 (100.0) 27 (100.0) 15 576 (100.0) 2.06
*Nat specified.

*Male-10-femaie ratio.
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Table 2 Distribution of ora) and pharyngeal cancer deaths by anatomical site and by gender in Mexico (1979-2003)

Site Females, n = 5087, n | %) Males, n = 10 462, n (%) Total. n = 15549, n (%)
Oral cancer 2268 (40.6) o 4184 (40.0) ) 6452 (41.5)
Tongue 1068 (21.0) 1925 (18.4) 2997 (19.3)
Mouth others 718 {14.1) 1299 (12.4) 2023 (12.0)
Gingiva 254 (3.0) 374 (3.6) 628 (4.0)
Floor of mouth 103 (2.0) 357 (3.4) 461 (3.0)
Lip 125 (2.5) 2725 2.2) 354 (2.3)
Major salivary glands TT7(15.3) 1300 (12.4) 2077 {13.4)
Pharyngeal cancer 719 (15.3) 1883 (18.0) 2662 (17.1)
Oropharynx 297 (5.7) B8O (8.4) 1172 (7.9)
Laryngopharynx 247 (4.8) 43(52) 790 (4.7)
Nasopharynx 240 (4.7 460 (4.4) 700 (4.4)
Unspecified siles 1263 (24.8) 3095 (29.6) 4358 (28.0)
16 females the most frequent categories were housewife,
i retired or unemployed (87%).
. "-
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Figure 1 Age-adjusied treads for oral and pbaryngea! cancer mor-
elity rates, using the 2003 World standard muflion population.

time (females: p; = —=0.0011, P > 0.10; males:
B, = —0.00005, P > 0.10). In addition, the regression
model applied to the APC showed a non-significant
increase or decrease in OPC mortality in the studied
period (B; = -0.00078, P > 0.10). Also, no significant
upward or downward trend was identified by site (Fig. 2).
Similarly, the Poisson regression analysis, in men and
women, showed no significant change in trend in 1979,
the age-adjusted rate was 1.45 for males and in 2003 it
was 1.39 per 100 000, in fernales it was 0.77 per 100 000
in 1979 and 0.75 per 100 000 in 2003.

Socio-demographic characieristics

The socio-demographic characteristics of the OPC
deaths (2001--2003) and the corresponding figures of
the Mexican general population in the year 2000 are
shown in Table 3. The information provided by the
death certificates showed a poor educational profile of
the cases; approximately 78% were illiterate or
received elementary education, and only 6.7% of the
subjects had a university degree. Regarding occupa-
tion, the group of OPC deaths showed a higher
proportion of agricultural, fishers and machine oper-
ators than the data of the general Mexican popula-
tion. When the analysis of occupation in the QPC
deaths was done by gender, males were mainly craft,
factory or agricultural workers (70%), while In

The current study represents the first analysis of OPC
mortality trend in Mexico in a 25-year penod; the data
indicated that the mortality rates of QPC remained
basically stable from 1979 to 2003.

In a previous study of cancer mortality in the Mexican
population (11) that included OPC among other can-
cers, a slight upward trend of OPC was reported from-
the 1970s to the 1980s, which then leveled off during the
1990s. This previous study and the present one agree
on the identification of low mortality rates of OPC
in Mexico.

The OPC age-adjusted mortality rates found in the
present study were lower (1.39100 000 and 0.75100 000
in males and in females, respectively, in 2003} than most
countries in the world (1). According to a recent study
that analyzed trends in cancer mortality in Latin
America and the Canbbean (16) for the year 2000, the
highest rates for OPC mortality in men were observed in
Brazil, Cuba and Puerto Rico (56100 000). Brazil and
Cuba showed a growing tendency, probably associated
with tobacco and alcohol comsumption {5, 7, 17). In
contrast, Colombia, Ecuador and Mexico presented the
lowest rates in America for OPC mortality in men, with
values around 1-27100 000 (16). In the USA (18),
Thailand (19) and some European countries (9, 20) the
incidence of OPC has declined, probably due to the
irnpact of tobacco-prevention campaigns.

More males than females are affected by OPC in
the world (2, 10, 21, 22). In the current study, the male—
female ratio was approximately 2:1. One of the possible
reasons for this pattern is the differental distnbution of
smoking between males and females; in Mexico, 66.4%
of the smokers are males and 33.6% are females (23). In
addition, a study carried out in Mexico in a large group
of population with health insurance showed that 22.2%
of the men had experienced problems with their alcohol
consumption and only 3.4% of the women (24). In some
countries, like Uruguay and Brazl, tbe M:F ratio could
be as high as 4:1 for OC and 10:1 for oropharyngeal
cancer.
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Figure 2

The mean age of death of OPC in Mexico was
consistent with the average age recorded in a majority
of the studies: OC is considered a disease that occurs
primarily in males in their sixth and seventh decades
of Iife (10, 21, 22, 25). Even though several studies
have sugpested that the incidence of OC in young
people and females has increased (18, 26), we have not
found a rise in OPC deaths in young people or in
females.

A large percentage of the OPC deaths in 20002003
corresponded to individuals with a low level of educa-
tion, without health insurance, and with low income
occupations. [t 1s important to underhine that the
proportion of illiterate individuals found in the present
study was higher than the pational proportion reported
for Mexico (25% wvs. 10%; 27). Our findings are
consistent with some previous reports (28-30) that
pointed out the association of deprivation with these
malignances, suggesting that underprivileged subjects
present lower survival rates and a worse prognosis than
individuals with better a socio-economic profile.

In agreement with numerous studiés (10, 18, 28,
31-34), the tongue was the most commonly affected
anatomical site in the Mexican population. In contrast,
in other epidemiologic studies of OC, the incidence
trends carried out in Kuwait (35), in Finland and in
Nova Scotia (20, 36), the nasopharynx and the lip were
the most common affected sites.

1490

1995 2000 2005 1975 1980 1985 1950 1995 2000 2005

Trends in age-adjusted (2003 world population) rates per 100 000 habitants lor selected sites in México during 1973-2003.

Major salivary gland cancer was one of the most
frequently affected anatomical sites in the Mexican
population; other studies, in different countries, have
reported similar findings (8, 35, 37). A case-senies report
and a case-control study have suggested that radiation
and occupational exposure to rubber and mickel com-
pounds are nisk factors for the salivary gland cancer (38,
39). More studies are required to know of the etiological
factors associated with the salivary gland cancer in
Mexican groups.

In Mexico, OC mortality rates were higher than
pharyngeal cancer mortality. This was in agreement with
other studies from several populations of the world
(Canada, Colombia, New Zealand, Germany, the Uni-
ted Kingdom, Switzerland, Finland, Singapore, Japan,
Israel and India; 6), and in some areas of the USA (40).
However, in other countries where the incidence of OPC
is high, like northern France or Slovenia, pharyngeal
cancer in men is equal or even more frequent than OC
(6).

The definition of OPC is not uniform throughout
studies in different areas of the world. In the present
work, OC involved the lip, the tongue, the floor of the
mouth, the palate, other parts of the mouth and major
salivary glands. A number of authors have considered
only some sites in the mouth (22, 28, 41); others have
included oropharynx (4), and several studies have
included - mouth and pharynx cancer in the same



Table 3 Socio-demographic characteristics of oral and pharyngeal
cancer deaths in Mexico (2001-2003), compared with the Mexican
general population in 2000

OPC dearhs Mexican general
(n = 2357),  population
n(%) 200077 (%)

Marital starus

Married 1514 (59.7) 54.9
Single 451 (17.6) 40.8
Widower 547 (21.49) 43
Not specified 45(1.8) -
Schooling
IHiterate 645 (25.3) 10.3
Primary school 1343 (52.5) 375
Middle school 189 (7.4) 24.4
High school 138 (5.4) 16.8
University 172 (6.7) 11.0
Not specified 70{2.7) -
Occupation
Economically inactive 1111 {43.4) 51.0
population
Skilled agricultural and 564 (22.1) 7.3
fishers
Plant and machine operators 352(13.8) 7.1
Technicians and office clerks 173 (6.8) 8.6
Service, shop and market 172 (6.7 16.7
waorkers
Professionals workers 71 (2.8) 4.5
Non-skilled occupations 34(1.3) 3.2
Not specified 80 (3.1) |.4
Health services coverage
No 668 (26.1) 599
Yes 924 (36.1) 40.]
Nol specified 965 (37.8) -

category (5, 6, 8, 9). In contrast, other reports have
excluded the lip, salivary glands, nasopharynx and
hypopharynx (42, 43) or tonsils, hipo, naso and
oropharynx (18, 31). Undoubtedly, it is necessary to
take into account this aspect when comparing the results
of different OPC studies.

Squamous cell carcinoma accounts for 90% of oral
malignancies, as it has been shown in different senes (21,
44). It would have been desirable to perform the analysis
considering the histopathologic diagnosis of the hrmors,
but in Mexico death certificates do not include this
information.

The reasons for the stable OPC trend found in the
present analysis are not clear. One aspect to be considered
is the smoking pattern experience in the Mexican popu-
lation, data from National Addiction Surveys (23, 45)
indicated that the prevalence of current smokers in people
aged 12- to 65-year-olds living in urban areas of the
country presented minor changes in the last decade:
25.8% in 1988, 25.1% in 1993, 27.7% in 1998 and 21.5%
in 2000 (45, 46). The association of OPC with tobacco
anddor consumption of alcohol was not analyzed in the
present study, because this information was not registered
in the death certificates or in the databases available. It
could be hypothesized that the slight changes in smoking
habit over time, have influenced the stable trends of OC
observed during the study period.

Regardless of the low values and the stable pattern in
OPC mortality rates found in the present study, it is
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important to underline that in Mexico, most patients are
diagnosedin latestages (IITand I'V; 10, 47). The prognosis
is better for patients with early lesions compared with
those in advanced stages of the disease (48). In addition,
treatment at late stages is complex, costly and with a poor
outcome (49); the OC management is mutilating and
deleterious, producing in the patients physical, nutri-
tional, social and psychological harmful consequences,
besides affecting their quality of life (50, 51).

Routine use of oral visual screening for the reduction
of OC mortality in high-risk groups has been recom-
mended, based on the results of one randomized-
controlled clinical trial, a 34% reduction in QC
rmortality was registered in tobacco or alcohol users
in the intervention group compared with the control
group (52). A nationwide study in Cuba has not shown
conclusive results (17); however, a significant reduction
in the incidence of advanced OC has been demonstra-
ted (53, 54). At the present time, given the limited
evidence, 1t is not clearly established that population-
based oral screening reduces QC mortality (55, 56).
Additional OC screening trials using rigorous methods
are necessary, as well as the development of adjunctive
molecular techniques to visual examination, for the
identification of early oral lesions (57, 58).

Nevertheless, it is essential to highlight that OC is an
easily detectable cancer during a medical or dental
examination; health professionals, particularly dentists,
have the responsibility of identifying pre-malignant and
malignant lesions of the oral and pharyngeal tissues,
especially in high-risk patients. In Mexico, the Official
Mexican Norm for the prevention and control for oral
discases establishes periodic oral examination and the
referral of patients with any suspicious oral lesion to a
specialist {59). However, a positive unpact of this norm
Is still to be seen. In addition, it js fundamenta} to
improve community access to comprehensive informa-
tion about OPC risk factors, signs and symptoms, in
order to achieve an early diagnosis of oral and
pharyngeal lesions, Considering that the consumption
of tobacco and aleohol is the main risk factor
associated with QPC, it is important that the dental
profession should support efforts to reduce the con-
tinuance of these habits in their patients.
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Human papillomavirus-16 DNA methylation patterns support a causal association
of the virus with oral squamous cell carcinomas
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Infection with human papillomavirus-16 (HPY-16) is the cause of
most anegenital carcinomas. This virus is also detected in about 20%
of all head and neck squamous cell carcinomas, While there is strong
evidence for a causal etiological role in the case of tonsillar carcino-
mas, causal association with mahgnant lesions of the oral cavity is
not yet conclusive. Qur previous mvestigations of HPV-16 DNA
methylation in anogenital sites have identified hypermethylation of
the L1 gere and part of the long control region in many malignant
lesions, but rarely in asymptomatic infections and low-grade precan-
cerous lesions. Here, we report hypermethylation of this diagnosti-
cally important segment of the viral DNA in 10 out of 12 HPV-16
pusitive oral carcinomas from Mexican patients. These data indicate
epigenetic chanpges of HPV-16 ip oral carcinomas similar 1o those in
anogenital carcinomas, suggesting carcinogenic processes under the
influence of HPV-16 inn most if not all of these oral malignant lesions.
s 2007 Wiley-Liss, Inc.

Key words: papillomavirus; carcinoma; head and neck cancer; oral
cavity; DNA methylation; DNA recombination; etiology; progression;
HPV-16

Infection with human papillomaviruses (HPVs), notably with

high-risk HPV types such as HPVY-16 and 18, is a necessary step
in the etiology of anogenital cancers, specifically carcinoma of the
cervix uteri. This notion is based on epidemiological research that
identified a high reladve risk of carcinogenic progression associ-
ated with high-risk HPV infection, DNA diagrosis that confirmed
the presence and transcription of HPV genomes in all cervical car-
cinomas, and the study of HPV oncoproteins that catalyze a vari-
eLy 01 molecular mechanisms that convert pormal into malignant
cells.'® 1n case of head and neck squamous cell carcinomas
(HINSCCs), an HPV dependent etiology is not as consistendy con-
firmed as in anogenital cancers. Approximately 80% of all
HNSCCs do not contain HPV genomes, and must therefore origi-
nate from HPV independent etiological processes, likely including
mutational events triggered by tobacco and alcohol consumption.
However, there is extensive evidemce that a EI‘OJJO[‘LiOD of all
HINSCCs contain DNA of high-risk HPV types.”” * Among head
and neck sites, squamous cell carcinomas of the tonsils have the
strongest statistical support for an HPV dependent etiology >'*~"7
There is less strength and consistency for a linkage between HPV
infection and carcinogenesis at sites of the oral mucosa such as
tongue, palate, floor of mouth and gingiva. Nevertheless, epidemi-
ological studies have established statistical evidence for a causal
association of HPVs and malignancies cven for these oral sites.”
In addition, analysis of some HPV containing oral carcinomas
revealed recombination between HPV genomes and cellular DNA
as well as HPV onceogene expression,”™ """ properties that are
generally viewed as support of carcinogenic processes under the
mnfluence of HPVs. On the basis of these observations one must
conclude that infection with high-risk HPVs plays an etiological
role in at least a proportion of malignancies of the oral cavily.

The number of mechanistic studies that support the causal asso-
ciation with malignant lesions of the oral cavity is stil} small, and

the type of evidence, for example the distinction between episo-
mal and chromesamally recombined HPV genomes, and the stoi-
chiometric relatonship berween the number of cells in a biopsy
and the amount of detectable HPV DNA and RNA has technical
limitations and is often difficult 10 interpret. We started the project
reported here with the goal to supplement and strengthen the
mechanistic evidence for the role of HPV-16 in oral carcinomas,
Our stdy follows up op our previous investigation of DNA meth-
ylation of HPV-16 and 18 genomes during the regular viral life
cycle and carcinogenic progression 1n anogenital siles.

The term DNA methylation refers to the wansfer of a methyl
group o cylosine residues, which are stably maintained at CpG
dinucleotides (meCpGs). MeCpGs lead to the binding of transcrip-
tonal TEpressors, part of a network of epigenetic regulatory path-
ways. MeCpGs can be delected by a combination of bisulfite
modifieation, PCR amplification, cloning and DNA sequencing.
When we targeted this approach in past studies 1o HPV-16 and 13
genomes in cervical and anal lesions, we observed a complex diver-
sity of methylation pattems of HPV genomes both in the comparison
of dlfferent clinical samples and even within individual clinical sam-
ples.”* Arnong these different patterns, hypermethylatdon of the
HPV-16 and 18 Lf gene and of the HPV-16 long control region
(LCR) was common in carcinomas and high-grade lesions, bul rare
or absent in asymptomatic infections or low-grade lesions, likely a
consequence of genomic recombination and aberrant transcription.
Here we repon that we observed the same meCpG patterns in HPV-
16 DNA in oral carcinomas. Our findings show that epigenetic
changes of HPV-16 genomes resemble one another in epithelia as
divergent as the cervix, the anus, and different sites of the oral cav-
ity, and strongly suggest an epigenetic alteration of these viral
genomes typical of carcinogenic processes.

Material and methods
Clinical specimens

This study was based on 62 consecutive patients with newly diag-
nosed oral cancer and without any previous weatment that attended
the Head and Neck Department of the Instituto Nacional de Cancer-
ologja-SS, México, D. F. All patients were diagnosed and treated
following standard clinical practice. All patients signed written,
informed Institutional Review Board approved consent. No patient
was sampled for the purpose of the specific research described here.

Grant spensor: NIH; Grant number: ROl CA-91964; Grant sponsor: UC-
MEXUS-CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia); Grant
number 45987 Cirnt snansor: Chan Famity Comaorehensive Cancer Cen-
ter of the University of California Irvine.

»Correspondence to: Department of Molecular Biology and Biochern-
istry, University of California Irvine, Irvine, CA 92697, USA,

Fax -+ 1-949-824-8551. E-mail: hbernurd@uci.edu

Received 31 Oclober 2006: Accepted afier revision | December 2006

DOI 10 10024jc.22563

Published online 2 February 2007 m Wiley InterScieice (www.interscience.
wiley.com).




2166

BALDERAS-LOAEZA ET AL.

TABLE | - DEMOGRAPHIC AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF 12 PATIENTS WITH HFV-16 ASSOCIATED CARCINOMAS OF THE ORAL CAVII 'S

SErghe s Age WJE\OETJCI: s \.'nl‘i[l:;';lnl']l‘ﬁl
C1 F 52 Yes No
C2 M 62 Yes No
C3 M 31 No No
C4 M 53 Na No
C5 F 75 No No
C6 M 55 Yes Yes
(o) F 59 No No
C8 F 56 No No
o M 71 Yes Yes
Cl10 F 66 Yes No
Cil M 57 No No
Ci2? F 31 No No

Anatomécal sie/QOSCC Clinical Histological
Iocalizaieon stage grade
Gingiva v Moderately differentiated
Tongue 10 Well differentiated
Palate 111 Well differentiated
Taongue 11 Well differentiated
Gingiva Ll Well differentiated
Tongue v Moderately differentiated
Tongue I Well differentiated
Tongue v Well differentiated
Floor routh v Moderately differentiated
Tongue 1 Well differentiated
Gingiva 1 Well differentiated
Tongue I Moderately differentiated

"The classification of the clinical stage and histolagical grade followed AJCC recommendations. >

No patient identifiers were available to all researchers involved in
this study. Samples were obtained through punch biopsy (6 mm),
and divided into 2 parts: 1 section was fixed for histopathological di-
agnosis, and the other 1 placed in a Falcon tube containing Preserve-
Cy1 solution (Cytyc, Marlborough, USA), and stored at « 20°C.
DNA was extracted from the samples by standard procedures, and
HPV-typing was pcrfonned with MY09/11 and GP5= /6* consen-
Sus Primers as described.” Fifteen out of 62 patients (24%) were
found to contain HPV-16. Twelve of the 15 samples had suffictent
DNA for the experiments reported in this study.

Bisulfite modification

For bisulfite reatment,® 50-1,000 ng of sample DNA supple-
mented with 1 ® g of salmon sperm DNA in a total volume of 181
m waler were denarured with 2 =1 of 3 M NaOH and incubated at
37°C. After denaruration, 278 »1 of 4.8 M sodium bisulfite and 2 = |
of 100 mM hydroguinone were added with the mixture being incu-
bated in a thermal cycler for 20 cycles of 55°C for 15 min and 95°C
for 30 sec. The modified DNA was desalted with the QlAquick
PCR purification protocol and desulforated thereafter by adding
5.5=]of 3 M NaOH and 5 * g glycogen prior 1o 15 min incubation
at 37°C. The DNA was precipitated with 5.6 *1 of 3 M sodium ace-
tate and 150 #| of 100% ethanol, followed by centmifugation. The
pellet was washed with 70% ethanol and dissolved in 30-50 * 1 of
TE buffer (10 mM Tris-HCI pH 8, | mM EDTA).

Polymerase chain reaciions, primers, TIA cloning
and DNA sequencing

We report here the detailed analysis of a segment of the HPV-16
genome between the genomic positions 7049 and 115, which
includes the 3" part of the L1 gene and the 1.CR. Since bisulfite
treated DNA is partially degraded, large amplicons cannot be gencr-
ated, and we dissected this segment into 3 amplicons. The sequences
of the 3 primer palrs were designed aocordmg to the genomic
sequence of HPV-16" assuming conversion of all cytosine residues
nto uracﬂs They are identical to those described in a previous
study.”® We amplified part of the L1 gene and the 5'LCR with the
primers 16msp3F (position 7049-7078, AAGTAGGATTGAAGGT-
TAAATTAAMATITA) and 16msp3r (pesition 7590-7560, AAC-
AAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAAY the HPV-16 en-
hancer with the primers 16mspdF (position 7465-7493, TATGTT-
TTTITGGTATAAAATGTGTTTIT) and 16msp7R (position 7732-
7703, TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT), and the
HPV-16 promoter with the primers 16mspSF (position 7748-7777.
TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT) and 16msp8R
(posinon 11586, AJTUCTAAAACATTACAATLICICILELTAALA)

PCR was carried out in a 25 1 volume containing 0.2 mM of each
of the 4 dNTPs, 10 pmol of each promer, 2 mM MgCh and 1 unit of
AmpliTagGold (Perkin-Elmer). The PCR conditions were 94°C for 1
min, followed by 40 cycles of 94°C for [0 sec, 54°C for 30 sec and
68°C for 1 min with a final extension at 68°C for 7 min. The presence
of PCR products was verified by agarose gel electrophoresis, and con-

firmed amplicons were cloned with the TOPO TA cloning kit for
sequencing (Invitrogen). Cloned DINAs were sequenced by Big Dye
terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems).

Results

HPV-16 genomes in 15 out of 62 oral carcinemas
from Mexican patients

Cur research was based on DNA extracled from carcinomas of
the oral cavity of 62 consecutive patients that required medical
treatment at the Instituto Nacional de Cancerologia-SS, México.
Cur experiments were unrelated to the medical services rendered
to the patients and were performed with biopsies discarded after
completion of all diagnoses and treatments. Twenty-six of the
62 samples contained any HPV type as measured by PCR amplifi-
cation with MY09/11 and GP5e /6* primers and direct DNA
sequencing. A detailed pathological study of these 62 samples will
be published elsewhere (Anaya-Saavedra and Garcia-Carranca,
unpubl. observations). Amang the 26 samples with HPV DNA, 15
contatned HPV-16. Twelve of these 15 DNA preparations con-
tained sufficient DNA for the analysis of DNA methylation. The
demographic and clinical characteristiics of these 12 patients are
reported in Table I. Specifically, it should be noted that samples
from 4 different sites were included in this study, 7 from the
tongue, 3 from the gingiva, and 1 each from the palate and the
floor of the mouth. There was no obvious iinkage of the HPV-14
DNA methylation patterns discussed in the following paragraphs
with anatomical site, gender. pathological state, smoking or alco-
hol consumptian,

Design of the HPV-16 DNA methylarion analysis

In published studies we had learned that DNA preparatons
from each individual cervical or anal HPV infection frequently
contain mixtures of HPV-16 and 18 genomes with different meth-
ylation paftemns, ie. in the same 2EosiLion of different HPV
genomes either CpGs or meCst To approach a satisfactory
analysis of such mixtures of molecules, we have developed a
standardized prolocol that we applied here to DNA preparations
from oral carcinomas, We treat DNA samples with bisulfite, which
converts ¢ylosines intg uracils but dees nat affect methyl cytosine.
A subsequent PCR amplification converts methyl cytosines into
cytosines and uracils into thymines.” The amplicans are cloned
inta E. coli plasmids and individual plasmid clones are sequenced.
Cytosine residues indicate nucleotides that had been methyl cyto-
sines in vivo, In this standardized profocol we analyze a 913 bp
genomic segment between the posilons JU79 and 8>, whuch con-
rains part of the L1 gene and the LCR.™ The segment has alto-
gether 19 CpGs, 3 derived from the 3* end of the L1 gene (7091,
7136 and 7145), 5 from the 5-segment of the LCR (7270 to
7461), 5 from the transcriptional enhancer (7535 to 7695), one
from the replication onigin (7862) and 5 from the E6 promoter
(31-58). Unfortunately, bisulfite modificarion inwoduces nicks in




HPY DNA METHYLATION PATTERNS

SUPPORT ROLE [N ORAL CANCER 2167

L1 REGIHON

LCRS ENHARCER PROMOTOR |

7o | M8 7145

T2 T3 | T4NE ?-l.Gl TS5 | 155 | T R Tik? 43| 8

plh | Cpld | Cpll

270 ri o
cpk | T3 | pl | C c.:,mr,p-;c.d'm e

[

—i=

il

|

Figure 1 - CpG metbylation of HPV-16
genomes denved from carcinomas of the oral
cavity. The figure visualizes the methylation of
19 CpG dinucleotides in the HPV-16 genomes of
10 independent clones each derived from 1 of 12
clinical samples, a database of the methylation

i

!
i
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status of 2,244 CpG dinucleotides. C1-C12: Des-

ignauon of carcinomas from the patients listed in

Table I. White horizontal rectangles represent

unmethylated CpGs, black reclangles meCpGs.

Each group of 10 horizontal lines represents ==

]

clones demved from 1 patient. A horizontal
group of rectangles does oot indicate a contigu-
ous 913 bp amplicon, bul is derived from 3 dif-
ferent HPV-16 genomes, as indicated by 2 white

vertical bars. These discontinuities were a tech-

nical necessity, since the destracton of bisulfite
modified DNA did not allow us 1o generate the
analyzed 913 bp fragment in | contiguous ampli-
con. Two grey areas indicate a lack of informa-
tion, as we could not generate those missing 6
plasmid clanes due to a shortage of the rcspec-
tive sample DINA.

DNA. As a consequence, it is impossible to PCR amplify effi-
ciently genomic segments with sizes exceeding a few hundred
base pairs. Because of this limitation, we dissect the 913 bp seg-
ment into 3 amplicons with ends at the genome positions 7091 to
7461, 7535 to 7695 and 7862 1o 58. As a consequence, while we
aim to gather methyladon information from 10 HPV-16 DNA
molecules from each sample, data for each of these 3 segments
represent the methylation status of different, non-contiguous mal-
ecules. Figure 1 shows each amplicon as a line of horizontal seg-
ments, the three amplicons separated by two white vertical bars.
The numbers Cl to C12 idenufy the 12 carcinomas, and each of
the 10 lines of rectangles a cloned PCR amplicon. White rectan-
gles indicate CpGs, black rectangles meCpGs. Aliogether, our
investigation led to a database of the methylation state of 2244
CpG dinucleotides in 354 amplicons. In contrast to our past stud-
ies of HPV infections in anogenital sites, we present here only an
analysis of malignant lesions, and not of asymptomatic infections
and precursor lesions. The clinical vestigations that led 1o our
research identified 10 HPV-16 positive samples from asymptom-
atic sites with viral DNA concentrations at the threshold of detect-
ability by PCR. Bisulfite teatment reduced 9 of the 10 HPV-16
DNA preparations to levels that did not generate a measurable
PCR signal. It is interesting; however, in consideration of the
methylation patterns in carcinomas reported below, that we could
generate from 1 asymptomatic sample with sufficient DNA fifieen
amplicons, which had all 19 CpG residues completely unmethy-
lated (data not included in Fig. 1).

Methylation of the LI gene and the 5" LCR of HPV-16

The amplicon representing the 5° part of the target scgment
includes 8 CpGs, 3 within the L1 gene (position 7091, 7136 and
7145), and 5 in the 5° part of the LCR. All of these 8 CpGs had
been found hypomethylated in asymptomatic infections and pre-
cancerous lesions of the cervix, but hypermethylated (2- to 4-fold

increased) ip cervical carcinomas, probably since L1 is not tran-
scribed in carcinomas 2® In the 12 oral lesions examined here, we
observed methylation frequencies of the 3 L1 CpGs of 25, 38 and
39%, approaching the high levels found in cervical lesions (43—
54%). While two samples contained many unmethylated molc-
cules (C1 and C8), there was substantial methylation of most mol-
ecules in all other 10 samples. The average methylation of all
CpGs in this segment was maximal in the samples C6, C8, Cl1
and CI12 (50, 55, 58 and 65%, respectively), exceeding the methyl-
ation levels found in most cervical carcinomas.

Methylation of the enhancer and promorer of HPV-16

The enhaocer and promolter of at least 1 HPV-16 genome in pre-
cancerous lesions and carcinomas have to remain unmethylated to
actively transcribe the E6 and E7 oncogenes. This is exemplified
in the ccll line SiHa, which contains only 1 HPV-16 genome.
However, most carcinomas contain many, sometimes hundreds of
HPV-16 genomes, exemplified by the cell line CaSki. Most of
these genomes are methylated, possibly resulting from tandem
arrangements and chromosomal recombipation. As a consequence,
they are transcriptionally sifent, while continued oncogene expres-
sion occurs from a single HPV-16 genome. As a consequence
of this constellation, and ar first glance against intuition, HPV-16
enhancer and promoter methylation is in many clinical samples an
indicator of carcinogenic processes in the infected cell.

The central amplicon targeted in this sudy contains 5 CpGs
between the genomie positions 7535 and 7695, overlapping with
(VYT lldllbb]lpllullﬂ.l Llllld.ll\.aCl JII. UIC k/t\d.ll.ll“(ai_l Ulbu Gl LituLad, IJIIJ
amplicon was found hypermethylated in C7, C8, Cl11 and Ci2,
and nearly unmethylated in the remaining 8 samples.

The 3" amplicon includes 6 CpGs between the genomic posi-
tions 7862 and 58. The CpG at position 7862 is part of the E2
binding site at the viral replication origin, the other 5§ CpG
between the genomic positions 31 and 58 of the HPV-16 genome
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are part of the Spl and £2 binding sites of the £6 promoter. Figure
1 shows that promoter sequences are nearly completely methyl-
ated in 3 of the 12 cancers (C8. C11 and C12), a pattem that we
had only observed in anogenital high-grade lesions and carcino-
mas. Interestingly, position 7862, which is part of the replication
origin, was near!y always unmethylated, a phenomenon that we
noted in all previous studies, but which is yet unexplained.?®

Overall, we measured a methylation rate of 28.2% for the
5 CpGs in the promoter segment in oral lesions, exceeding the rate
found in cervical cancer and identical to that in high-grade anal
lestons (18 and 28.2%, respectively), while methylation rates in
asymptomatic infections and low-grade anogenital lesions had
been | to 2 orders of magnitude lower. 2628

Discussion

The investigation of DNA methylation of cellular and viral
genes is of great importance, as this modification affects the con-
formation of nucleosomes in a complex network of epigenetic
changes that include hlsr.one methylation, histone acetylation and
histone decacetylation.?'*' The resulting chromatin changes con-
stitute a major molecular pathway that regulates cellular gene
expression during embryogenesis and differentiation. In the biol-
ogy of most viruses DNA methylation does not appear 1o Eluy a
rote, but previous studies from our group and others™ ™ have
shown that HPV-16 and 18 are among those few viruses that are
strongly affected by thas mechanism.

Some preliminary studies suggest that DNA methylation plays a
role in the normal lifecycle of HPV-16, possibly by silencing tran-
scription in undifferentiated cells and/or by inducing la:e:nc:y.lf"36
This phenomenon, which mostly affects the viral enhancer and
oceurs at very low levels of HPV DNA ¢oncentration, is unfortu-
nately not yet well understood because of the difficuldes 1o study
these viruses in cell culture. The research presented here does not
attempt to address DNA methylation during the normal viral biology.

In contrast, there is now detailed information about e methyla-
tion of HPV DNA during carcinogenesis based on the study of HPV
genomes in clinical samples. As HPV-16 and 18 genomes often
recombine with cellular DNA during fumor progression, they are lin-
earized and their normal gene sequences become interrupted, which
terminates transcription of genes that are now positioned 5 of the
LCR. This leads apparently to methylation of these DNA sequences,
since lack of transc npnon is known to rigger de nove DNA methyl-
ation of any DNA,*” Similarly, extensive evidence suggests that the
recombination of any DNA with chromasomes triggers methylation,
probably since these sequences frequentdy m:gel heterochromatin,
transcripdonally silent parts of the genomes.”’ As a consequence, a
combination of high HPV DNA concentrations in a clinical sample
combined with hypermethylation of L], the enhancer and promoter
has become a useful test to detect recombinauon, and thereby char-
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acterize established malignancies and identify mixed cell 1 po 7‘4:|ula—
tions with subpopulations that progress toward malignancy

Here we documented that HPV-16 genomes in 10 out of 12 carci-
nomas of the oral cavity were altered by DNA methylation in a man-
ner typical of carcinomas and high-grade lesions of the cervix and
the anus, suggesting that HPV-16 genomes are chromosomally inte-
grated in oral malignaneijes and affect the host cells in a similar man-
ner as in anogemital malignancies. It should also be noted that certain
patterns, e.g. the nearly complete lack of methylation at position
7862 in all samples, and the selective hypermethylation of promoter
sequences in some samples, have become a recurrent theme of
HPV-16 methylation patterns in any anatomic site, and are clearly
properties of the viral DNA urespective of the anatomucal site of the
affected host cell. It has been pointed out by others™ that promoter
methylauon may favor carcinogenesis, as it prohibits binding of the
E2 protein,® which is a repressor of the E6 promoter, and assures
continued oncogene expression even in the subpopulation of lesions
that did not lose £2 as a consequence of genomic nterruption.?

The data of this study and our previous studies provide strong
support that the measurement of DNA methylation is a useful bic-
marker to characterize malignant lesions. Ten of the 12 oral
lesions that we examined showed hypermethylation typical for
malignancies. The characteristics of SlHa cells and some anogeni-
tal lesions that we examined prewously show that these methyla-
tion patterns can be sufficient but are not necessary for the malig-
nanl state, as cancers that contain a single viral genome must keep
this in unmethylated form for continued oncogene transcription.
Therefore, HPV-16 may have been the etiological cause of all 12
oral carcinomas of this study. The experimental strategy that we
selected here documented refined details of the heterogenous pat-
terns HPV-16 DNA populations encountered in oral carcinomas.
To develop HPV DNA methylation as a sensitive and robust diag-
nosis we recently examined meLhylaLion specific primers and
methylation specific fluorescence probes in real time amplifica-
tions, targeting HPV-18 DNA.*® While these two approaches do
nol reveal all subtleties of methylation patterns, they cut the labo-
ratory work required for qualitative and quantitative analysis of
larger sets of clinical samples by 1 to 2 order of magnitude, and
will allow high-throughput analyses required for larger medical
studies once similar technology is established for HPV-16.
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@ Introduccion

Los papliomavirus humanos (VPH), pertenecientes 2 la familia Papillomavindae, son
responsables del desanollo de lesiones epiteliales benignas y malignas en 13 piel y
miucosas A pesar de que se bz aislade y secuencizdo ¢l genoma completo e pocs
mas de 100 tipas de VPH, 10s datos recientes indican gue existen mias de 200 tipos
diferzntes.t Algunos de ellos participan de manera importante &0 el desarrolio del
cancer cervical, y de acuerdo con evidencias recientes, también en los carcinomas
de (4 cavidad bucal.

# Biologia molecular de los papilomavirus humanos

Nomenclatura
La clasificacion dia los papilcmavinis se basa en homologia: la secuencia de sus
nuctecndos debido a que las proteinas que canforman la cépaide de todos los tipas
50N antigenicamente similares, Los tipos de YPH muestran enre 5l una diversitlad en
Ja secuencia de nucledtidos del gen L1 de pat o menos el 105 £l término "subitipo’
£ utiliza para deling aquellos papllomavirus que tienen en el gen L1 sequencias dife-
rentgs 3 los demas tipos en 2 a 10% de los nuclediidos. Finalmenie, las variantes de
VPH difieren e hasta 2% del genoma protanipo.

Adicionalmente, los VPH han sido subdivididos en grupos con base en (a lesion
gue son capaces de producit después de la infeccion? (cuadro 6 1), Los virus di: bajo
resaa se han asociado con lesiones praliferativas benignas, en tanio que los virus de
alto fiesgo presentan un nesge incrementado de desarroliar neopilasias malignas *

Cuadro 6.1 cimm:aman epidnmia]dgiea de lus papﬂomavirm*
| Clasificacién dolviesge | Tiposge PR\ | e s
tn. 4 Tiesga 16, 1B 31, 33,35.&.- 45. 51,5256, 54 59. 68, ?3.&2

, frohable aito resgo

fFajo nesgo
|

| Riesge indeternminado 34, 57. 83

Organizacion general del genoma

Los papilomavirus, simétncos e icosaédricos, no poseen envoltur, aungue si una
capside viral compuesta por una proteina mayor y una menat. Setenita y dos capsa-
maros rodean el DNA circular y de doble helice furmado por alrededor de 8 000 pares
de ases {pb).?

Tomando como referencia al VPH-16, se distinguen tres regiones principales
(temprana, tardla y regidn larga de control). Eri la region temprana () se encuentran
todos los genes reguladores de fa transcrigcican, replicacion y £iclo viral; en la region
rardia (1) estan los genes que codifican las proteinas mayor {11} y menor (L2) de la
capside viral. La region farga de contral [LCR) o region no codificante, de aprox ma-
damente 1 000 pb, conriene los elamentas cis-regulatorios de |a franscripcion wiral,
coma el promotar (p97) y el origen de replicactan (o).
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Comio se observa en la figura &1, la informacién genetica se encuenta codifi-

cada en una sola de las cadenas de DNA, debida a que los geres
Clonal, con sobreposicion de algunos de ellos

orientacicn 1ransciips

El

2000

Figura 6.1 Organiz

Oncogenes E6 y E7
Los producios
de las cilulas qu

acion gendmica del VPH-16 y 5

uenen una sola

na mayar de la cipside

L2 1 Prots ,T a menot de ia cadpaide

El I de 1 teplicacion viral {
E2 1 |a transeripeion i
E4 Aofnp (queratinas '
ES

ih "

E7 Zeune a pRb, p130 y c-jun

LR | Becusnem requladora de rr.1.r-.=.:r|_r.-'1.?r.

15 prncipales funciones proteicas,

de estos genes inducen ef manterimiento del estado inmortalizado
g contiensan sec
mente en fos mores y lineas celulare
van intactas durante la intearacion del DNA viral al genoma celi |Iar‘

cias de VP, Los genes se expresan saledtiv
s derivadas de tumores humanos y se conser-

En los VIH-16 y 18, la proteina £6 interactua con el regulador antioncagénico

p53, conduciendo a la degradacion de

a proteina 53, con lo que se pierde la capa-

cidad de reparar danos en el DNA ¢ de inicar la apoptosis cuando el daro es irepa-
rable. La proteina E6 de los VPH de bajo riesgo éy 11 nio induce degradacion de ps3,
lo que le confiere su détil potencial de transformacicn 43

El preducto del gen E£7 presenta funciones requlatonias transcripcicnales, y en
conjunto con E6 es capaz de transformar & inmartalizar células in vitro® Ademds £7

controla el ciclo celular interactuzndo

con el regulador antione

dnico P105 Rb y

otras proteinas asocladas a Rb, lo que da come resultado la activacian del ciclo ce iu-
lar en fa célula infectada de forma desiequlada®
La proteina £7, al asociarse con a proteina pRb, hbera el factor transcrpeional £25-

1, que se halla unido a pRb. £2F1 activa la rranscripaién
que promueven la progresidn del cicio celular de la fase G1
consigo la pérdida dil contrel del ¢iclo cetular v es rrsponsablu

de diferentes genes celulares
ala S, Togo esto lleva
& 1z inestabilidad

gendmica que precede a la ransformacion celular®
La expresion de oncogenes virales By E7 representa un indicador de la relacion

causal e

cervical,” i embar 10,

=nre VPH y el cancer buc
gluakmen

al, en analogia con lo que sucede con el cancer
12 importante es la inactivacon tunconal de pRb

para el control del cicla celular Recienternente se ha propuesta que la deteccion de
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WPH en el cancer de cabeza y cueiio debe acompanarse del analisis de laexpresion
del gen B/

Especificidad tisular y ciclo viral
Lz infeccion par VPH se limita a epitelios escamaosos (plel y mucosas) y se presenta
solg en las ciliulas basales del epitelio en divisidn. La infeccion por papllemavirus
ocurre por cantacto directo. Comienza en las células biasales, las cuales son mitdrica-
mente activis, y despuies el virus permanece er el estrato basal, se integra 2l genoma
o5& replica para produdir particulas virales?

£l DNA del virus se replica, transcribe y s capaz de formar viriones complatos a
madidda que las células gpiteliales se diferencian  Las células basales son poco activas
=0 la expresion de proteinas virales ya gue existen factores celulares gue requlan la
transcripcian viral. Al migrar a las capas superficizles, estas células se diferencian y ya
no pueden dividirse, y es entonces cuando. tras la transcripcion de los genss tempra-
s y tardios del VPH, inicia la produccidn de particulas virales 29

En células compietamente diferenciadas el virus =e replica con un aito numero
de copias y expresa antonces sus genes tardins Li y L2 Debido 4 gue se trata de virus
no liticos, se vierten al medio extracelular dentro del epitelio escamoso

El genoma del VPH se regilica como un episoma extracriomasénico (plasmido)
en las lesiones enignas, sin emibargo, el DNA viszl se fia encantrade integradc con
mucha frecuencia dentro del creminsoma hospadero er las lesiones malignas cervi-
cales, generalmente amplificados en unas 5-200 capias por c2lula

La integracion algenoma dlel hospedero se da en la regidn £1-E2 del virus, prove-
cando su rompimierito, por lo gue ya no s sintetiza una proteina L2 funcional Al ser
la prateina E2 un factor que regula negativarmente la expresidn de los genes E§ y £7
S UNe 3 sU promotor), se Tiene Como consecuendcla un aumento en la transcripcion
de dichos genes. 1o

En un estudio realizado en muestras de cancer bucal (CB) paositivas a VPH-16, se
encontro que 48% riene el virus integrado al cromosoma hospedero, 35% se halla
211 forma episomal, y 17% en ambas formas.'? Smijders er a!'? se percataron que
los carcinornas de amigdala positivos a VPH-16 se encuentran en forma episomial,
en contraste con los carcinomas positives 3 VPH-23 que estan e forma integrada
y en formas combinadas {episomal-integrada). Los individuos con VEH integrado
tienen en promedio diez afins mas que aquellos con formas episomales, lo que
sugiere que la integracion es un evento temprano en la carcinogénasis inducida
par i0s papilomavirus.™

Diagnostico molecular

Fara |z optirma deteccion del VPH, es sumamente importante el ipo de muestrao,
ya que el mayor indice de deteccidn selogra a través de especimenes de biopsia,
parncularmente s se trabaja con tejido fresco: el analisis en blogus de parafina
baja [z sensibilidad de geteccidn, de 51 o a 21.75% (&jido fresco vs. desparafina-
doj *Debide asu cardcter inacuo e indaloro, en Ins ditimas anos se ha adoptado
con mucha frecuencia el uso de cepillados o enjuagues de |2 mucosa bucal. La
desveniaja del uso de estas 18Cnicas es que pueds haber una subestimacion del
resultado verdadero ya que la mayor cantidad de copias virales se encuentran en
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estr_’ar.l:-s profundos del epitelio que pueten no estar Prezentes en el muestreg
realizada '

- méwdo qui se utilice para purificar DNA reviste gian imporrancis en '3 de-
reccidn del DMA gendmico del VPH y ’clnLI i puede alectar el indica de deteccion
del vitus, lo cual ha contribuido sustancialmente a las inconsistenicias reportacas en
Iz literatura. En un estudio reciente fueron comparados wnco métados diferentes
para la purificacion de DNA a partir de enjuagues bucales digesndn con proteinasa
K{PKD) e inactivacion or calor, PKD y precipitacidn con etanol, FXDy estracoion con
fenal-clorofarmo, QlAamp DNA Blood Mudi kit, v Furegene DNA purification kit; este
ultimo es el qui mayor deteccion de DNAVEH ofrece a través de amplificecion del
DNA carn la técnica de reaccion en cadena de |3 polimerasa (PCR)Y

En la actualidad los métodos usados pera el diagnostica de la infeccion por VPH
se basan principalmente en la detecrion ael LNA viral y han sido agrupados en ensa-
yas de alta sensibilidact [PCE, 37.7%), y ensayos de moderada (Scuthern blot, 25.2%) y
baja sensibilidad (hibndacian in situ ¢ inmunofistoguiniica, 16.9%).'

La tecnica de PCR ha sido la técnica mas utilizada para Ia deteccidin de DNA-VPH,
entre otras Cosas, por su acceslbliidad v hajo costo ' En muestras de mucesa bucal
la técnica de PCR anidada con oligonucledtidos GP54 r'r;.» €s actuatmernite el método
mas sensibie y reproducible con la gue contames.'?

@ Asociacion del VPH con el cancer bucal

Desde que en 1983, Syrianen ef ol M repartaton la relacion entre VPH y rancer bucal,

umerosos estudios eprdermiolagicos har identincado al virus en muestras de mu-
cosa normal, lesiories premallgnas y malignas. Existe evidencia biologica da que el
gen £6 del WPH y las oncoproteinas def gen BV producen inmiaralizacicn y transfor-
macion de los queratinacitios de la mucosa bucal, loqu_ sugiere que la pr eserun del
virus constituye un factorimportante 2n la enclogia del céncer bucal 2'4

En cancer bucal y orofaringso, se han reportado frecuenclas de papllomawrus
yue varian del 0 al 1f‘-’1~.-.. *esra diversidad se dlebe 3 las diferencias mewedoldgicas de
los estudios, entre las que destacan el numero de Casos incorporados, ia poblacion
sujetaa estudio, el metodo y sito e caleccion de la muesira, la extraccion de DNA, y
el mérodn molacular utilizada para |a deraccion dal DNA wiral,

A pesar de e5ta vanabilidad, |2 asoclacion de WPH-16 con el desarrolla de tumores
rmalignos da cabeza y cusllo ha sdo bien demostrada 24 En un estudio de casos y
controles anidado se encantrd gue los pacientes seropositivas a VPH-16 tienen un
riesqo 14.4 veces mayor de desarraliar cancer arofaringeo®

Los papilormavirus 16 y 18 son los tipes que se han asociado con mayar fre-
cuencia con el desarroilo de cadncer bucal; se ha sugendo que su papel ancogénico
se fundamenta en la distupcion de genes protectores o la activacion de oncoge
ries por medio de |z integracion del cromaosoma viral,* o por 1a expresion de los
genes B6 y £/ que pueden inactivar e inducir la degradacion dz los productos de
05 gEnes suprasores de tumores phiy pRb S bien se han encontrado estos ipos
cle alto riesgo en mucosa normial, en vietud de gue 105 queratnaLiios son capaces
de albergar 3 10s papllomavirus en forma latente, ™ la probabilidad de detectar VPH
en CB es aproximadaments 4.7 veces mat alta que la de encontrarlo en mucosa
buzal normal
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Genero

A pesar de que en la mucosa genital el virus del papiloma humano afecta preponde-
rantemente al genero femening, y de que |2 infaccidn en hombres no produce sinto-
mids nilasionies visidles,® en la mayoria de Ios estudios que invalucran |3 mucosa del
tracts aerodigestvo supericr ne se reparran diferencias en los parranes de distrbu-
Cion el vias TeSpeCtn al Qenero, én MmuCosa normal o lesicnaes premialignas,'® nien
procesas malianos 47 Sin embargo, fitchie e ¢l ™ en un estudio realizado en 139
muestras de cancer bucal y orofaringan, encortraron que los homibies tiensn casi
ties veces mas riesgo de tener infecciGn por VPH #n la mucosa bucal gue las mujeres
(OR=2995%IC=10a84).

Edad

Los resultados sobre la prevalencia de papilamavirus en neoplasias malignas de ca-
beray cuelloy la edad son contradictarios. Se ha descrito que los indivicuos jévenes
Cor cancer bucal tienen mayor riesgo de presentar infeccion por VPH 3 otros estu-
dios sugieren que a mayor edad, mayor probabilicad de tener VEH <498 Sin embaro,
en diversos frabajos32 s¢ ha demostrado que la frecuendcia de VPH en Individuos
Jovenes no es diferente respecto a pacientes mayores, sugiriendo que el rol oncoge-
nico del VPH es similar en todas los grupos ge edad,

Tabacao y alcohol

Conbase enhallazgos molecuizres y epidermiologicns, se sabe que las nenplasias ma-
a5 asociadas aVPH sin exposicién a tabaco o alcohol, tenen un comportamiento

co diferente que agquellas cavsadas por estos agentes carcinogenicos,® y que

emias, las celulas infectadas por papilomavinus nenden a ser mas suscepribles ala

; = 25108 Carcinogenos !

Aurnigue en estudios previos*2#3 se infarmd que los individuos no fumadores eran
mas susceptibles de tener infeccidn por VFH y que las infecciones virales podian ac-
Tuaf de manera sinérgica con la exposicion a tabaco y alcohol, n Jos ditimos afios
se fia reportado que la mayor proporcidn de necplasias mahgnas posiuvas a Vit
conespande a pacientes no furmadores y no bebedores, M2 L1 1684 Kook ef gl
sugieren que los mecanismos de carcinogénesis del vEH entre fumadaores y no fuma-
dores sor. diferentes, debido al efecto protector que confiere e rabaco. La produc-
Con aumentada de queratina en las superficies normalmenite paragueratinizadas
hace a la mucosa mas resistente a trauma, UNO o 10 Mecanismios nocssanos pars la
infeccion por VPH en células basales.

IO O

Lacalizacian

Se ha observado unamayor prevalencia de la infeccion en turnores crofaringeos que
en aquellas que se presentan erl la mucosa bucal 43 principalmente en amigda-
12%% y &n la base de lengua.*

Los papilomavirus, particularmente & VEH &, se encuentran con mayor fre-
cuencia en neoplasias orlginsdas en sitics con actividad inflamatana, camo el cer-
vix, 1as amigdaias y 1a base de lengua. Al parecer, las células infectadas con VPH,
al encontrarse en cercania @ célules inmunolangicamente Compelentas capaces
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de respondar a antigenos induciendo la produccion de factores de ciecimiento,
puedien tambien estimular la diviaion celular de las células Infeciadas v facilitar el
desarrollo tumaeral 46

Transmision sexual
La forma en la que el VPH es transmitido a la mucosa bucal ain no esta clara; el DNA-
VPH se ha identificado en cepillados de individuns sanos en frecuencias que varian
del 1 al 60%;% sin embarge, en el fluido salival no 52 han encontrado cargas virales
#levadas, o que hace poco probable su ransmisidon por contacto directo El virus
ha sido encontrado en recién nacidos de madres infectadas debido a transmision
vertical "y en nifios y adolescentes sin actividad sexual *°

Se han practicado numernsos estudios con of fin de identificar al VPH en la mu-
cosa bucal como un patdgeno adquirido par viz sexual Principalmente en estudios
de casosy controles, se han encorntrado asociaciones significativas erntie |a presencia
de VPH en CBy el numein de parejas sexuales y la historia de practicas orogenitales
y oroanales 303350 Ademias de o anterior, en dis estudios diferenites, se enconiraron
los turmores positivos a VPH de alto riesgo en hombres cuyas mujeres tuvieron lesion
cervical asociada a VPH 373

Asociaciones genéticas

A diferencia de estudios en lod gque no se ha encontiado aumento en 13 mutacion
del gen supresor de tumeres p53,24%2 en otras e ha dernostrado que [0S tumores
pasitivas a VPH muestzan polimorfismos y mutacion en TPS3,%4% desregulacitn de
pRb v sobreexpresion de pl6INK4A R

£n general, Jos turnares positivos a VPH-16 se han descnto como dos tipos ge-
néticamente diferentes: aguellos que exhit#n represion del gen £E6 y bajo indice
de mutacionesen el gerl p43, y los que, altemativamente presentan expresion de £6
y mutaciones en p53.547 e ha observado que la radinterapia y los agentes citotéxi-
cos son capaces de disminuir [ posibilidad de que E&/E7 interfiera con p53 y pRb en
los tumores con alta expresién de EE/E7, por [ que este tipe de neaplasias son mas
vulnerables a la terapia,'!

2 manera adicional, se ha demostrado que 10s niveles de proteina pRb estdn
regulados negativamente en el cancer de cabeza y cuello asociado aVPH-16,lo que
permite inferir actividad de E7.5* For otro lado, se ha sugerido que extste una fuerte
asoriacién entre la infeccion par VPH vy fa activacion del gen H-ras en el caranoma
verrucoso de la mucosa bucal

Pronostico
Ritchie et al 3 reportan que ! estado de infeccion por VPH es un factor independien-
te del prondstico en cancer bucal v orofarinnes, y que la sobrevida de los pacieniss
no estd asociada con lp rachoterapia on los tumares positivos a YFH; sin embargo, al
analizarlo por género, encuentian que los hamibires positivos a papilomavirus tienen
un mefar Prondstico due las mujeres.

Mo obstante, en numerosos estudios se ha relacionads fa presencia de pa-
pilomawirus en el cancer bucal y orafaringeo con un mayor tiempo de sobre
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"y se ha cbservado una mejor respuesta a radioterapia en turmores
1 pasitivos ¥ Asimismo, en un estudio iongitudinal que nciuyd 22 indwiduos con
cercinomia egidermoide de amiigdala, se observe que los pacientes con tumores de
> 150 copias de VPH tuvieron un mejor resultado clinico, permanecienda lities de
rurnor tres afos después del diagnastico, 2l parecer, estas pacientes tenen un maor
pronbstico detido a que la carga viral Alta pueds inducic una mejor respuesta inmu-
ne contra el cancerM

A pesarde que Higa et al 3 reportan gue les tumares positivos a VPH sen conma-
vl frecuencia bien diferenciados, en diversos estudios? 237 jas neoplasias positivas
a WPH sa han correlacionado con neoplazias mal diferenciadas, no gueratinizantas y
con morfologia basaloide (OR = 187, 95% 10 = 2.1 a 167).* Debudo a las controver-
ziales asociaciones halladas con respecto a la agresividad, prondstico, y satnewida de
a5 necplasias positivas a VEH, consideramos necesario analizar estas vanatles por

;e estudios iongitudinales

® Perspectivas

La investigacion futura en CB y VPH deberd centrarse 2n 3 busqueca de los tofal-
Leres que 50N Necesarios para la promocion y progresidn carcinogénica y que, en
-onjunto con la infeccion por VPH, nas permitan explicar los cambios oncogénicos
gL < levan a cabo en la mucosa bucal.

£s necesano llevar a cabo estudios prospectivias y de cohorte, con el fin de a5
rablecer el momento en el que el virus se presenta en la mucosa bucal y su perma-

encia enla misma. Por otro lado, es necesario determinat el papel de la inmunidad
hospedera en la mucosa sana v las madificaciones que pudieran estar presentes en
la mutosa alterada por procesos malignos. '

Eidesarrollo actual de vacunasen 3 prevencion y ratarmiento del cancer cervical
redundard en benefcios para 10s procesos malignos de [as vias aerodigestivas supe-
riores. Estudios practicades en animales, y mds recientemente en humanos, indican
que fa vacunacion en contra de la capside de las proteinas del virus puede prevenis
de manera eficiente la infeccion an forma profitac ica; ademas, las vacunas teraputi-
cas estdn bajo investigacion con el progx 2 promover rearesion de los tumores
inducidos por viras de papilloma humana !
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