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Resumen 

Diversos trabajos clínicos y epidemiológicos han demostrado la asociación entre el Virus del 

Papiloma Humano (VPH) y el cáncer bucal (CB); sin embargo, el carácter oncogénico del 

virus en mucosa bucal, no ha sido establecido en forma concluyente, como en el cáncer 

orofaringeo y ano-genital. 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 asociación entre el cáncer bucal y la infección por VPH de Alto 

Riesgo (VPH-AR), y otras variables relevantes como el consumo de tabaco y alcohol, la 

historia familiar de cáncer y los hábitos sexuales. Un segundo objetivo fue evaluar los 

patrones de metilación en tres regiones importantes del genoma viral. El estudio fue 

realizado en un centro de referencia oncológico de la Ciudad de México, incluyó 62 casos de 

CB y 248 controles pareados por edad y género. Los resultados muestran que los individuos 

con VPH-AR tienen un riesgo 5.8 veces más alto de presentar cáncer bucal que aquellos sin 

la infección, independientemente del uso de tabaco y alcohol; asimismo, se confirmó la 

fuerte asociación entre el consumo de ambos agentes y el CB. Los individuos con 

antecedentes familiares de cáncer presentaron un riesgo incrementado (3.6 veces) de CB. En 

los casos, nuestros hallazgos indican que el número de parejas sexuales y el inicio temprano 

de vida sexual se asocian significativamente con la presencia de VPI-i-AR (p =O033 y 

p=0.019, respectivamente) Por otro lado, diez de las 12 (83.3%) muestras de pacientes con 

CB positivo a VPH-16 mostraron hipermetilación de las islas CpG en la regiones estudiadas 

(Ll. LCR 5', enhancer y promotor) en el genoma de VPI-l-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-l-IPV), 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 thc vira¡ 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 

results of the present study showed that individuals with HPV-HR had a 5.8-fold risk for 

oral cancer compared with those without thc 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 l-IR-HPV infection 

(p=0.033 andpO.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 (LI, LCR 5', 

enhancer and promoter) at IIPV-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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INTRODUCCIÓN 

1.1 Epidemiología del cáncer bucal 

A nivel mundial, el cáncer bucal y orofaríngeo (CBO) es un problema importante de 

salud pública, principalmente en países en vías de desarrollo (Globocan 2006; Parkin y col. 

1999). En el año 2000 fueron diagnosticados 484,628 casos de CBO, de los cuales 128,000 

fueron defunciones (Globocan 2006). 

A nivel mundial, la mayor incidencia de cáncer bucal (CB) en el año 2000 se registró 

en las Islas Solomon y Papua Nueva Guinea, con una incidencia de 40 casos por 100,000 

habitantes (Globocan 2006). La India, España, Portugal, Francia y Hungría 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 varían de 0.4 a 1.6 por 100,000. En México, aunque no existen registros que nos 

permitan determinar la incidencia de CB, según la IARC en el año 2000 la incidencia 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 

proporción de muertes por esta causa permaneció estable durante el periodo 1979-2003 

(0.84 a 1.07/100 000 en hombres, y 0.39 a 0.551100 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 cáncer bucal y 

cáncer orofaríngeo, respectivamente). La razón hombre-mujer tampoco mostró cambios en 

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



1.2 Características clínicas del cáncer bucal 

Más del 90% de las neoplasias malignas de la mucosa bucal corresponden a 

carcinoma epidermoide (Scully 2000); que puede presentarse como una úlcera, masa o un 

nódulo indurado, y con cambios de color que generalmente consisten en áreas rojas o 

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

El CB predomina en el género masculino, sin embargo, la razón hombre-mujer ha 

aumentado de 6:1 en 1950 a 2:1 en 1997 (CDC, 1998), como resultado del incremento en 

hábitos relacionados al CH (tabaco y alcohol) en el género femenino durante las últimas tres 

décadas (Bsoul y col. 2005). La mayor proporción 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 años (Bsoul y col. 

2005).

Los tres sitios más comunes de presentación del CH son la lengua (30%), el labio 

(17%) y el piso de la boca (14%) (Shiboski y col. 2000; Ramírez-Amador y col. 1995), 

aunque se ha reportado un incremento en el número de lesiones que comprometen tejidos 

ging ivales (Barasch y col, 1995) y glándulas salivales (Carvalho y col. 2005; Tarvainen y 

col. 2004: Morris y col. 2000). 

A pesar de los avances en el tratamiento oncológico de los últimos años, la tasa de 

sobrevida global es del 57% a 5 años (Jemal y col. 2004); si se trata de lesiones localizadas, 

la tasa de sobrevida a 5 años es del 82%. 48% cuando la lesión se extiende a los nódulos 

linfáticos, y 26/ cuando se presenta metástasis a distancia (Bsoul y col. 2005). El 
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pronóstico de los pacientes se ve afectado por factores individuales (edad, género, síntomas 

y co-morbilidad), factores relacionados a la neoplasia (anormalidades genéticas, tipo y grado 

histológico, invasión neural y vascular y proliferación tumoral) y factores asociados al 

tratamiento (técnica quirúrgica y dosis e intensidad de la radiación y/o quimioterapia) (Bsoul 

y col. 2005). 

La detección temprana y el diagnóstico oportuno del cáncer bucal representan 

herramientas importantes para el manejo y pronóstico de la enfermedad, con el potencial de 

prevenir al menos 37,000 muertes por CB en el mundo cada año (Sankaranarayanan y col. 

2006). El tratamiento del CB en etapas avanzadas es prolongado, complejo y costoso, 

además de ser mutilante y deletéreo, produciendo consecuencias fisicas, nutricionales, 

sociales y psicológicas que afectan considerablemente la calidad de vida de los pacientes 

(Chandu y col. 2006). 

La inspección visual de la cavidad bucal es un método simple, económico, no 

invasivo y eficaz para la identificación 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 cáncer en la mucosa bucal 

El tabaco y el alcohol han sido reconocidos como los dos principales factores de 

riesgo en el desarrollo de cáncer bucal (Castellsagué y col. 2004, Johnson 2001), la mayor 

parte de las veces, actuando en forma sinérgica (Castellsagué y col. 2004).
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1 ..1 lahaco 

La combustión del tabaco produce un aerosol que conuene cerca de l0'"paícul, 

por ml. y 4,800 compuestos (Pfeifer y col. 2002). La fase de vapor representa cerca del r. 

del resultado de la combustión, compuesta por nitrógeno, oxígeno y dióxido de carhono. 11. 

carcinógenos presentes en la fase de vapor incluyen óxido de nitrógeno, isopire no, 

butadieno, benceno, estireno, formaldehido, acetaldehído, y furano (Pfeifer y col. 200-2. 

fase particulada contiene por lo menos 3500 compuestos, muchos de los cuales on 

carcinógenos, incluyendo hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH), nitrosarninas, 

aminas aromáticas 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-carcinógenos están involucrados en la respuesta observada 

(Pfeifer y col. 2002). Por otro lado, se ha demostrado que en tumores malignos de mucosa 

bucal y esofágica, la mutación de p53 es proporcional al consumo de tabaco, los individuos 

con alto consumo de tabaco tienen un riesgo cuatro veces mayor de mutación que aquellos 

que no fuman (Pfeifer y col. 2000) 

El uso de cada uno de los tipos de tabaco se relaciona de manera directa con el sitio 

de la mucosa bucal en la que la lesión pre-maligna o maligna se presenta. En un estudio 

retrospectivo (Schmidt y col. 2004), se encontró una asociación significativa entre el uso de 

tabaco inhalado y el piso de boca y los bordes p ostero- laterales de la lengua, confirmando 

que estos sitios son particularmente susceptibles a los efectos carcinógenos del tabaco. Estos 
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sitios también se consideran de alto riesgo debido a que reciben las concentraciones más 

altas de los carcinógenos 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 carcinógenos. En contraste, se ha sugerido que la 

queratina puede actuar como un agente protector en la encía, lo cual explica las bajas tasas 

de cáncer 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 cáncer bucal en virtud de su 

capacidad para permeabilizar los tejidos bucales, e incrementar así la retención y 

acumulación de carcinógenos (Howie y col. 2001), El alcohol tiene también un efecto 

metabólico sobre la acción carcinógena, por ejemplo, el alcohol puede estimular la actividad 

de los peroxisomas y microsomas, organelos involucrados en los procesos metabólicos 

oxidativos celulares. El consumo de alcohol puede promover el desarrollo de cáncer bucal 

por aumento en la actividad de varios carcinógenos 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 exposición, y la magnitud del efecto es al menos aditiva, 

pudiendo llegar a ser multiplicativa, dependiendo del sitio de aparición del cáncer y los 

niveles de exposición (Kufe y col. 2003).



El aumento en la frecuencia del cáncer bucal en el mundo occidental se ha asociado 

con el aumento en el consumo 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 encontró que 50% de los casos referían uso de 

alcohol, el riesgo de desarrollar cáncer para aquellos que bebían más de 3 unidades de 

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

Los mecanismos por los cuales las bebidas alcohólicas inducen procesos malignos en 

la mucosa bucal han sido poco estudiados. La explicación más frecuente es que el alcohol o 

sus metabolitos, como el acetaldehído, son compuestos carcinogénicos; sin embargo, no hay 

una evidencia contundente de que el etanol (un ingrediente común en todas las bebidas 

alcohólicas) tenga una asociación importante en el desarrollo de cáncer bucal (Castelisagué 

y col. 2004). Además del efecto sistémico que induce, se ha sugerido que el etanol es 

convertido en acetaldehído en la saliva, actuando como carcinógeno en la mucosa del tracto 

gastrointestinal superior (Castelisagué y col. 2004). 

Por otro lado, se ha sugerido que el alcohol puede actuar como co-carcinógeno a 

través de diferentes mecanismos: i) al aumentar la permeabilidad de la mucosa, permitiendo 

la entrada de otros agentes carcinógenos, u) al inducir, local y sistémicamente, la activación 

de las enzimas involucradas en el metabolismo de los carcinógenos del tabaco y iii) 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 riesgo de cáncer bucal. La reducción en el consumo de frutas y vegetales puede 

contribuir al desarrollo de CB (Conway 2007; Pavia y col. 2006; Kufe y col. 2003). Existe 

evidencia de que la vitamina A y 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 cáncer 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 

evaluación de los componentes dietéticos es dificil, así como la validez de sus resultados, 

por lo que son necesarios estudios que evalúen específicamente y de manera precisa la 

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

1.3.4 Antecedentes familiares de cáncer 

Los resultados sobre la asociación entre el riesgo familar de cáncer y la presencia de 

cáncer de la región de cabeza y cuello no han sido consistentes (Mork y col. 1999). En un 

estudio de casos y controles poblacional en Estados Unidos (Goldstein y col. 1994) se 

identificó un riesgo elevado de cáncer faríngeo (OR=l .7) en individuos con historia familiar 

de cáncer en primera línea. Asimismo, en un estudio holandés de casos y controles 

hospitalarios, Cooper y col. (1995) encontraron un riesgo relativo de 3.5 para cáncer de 

cabeza y cuello en individuos con historia familiar de cáncer de vías respiratorias altas, 

aunque el riesgo fue detectado solo en hermanos. \tork y col. (1999) encontraron que el 

riesgo de presentar cáncer de cabeza y cuello en individuos menores de 45 años y con 

historia familiar de cáncer en primera línea fue de 5.0 (IC 95%, 1.4 - 17.3).
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Sin embargo, en la mayoría de estudios se menciona que, además del sesgo de 

recuerdo implícito en la recolección de esta variable que disminuye la confiabilidad del 

resultado, los hábitos familiares en el consumo de tabaco pudieran incoporar sesgos en su 

interpretación. Por otro lado, en la mayoría de los estudios en los que se han incluido los 

antecedentes familiares de cáncer como posible factor de riesgo, los grupos estudiados han 

sido menores de 45 años (Mork y col. 1999, Goldstein y col. 1994), en quienes diversos 

factores ambientales pudieran jugar un papel importante en la etiología del cáncer de cabeza 

y cuello. 

1.35 Agentes biológicos 

La presencia de cáncer bucal se ha asociado a diversos tipos virales, como el Virus 

del Papiloma Humano (neoplasias epiteliales), el Virus Epstein-Barr (neoplasias linfáticas), 

el Virus del Herpes Simple tipo 8 (lesiones de Sarcoma de Kaposi), y recientemente el Virus 

del Herpes Simple 1 y 2, que pueden actuar como co-carcinógenos en presencia de tabaco u 

otro carcinógeno químico (Pagano y col. 2004, Johnson 2001). 

En la mayoría de los virus que participan en la tumorigénesis, el genoma viral 

persiste en forma integrada o episomal, y los genes virales se sobre-expresan en las células 

tumorales. Sin embargo, algunos de ellos no son oncogénicos per se, la transformación 

celular ocurre de manera indirecta, o contribuyen en mayor medida a la progresión tumoral 

que a la generación del tumor (Pagano y col. 2004).
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1.4 Virus del Papiloma Humano 

El Virus del Papiloma Humano (VPH), perteneciente a la familia Papiiiornaviridae, 

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 más de 

100 tipos de VPH, los datos recientes indican que existen más de 200 tipos diferentes 

(Bernard 2005). 

1.4.1 Nomenclatura 

La clasificación de los papilomavirus se basa en homologías en la secuencia de sus 

nucleótidos debido a que las proteínas que conforman la cápside de todos los tipos son 

antigénicamente similares. Los tipos de VPH muestran entre si una diversidad en la 

secuencia de nucleótidos del gen LI de por lo menos el 10%. El término "subtipo" se utiliza 

para definir aquellos papilomavirus que tienen en el gen Ll secuencias diferentes a los 

demás tipos en 2 a 10% de los nucleátidos. Finalmente, las variantes de VPH difieren en 

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

Adicionalmente, como se observa en el Cuadro 1, los VPH han sido subdivididos en 

dos grupos con base en la lesión que son capaces de producir después de la infección 

(Muñoz y col. 2003). Los virus de bajo riesgo 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).

9



Cuadro 1. Clasificación epidemiológica de los papilomavirus (Muñoz y col. 2003). 

Clasificación del riesgo	 Tipos de VPH 

Alto riesgo	 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,68,73,82 

Probable alto riesgo	26, 53, 66 

Bajo riesgo	 6, 11, 13, 32, 40,42,43,44, 54, 61, 70, 72, 81. CP6 108 

1.4.2 Organización general del genoma 

Los papilomavirus, simétricos e icosaédricos, no poseen envoltura, aunque si una 

cápside viral compuesta por una proteína mayor y una menor. Setenta y dos capsónieros 

rodean el ADN circular y de doble hélice formado por alrededor de 8 000 pares de bases 

(pb) (García-Carrancá y col. 1993). 

Tomando como referencia al VPH-16, se distinguen tres regiones principales 

(temprana, tardía y región larga de control). En la región temprana (E) se encuentran todos 

los genes reguladores de la transcripción, replicación y ciclo viral; en la región tardía (L) se 

encuentran los genes que codifican las proteínas mayor (LI) y menor (L2) de la cápside 

vira]. La región larga de control (LCR) o región no codificante, de aproximadamente 1,000 

pb, contiene los elementos cis-regulatorios de la transcripción vira¡, como el promotor (p97) 

y el origen de replicación (ori) (Bernard 2005). 

Corno se observa en la Figura 1, la información genética se encuentra codificada en 

una sola de las cadenas de ADN, debido a que los genes tienen una sola orientación 

transcripcional, con sobreposición de algunos de ellos (García-Carrancá y col. 1993). Las 
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proteínas de expresión temprana (early) tienen funciones específicas: El participa en el 

inicio de la replicación viral, E2 participa en la regulación de la transcripción, E4 participa 

en la ruptura de citoqueratinas, E5 es una proteína transformadora de membranas, E6 

degrada p53 y activa telomerasa, y E7 se une a pRB, p130 y c-jun (García-Carrancá y col. 

1993).

Prof cinas tran.stormantes 

Proteína mayor Ll  
de la cpslde 

(f4Ø4t#4# 

Proteína me¡ 
de la capl

IÁ'R

M41

tEl 
VPH-1(i • -- - -	 Replicarión 

Repiicacióii y 
I5	transcripción 

Figura 1. Organización genómica del VPH-16. Se observan las dos 
proteínas tardías virales, y las seis tempranas, así como sus principales 
funciones proteicas (Adaptado de http://www.medscape.com ). 

A nivel molecular, el principal mecanismo de oncogénesis del VPH es la disrupción 

de genes supresores de tumores hospederos a través de sus genes tempranos, lo cual resulta 

en desregulación del crecimiento celular e inhibición de la apoptosis. Los genes E6 y E7 se 

sobreexpresan como consecuencia de la deleción de la región E2 en el genoma integrado del 

virus E2 ordinariamente reprime la expresión de E6 y E7 en el promotor, con ganancia de 

sitios de procesamiento celular. E7 causa degradación proteosomal de pRB y sus proteínas



asociadas, por lo que el crecimiento celular se desregula: E6 causa degradación de p53, y 

como consecuencia, un crecimiento anormal de las células por inhibición de la apoptosis 

(Pagano y col. 2004). 

Los productos de los oncogenes E6 y E7 inducen el mantenimiento del estado 

inmortalizado de las células que contienen secuencias de VPH. Los genes se expresan 

selectivamente en los tumores y líneas celulares derivadas de tumores humanos y se 

conservan intactos durante la integración del ADN viral al genoma celular (García-Carrancá 

y col. 1993). 

En VPH-16 y 18, la proteína E6 interactúa con el regulador antioncogénico p53, 

conduciendo a la degradación de la proteína p53, con lo que se pierde la capacidad de 

reparar daños a nivel de ADN o de iniciar la apoptosis cuando el daño es irreparable. La 

proteína E6 de los VPI-1 de bajo riesgo 6 y II no induce degradación de p53, lo que le 

confiere su débil potencial de transformación (García-Carrancá y col. 1993; Halbert y col. 

1991).

El producto del gen E7 presenta funciones regulatorias transcripcionales, y en 

conjunto con E6 es capaz de transformar e inmortalizar células in vitro (Halbert y col. 1991). 

Además, E7 controla el ciclo celular interactuando con el regulador anti-oncogénico P105 

Rb y otras proteínas asociadas a Rb, lo que da como resultado la activación del ciclo celular 

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

La proteína E7, al asociarse con la proteína pRB, ¡ibera el actor transcripcional 

E2F-1. que se encuentra unido a pRB. El factor E2FI activa la transcripción de diferentes 
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genes celulares que promueven la progresión del ciclo celular de la fase Ci l a la S. Todo esto 

lleva consigo la pérdida del control del ciclo celular y es responsable de la inestabilidad 

genómica que precede a la transformación celular (Wiest y col. 2002; García-Carrancá y col. 

1993).

La expresión de oncogenes virales E6 y E7 representa un indicador de la relación 

causal entre VPH y el cáncer bucal, en analogía con lo que sucede con el cáncer cérvico-

uterino (CaCU) (Wiest y col. 2002), sin embargo, de igual importancia es la inactivación 

funcional de pRB para el control del ciclo celular. Se ha propuesto que la detección de VPH 

en el cáncer de cabeza y cuello debe acompañarse del análisis de la expresión del gen E6 

(Wiest y col. 2002). 

1.4.3 Especificidad tisular y ciclo viral 

La infección por VPI1 se limita a epitelios escamosos (piel y mucosas) y ocurre solo 

en las células basales del epitelio en división. La infección por papilomavirus ocurre por 

contacto directo. Comienza en las células basales, las cuales son mitóticamente activas, y 

posteriormente el virus permanece en el estrato basal, se integra al genoma o se replica para 

producir partículas 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 expresión de proteínas virales ya que existen factores celulares que 

regulan la transcripción viral. Al migrar a las capas superficiales, estas células se diferencian 

y ya no pueden dividirse, y es entonces cuando, tras la transcripción de los genes tempranos 
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y tardíos del VPH, inicia la producción de particulas virales (Doorbar 2005 Munger y col. 

2004). En células completamente diferenciadas el virus se replica con un alto número de 

copias y expresa entonces sus genes tardíos Ll y L2. Debido a que se trata de virus no 

líticos, 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 

extracromosómico (plásmido) 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 

(García-Carrancá y col. 1993). 

\PH-DNA extracromosómico 

DNA huésped ,,/ \\\

VPH.DNA integrado 

Integración del \PH-DNA

al DNA del huésped

Expresión derrguIada

deEóyE7 

Interacción con proteínas 

reguladoras celulares 

•	t	.. 
•l.&7&_.	3 

Crecimiento benigno
	 Crecimiento maligno 

Figura 2. Modelo de transformación maligna del VPI-1-16 y 18. En las 
lesiones benignas, el ADN viral se conserva en forma de plásmido, en contraste 
con la integración del ADN viral al ADN hospedero observado en los 
crecimientos malignos (Adaptado de Beutner y Tyring, 1997)
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La integración al genoma del hospedero se da en la región El-E2 del 

provocando su rompimiento, por lo que ya no se sintetiza una proteína E2 funcional. A 

la proteína E2 un factor que regula negativamente la expresión de los genes E6 y E7 (se unc 

a su promotor), se tiene como consecuencia un aumento en la transcripci un de dichos genes 

(Sani. y Barbosa. 1992). 

Se ha sugerido que la integración es un evento temprano en la carcinogénesis 

inducida por papilomavirus (Syrjnen 2005). En un estudio realizado en muestras de CB 

positivas a VPH-16, se encontró que el 48% tiene el virus integrado al cromosoma 

hospedero, 35% se encuentra en forma episomal. y 17% en ambas formas (Koskinen y col. 

2003). Snidjers y col. (1992) encontraron que los carcinomas de amígdala 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 Diagnóstico molecular 

El método de obtención de ADN reviste gran importancia para la óptima detección 

del VPH. En ADN purificando de biopsia, el mayor índice de detección viral se logra a 

través de tejido fresco, el análisis en bloque de parafina disminuye la sensibilidad de 

detección de 51.6% a 21.7% (Miller y White, 1996). Sin embargo, debido a que representa 

una estrategia inocua e indolora, en los últimos años se ha adoptado el uso de cepillados, 

raspados y enjuagues de la mucosa bucal. Sugiyama y col. (2003) informan que el uso de 

estas técnicas puede subestimar la prevalencia real de VPH, ya que la mayor cantidad de 

copias vírales se encuentran en estratos profundos del epitelio (Sugiyama y co]. 2003). Sin 

embargo, la mayoría de estudios (Furrer y col. 2006; Lawton y col. 1992; Syrjnen y 
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\fRiflfl. I)H) con.iden cn ju Io ni¿¡:, alios iidics de dciceeim de	 se 

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

El método de extracción de ADN también puede afectar el índice de detección viral, 

en un estudio reciente fueron comparados cinco métodos diferentes para la purificación de 

ADN a partir de enjuagues bucales: digestión con proteinasa K (PKD) e inactivación por 

calor, PKD y precipitación con etanol, PKD y extracción con fenol-cloroformo, QIAamp 

ADN Blood Midi kit, y Puregene ADN purification kit, siendo este último el que mayor 

detección de ADN-VPH ofrece a través de amplificación del ADN con la técnica de 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (D'Souza y col. 2005). 

Los métodos usados para el diagnóstico de la infección por VPH están basados 

principalmente en la detección del ADN viral, y han sido agrupados en ensayos de alta 

sensibilidad (PCR, 37.1%), y ensayos de moderada (southern hlot, 25.2%) y baja 

sensibilidad (hibridación in situ o inmunohistoquímica, 16.9%) (Miller y White, 1996). La 

técnica más utilizada para la detección de ADN-VPH es la PCR, debido a su alta 

sensibilidad, accesibilidad y bajo costo (Molijn y col. 2005). En muestras de ADN obtenido 

a través de la mucosa bucal la PCR anidada con oligonucleótidos MY091MYI 1 y GP5+!6+ 

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

1.4.5 Asociación del Virus del Papiloma Humano con el cáncer bucal 

Desde que en 1983,  Syrjnen y col. (1983) reportaron la relación entre VPH y cáncer 

bucal, numerosos estudios epidemiológicos han identificado al virus en muestras de mucosa 

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

16



VPIJ y las oncoproteínas del gen E7 producen inmortalización y transformación de los 

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

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

En cáncer bucal y orofaringeo, se han reportado frecuencias de papilomavirus que 

varían del O al 100% (1-la y Califano, 2004); esta diversidad es debida posiblemente a las 

diferencias en los métodos seguidos por los diferentes estudios, entre las que destacan el 

número de casos incorporados, la población sujeta a estudio, el método y sitio de recolección 

de la muestra, la técnica de extracción de ADN, y el método molecular utilizado liara It 

detección del ADN viral. 

A pesar de esta variabilidad, la asociación de VPH-16 con el desarrollo de tumores 

malignos de cabeza y cuello ha sido bien demostrada (Ha y col. 2004; Gillison y Lowy, 

2004; Gillison y col. 2000). En un estudio de casos y controles anidado se encontró que los 

pacientes seropositivos a VPH-16 tienen un riesgo 14.4 de desarrollar cáncer orofaríngeo 

(Mork y col. 2001). 

Los papilomavirus 16 y 18 son los tipos que se han asociado con mayor frecuencia 

con el desarrollo de cáncer bucal; se ha sugerido que su papel oncogénico se fundamenta en 

la disrupción de genes protectores o la activación de oncogenes por medio de la integración 

del cromosoma viral (Chang y col. 2003), o por la expresión de los genes E6 y E7 que 

pueden inactivar e inducir la degradación de los productos de los genes supresores de 

tumores p53 y pRB (García Carrancá y col. 1993). Si bien, se han encontrado estos tipos de 

alto riesgo en mucosa normal, en virtud de que los queratinocitos son capaces de albergar a 
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los papilomavirus en forma latente (Chang y col. 2003), la probabilidad de detectar VPH en 

CB es aproximadamente 4.7 veces más 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 infección en hombres no produce 

síntomas ni lesiones visibles (Leyva-López y col. 2003), en la mayoría de los estudios que 

involucran la mucosa del tracto aerodigestivo superior no se reportan diferencias en los 

patrones de distribución del virus respecto al género, 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 cáncer bucal y orofaríngeo, encontraron 

que los hombres tienen casi tres veces más probabilidades de presentar VPH en la mucosa 

bucal que las mujeres (0R 2.9, 95% IC= 1.0 - 8.6). 

1.4.5.2 Edad 

Los resultados sobre la prevalencia de papilomavirus en neoplasias malignas de 

cabeza y cuello y la edad son contradictorios. Se ha descrito que los individuos jóvenes con 

cáncer bucal tienen mayor riesgo de presentar infección por VPH (Strome y col. 2002; El-

Mofty y Lu 2003; Haíkamp 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. 2005; Sisk y col. 

2002) se ha demostrado que la frecuencia de VPH en individuos jóvenes no es diferente 
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respecto a pacientes mayores, sugiriendo que el rol oncogénico del VPI-t es similar en todos 

los grupos de edad. 

1.4.5.3 Tabaco y alcohol 

Con base en hallazgos moleculares y epidemiológicos, se sabe que las neoplasias 

malignas asociadas a VPH, sin exposición a tabaco o alcohol, tienen un comportamiento 

biológico diferente que aquellas causadas por estos agentes carcinogénicos (Sugerman y 

Shillitoe, 1997), y que además, las células infectadas por papilomavirus tienden a ser más 

susceptibles a la acción de estos carcinógenos (Steinberg y DiLorenzo, 1996). 

Aunque en estudios previos (Fouret y col. 1997; Smith y col. 1998) se informó que 

los individuos no fumadores eran más susceptibles a adquirir VPH y que la infección viral 

podía actuar de manera sinérgica con la exposición a tabaco y alcohol, en los últimos años se 

ha reportado que la mayor proporción de neoplasias malignas positivas a VPH corresponde a 

pacientes no fumadores y no bebedores (Tachezy y col. 2005; Gillison y col. 2004, l-lafkamp 

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 producción aumentada de queratina en las superficies normalmente paraqueratinizadas 

hace a la mucosa más resistente a trauma, uno de los mecanismos necesarios para la 

infección por VPII en células basales.

19



1.4.5.4 Localización 

Se ha observado una mayor prevalencia de la infección en tumores orofaríngeos que 

en aquellos que se presentan en la mucosa bucal (Tachezy y col. 2005; Ritchie y col. 2003; 

Smith y col. 2004, Dahlgren y col. 2004), principalmente en amígdala (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 amígdalas y 

la base de lengua. Al parecer, las células infectadas con VP!-!, al encontrarse en cercanía a 

células inmunológicamente competentes capaces de responder a antígenos induciendo la 

producción de factores de crecimiento, pueden también estimular la división celular de las 

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

1.4.5.5 Vías de transmisión 

La forma en la que el VPI-1 es transmitido a la mucosa bucal aún no está clara; el 

ADN-VPII ha sido identificado en cepillados de individuos sanos en frecuencias que varían 

M 1 al 60% (Scully 2002); sin embargo, en el fluido salival no se han encontrado cargas 

virales elevadas, lo que hace poco probable su transmisión por contacto directo (Scully 

2002). El virus ha sido encontrado en recién nacidos de madres infectadas debido a 

transmisión vertical (Watts y col. 1998), y en niños y adolescentes sin actividad sexual 

(Koch y col. 1997). 

Un gran número de estudios han sido desarrollados con el fin de identificar al VPH 

en la mucosa bucal como un patógeno adquirido por vía 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 número de parejas sexuales y la historia de prácticas oro-genitales y oro-anales (Herrero y 

col. 2003; Ritchie y col. 2003; Schwartz y col. 1998). Además, se han identificado tumores 

bucales positivos a VPH-AR en hombres cuyas compañeras sexuales tuvieron lesión de 

cuello uterino asociada a VPI1 (Smith y col. 2004). 

1.4.5.6 Asociaciones genéticas 

A diferencia de estudios en los que no se ha encontrado mutación del gen supresor de 

tumores p53 (Gillison y col. 2000; Haraf y col. 1996). en otros se ha demostrado que los 

tumores positivos a VPI-1 muestran polimorfismos y mutación en TP53 (Da¡ y col. 2004. 

Van Houten y col. 2001), desregulación de pRB y sobreexpresión de p16INK4A (Hafkamp 

y col. 2004). 

En general, los tumores positivos a VPH-16 han sido descritos como dos tipos 

genéticamente diferentes: aquellos que exhiben represión del gen E6 sin mutaciones en el 

gen p53, y los que, alternativamente presentan expresión de E6 y mutaciones en p53 (Wiest 

y col. 2002; Van Houten y col. 2001). Se ha observado que la radioterapia y los agentes 

citotóxicos son capaces de disminuir la posibilidad de que E6/E7 interfiera con p53 y pRB 

en los tumores con alta expresión de E6/E7, por lo que este tipo de neoplasias son más 

vulnerables a la terapia (Mellin y col. 2002). 

Adicionalmente, se ha demostrado que los niveles de proteína pRB están regulados 

negativamente en el cáncer de cabeza y cuello asociado a VPI1-16, lo que permite inferir 

actividad de E7 (Wiest y col. 2002). Por otro lado. se  ha sugerido que existe una fuerte 
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asociación entre la intcción por VP! 1 y la activación del gen 11-ras en el carcinoma 

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

1.4.5.7 Pronóstico 

Ritchie y col. (2003). reportan que el estado al VPH es un factor independiente del 

pronóstico en cáncer bucal orofaríngeo, y que la sobrevida de los pacientes no está asociada 

con la radioterapia en los tumores positivos a VPII; sin embargo, al analizarlo por género, 

encuentran que los hombres positivos a papilomavirus tienen un mejor pronóstico que las 

mujeres. 

En numerosos estudios se ha relacionado la presencia VPII en CBO, con un mayor 

tiempo de sobrevida (Dahlgren y col. 2004; Hafkamp 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), 

así como una mejor respuesta a radioterapia en tumores VPH positivos (Lindel y col. 2001). 

Asimismo, en un estudio longitudinal que incluyó 22 individuos con carcinoma epidermoide 

de amígdala, se observó que los pacientes con tumores de> 190 copias de VPH tuvieron un 

mejor resultado clínico, permaneciendo libres de tumor tres años después del diagnostico; al 

parecer, estos pacientes tienen un mejor pronóstico debido a que la carga vira¡ alta puede 

inducir una mejor respuesta inmune contra el cáncer (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 VPH se han correlacionado con 

neoplasias mal diferenciadas, no queratinizantes y con morfología 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, pronóstico, y sobrevida de las neoplasias 

positivas a VPH, consideramos necesario analizar estas variables por medio de más estudios 

que incorporen diseños longitudinales de largo plazo. 

1.5 Regulación epigenética 

El término epigenético hace referencia a los mecanismos de regulación génica 

independientes de la secuencia de ADN, que ocurren sin una alteración en la secuencia de 

nucleótidos (Rodríguez-Dorantes y col. 2004). Un mecanismo epigenético es un sistema 

complejo para utilizar selectivamente la información genética, activando y desactivando 

diversos genes funcionales. La regulación epigenética ocurre en al menos tres sitios en la 

estructura jerárquica del genoma: en el ADN, a través de la metilación, en los nucleosomas, 

a través de la modificación de histonas, y en los cromosomas, por medio de proteínas 

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

Estas señales y las proteínas responsables de ellas, pueden influenciar la expresión 

génica a nivel global, compactando o relajando grandes segmentos del genoma, o a nivel 

local, como co-activadores y represores de la expresión génica. La señalización es 

dependiente de enzimas y está altamente regulada (Bunger y Archer, 2004). 

Las características comunes de los cambios epigenéticos son: 1) su potencial 

reversibilidad, lo cual es lo contrario a lo que sucede con la mutación genética; 2) efecto de 

posición, 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 características anteriormente descritas radica en la cromatina, 

incluyendo la modificación post-traduccional de histonas, el arreglo de los nucleosomas, y la 

metilación de citosinas en el ADN (Feinber g 2004). 

1.5.1 Metilación 

La única modificación epigenética del ADN en mamíferos es la metilación de la 

citosina en un dinucleótido CpG (Robertson 2005). Este mecanismo de control es importante 

durante el desarrollo embriológico de los mamíferos. y ha recibido especial atención en los 

últimos años debido a su contribución en el proceso de carcinogénesis (Rodríguez-Dorantes 

y col. 2004). 

La metilación del ADN es un marcador epigenético con aplicación en diversos 

campos de investigación de la genética y la biomedicina (Mesa-Cornejo y col. 2006). La 

modificación del estado de metilación del ADN puede afectar la expresión de genes que 

están inactivados por modificación epigenética incorrecta, por lo que el uso de drogas que 

inhiben la metilación del ADN, puede ser útil para el tratamiento y control del cáncer 

(Arenas- H uertero y Recillas-Targa 2002) 

La metilación del ADN participa en la regulación de la expresión génica de dos 

formas, directamente al impedir la unión de factores de transcripción, e indirectamente 

propiciando la estructura "cerrada" de la cromatina. El ADN presenta regiones de 100-1500 

pb ricas en dinucleótidos CpG (islas CpG). que son reconocidas por las enzimas ADN-
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metiltransferasas (DNMTs). Durante la replicación del ADN, las DNMTs metilan el carbono 

5 de las citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose así la memoria del estado 

metilado en la molécula hija. La metilación es un proceso unidireccional, cuando una 

secuencia CpG adquiere metilación de novo, esta modificación se hace estable y es heredada 

como un patrón de metilación clonal (Mesa-Cornejo y col. 2006). 

Los patrones de metilación en las células somáticas son generalmente estables y 

heredables, sin embargo, son reprogramados ampliamente en las células germinales y 

durante el desarrollo embrionario temprano, siendo la metilación de novo particularmente 

activa en estos estadios (Rodrí guez-D orante s y col. 2004). 

En la metilación de novo de un dinucleótido CpG, el grupo metilo se añade a la 

posición 5 del carbono del anillo de pirimidina 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 está metilada, la otra puede ser metilada en el proceso de 

mantenimiento de la metilación a través de la DNMT1 (Auerkari 2005). 

La metilación afecta las interacciones ADN-proteína, la estructura y replicación del 

ADN, la expresión de los genes y la diferenciación celular, la latencia de virus celulares, y la 

inactivación transcripcional de elementos genéticos móviles, además de aumentar el riesgo 

de mutaciones espontáneas (Rodríguez-Dorantes y col. 2004). En células normales, la 

metilación ocurre predominanteniente en regiones genómicas repetitivas, incluyendo ADN 

satélite y elementos parasíticos (transposones y retrovirus) (Robertson 2005).
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La relación entre la metilación del ADN y el cáncer se demostró en 1983, al 

identificar hipometilación en el genoma de las células cancerosas, en comparación con su 

contraparte normal. Posteriormente, se describió que las islas CpG presentes en los 

promotores de células malignas están 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 metilación genómica global es un evento temprano muy 

frecuente en cáncer, que se correlaciona con severidad de la enfermedad y potencial 

metastásico (Robertson 2005). 

El genoma de células preneoplásicas, neoplásicas y senescentes, comparten tres 

cambios importantes en metilación. La hipometilación de la heterocromatina, que conduce a 

inestabilidad genómica e incrementa los eventos de recombinación mitótica; la 

hipermetilación de genes individuales, y la hipermetilación de las islas CpG de genes 

constitutivos y genes supresores de tumores (Mesa-Cornejo y col. 2006; Recillas-Targa y 

col. 2006). Los niveles de metilación pueden presentarse en forma individual o simultánea, 

aunque en general, la hipermetilación está involucrada con silenciamiento génico y la 

hipometilación, con sobre-expresión de proteínas involucradas en los procesos de invasión y 

metástasis (Mesa-Cornejo y col. 2006). 

La Figura 3 muestra una región de ADN genómico 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 genómica. Asimismo, 

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

2005).
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Figura 3. Metilación del ADN y cáncer. En una célula normal, se observa la región 
de heterocromatina hipermetilada, y la isla CpG asociada al gen supresor de tumor 
(GST) hipometilada. En contraste, en el cáncer, la hipometilación de la región de 
cromatina contribuye a inestabilidad genómica, y la metilación de la isla CpG provoca 
silenciamiento del GST (Adaptado de: Robertson 2005). 

Aproximadamente la mitad de los genes promotores contienen una región rica en 

dinucleótidos CpGs, que en células normales se encuentran libres de metilación. En el 

cáncer, muchas de esas islas CpG están hipermetiladas, silenciando la expresión de genes 

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

Entre los genes que se han encontrado silenciados por metilación aberrante se 

encuentra p16, p14, p15, APC (gen de la poliposis adenomatosa de colon), Retinoblastoma 

(Rb), LKR1/STKI 1 y los receptores de estrógenos y progesterona. La metilación aberrante 

también afecta la expresión de genes reparadores de ADN, como hMLH1. MGMT, GSTP1 y 
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BRCA1. con lo cual el ADN celular queda sin protección contra la exposición de agentes 

carcinógenicos exógenos, adquiriendo nuevas modificaciones genéticas que inician el 

proceso oncogénico (Esteller 2000). 

1.5.2 Metilación y cáncer bucal 

Diversos cambios genéticos han sido estudiados en el cáncer de la cavidad bucal 

como mutaciones o pérdidas de secuencias de ADN, lo cual lleva a la pérdida de función de 

genes supresores tumorales, o activación de oncogenes. Estos cambios acumulativos pueden 

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

A pesar de que son pocos los datos con los que contamos hasta la fecha, la 

caracterización de los patrones de metilación en estos genes es de gran importancia en el 

estudio del cáncer bucal. Debido a la sensibilidad y especificidad de los ensayos utilizados 

(especialmente, PCR cuantitativo específico de metilación), la determinación del estado de 

metilación del CB tiene un gran potencial en la detección temprana, monitoreo y tratamiento 

M CB (Ha y Califano, 2006). Algunos genes en lesiones premalignas bucales tienen cierto 

grado de metilación, por lo que se sugiere que la metilación es un evento temprano (Ha y 

Califano 2006). 

La investigación sobre metilación en tumores de la mucosa bucal es reciente, cuatro 

importantes genes han sido estudiados con detalle: CDKN2A. CDH1, MGMT y DAPK1. 

Otros genes, como DBCI, p14, CDNK2B. RARB, RASSF1, M1-HI,P73, DCC, FHIT y 

SERPIN B5, 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 vía de Rb para el control del ciclo celular, se 

encuentra comúnmente alterado en el cáncer de cabeza y cuello. Datos obtenidos en líneas 

celulares muestran que entre el 17% y el 43% de los tumores de cabeza y cuello presentan 

metilación en la región promotora de CDKN2A (Ha y Cahfano, 2006); sin embargo, es 

necesario contrastar estos resultados con estudios basados en muestras clínicas. 

Por otro lado, el gen CDII 1 se ha descrito asociado a la adhesión celular en tumores 

malignos gastrointesinales, por lo que la metilación en su región promotora juega un papel 

importante en la invasión tumoral y metástasis. Los resultados reportados en estudios 

realizados en muestras de tumores de la cavidad bucal han sido muy variables, encontrando 

que el promotor de CDIII está metilado del O al 85% de los casos (Ha y Califano. 2006). 

MGMT es un agente detoxificante del ADN, importante en la prevención de 

alquilación 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, DAPK1, 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 caracterización de la metilación en genes promotores asociados al cáncer bucal ha 

revestido gran relevancia, sobre todo en los últimos años, por su papel como herramienta de 

detección temprana, monitoreo y tratamiento del cáncer bucal. La creación de paneles de 

metilación génica se propone como uno de los mecanismos para la búsqueda de individuos 

con riesgo de cáncer bucal. Ogi y col. (2002) encontraron que 67 de 97 ('ECI3 presentaban 
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metilación del promotor en 12 genes. Viswanathan y col. (2003), a través del estudio de la 

metilación en cinco genes asociados al cáncer bucal, identificaron la presencia de cáncer 

bucal en 38 de 51 pacientes de la India. Estos estudios demuestran que el diseño de paneles 

marcadores de metilación pueden ser útiles en la identificación de lesiones malignas en la 

cavidad bucal (Ha y Califano, 2006). 

Por otro lado, en la determinación de márgenes quirúrgicos durante procedimientos 

oncológicos, la metilación ha sido sugerida como un instrumento confiable (1-la y Califano, 

2006). Goldenber y col. (2004), cuantificaron el estado de metilación de los genes CDKN2A 

y MGMT por medio de PCR específico de metilación, con el fin de establecer márgenes de 

resección en cirugías de cabeza y cuello, sugiriendo que el análisis molecular de la 

nietilación es una herramienta auxiliar en el acto quirúrgico. 

1.5.3 Metilación del genoma del \PH 

El estudio de los patrones de metilación del VPH ha sido realizado recientemente, en 

lineas celulares y muestras clínicas de neoplasias genitales y anales. En el ciclo de vida de la 

mayoría de los virus, la metilación del ADN no parece jugar un papel importante; sin 

embargo, diversos estudios han demostrado que VPII-16 y 18 están afectados de manera 

significativa por este mecanismo (Turán y col. 2006; Wiley y col. 2005; Badal y col. 2004; 

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

La importancia de la metilación en el ciclo de vida del VPH-16 radica en que actúa 

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

viral (Kalantari y col. 2004; Doerfler y col. 2001). La hipermetilación del gen Ll del VPH-
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16 y 18, y de la LCR del VPH-16 es común en CaCU y en lesiones de alto grado, y rara o 

ausente en infecciones asintomáticas o lesiones de bajo grado, posiblemente como 

consecuencia de recombinación genómica y transcripción aberrante (Kalantari y col. 2004). 

En la LCR, se ha reportado hipermetilación en muestras de cuello uterino 

asintomáticas, metilación moderada en lesiones precursoras, e hipometilación en 6% de los 

carcinomas invasivos, lo cual sugiere que la transformación neoplásica puede ser suprimida 

por metilación de CpG, mientras que la desmetilación ocurre durante la transformación 

neoplásica (Kalantari y col. 2004). 

La prevalencia de hipometilación indica que este fenómeno epigenético juega un 

papel importante en el ciclo de vida de los papilomavirus, la cual tiene lugar en infecciones 

asintomáticas y lesiones precursoras, pero no en carcinomas. Estas observaciones sugieren 

que la metilación en los dinucleótidos CpG se encuentra presente en el ciclo de vida del 

VPH así como en la etiología del cáncer, donde puede actuar como un marcador diagnóstico 

(Kalantari y col. 2004) 

Durante la carcinogénesis, se ha observado con frecuencia una hpometilación global 

o regional e hipermetilación en islas CpG, esta metilación reprime la expresión genética, por 

interferencia directa al impedir la unión de los factores de transcripción o por unión de una 

familia de proteínas que reconocen ADN metilado y reclutan HDACS, las cuales favorecen 

la condensación de la cromatina y por lo tanto reprimen la transcripción. Parece ser que este 

mecanismo es el blanco de modificación por los complejos entre HDACS y los factores de 

transcripción CDP y Y Y 1 (Kalantari y col. 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Si bien, en diversos trabajos se ha establecido la asociación entre la infección por 

VPH y el desarrollo de cáncer bucal, los resultados han mostrado una amplia variabilidad. 

En México, la información sobre la frecuencia de VPH-AR es escasa, y la información con 

la que se cuenta no incluye individuos sanos, por lo que no se conoce la prevalencia de la 

infección en individuos sin cáncer bucal. 

Por otro lado, a pesar de las altas frecuencias de VPH reportadas en cáncer bucal 

(74/) (Balaram y col. 1995), y del hallazgo de sobreexpresión 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 

metilación viral en el genoma de VPH-16 en CB permitirá sugerir patrones oncogénicos 

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

JUSTIFICACIÓN 

El conocimiento de la frecuencia de VP1I en pacientes con y sin cáncer bucal 

permitirá establecer la asociación entre la presencia del virus y el CB en pacientes 

mexicanos, que en conjunto con otros factores de riesgo (tabaco, alcohol), pudieran ser 

herramientas útiles en la caracterización de individuos con alto riesgo de cáncer bucal. Los 

datos obtenidos podrán ser contrastados con los informados en estudios previos, tanto a 

nivel mundial como en nuestro país. Adicionalmente, el uso del cepillado citológico para la 

identificación de VPH en la mucosa bucal, que representa un método no invasivo y de fácil 

uso en el consultorio dental, podrá ser utilizado corno una herramienta clínica potencial en la 

identificación de pacientes en riesgo de CB, o con lesiones premalignas.
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Por otro lado, a nivel mundial, no existen trabajos sobre cáncer bucal que hayan 

estudiado los patrones de metilación en el genoma del VPH-16. La modulación selectiva de 

los fenómenos epigenéticos, particularmente la metilación de ADN, podría tener 

implicaciones de importancia clínica, en el diagnóstico, la prevención y el tratamiento del 

cáncer. La caracterización de los patrones de metilación podrá ser una herramienta de 

utilidad en el establecimiento de la asociación causal del virus con el cáncer bucal. 

En nuestro país, no existen programas de detección temprana de cáncer bucal, y no 

se contempla la detección de infección por VPH y sus patrones de metilación en mucosa 

bucal como indicadores de riesgo para Cli 

HIPÓTESIS 

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 genómicas 7049 a 115 del VPH-16 de cáncer bucal 

se encuentran metiladas. 

OBJETIVO GENERAL 

Estimar la asociación de la infección por VPH con la presencia de cáncer bucal, y 

determinar los patrones de metilación del VPH-16 en los casos de CB, analizando además 

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

- Estimar la asociación de la infección con VPH-AR con la presencia de CB. 

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

- Estimar la asociación de la infección con VPH-AR con los hábitos sexuales en los 

casos. 

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

MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Diseño del estudio 

Estudio prolectivo de casos y controles, pareado por edad y género, que se desarrolló 

en un período de tres años (de septiembre de 2003 a septiembre de 2006) con la 

participación del Departamento de Cabeza y Cuello y el Laboratorio de Virus y Cáncer del 

Instituto Nacional de Cancerología (INCan). el Departamento de Oftalmología del Hospital 

General "Dr. Manuel Gea González", y la Clínica Estornatológica Dr. Rafael Lozano", de 

la Universidad Autónoma Metropolitana -Xochimileo. El diseño del presente estudio incluye 

las recomendaciones del grupo STROBE (2007). 

6.2 Sujetos participantes 

6.2.1 Casos 

Criterios de inclusión. Individuos mayores de 18 años, con diagnóstico histológico 

reciente de CECB y sin tratamiento médico previo (cirugía, quimioterapia y/o 

radioterapia), que acudieron al departamento de Cabeza y Cuello del INCan para la 

atención de su enfermedad, en el periodo comprendido de septiembre de 2003 a 

diciembre de 2006. Para el propósito del presente estudio y teniendo como base la 
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Clasificación Internacional de Enfermedades, de la Organización Mundial de la 

Salud (WHO, 1992), el término cáncer bucal incluyó las zonas topográficas 

correspondientes a mucosa yugal, mucosa labial, piso de boca, dorso, bordes 

laterales y vientre de lengua, paladar duro y blando y proceso alveolar (lCD 10 COI —

C06). 

Criterios de exclusión. Individuos con diagnóstico previo de CECB, o que hubieran 

recibido quimio o radioterapia, así como cirugía como parte de su tratamiento. 

Individuos que decidieran no participar en el estudio, o con incapacidad fisica o 

mental para hacerlo. Individuos con cáncer en piel de labio, borde bermellón, área 

amigdalina, orofaringe y base de lengua, o en otras localizaciones fuera de las 

especificadas en el apartado anterior. Individuos con neoplasias de glándulas 

salivales, linfoma, melanoma o sarcoma. 

6.2.2 Controles. 

Criterios de inclusión. Sujetos mayores de 18 años, sin CECB. El pareamiento de 

los casos y controles se realizó de acuerdo a la edad (considerando ± 5 años) y 

género. Para cada caso se contempló la inclusión de cuatro controles, seleccionados 

de dos fuentes diferentes, que se encontraban en la misma área geográfica que el 

INCan, y que al igual que esta institución, atienden en general, a población no 

derechohabiente de la Ciudad de México, y con estratos socio-económicos similares: 

- Hospital General "Dr. Manuel Gea González". Se solicitó la participación de los 

pacientes del Servicio de Oftalmología, que se encontraban como candidatos para 

cirugía de cataratas o que asistían a la consulta de glaucoma. Se seleccionó este 

servicio, debido a que es una de las áreas hospitalarias donde podemos encontrar a 
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individuos con edades similares a las de los casos, y que en general, no tienen 

afecciones sistémicas de importancia para la exposición en estudio (VPH). 

-	Clínica Estomatológica "Dr. Rafael Lozano" de la UAM-Xochimilco. Se 

incorporaron individuos que acudían a este lugar para solicitar atención 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 clínica, 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 selección que supone el incluir controles 

hospitalarios. 

Criterios de exclusión. Individuos con historia o presencia de lesiones pre-malignas 

o neoplasias, bucales y/o en otros sitios. Individuos con diagnóstico de enfermedades 

asociadas con la exposición de interés en el estudio. Individuos con incapacidad 

fisica o mental que impida su participación en el estudio. Individuos en los que no se 

obtenga consentimiento de participación. 

6.3 Aspectos éticos 

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

(Anexos la y lb), se contestaron las dudas que tuviera respecto al estudio y se pidió que 

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

participantes que la negativa en relación a su participación en el estudio no tendría 

consecuencias negativas en la atención médica u odontológica que recibía en la institución a 

la que acudía para consulta.
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6.4 Variables 

Las variables a considerar fueron: 

Variable dependiente: cáncer bucal 

Variables independientes: ocupación, nivel socioeconómico, residencia, antecedentes 

familiares de neoplasias malignas, índice de higiene bucal, estadificación del paciente, 

hábitos sexuales, consumo de tabaco y alcohol, características clínicas y localización del 

('ECI3. presencia de VPH-AR, metilación en las islas CpGs del VP11-16. 

6.4.1 Operacionalización de variables 

Áreas topográficas: La mucosa bucal a estudiar comprenderá mucosa yugal, mucosa 

labial, piso de boca, dorso, bordes laterales y vientre de lengua, paladar duro y blando y 

encía 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 día durante 

toda su vida. Los fumadores fueron definidos como individuos que habían fumado al 

menos un cigarillo al día durante el año previo a su inclusión en el estudio. Los ex-

fumadores fueron aquellos individuos que habían dejado de fumar al menos 12 meses 

antes de su inclusión al estudio. Se interrogó a los fumadores y ex fumadores sobre la 

edad de inicio y de término del hábito tabáquico, y la cantidad de cigarros consumidos 

por día. La cantidad acumulativa de tabaco se calculó en paquetes-año (no. cigarros por 

día x 365.25 / 20 x años de consumo). La variable Consumo acu,nulativo de tabaco fue 

categorizada en tres categorías: 0, <25, y >25 paquetes-año.
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- Consumo de alcohol: El consumo de bebidas alcohólicas fue calculado en unidades 

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

el contenido de etanol de cada una de ellas (SSA, ENA 2003): 

vino	 125 ml	 tequila	30m1 

ron	 30 ml	 mezcal	30 ml 

licor	 30 ml	 cerveza	330 ml 

brandy	 30m1	 pulque	330 ml 

Los individuos incluidos en el estudio fueron clasificados como no bebedores, bebedores 

y ex bebedores. Los sujetos que habían 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 habían bebido al menos una UB por 

semana durante el año previo al estudio. Los ex-bebedores incluyeron a los individuos 

que habían dejado de consumir bebidas alcohólicas al menos un año antes de su inclusión 

en el estudio. Los bebedores y ex-bebedores fueron interrogados acerca de la edad en la 

que iniciaron y dejaron de consumir alcohol. Se calculó la cantidad acumulativa de VB en 

UB-año (Unidad de bebida semanal x 52 x años de consumo). La variable Consumo 

acumulativo de alcohol fue dividida en tres categorías: 0, <1 6, y >16 UD-año. 

Higiene bucal: Se cuantificó por medio del indice de higiene bucal simplificado (IHBS), 

examinando las superficies de los seis dientes que establece el índice (Green y 

Vermillon. 1967). 

6.4.2 Cuestionarios 

A cada individuo se le aplicó un cuestionario que incluía las variables consideradas 

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

higiene bucal) (Anexo 2). 

Se entregó a cada individuo un sobre con un cuestionario para su llenado, con 

carácter confidencial, sobre hábitos sexuales (Anexo 3). Se recurrió a la versión en español 

dci Cuestionario sobre Experiencias Sexuales (Cortina 2001) aplicado en Estados Unidos y 

validado en mujeres latinas con bajo grado de aculturación. Durante el estudio piloto, se 

aplicó el cuestionario a un grupo pequeño con el fin de explorar la claridad y comprensión 

de las preguntas y la duración del llenado del cuestionario. Se encontraron algunas 

dificultades de comprensión entre las mujeres, por lo que se modificaron las preguntas 

utilizando términos coloquiales, considerando las características culturales de los 

participantes. Las preguntas se redactaron de manera más directa, con uso de lenguaje 

sencillo y fueron ordenadas de los aspectos más generales a los más íntimos (Hidalgo-San 

Martin y col. 2003). Nuevamente se aplicó el cuestionario y se observó que las preguntas 

fueron comprendidas por los entrevistados. 

6.5 Análisis estadístico. 

Los datos de los cuestionarios fueron codificados antes de su captura en una base de 

datos en el programa EXCEL, misma que fue llevada al programa estadístico STATA v.8.0 

(Siata Corporation LP, College Station TX. LS'A), para el análisis estadístico de los datos. 

6.5.1 Cálculo del tamaño muestra¡. 

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

determinó incluir a un mínimo de 52 individuos con CECB (grupo de casos) y cuatro 
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controles por caso, es decir, 208 controles, utilizando un OR de 3 para la asociación entre 

VPH y CECB. 

El tamaño de la muestra fue calculado de acuerdo a la fórmula para estudios de casos 

y controles pareados:

( Z(a)/2+Z(b) • p . ii _p] )2	m 

nl
	 M=r	=52 

( P-	 Pe )2	 Pc 

6.5.2 Análisis de los resultados 

Se realizó la descripción de las variables a través de sus medidas de centralización y 

dispersión. Para el análisis univariado entre cáncer bucal y los factores de riesgo incluidos 

en el estudio, se calcularon las razones de momios (RM) y sus intervalos de confianza al 

95% (IC 95%), a través de un modelo de regresión logística condicional. La categoría de 

variable independiente con un nivel mínimo de riesgo para cáncer bucal fue tomada como 

referencia. Un valor de  a dos colas menor de 0.05, se consideró significativo. 

Con el fin de estimar las razones de momios y la independencia entre los efectos, se 

llevó a cabo la regresión logística multivariada utilizando funciones de la regresión logística 

condicional. Los criterios de selección de las variables que se incluyeron en el modelo se 

basaron además de su plausibilidad biológica, en la obtención de un valor de p menor de 

0.20 en el análisis univariado. La selección de las variables consideró la estrategia de 

backward stepwise, con el fin de construir un modelo final con un nivel de significancia 

estadística >=0.1 para su eliminación, y un nivel <0.05 para su re-inclusión en el modelo. 
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Las interacciones entre la presencia de cáncer bucal y los factores de riesgo, fueron también 

analizadas a través de su incorporación en los modelos. 

Las diferencias en las características demográficas y clínicas entre los casos positivos 

y negativos a VPH de alto riesgo (VPH-AR) fueron analizadas por medio de la pruebas Chi 

cuadrada y exacta de Fisher (para las variables categóricas) y U de Mann-Whitney (para 

variables dimensionales). 

6.6 Procedimientos clínicos 

En los individuos afectados con CECB se registraron las características clínicas 

(color, textura, apariencia, extensión, tamaño y localización del CECB), realizando la 

estadificación de acuerdo a criterios establecidos por el AJCC (1997). Se anotó también la 

sintomatología asociada al padecimiento, fecha de inicio y tiempo (en meses) transcurrido 

para la obtención del diagnóstico. En ambos grupos, se realizó un examen bucal minucioso y 

se calculó el índice de higiene bucal simplificado (Green y Vermillon, 1967). 

A todos los participantes se les realizó un cepillado profundo de la mucosa bucal por 

medio de un cepillo citológico estéril de nylon. En los individuos con CECB el cepillado se 

tomó de la zona más representativa de la lesión, de donde posteriormente se realizó la toma 

de biopsia. En los controles el cepillado fue tomado de una zona topográfica equivalente a la 

del individuo afectado. En todos los pacientes, el cepillo se frotó 10 veces sobre la superficie 

indicada y se introdujo en un tubo con 8 ml de Precervcyt (Cvtyc Corporation, USA). 

En el grupo de pacientes con CECB, se tomó una pequeña muestra del tejido 

afectado por medio de sacabocados desechables, que en todos los casos coincidió con la 
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biopsia que se realizaba rutinariamente para confirmar el diagnóstico de cáncer bucal en el 

lugar en el que el paciente fue diagnosticado. El tamaño y número de muestras dependió de 

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

El tejido obtenido fue dividido en dos partes, una sección fue utilizada para el estudio 

histopatológico (fijando con formalina al 10%) y teñida con hematoxilina y eosina. Las 

biopsias obtenidas fueron procesadas en el laboratorio de Histopatología del INCan y en el 

laboratorio de Histopatologia de la UAM-X. Los estudios histopatológicos fueron llevados 

a cabo por un patólogo del Departamento de Patología General del INCan y por dos 

patólogos bucales de la UAM-X. La segunda sección de tejido se introdujo en Precervcyt y 

se almacenó en un ultracongelador Reveo, a una temperatura de _700 C. 

6.7 Procedimientos de laboratorio 

6.7.1 Extracción y purificación del ADN 

La extracción del ADN de las muestras se llevó a cabo por medio del Wizard 

Genomic ADN Purification kit (Promega). 

Cepillado citológico: La muestra obtenida se colocó en el vórtex durante lO 

segundos con el fin de separar el material obtenido de la superficie del cepillo, y extraer este 

último con la menor pérdida celular posible. 

Como primer paso se centrifugó la muestra durante 5 minutos a 16.000 rpm, se decantó 

el Precervcyt, y se dejaron destapados los tubos durante 12 horas para su correcto secado. 

Posteriormente, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos: 

- En un tubo eppendorf de 1.5 ml se colocó la pastilla obtenida y se le añadieron 300 Vil de 

solución lítica nuclear, re-suspendiendo varias veces el contenido de tubo.
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- Se añadió 17.5 il de proteinasa-k (20 mg rnI) incubándose a 65°C en termoblock (3 hrs). 

- Se llevó a temperatura ambiente. Se agregó 1.5 pI de solución RNAsa, incubando a 

37° C durante 30 minutos. 

- Se dejó enfriar a temperatura ambiente y se añadieron 200 pi de solución precipitadora 

de proteínas, se agitó en el vórtex y se colocó en hielo durante 5 minutos. 

- Se centrifugó 4 minutos a 14 000 rpm. Se removió el sobrenadante y fine transferido a un 

tubo limpio de 1.5 ml al que se le agregaron previamente 300 pl de isopropanol. Se 

mezcló suavemente hasta que se vieran las cadenas de ADN. 

- Se centrifugó 5 minutos a 14 000 rpm, y se retiró el sobrenadante. 

- Se agregaron 300 pl de etanol al 70% y se invirtió varias veces el tubo para lavar el 

ADN, se centrifugó por 5 minutos. 

- Se aspiró el etanol usando una pipeta de secuencia y se invirtieron los tubos destapados 

sobre una servilleta limpia hasta que se secaran por completo. 

- Se añadieron 30 pl de solución rehidratante de ADN y se incubó a 65° C por una hora. 

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

Biopsia: Se tomó una porción de la muestra, con una hoja de bisturí diferente para 

cada muestra se cortó el tejido en pequeños fragmentos, los cuales fueron re-suspendidos en 

300 pI de solución lítica celular y sometidos a licuefacción en un homogeneizador de 

tejidos, utilizando un tubo de transferencia. Se transfirió a un tubo eppendorff de 1.5 ml y se 

llevó a cabo el procedimiento descrito para el cepillado citológico. 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 oligonucleótidos. 

GH20/PC04 MY09/MY11 GP5-F/GP6+ 

Buffer lOx 2.0 ji! Buffer lOx 2.0 j.il Buffer lOx 5.4 jil 

MgCl 2 (2.5 mM) 1.2 jil MgCl, (1.5 mM) 1.2 jil MgCl2 (3.5 mM) 2.8 j.tl 

MY09 0.2 j.il MY09 0.2 jil GP5± 1.6 jil 

MY1 1 0.2 ji MYI 1 0.2 j.tl GP6+ 1.6 jil 

dNTP 2.0 JI! dNTP 2.0 jI dNTP 4.0 jI 

Taq 0.2 ji! Taq 0.2 ji! Taq 0.4 ji1 

H70 14.2 ji! 1120 14.2 ji! H 20 4.2 ji!

6.7.2 Amplificación del gen 3-globina 

Para comprobar que el material obtenido durante la extracción era adecuado para 

utilizarse en PCR, a todas las muestras se les amplificó un fragmento del gen 3-globina, que 

es un gen altamente conservado en las células humanas. Para ello, se utilizó el siguiente par 

de oligonucleátidos, que amplifican un fragmento de aproximadamente 260-280 pb (Resnick 

y col. 1990): 

G1120 5'-GAA GAG CCAAGGACAGGTAC-3' 

PC04 5'-CAA CTTCAT CCA CGT TCA CC3' 

6.7.3 Amplificación de la región Li de Papilomavirus 

Posteriormente, las muestras fueron amplificadas con los o!igonucleótidos 

universales MY09IMYI1, localizados dentro de la región L  del genoma del VPH, que 

incluye los nucleátidos 6722 al 7170 de! VPH-16, y las regiones correspondientes a otros 

tipos virales. Estos oligonucleótidos son capaces de detectar más 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' 

MYII 5'-GCACAGGGACATAACAATGG-3'
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Las muestras que resultaron negativas a la amplificación con MY09/MY11 fueron 

sometidas subsecuentemente a amplificación con los oligonucleótidos universales 

GP5+/GP6+, localizados dentro de la secuencia reconocida por los oligonucleótidos 

MY09MYII. Dichos oligonucicótidos amplifican un fragmento de 150 ph, 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 

Gp6+ 5'-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3' 

Adicionalmente, las muestras fueron sometidas a amplificación del gen E6 del VPII-

16, por medio de oligonucleótidos específicos para la identificación este gen (F048/R551). 

en un volumen final de 20 J.i1, consistentes en 3 jil de ADN muestra] (lOO ng), 2.5 tl de 

buffer (Ox, 0.5 pal de Taq polimerasa, 10 pmol de cada primer, y 0.2 mM de dNTPs. La 

concentración de MgCl 2 usada fue de 2mM (2.5 jtl). 

Las condiciones para la realización de cada una de las reacciones de PCR fueron las 

siguientes: pre-calentamiento por 5 min a 94 oc, seguido por 40 ciclos de 20 seg. a 94 °C, 20 

seg. a 39 oc (GP5+/GP6+) o 55°C (MY09/MYI 1; G1-1201PC04) y 40 seg. a 72 °C, y una 

extensión final de 5 min a 72 °C. La reacción de PCR fue realizada en un volumen final de 

20 pal, que incluyeron 3 pal de ADN extraído como templado (100 ng), 2 pal de buffer lOx, 1 

U de Taq polimerasa (Applied Bios;sten,$). 10 pmol de cada primer, y 0.2 mM de dNTPs. 

Las condiciones de MgCl2 fueron descritas previamente. 

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

sistemática dos tipos de controles:
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- positivo (ADN de lineas celulares 1-leLa y CaSki) 

- negativo (tubo de mezcla de reacción con agua) 

Las muestras fueron sometidas a amplificación aleatoriamente, y de forma ciega a las 

características de las muestras que pudieran incorporar sesgos de susceptibilidad diagnóstica 

(si eran casos o controles, datos demográficos o clínicos 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 reacción fueran iguales. Se procuraron también 

precauciones universales para los procedimientos de PCR, como el hecho de que la 

preparación de las mezclas, la amplificación y la electroforesis fueron realizadas en cuartos 

diferentes. 

6.7.4 Reacción de secuenciación 

Los productos de PCR que resultaron positivos fueron secuenciados en un 

termociclador programable (Mastercyclert gradient, Eppendorf) usando el kit BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), usando uno de los 

oligonucleótidos del PCR (GP5+ and MY09). La mezcla de reacción y las condiciones del 

ciclo fueron llevadas a cabo según las recomendaciones del fabricante. El análisis de las 

secuencias fue realizado por medio del ABI PRISM® 3100 Gcnetic 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 Análisis de los patrones de metilación en la región LCR de VPH-16 

6.7.5.1 Modificación del ADN con bisulfito de sodio y PCR 

Con el fin de identificar los residuos de citosina metilados en las muestras positivas a 

VPH-16, el ADN obtenido se modificó con bisulfito de sodio, a través del kit 17 ADN 

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

Se adicionaron 5 il de buffer de dilución-M a la muestra de ADN ajustando a un 

volumen total de 50 Vil con agua estéril. Se incubó la muestra a 37 °C por 15 minutos. 

Posteriormente, se añadieron 100 jil de Reactivo de Conversión CT y se agitó. Se incubó 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 utilizó una columna de desulfonación, lo cual 

minimiza la pérdida de ADN durante el tratamiento de limpieza. Se adicionaron 400 .tI de 

buffer de unión M a la muestra y se pasó la muestra a una columna soportada por un tubo 

colector de 2 ml. Se centrifugó por 30 segundos a 14 000 rpm y se descartó el sobrenadante. 

Se añadieron 200 j.tI de etanol absoluto a la columna y se incubó y centrifugó la muestra 

durante 30 segundos. Se añadieron 200 jiI de buffer de desulfonación M y se incubó 15 

minutos a temperatura ambiente para posteriormente centrifugar por 30 segundos. Se 

incorporó a la columna 200 jil de etanol absoluto y se centrifugó durante 30 segundos, 

repitiendo este último paso. Finalmente, se adicionaron 30-50 nl de buffer de elusión, se 

centrifugó y el sobrenadante que se obtuvo fue el ADN listo para ser amplificado por PRC. 
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Se analizaron las posiciones genómicas 7049 a 115. que incluyen la parte 3' de LI, la 

re g ión Larga de Control, el enhancer y el promotor. En estas regiones se encuentran 

presentes 19 islas CpGs, 3 provenientes de la parte final de 3' de LI (7091. 7136 y 7145), 5 

M segmento 5' de la LCR (7270 a 7461). 5 deI enhancer (7535 a 7695), una del origen de 

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

Para la amplificación del ADN modificado, se utilizaron tres pares de 

oligonucleótidos (Figura 4), diseñados de acuerdo a la secuencia del genoma de HPV-16, 

asumiendo que todos los residuos de citosina fueron convertidos a uracilo. La modificación 

con bisulfito introduce muescas en el ADN, y como consecuencia, es imposible amplificar 

eficientemente segmentos genómicos 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 genómicas 7091 a 7461, 7535 a 7695 y 762 a 58. 

LI	 LCR 5'	 Enhancer 

u	 u 
u	 u 

3f3R	 417R 

-. 7049-7590	
7465-7732 - 

1 fltZflC

Promotor 

-* 7148-115 

Pmm 

Figura 4. Islas CpGs presentes en las regiones analizadas. Se muestran 

las 19 islas encontradas en cada región: 3 en LI. 5 en LCR 5', 6 en el 

enhancer, y 5 en el promotor.
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Para la amplificación de parte del gen LI y la región 5' se utilizaron los primers: 

1 6msp3F (7049-7078): AAGTAGGATTGAAGGTTAAATTAAAATTTA) 

1 6msp3r (7590-7560): AACAAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA) 

El enhancer fue amplificado con los oligonucicótidos: 

1 6msp4F (7465-7493): TATGTTTTTTGGTATAAAATGTGTT1TI 

1 6msp7R (7732-7703): TAAATTAATTAAAACAAACCAAAAATATAT 

Para amplificar el promotor se utilizaron los primers: 

1 6mspSF (7748-7777): TAAGGTTTAAATTTTTAAGGTTAATTAAAT 

1 6msp8R (115-86): ATCCTAAAACA1TACAATTCTCTTTTAATA. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 ji, la cual contenía 

2.5 jil de buffer IX de Taq Goid, 4 ji! (0.2 mM) de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), 2.5 

ji de cada uno de los oligonucleátidos (lpMol/jil), 2.5 jI de MgCl (25 mM), 0.2 jI (1 U) de 

Ampli Taq Goid (Applied Biosvstems), 5.8 jI de H 20 y 5 ji! del ADN modificado. La 

reacción de PCR fue programada de la siguiente manera: 9 minutos a 94 oc, seguido por 44 

ciclos de amplificación (desnaturalización a 94 oc por 30 segundos, alineamiento a 53 oc 

por 30 segundos y extensión a 68 oc por 45 segundos. con extensión final a 68 oc por 7 

minutos. Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 2% por medio de 

electroforesis. 

6.7.5.2 Clonación y transformación del ADN-VPH modificado 

El kit TOPO TA cloning (Invitrogen, Co.) permite la donación en un solo paso, el 

vector (pCR4-topo) está 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 Taq Goid deja 

al producto de PCR también con los extremos cohesivos, una A en el extremo 3'. Estas 

características permiten la inserción del producto de PCR en forma eficiente al vector (Fig. 

5). La donación del producto de PCR dentro del vector se llevó a cabo a través del siguiente 

procedimiento: a un tubo de 1.5 jil se le añadieron 2 il de agua estéril, 1 .tl de sal (1.2 M 

NaCI y 0.06 M MgCI 2), 1 iI de vector TOPO y 2 uI de producto de PCR. Se mezcló la 

reacción y se incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos. 

UffECEM 

Figura S. Vector topo con extremos cohesivos (T en el extremo 3') 
y el producto de PCR con extremos cohesivos (A en el extremo 
3'). La topoisomerasa unida covalenternente al vector cataliza la 
ligación y asegura la donación del producto de PCR dentro del vector 
(Adaptado de: TOPO TA cloning kit, Invitrogen, Co). 

Se alicuotaron 25 jil. de células TOPO en un tubo de 1.5 ml y se transfirieron 4 Vi] de 

la mezcla del vector más el producto de PCR. Se introduce la reacción en hielo durante 30 

minutos. Posteriormente se somete a las bacterias a choque térmico, para lo cual, se 

transfirió a baño María durante 30 segundos. Se colocaron en hielo durante dos minutos 

más, y se adicionaron 100 ul. de medio SOC a cada tubo. Posteriormente, se incubaron a 
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37°C por 60 minutos a 275 rpm. Las bacterias fueron plaqueadas en medio LB y 

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

Posteriormente, se realizó PCR de colonia a cada una de las colonias empleando el 

siguiente protocolo: 2.5 sil. de buffer lOx, 4 sil. de dinucleotidos (dNTPs) 1.25 mM, 2 Rl. de 

MgCl 2 25 mM, 1 jil. del primer MI3F, 1 ¡.tl. del primer MI3R, 14.1 MI. de H 20 y .2 j.tI. de 

Taq polimerasa. La reacción de PCR fue programada de la siguiente manera: 7 minutos a 94 

°C, seguido por 30 ciclos de amplificación (desnaturalización a 94 oc por 30 segundos, 

alineamiento a 60 °C por 30 segundos y extensión a 72 °C por 1 minuto). Con extensión 

final a 72 °C por 7 minutos. La presencia de los productos de PCR fue verificada en gel de 

agarosa al 1% por electroforesis teñido con bromuro de etidio (10 mg/mL). Con el fin de 

limpiar los productos de PCR, se colocaron en un tubo 9.5 pi de PCR-ADN (80-200 ng), 1 

ul 1OX SAP, 1 .il SAP, 0.5 1.tl. exonucleasa 1. Se incubó durante 60 min a 37°C y 

Posteriormente se volvió a incubar por 30 minutos a 72°C en baño maría. Por último, se 

enfrió la muestra a 4 °C y fue almacenada a -20 oc. 

6.7.5.3 Secuenciación del ADN 

Con el fin de llevar a cabo la reacción de secuencíación, se colocaron en un tubo de 

0.2 mi: 2.5 jil de Eo-sap ADN, 2 jil de primer M 13 (1.6 pMol), 2 tl de agua, 2 pi 5X 

buffer y 1.5 .tl de Big Dye Ter,ninator Mix V3. 1. Se programó la reacción de secuencia de 

la siguiente manera: 3 minutos a 94 °C, seguido por 24 ciclos de amplificación 

(desnaturalización a 96 °C por 30 segundos, alineamiento a 50 °C por 15 segundos y 

extensión a 60 °C por 4 minutos. Se enfrió a 4 °C y se almacenó a -20 °C. A cada uno de los 

tubos de la reacción de secuencia se adicionaron: 3 pi de acetato de sodio 3M p11 4.6, 32.5 
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l de etanol al 95 0/0 y 14.5 jil de agua destilada. Se agitó en el vórtex y se incubó a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. Se centrifugó por 20 minutos a 14 000 rpm. Se 

eliminó el sobrenadante y la pastilla obtenida fue lavada con etanol al 70%, se centrifugó 

nuevamente a 14 000 rpm por 5 minutos. Por decantación, se eliminó el sobrenadante y se 

dejó secar, para posteriormente resuspender en 30 i.tl de formamida 111-Di. Se desnaturalizó 

el ADN a 96 oc por 2 minutos, e inmediatamente se colocaron los tubos en hielo y se envió 

a secuenciación.



RESULTADOS 

Durante el periodo de inclusión en el estudio (tres años), se incorporaron 62 casos y 

248 controles (53.2% hombres) al estudio, con una mediana de edad de 62 (Q1-Q3. 54-72) 

años.

7.1 Estandarización de los ensayos de laboratorio. 

La extracción de ADN de cada una de las muestras (biopsias y cepillado citológico) 

fue llevada a cabo bajo las recomendaciones del fabricante. No fue necesario ajustar ningún 

procedimiento al método sugerido. Se obtuvo el ADN de la totalidad de las muestras: 62 

biopsias de casos y sus correspondientes 124 cepillados citológicos. y 594 cepillados 

citológicos en controles (2 a 3 cepillados por control). Las muestras obtenidas fueron 

sometidas a cuantificación por medio de espectrofotometría, dividiendo el material en 

alícuotas de 50 pi. El material resultante fue almacenado,¡ -20 C. 

7.1.1. Curvas de sensibilidad de ADN 

Con el fin de lograr la óptima amplificación de las muestras, se realizaron curvas de 

sensibilidad para determinar la cantidad mínima de ADN requerida para las reacciones de 

PCR. A través de ADN extraído de células 1-leLa, y de ADN de biopsias y cepillados, se 

realizaron reacciones de PCR con diferentes concentraciones de ADN. tanto para MY09/1 1 

como para 3-globina (Figura 6). Se logró amplificar ADN de 20,000 células HeLa con 

MY09/1 1, y de 100,000 células Hela con ¡3-globina. Por otro lado, pudimos determinar que 

con 5 il. de ADN (100 ng/ j.tI.) se obtenía la óptima amplificación de los productos, tanto en 

biopsia como en cepillado.
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Figura 6. Curvas de sensibilidad de AUN. Se muestra el grado de amplificación obtenido 
con diferentes concentraciones de ADN: MP Marcador de peso, 1) HeLa lx 10 6, MY09/1 1, 2) 

HeLa 1x106, -globina, 3) HeLa 2x10 6, MY09/1 1, 4) HeLa 2x10 6, 3-gIobina, 5) HeLa lxl0, 

MY09/I 1,6) HeLa 1x10 5, 3-globina, 7) HcLa 100,000 MY09/1 1,8) HeLa 100,000 -globina. 
9) licLa 20,000 MY09!I 1, 10) 1-leLa 20.00{) )-globina. 

7.1.2 Curvas de sensibilidad de M902 

Adicionalmente, utilizando ADN extraído de la línea celular HeLa, se realizaron curvas 

de sensibilidad para la detección de la concentración óptima de M9Cl 2 a utilizar en cada 

juego de oligonucleótidos (Figura 7). En el primer juego de oligonucleótidos (MY09/1l), la 

amplificación óptima se obtuvo a una concentración de 1.5; para la amplificación del gen - 

globina, la concentración ideal se identificó a una concentración de 2.5 mM, y finalmente 

para amplificar GP5+/6+, la concentración adecuada fue de 3.5 mM. 

MYO9IIJ	 tjtob1Ll	 GP5+/6t 

4iOpb	

4Opb	

1 SOpb 

Figura 7. Curvas de sensibilidad de M902. Se observa la amplificación obtenida con 
diferentes concentraciones de MgO, en tres juegos de oligonucleótidos. MY09,11: 1)0.5,2) 
1.0, 3) 1.3,4)1.5, 5)2.0.6)2.5. 7) H:0; f3 —globina: 8)1.0. 9)1.5. 10) 2.0, 11)2.5, 12) H20: 
y (iP5-6+: 13) 2.0; 14) 2.5; 15) 3.0. l) 3.5. 17) 11:0.
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7.2 Amplificación del gen Vg1ohina 

Todos los fragmentos de biopsias resultaron positivos en la reacción de PCR para f3-

globina (Figura 8); sin embargo, en 12 cepillados de los casos, no se pudo amplificar el gen, 

por lo que se recurrió a la amplificación del segundo cepillado citológico, resultando 

positivas en esa ocasión. En relación a los cepillados de los controles, en el primer cepillado 

resultaron positivas 174 muestras (70.2%): en el segundo cepillado, de las 74 muestras 

analizadas, 67 amplificaron el gen (90.5%). Las siete muestras restantes, fueron sometidas a 

amplificación 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-globina en el primer cepillado. 

480 pb 

Figura 8. Amplificados del gen -globina. Amplificados de los productos de PCR 
de ADN de las muestras con los oligonucleótidos G1120/PC04. 

7.3 Amplificación del ADN-VPH 

El siguiente paso fue la identificación del ADN de VPH en las muestras, para lo cual 

se utilizó en principio MY09/1 1, un par de oligonucleátidos degenerados capaces de 

identificar la mayoría de los genotipos de VPH (Franceschi y col, 1996) (Figura 9). Por 

medio de este ensayo, pudimos identificar II muestras positivas en los casos (34.4%), y 23 

en los controles (41.8°/o) (Cuadro 3).
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Figura 9. Amplificados de MV09/'1Y1 1. Ampliticados de los productos de 
PCR en el ADN del VPH de las muestras con los oligonucleótidos MY09II 1. 

A través de la amplificación de un fragmento de 150 pb con los oligonucleótidos 

GP5—/6+, se pudieron identificar 30 muestras positivas a VPH adicionales que no habían 

amplificado el ADN viral con los oligonucleótidos MY09I11 (Figura 10). Sin embargo, 

dado que las muestras que habían amplificado ADN-VPFT con el uso de MY09/1 1 también 

resultaron positivas con el uso de GP5+/6+, la proporción real de muestras que amplificó 

este juego de oligonucleótidos es mayor (22/32, 68.7%) que la obtenida con MY0911 1 

(11/32, 34.4?/). 

Figura 10. Amplificados de CP5+/GP6+. Amplificados de los productos de PCR 
en el ADN del VPH de las muestras con los oligonucleótidos GP5+/GP6—.
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Adicionalmente. con el fin de identificar de manera específica aquellas muestras 

positivas a VPII-16, el ADN que dio un resultado positivo en los ensayos anteriormente 

descritos, fue sometido a amplificación del gen E6 de VPH-16, que amplifica un fragmento 

de 500 pb (Figura 11). 

5001*1

a'.	•_
	

(71	00	't	O 

.	ri m 

Figura 11. Amplificados de E6-VPH-16. Amplificados de los productos de 
PCR en el ADN del VPH de las muestras positivas previamente a 

MY0911 1+o GP5-16--. 

Los productos de PCR positivos a MY09!1 1 yo GP5+/6-- fueron sometidos a 

purificación, y posteriormente a secuenciación directa y comparación de la secuencia 

obtenida por medio del programa BLAST. Se obtuvieron secuencias en 70 muestras, los 

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

Las asociaciones descritas en el presente trabajo fueron obtenidas a partir del análisis 

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 

1 lospital General "Dr. Manuel Gea González") no presentaron diferencias significativas 

entre sí que ameritara el análisis individual de los grupos. 

7.4.1 Características demográficas y clínicas 

Las características demográficas 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 genero y la edad de los grupos El estado civil nivel educativo y la ocupación fueron 

similares en casos y controles (p=0.576,p=O307, y p=0.070, respectivamente). El sitio más 

afectado por CECB fue la lengua (33 casos, 53.2%), seguida por la encía (12 casos, 19.4%) 

y el piso de la boca (10 casos, 16.1%). Siete casos de CECB en paladar y mucosa bucal 

representaron el 11.3% de los casos. 

7.4.2 Consumo de tabaco y alcohol 

El Cuadro 6 muestra los patrones de consumo de tabaco y alcohol en los casos y los 

controles. La mayor proporción de individuos fumadores y bebedores se encontró en el 

grupo de casos. La mediana de edad de inicio del consumo de tabaco fue similar tanto en 

casos como en controles. Asimismo, la mediana del periodo de tiempo sin consumo de 

tabaco que refirieron los ex fumadores fue muy semejante en ambos grupos (13 {Q-Q, 9 - 

2!] añ	.	2	)-Q.	- 211	 Li	liirn dc :itiip	'u: 
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consumo de alcohol en los ex bebedores fue mayor en los controles que en los casos (15 

[Q 1 -Q ,, , 9- 171 años 'ls. 9 [Q1-Q3. 2-18] años, 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 encontró exposición simultánea a tabaco y alcohol. Doscientos 

tres individuos (65.5%) de los 310 participantes no tuvieron historia de consumo de ninguno 

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

7.4.3 Asociación del VPH con el cáncer bucal 

En el Cuadro 7 se observan la asociaciones encontradas a través de razones de momios 

crudas entre el cáncer bucal y la infección por VPH (RM= 3.41). y VPII-AR (RM= 6.2 1). 

En contraste, la presencia de VPH de bajo riesgo no se asoció con el cáncer bucal (RM 

0.83, 1)=0.747). 

En el presente estudio, se encontraron cinco tipos de VPH-AR, cuatro de los cuales 

fueron más 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-3 1 (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 (VPII-1 [3.7% 's. 16.3%], VPH-2 [3.7% Vs. 7.0%], VPII-6 [0% Y Y s. 9.3%]. y VPH-

13 [3.7% rs. 9.3%], con excepción de VPH-32, que fue más frecuentemente encontrado en 

casos (3.7%) que en controles (2.3%).
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Las razones (le momios e intervalos de confianza al 95% para aquellas variables clínicas 

que mostraron asociación significativa se observan en el Cuadro 8. La historia familiar de 

cáncer, positiva en 20 casos (32.3%) y 24 controles (9.7%), resultó ser un factor asociado 

con la presencia de cáncer bucal (RM= 4.16, IC 95%= 2.1 - S.], p<0.000). Las RM crudas 

para CECB en consumidores de tabaco y alcohol resultaron altas (7.8 y 63, 

respectivamente); adicionalmente, un riesgo incrementado se encontró al analizar el 

consumo de tabaco y alcohol. Los individuos con alto consumo de tabaco (>25 paquetes-

año) tuvieron un riesgo 27 veces mayor de presentar cáncer bucal; y los individuos con alto 

consumo de alcohol (>16 unidades de bebida-año) tuvieron razones de momios más altas 

(RM= 38.5). 

7.4.4 Análisis multivariado 

El análisis de regresión logística condicional mostró que la historia familiar de 

cáncer, el VPH y el consumo de tabaco y de alcohol son factores asociados con el CECB 

(Cuadro 9). El consumo de tabaco y alcohol mostró una interacción significativa, lo cual 

indica que el efecto del tabaco y alcohol difiere según el nivel de exposición. 

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 observó una RM 

de 3.19, comparado con la RM= 28.44 en el estrato de fumadores de <25 paquetes-año. Por 

otro lado, la infección por VPH-AR se observó asociada de manera independiente con el 

riesgo de cáncer bucal (6 veces). 

La presencia de tabaco y/o alcohol y/o VPI-l-AR frie identificada en 52 (83.9%) de los 

casos. En contraste, diez de los 62 casos de CECB (16.1%) negaron consumo de tabaco y 
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alcohol. y [lo resultaron poSitI\ os a \ 1 1 1-A R en la mucosa bucal, la edad mediana de estos 

individuos fue 67.5 (Q1-Q39 37 - 67) años, 60 1/0 correspondían al sexo femenino. 

7.4.5 Características clínicas de los casos con y sin VPH 

Cuarenta y seis casos (74.2%) se encontraban en estadios avanzados de la 

enfermedad (III y IV) 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 relación al género, la edad, el estadio clínico, el sitio anatómico 

en el que se presentó la lesión, y la historia familiar de cáncer. 

La mayor proporción de carcinomas moderadamente/mal diferenciados se encontró 

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 estad isticamente significativa (p=0.26I). 

El uso de tabaco fue mayor entre los casos que no tenían VPH-AR, aunque la 

diferencia no fue significativa (48.7% vs 26.1%, p=0.1 lO); 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 

registró consumo de tabaco o alcohol. 

La mediana del periodo de tiempo previo al diagnóstico de CECB fue similar entre 

los casos negativos y los positivos a VPI-1-AR [Q1-Q3=3-7] meses vs. 7 [QI-Q35-12 meses], 

1)=0.072). Quince de los 23 casos VPH-AR± reportaron dolor de moderado a severo 

(65.29/0). mientras que 21 de los 29 casos negativos (53.8%) eran asintomáticos o 
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presentaban dolor ligero (p=O. 146). 

La comparación de los hábitos sexuales entre los casos de acuerdo a VPI4-AR se 

muestra en el Cuadro 10. Las únicas dos variables que mostraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los casos de CB positivos y negativos a VPH-AR, 

fueron la edad de inicio de vida sexual activa (VSA) y el número de parejas sexuales totales 

(1)=0.0 19 y p0.033. respectivamente).
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7.5 Metilación de VPH-16 

En el presente estudio, el tipo viral más frecuentemente encontrado en los casos 

VPH-16, encontrándose un total de 15 muestras positivas (24.2%), por lo que el estudio de 

los patrones de metilación viral fue realizado en estas muestras. 

El ADN de las 15 muestras positivas a VPH-16 fue sometido a modificación por 

medio de bisulfito de sodio, que convierte citosinas en uracilos, sin afectar las metil-

citosinas. La subsecuente amplificación por PCR convierte las metil-citosinas en citosinas, y 

los uracilos en timinas. Los amplicones fueron donados en plásmidos de E.coli y las donas 

individuales fueron posteriormente secuenciadas (Figura 12). 

Figura 12. Cromatogramas de secuencias de la región promotora. En A. se 

observa la secuencia de la región promotora con islas CpGs sin metilación, en las 
que las citosinas fueron cambiadas por uracilo, y posteriormente por timinas. En 
B, se observa el 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 (SO	se obtuvo suficiente ADN para el análisis de 

metilación, proveniente de cuatro diferentes sitios de la boca: 7 de lengua (58.3%), 3 de 

encía (25%), una de paladar (8.3%) y una más de piso de boca (8.3%). Las características 

demográficas y clínicas de los 12 pacientes se muestran en el Cuadro 11. Se incluyeron 

muestras de 6 hombres (50%) y 6 mujeres (50%), con una mediana de edad de 56.5 (Q'-Q. 

52-65) años. No se encontró diferencia significativa en la edad respecto al género (p=0.818). 

El consumo de tabaco se presentó en 5 (41.7%) pacientes, y el de alcohol en 2 

(16.7%); en 7 individuos (58.3%) no se registró la presencia de ninguno de los dos hábitos. 

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 (III y IV) y solo dos (16.7%) se presentaron en el 

estadio 1. 

Se obtuvieron diez donas de cada biopsia. Los resultados individuales de los 

patrones de metilación en cada una de las donas de las biopsias analizadas, por región, se 

muestran en la Figura 13. Cada amplicón es una línea de segmentos horizontales, los tres 

amplicones se encuentran separados por dos barras verticales de color blanco. Se pueden 

identificar los doce carcinomas analizados (31 - B12), separadas en el interior por diez 

rectángulos, que representan las donas obtenidas en cada muestra.
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Figura 13. Metilación de islas CpGs en el VP1-1-16 proveniente de biopsias de cáncer bucal. Se observan las 19 islas incluidas en los tres segmentos analizados en 10 donas independientes derivadas de 12 muestras de cáncer bucal, lo cual resulta en 2,244 dinucleótidos CpGs analizados. 



Los rectángulos blancos representan islas CpGs desmetiladas, y los negros. aquellas 

en las que se encontró metilación. Las dos áreas grises observadas indican falta de 

información, debido a que no fue posible generar un mayor número de donas en esas 

muestras por falta de material genómico. En total, en el presente estudio se reporta el estado 

de metilación de 2244 dinucleótidos CpG en 354 amplicones. El promedio total de 

metilación encontrado fue de 29.5% (Q1-Q3. 14.4-37.8). 

7.5.1 Metilación en el gen Li y región 5' de la LCR de VPH-16 

Este amplicón incluyó 8 islas CpGs, tres en el gen LI y cinco en la región 5' de la 

LCR. En las 12 muestras analizadas, el promedio de metilación en las tres islas del gen LI 

fue de 35%. Las muestras B4, B5, Bi 1 y B12 mostraron las proporciones más altas de 

metilación en este segmento (50, 55, 58 y 65%, respectivamente), en contraste con dos 

muestras que se encontraron prácticamente desmetiladas (Bl y BIO). 

Las cinco islas CpG correspondientes al segmento LCR 5' mostraron un promedio de 

metilación de 32%, las posiciones en las que se identificó la mayor proporción del evento 

fueron 7455 y 7461, principalmente en las muestras B4 (50%), B5 (52%), BI 1(68%) y B12 

(68%). De manera similar a lo observado en el segmento LI, las muestras BI y BIO se 

encontraron libres de metilación. 

7.5.2 Metilación del enhancer y el promotor de VPH-16 

El amplicón central analizado contiene 5 islas CpGs, entre las posiciones 7535 y 

7695, sobreponiéndose al enhancer transcripcional. El promedio de metilación en este 

segmento fue de 22.1%. En esta región. solo cuatro muestras presentaron hipermetilación, 
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B9 (57%), B 1 (62%). Bit (60%) y B 1 (68%); en contraste, la mctilación encontrada en 

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

El amplicón 3' contiene 6 islas CpGs entre las posiciones genómicas 7862 y 58; en 

general, observamos un promedio de metilación de 28.8% en este segmento. En 9 de las 12 

muestras no se observó metilación o se encontraron hipometiladas (del 2% al 20% de 

rnetilación). 

Sin embargo, en tres muestras (BIO, BI 1 y B12) se identificaron las frecuencias más 

altas de metilación de todos los segmentos analizados (94%, 86% y 96%). Es importante 

destacar que la posición 7862, parte del origen de replicación del virus, se encontró casi 

totalmente desnietilada en la mayoría de las muestras, con una frecuencia total de metilación 

del 9.2%. 

7.6 Asociación entre metilación y características clínicas. 

No se encontró asociación estadísticamente significativa entre la metilación y el 

género, la edad, la localización y el estadio clínico de la lesión, probablemente por el 

reducido número de muestras incluidas en este análisis. 

Respecto al consumo de tabaco y alcohol, en 5 individuos con exposición a uno de 

ellos o a ambos presentaron una frecuencia de metilación en el enhancer menor al 50%, en 

contraste con quienes no tenían historia de su uso, en cuyo caso la proporción de metilación 

no mostró una tendencia (p=0.038). En el promotor, de manera similar a lo observado en el 

enharicer, los individuos con antecedentes de uso de tabaco y/o alcohol presentaron menores 
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frecuencias de metilación, en contraste con los sujetos sin estos hábitos, sin embargo la 

diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0.091 ). 

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

tumores bien diferenciados, en contraste con 1 (25%) de los 4 que tuvieron > 50% de 

metilación en la LCR 5 (p=0.030).
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Cuadro 3. Proporción de positividad para cada juego de oligonucicótidos. en 

32 casos y 55 controles positivos a VPH. 

Olionuc1eótidos Casos Controles 

n(%) n(%) 

MY09/MYII II	(344) 23	(41.8) 

(iP5+/GP6+ 22-	(68.7) 19	(34.5) 

E6 VPH-16 lO	(31.2) 13	(23.7)

a Once de las 22 muestras positivas a GP5+/GP6+ amplificaron ADN-VPH 
inicialmente con MY09/MYI 1.
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Cuadro 4. Proporción de tipos virales de las muestras positivas a 
ADN-VPII en 32 casos y 55 controles. 

Tipo vira¡ Casos 

n(%)

Controles 

n(%) 

VP1I-2 1	(	3.1) 3 (	5.5) 

VPH-6 4 (	7.3) 

VP!-!-!! 1	(3.1) 7 (12.7) 

VPH-13 1	(3.1) 4 (	7.3) 

VPH-16 15	(46.9) 15 (27.3) 

VPH-18 5	(15.7) 5 (	9.1) 

VP1I-31 ---	--- 2 (	3.6) 

VP1-1-32 1	(	3.1) 1 (	1.8) 

VPI1-33 2	( 6.2) 1 (	1.8) 

VPH-35 1	(	3.1) 

VPH-52 ---	--- 1 (	1.8) 

NI 5	(15.7) 12 (21.8)

NI=Secuencias no identificadas sugestivas de infección múltiple.
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Cuadro S. Distribución de las características demográficas en casos y controles. 

Casos	 Controles - 
(n62)	 •.(n=248) 

n (%)	 n (%) 

Género 

Femenino 29 (46.8) 116 (46.7) 

Masculino 33 (53.2) 132 (53.3) 

Mediana de edad (años) 62 (55-72) 59 (54-70) 

Estado civil 

('asado 35 (56.5) 152 (61.3) 

No casado 27 (43.5) 96 (38.7) 

Escolaridad 

Analfabeta 8 (12.9) 6 (	2.4) 

Primaria 25 (40.3) 118 (47.0) 

Secundaria 14 (38.7) 79 (31.5) 

Preparatoria 8 (12.9) 22 (	8.8) 

Licenciatura 7 (11.3) 26 (10.4) 

Ocupación 

Desempleado 8 (119) 22 (	8.8) 

Jubilado 5 (	8.1) 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 (	6.4) 28 (11.2)



Cuadro 6. Distribución de las características del consumo de tabaco y alcohol en los casos 

y los controles

Casos 
(n=62)

Controles 
(n=248) 

Edad de inicio tabaquismo (Md, Qj-Q) 19.5 (17-22) 19.0 (15-22) 

.\ii?,lc/o de años de consumo de tabaco (jd, Q1-Q3) 

Fumador 40.0 (35.0-46.5) 34.0 (20.049.5) 

Ex fumador 32.0 (10.0-35.0) 27.0 (15.7-39.7) 

.lños sin consumir tabaco (Md, Q1-Q3) 

Ex fumador 12(6-21) 13(9-24) 

Paquetes-año n	( % ) n	( % 
0 30	(48.4) 196	(79.0) 

1 -25 16	(25.8) 47	(19.0) 

>25 16	(25.8) 5	(	2.0) 

Edad de inicio etilismo (Md, Q,-Q) 20.0 (18.5-26.0) 20.0 (16.7-25.2) 

Años de consumo de alcohol (Md, Qj-Q) 
Bebedor 39.0 (32.541.0) 36.5 (24.745.2) 

Ex bebedor 35.0 (26.7-54.5) 30.0 (18.7-35.5) 

Años sin consumir alcohol (Md. Q'-Q 8.8 (2.2-18.2) 15.0 (8.5-17.2) 

UB-año n	(%) n	(%) 

0 41	(66.1) 218	(87.9) 

1 -16 9	(14.5) 16	(	6.5) 

> 16 12	(19.4) 14	(	5.6)

Md mediana. Q1-Q3= intervalo intercuartilar, UB=unidadcs de bebida 



Cuadro 7. Razones de momios crudas y sus intervalos de confianza al 95% para la 

infección por VPH en la mucosa bucal. 

Casos	Controles 

(n=62)	(n=248)	RM 

n (%)	n (%)	crudas 

VPH alto riesgo

Negativo 39 (62.9) 224 (90.3) 1.00 

Positivo 23 (37.1) 24 ( 9.7) 6.21 

VPH

Negativo 35 (56.5) 205 (82.7) 1.00 

Positivo 27 (43.5) 43 (17.3) 3.41 

VPIJ bajo riesgo 

Negativo 58 (93.5) 29 (92.3) 1.00 

Positivo 4 ( 6.5) 19 (	7.7) 0.83

(1C95%)	P 

(2.98 - 12.97)	0.001 

(1.89	6.15)	0.001 

(0.27 - 2.53)	0.747 

RM=Razón de momios, IC=Intervalo de confianza
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Cuadro 8. Razones de momios crudas e intervalos de confianza al 95% para 
cáncer bucal, de acuerdo a las características clínicas de los grupos. 

RM	 (IC 95%)	 P 

crudas 

Justo ria ja ni ¡liar de cáncer 

Negativo	1.00 
Positivo	4.16	(2.13 - 8.14)	0.001 

Tabaco 

No 1.00 
Fumador 7.76 (3.60— 16.72) 0.001 
Ex-fumador 2.22 (0.86 - 5.75) 0.10() 

Tabaco (paquetes-año) 

0 1.00 
<25 2.27 (1.00-5.13) 0.049 
> 25 27.07 (7.67 95.58) 0.000 

A/eolio! 

No	 1.00 
Bebe	 6.33 (2.77— 14.44) 0.001 
Bebió	2.00 (0.60-6.70) 0.259 

Alcohol (unidades de bebida-año) 

0	 1.00 
< 16	 2.11 (0.96 4.64) 0.062 
>16	 38.55 (8.65-171.50) 0.001

RMRazón de momios, IClntervalo de confianza, aRM obtenidas a través de 
regresión logística condicional.

74 



Cuadro 9. Razones de momios ajustadas para cáncer bucal obtenidas del modelo de regresión 
logística condicional. 

Variable	 RM ajustada'	(IC 95%)	P 

Historia familiar de cáncer 

No 1.00 
Si 3.61 (l.44-8.99) 0.006 

VPH-AR 

Negativo 1.00 
Positivo 5.77 (2.41 - 13.81) 0.0001 

Alcohol - tabaco (interacción)' 

Alcohol No O paquetes-año 1.00 

Alcohol Si O paquetes-año 3.19 (1.14 - 8.90) 0.027 

Alcohol No <25 paquetes-año 1.00 
Alcohol Si <25 paquetes-año 28.44 (4.08	- 198.44) 0.001 

Alcohol No O paquetes-año 1.00 
Alcohol No <25 paquetes-año 3.85 (1.24	-11.959) 0.020 

Alcohol Si O paquetes-año 1.00 

Alcohol Si <25 paquetes-año 34.29 (4.62 - 254.28) 0.01 

Alcohol No <25 paquetes-año 1.00 

Alcohol No >25 paquetes-año 2.65 (0.57 - 12.39) 0.20 

Alcohol No O paquetes-año 1.00 
Alcohol Si >25 paquetes-año 10.21 (2.48 - 42.04) 0.001 

Alcohol No O paquetes-año 1.00 
Alcohol Si <25 paquetes-año 109.45 (16.80 - 713.07) 0.0001

RM=Razón 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 regresión logística 
condicional en el modelo, bFamiliares en primera línea, 'No se estima la interacción entre 
alcohol y tabaco > 25 paquetes-año debido al reducido número de sujetos en ese estrato.
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Cuadro 10. Hábitos sexuales en pacientes con CECB de acuerdo a la presencia de VPH-AR 

VPH-AR negativo VPI-1-AR positivo 

(n=39) (n23) P 
- n (%) n 

Mediana de edad VSA (Ql-Q3) 19(17-19) 16(15 —18) 0.0192 

Mediana PS totales (Q1-Q 3 ) 3(1-4) 4(2-7) 0.0332 

PS totales categorizadas 
< 5 30 (88.2) 15 (68.2) 0.080 

4 (11.8) 7 (31.8) 

Mediana PS último año (Q1-Q3) 1(0— 1.5) 1(1-4) 0.192a 

PS totales último año categorizadas 
Ninguna 12 (36.4) 3 (14.3)

0209b 

-3 20 (60.6) 17 (81.0) 

Contacto orogenital 
Si 8 (24.2) 9 (47.4) 0126b 

No 25 (75.8) 10 (52.6) 

Número de parejas orogenitales 
Ninguna 24 (75.0) 10 (52.6)

0131b 

1 - 5 8 (25.0) 9 (19.6)

aUMannWhitney, bpmeba exacta de Fisher. VSA=Vida sexual activa, PS=Parejas sexuales, 

Q  -Q3 Intervalo intercuartilar.
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Cuadro 11. Características demográficas y clínicas de 12 pacientes con cáncer bucal 

positivo a VPH-16. 

ID Género Edad Consumo	Consumo 
de tabaco	de alcohol

Sitio Estadio 
clínico

Grado 
histológico 

BI F 52 +	- Encía IV MI) 

B2 M 62 +	- Lengua III BD 

B3 F 66 +	- Lengua III BD 

B4 M 55 ±	- Lengua IV MI) 

B5 M 71 Piso de boca IV MI) 

B6 M 31 -	- Paladar III BD 

B7 M 53 -	- Lengua III BD 

B8 F 75 -	- Encía III BD 

B9 F 59 -	- Lengua 1 BD 

BlO F 56 -	- Lengua IV BD 

BI 1 M 57 -	- Encía 1 BD 

B12 F 31 -	- Lengua III MI)

F=Femenino, M=Masculi no, MD=M oderadamente diferenciado, BDBi en diferenciado
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DISCUSIÓN 

8.1 Aspectos relacionados al método del estudio 

El diseño del presente estudio de casos y controles pareado por edad y género, fue 

seleccionado considerando que el cáncer bucal es una enfermedad con baja incidencia en 

México y de larga evolución, y tomando como 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 

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

Las consideraciones metodológicas para los estudios de casos y controles son, 

principalmente, la selección apropiada de los grupos de casos y controles, la correcta 

definición y detección de la enfermedad y exposición en estudio, y la probabilidad basa] 

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

De acuerdo a Lazcano-Ponce y col (2001), la razón de momios tiende a parecerse 

al riesgo relativo (RR) cuando los casos del estudio son incidentes y la exposición que la 

precede es de larga duración. En el presente estudio, la inclusión de casos fue llevada a 

cabo de manera consecutiva, y se incorporaron una gran proporción de los casos incidentes 

de CECB del centro de referencia oncológico. La razón de momios se aproxima al RR 

bajo dos condiciones, cuando la probabilidad condicional de la enfermedad dada la 

exposición (P enf/exp) es baja y cuando la probabilidad de la enfermedad dada la no 

exposición (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 y no expuestos), las probabilidades (no 

enf/exp) y (no enfnoexp) son cercanas a 1. 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 el fin de aumentar la eficiencia estadística y disminuir el sesgo asociado a 

factores de confusión directa, cada caso fue pareado con cuatro controles (Lazcano-Ponce 

y col. 2001), que fueron seleccionados de áreas socio-demográficas comparables a las de 

los casos, e independiente de su condición de expuestos y no expuestos. En ambos grupos 

se obtuvo un alto grado de participación, y todos los participantes (casos y controles) 

fueron examinados e interrogados por la misma persona, quien también fue la responsable 

de la recolección de las muestras. 

Considerando que la inclusión de controles hospitalarios induce el sesgo de Berkson 

(Hayden y col. 1982), se decidió incorporar un grupo control adicional, elegido de una 

comunidad cercana al hospital del que se obtuvieron los casos, y con características socio-

económicas similares tanto al grupo de casos, como al grupo control hospitalario. La 

comparación entre los controles hospitalarios y los vecindarios no arrojó discrepancias, por 

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

Dentro de las limitantes del estudio, es necesario considerar que debido a que se 

partió del efecto en busca de la posible causa, el estudio es susceptible a diferentes sesgos 

o errores de interpretación. Uno de ellos es sesgo de información, ya que la exposición 

(VPI-1, tabaco, alcohol) y las variables relacionadas (antecedentes familiares de cáncer, 

hábitos sexuales, etc.), fueron medidas después del desarrollo de la enfermedad. Sin 
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embargo, asumiendo que la exposición que precede al desarrollo del cáncer bucal es de 

larga duración, la razón de momios obtenida se considera confiable, ya que es menos 

probable que el estatus de la enfermedad pueda modificar la exposición que se está 

estudiando (Lazcano-Ponce y col. 2001). 

8.2 Procedimientos de laboratorio 

La presencia de \TPH en la mucosa bucal ha sido estimada por medio de diferentes 

técnicas, en los primeros estudios realizados, los métodos diagnósticos utilizados fueron 

southern blot. dot blot (Yeudall y Campo, 1991; Brandsma y col. 1989; Chang y col. 1989), 

hibridación in situ e inmunohistoquímica (González-Moles y col. 1994; Abdelsayed 1991; 

Syrjiinen y col, 1983). Dentro de las desventajas de estos métodos están que consumen 

mayor tiempo para su realización, requieren cantidades mayores de ADN, y tienen una 

menor sensibilidad que la técnica de PCR (Franceschi y col. 1996). 

La alta sensibilidad de la técnica de PCR para la detección de VPH ha sido 

confirmada en diferentes estudios (Ha y Califano. 2004; Guerrero y col. 1992), tanto en 

muestras cérvico-vaginales como en bucales, razón por la que se incorporó como método 

diagnóstico en el presente estudio. Mifler y White (1996) informan en un meta-análisis, que 

los índices más altos de detección viral son alcanzados con PCR (37.1%), por encima del 

Southern blot (25.2%), y de la hibridación in situ o inmunohistoquímica (25.2%). 

En la presente investigación, se incrementó la capacidad de detección viral con el uso 

de dos juegos de oligonucleótidos universales (W09111 y GP5+/6±) que amplifican 

diferentes fragmentos de la' región LI de VPH (De Roda y col, 1995; Manos y col, 1989). 
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En las muestras analizadas, los índices más altos de detección 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 MYO9/l 1. 

Los oligonucleótidos MY09 11 han mostrado ser muy útiles en otros estudios (C hang 

y col. 2003 Badaraco y col. 2000; Schwartz y col. 1998), por lo que no descartamos que la 

baja eficiencia que obtuvimos con MY09/ 11 se deba a problemas técnicos específicos, como 

la baja pureza del ADN utilizado, el muestreo inapropiado o la presencia de inhibidores de la 

PCR (Carrillo y col. 2004). La amplificación de muestras con ADN fragmentado es más 

eficiente en fragmentos pequeños que en grandes (Carrillo y col. 2004), por lo que el hecho 

de que MY09/ 11 amplifique fragmentos de 450 pb y GP5+/6± de 150 pb, pudiera explicar la 

alta eficiencia de GP5+/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 diseño de nuevos oligonucleótidos 

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 

contaminación (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 reacción para PCR fue hecha en una habitación distinta a la usada para la 

preparación del ADN. Por otro lado, las muestras fueron analizadas aleatoriamente, y de 

forma ciega a características particulares de los participantes que pudieran introducir un 

sesgo de severidad diagnóstica (ej. estatus de caso/control, datos clínicos, etc).
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8.3 Factores de riesgo para cáncer bucal 

8.3.1 Asociación del VPH y cáncer bucal 

El presente estudio de casos y controles representa la primera investigación en 

pacientes mexicanos, que demuestra una fuerte asociación entre la infección de VPH de alto 

riesgo y el cáncer 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 cáncer 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. Smith y col. (2000 y 1998) 

demostraron una asociación de VPH-AR con cáncer bucal (RM=2.6 y 3.7, respectivamente), 

después de ajustar con edad, consumo de tabaco y alcohol. En un meta-análisis que examinó 

de manera independiente 94 estudios de cáncer bucal y \PH, se informa que el VPH es 4.7 

veces más común 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 tenían 6 veces más riesgo de presentar 

cáncer bucal que los individuos sin la infección. 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 cáncer bucal (RM 

63 IC 95%. 14 -480). 

La asociación de VPH y cáncer es ma yor cuando se consideran otras localizaciones 

diferentes a la bucal; la razón de momios para VPH-AR en cáncer de orofaringe y base de 

lengua ha sido informado con un riesgo de 230 (IC 95%. 45 - 1200), por Hanson y col. 
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(2005). En contraste, un estudio reciente de cáncer orofaríngeo (D'Souza y col. 2007), la 

razón de momios para VPH-AR es de 12.3, y de 14.4 para VPH-16 en específico. 

Adicionalmente, en un estudio de casos y controles de carcinoma laríngeo, 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 mayoría de los estudios publicados 

ha sido muy variable (3.9% a 73,6%) (Herrero y col. 2003; Balaram y col. 1995). En el 

presente estudio, en 43% de las muestras de CECB se identificó VPII, similar al 42% 

encontrado en un estudio de cáncer 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 comparación 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 

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

Otros estudios han informado frecuencias cercanas a la encontrada en el presente, 

variando de 35% a 54% (Tachezy y col. 2005 C'hang 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 revisión sistemática reciente que incluyó 60 estudios de 26 

países, la prevalencia general de VPH para cáncer bucal fue de 23.5% (IC 95%, 21.9 25. l), 

aumentando para el laríngeo en 24% (IC 95%. 21.8 - 26.3) y para el orofaríngeo hasta 

35.6% (IC 95%. 32.6 - 38.7) (Kreimer y col. 2005).
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De acuerdo con Kreirner y col. (2005), la prevalencia de VPH es inversamente 

proporcional al tamaño de la muestra estudiada. Así, la prevalencia más baja de VPH en 

CECB que se ha encontrado (3.9%), proviene de un estudio multicéntrico realizado en nueve 

países, en el que se incluyeron 1600 casos y 1700 controles (Herrero y co!. 2003). Otros 

factores que influyen en las diferencias reportadas son entre otros, la localización geográfica 

de los individuos, el sitio de obtención de la muestra, la forma de recolección, el medio en el 

que se incluye la muestra. el método de purificación de ADN, y los ensayos moleculares 

utilizados para la detección del ADN vira¡ (Kreimer y col. 2005; Syrjanen y col. 2005). 

El lugar geográfico es un factor relevante en las frecuencias observadas, de esta 

manera, la prevalencia de VP!! en CECB en Asia (33%) es más alta que en Europa (16%) y 

Norteamérica (16.1%) (Kreimer y col. 2005). Por otra parte, la prevalencia de VPH para 

cáncer orofaríngeo es mayor en Norteamérica y Asia (47.0 y 46.3%, respectivamente), 

mientras que en Europa es de 28.2%. Las discrepancias geográficas identificadas pueden 

deberse a diferencias en la distribución de otros factores de riesgo que actúan como co-

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

El presente estudio incluyó únicamente lesiones consideradas dentro de la cavidad 

bucal (lCD-lO), debido a que la asociación del VP!-! con lesiones de orofaringe y laringe ha 

sido más consistente en estudios previos (Kreimcr y col. 2005, Syrjanen 2005, Tachezy y 

col. 2005). Se ha demostrado que la presencia de VPH es mayor en neoplasias de orofaringe 

(35.6%) que en las bucales o laríngeas (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 predilección 

por sitios orofaríngeos, en especial por los no queratinizados, como las amígdalas (Syrjanen 
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2005); la yuxtaposición entre el epitelio escamoso y el tejido linfático amigdalino es 

semejante a la unión escamo-columnar del cérvix y útero, sitio donde se ubican casi todos 

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

La recolección de las muestras del presente estudio fue llevada a cabo con base en 

estudios previos (Smith y col. 2004; Syrjánen y Syrjiinen, 1989), que indican que las células 

descarnadas de la mucosa permiten una adecuada amplificación de VPH-ADN. Otros 

estudios (Furrer y col. 2006; Lawton y col. 1992) coinciden en que los mayores indices de 

detección de l-IPV-ADN se logran por medio del enjuague bucal y el raspado de la mucosa. 

Se ha sugerido que la presencia de VPH aumenta progresivamente desde la capa basa¡ 

(5.8%) hasta las capas superficiales de la mucosa bucal (100%), fenómeno que explica la 

sensibilidad superior de raspados y enjuagues sobre la biopsia (Syrjánen y Syrjánen, 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 Góran-Hansson y col. (2005). El 

tipo viral más frecuente en los casos fue VPH-16 (24.2%), lo que es consistente con la 

mayoría de los reportes de cáncer bucal (Ibieta y col. 2005; Kreimer y col. 2005; Syrjnen 

2005), y confirmado en un estudio reciente de casos y controles anidado realizado en cáncer 

orofaríngeo (D'Souza y col. 2007). El VPH-16 es también el tipo viral más común en 

mujeres con CaCU, y ha sido fuente principal en el estudio del ciclo vira¡ y carcinogénesis 

de los papilomavirus (Doorbar 2004). 

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

Adams y col. 1999; Schwartz y col. 1998), el segundo tipo viral más frecuente fue el VPH-
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18. (18.5%). En contraste, estudios realizados en la India, Japón, Corea, Grecia e Italia (Shin 

y col. 2002; Badaraco y col. 2000; Aggelopoulu y col. 1999; Balaram y col. 1995) refieren 

al VPH-1 8 como ci papilomavirus más común en cáncer bucal y orofaríngeo. Aunque los 

patrones de distribución de los genotipos reflejan el origen geográfico de las muestras 

(Giovanelli y col. 2002), las similitudes genéticas entre poblaciones, como las reportadas 

entre la población 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 además por 

sitios anatómicos, ha sido encontrado con mayor frecuencia en cáncer bucal (34.5%) que en 

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

En los controles, la frecuencia del VPH-AR en la mucosa bucal fue sólo de 9.7%, 

similar a la reportada en la mayoría 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 y col. 2001; Summersgill y col. 2000; Schwartz y col. 1998; 

Smith y col, 1998). En otros estudios, la frecuencia de VPH-AR en mucosa normal ha sido 

hasta de 3611/0 (Sugiyama y col. 2003), y de 82%, cuando se analizaron todos los tipos virales 

de VPH (Terai y col. 1999). Se ha sugerido que los factores geográficos y biológicos, como 

las condiciones inmunológicas de los individuos, influyen con la presencia de VPH-AR en 

la mucosa bucal normal (Ha y Califano, 2004). La identificación de VPH en la mucosa 

bucal normal indica que su presencia no necesariamente conduce a malignidad; es necesario 

enfatizar que el cáncer es una enfermedad muitifactorial en el que diversos factores tienen 

que coincidir para el desarrollo del evento maligno (Ha y Califano, 2004).



La identificación de la asociación del VPI-1 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 C'alifano. 2004). 

8.3.2 Asociación del tabaco y el alcohol con el cáncer 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 riesgo importantes en el desarrollo de CECB. Todas las mediciones relativas al 

consumo de tabaco y alcohol estuvieron fuertemente asociadas con el riesgo de CECB; el 

que aumenta al incrementarse el grado de consumo. La interacción entre alcohol y tabaco 

encontrada, concuerda con el efecto sinérgico reportado previamente (Castellsague y col. 

2004 Johnson 2001), que actúa como un factor de riesgo para el desarrollo de los procesos 

malignos del tacto digestivo superior. 

Un hallazgo importante fue que la mayor proporción de fumadores y bebedores se 

encontró en pacientes con CECB sin VPH-AR, como se ha informado en diversos estudios 

(D'Souza y col. 2007; Smith y col. 2004 Hafkamp y col. 2003; Herrero y col. 2003; 

Klussman y col. 2001; Ritchie y col. 2003; Gillison y col. 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 

hiperqueratinización local, confiere a la mucosa un efecto protector contra 

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

observación. 

Se ha propuesto que la carcinogénesis bucal se desarrolla por dos vías diferentes, una 

asociada a los factores clásicos de oncogénesis bucal (tabaco y alcohol), y otra favorecida 

por la presencia de VPH-AR (Gillison y col. 2000; llenero y col. 2003; DSouza y col. 

2007). Nosotros observamos que en más de la mitad de los pacientes con CECB y VPI-t-AR, 

no existían antecedentes de tabaco y/o alcohol que explicaran el desarrollo de la neoplasia. 

En ellos, aun queda por determinar la contribución precisa del virus en el proceso 

carcinogénico, con lo que se podrán establecer medidas preventivas. 

Es importante destacar que en 16.1% de los individuos con cáncer bucal, no se 

identificó ninguno de los factores asociados a CB: VPH-AR, consumo de tabaco o alcohol. 

Considerando que la carcinogénesis es un proceso multifactorial de daño genético 

acumulado (Carbone y Pass, 2004), una proporción de factores indeterminados pudieran 

estar asociados como iniciadores o promotores del proceso carcinogénico. En este sentido, 

se requieren estudios que involucren mecanismos genéticos y epigenéticos que pudieran 

estar involucrados en la transformación maligna. 

8.3.3 Asociación de la historia familiar de cáncer con el cáncer bucal 

Los individuos con historia familiar de cáncer en primera línea tenían 3.6 veces más 

riesgo de tener cáncer bucal, independientemente de VPH y el consumo de tabaco y alcohol; 

sin embargo, existe controversia en el hallazgo de esta asociación (DSouza 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 cáncer bucal y orofaríngeo en individuos con 

familiares en primera línea que tenían antecedentes de cáncer bucal (RR: 3.4 - 3.79); el 

riesgo encontrado aumenta considerablemente cuando el análisis 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 cáncer bucal y orofaríngeo. Se ha propuesto que los 

factores ambientales pudieran ser responsables 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 contribución 

precisa de factores ambientales y hereditarios (Lewellyn y col. 2001). Además, la calidad de 

la información obtenida depende de la memoria de los participantes, y los casos, por su 

contexto de salud, tienen una mayor susceptibilidad al recuerdo preciso que los controles, 

por lo que es necesario considerar la posible presencia de un sesgo de memoria (Hernández-

Ávila y col. 2000). 

En este sentido, es necesario realizar estudios que además de incluir la variable como 

parte de los antecedentes familiares del paciente, incorpore la búsqueda de factores 

ambientales que pudieran estar involucrados en la carcinogénesis, así como de ensayos 

moleculares que permitan el reconocimiento de patrones genéticos que pudieran identificar 

de una manera objetiva la presencia real de esta asociación.
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8.3.4 Características clínico-patológicas y cáncer bucal 

Entre los casos positivos a VPH-AR encontramos una menor proporción de 

carcinomas bien diferenciados; no obstante, la diferencia no fue estadísticamente 

significativa, probablemente por el reducido número de casos positivos a VPH-AR en el 

estudio. Diversos trabajos han indicado que la detección de VPH se correlaciona con 

carcinomas mal diferenciados (Schwartz y col. 1998; Klussman 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, los tumores VPH— presentan una morfología basaloide, no-

queratinizante y con un inmunofenotipo distinto, como una fuerte y difusa positividad a 

anticuerpos p16 y K167, y baja positividad a p53 (El-Mofty y col. 2006; Gillison y col, 

2000).

La proporción 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 cáncer bucal es diagnosticado en etapas avanzadas de la enfermedad (estadios Hl 

y IV) (Anaya-Saavedra y col. 2007; Frías-Mendivil y col. 1997; Ramírez-Amador y col. 

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

8.3.5 Hábitos sexuales y cáncer bucal 

Diversos estudios epidemiológicos han tratado de explicar la vía de transmisión del 

virus a la mucosa bucal. La transmisión vertical durante el parto, la autoinoculación a través 

de lesiones peri-ungueales (Kashima y col. 1992), y la transmisión por fómites 

contaminados han sido mecanismos considerados (Franceschi y col. 1996); sin embargo, la



mayor parte de la información sugiere que la presencia de VPH en la mucosa bucal está 

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

En nuestros hallazgos, el número de parejas sexuales y la edad de inicio de vida 

sexual fueron variables asociadas a la presencia de VPI-l-AR en los casos (p0.033 y 

p=0.019, respectivamente). Otros autores han reportado que un alto número de parejas 

sexuales, así como el inicio temprano de vida sexual son factores de riesgo para cáncer 

bucal, después de ajustar por alcohol y tabaco (D'Souza y col. 2007; Scully y col. 2005; 

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

Aunque no encontramos una asociación significativa entre el contacto oro-genital y 

\/PH-AR, el contacto oro-genital fue más frecuente entre los casos positivos a VPH-AR. Se 

ha descrito que los individuos con historia de contacto oro-genital tienen un riesgo 

aumentado de tener cáncer bucal y orofaríngeo positivo a VPH-AR (0R4.4, 95%1C1.5-

12.7), después de ajustar por género, localización de la neoplasia y consumo de tabaco 

(Ritchie y col. 2003). 

Una limitación potencial en el estudio es la posible subestimación de los hallazgos 

acerca de la conducta sexual. Aunque el cuestionario fue llenado con absoluta 

confidencial ¡dad, y que se obtuvo un alto índice de respuesta, es necesario considerar que 

debido a la naturaleza íntima de las preguntas, y la edad de los participantes. la  validez de 

estos resultados es limitada.
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8.4 Patrones de metilación en VPH-16 de CECB 

El presente estudio, representa el primer análisis de los patrones de metilación de 

algunas de las regiones más importantes del VPH-16 en CECB (parte del gen Ll, la LCR, el 

promotor y el enhancer vira¡). En esta investigación se consideró un segmento de 913 pares 

de bases del genoma vira], que incluye un total de 2,244 sitios. Los datos obtenidos 

confirman que el ADN del VPH-16 asociado a cáncer bucal, al igual que lo informado 

previamente en neoplasias ano-genitales (Kalantari y col, 2004; Turan y col, 2006), está 

afectado por la metilación. 

8.4.1 Metilación en LI de \PH16 

En las tres islas CpGs analizadas en la región Ll, encontramos una frecuencia 

general de metilación (34%) muy similar a la reportada en CaCU (43 a 54%) (Kalantari y 

col, 2004). En cuatro de las 12 muestras analizadas (33.3%), el promedio de metilación 

encontrado fue de 57% (50 a 65%), una frecuencia que excede a lo reportado previamente 

para CaCU (Turán y col. 2006; Kalantari y col, 2004). 

La región LI ha sido encontrada hipometilada en infecciones asintomáticas y 

lesiones precursoras de cérvix, e hipermetilada (de 2 a 4 veces más) en CaCU (Kalantari y 

col. 2004). Estas observaciones sugieren que la metilación de Li puede ser un biomarcador 

de la progresión carcinogénica (Turán y col. 2006). Adicionalmente, la hipermetilación de 

Li en VPH-18 se ha asociado a integración genómica, y como consecuencia, con 

predisposición a la transformación maligna (Turán y col. 2006)
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En lesiones malignas. LI no se transcribe después de la recombinación, 

localizándose por arriba de los elementos regulatorios de la transcripción viral; sin embargo, 

debido a que la LCR tampoco se transcribe, se ha propuesto que el estado de hipometilación 

se mantiene por medio de la interacción de factores de transcripción (Turán y col. 2006). 

8.4.2 Metilación en LCR de VPH-16 

La LCR de los papilomavirus es un segmento genómico que contiene un gran 

número de elementos cis que gobiernan la expresión génica y la replicación del virus, 

específicamente en dos sitios E2, que son importantes para la regulación de E6 y E7 (Gloss 

y Bernard, 1990). Esta región contiene varios motivos reguladores de la transcripción, como 

los de la familia AP-I, YY1. y SP1, así como el origen de lareplicación. 

La frecuencia general de metilación 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 número de 

muestras analizadas (12), no encontramos diferencias entre el tipo histológico y el grado de 

metilación en este sitio. 

La hipometilación del genoma viral en células bien diferenciadas puede favorecer la 

acetilación, y como consecuencia, una cromatina más abierta, lo que conduce a transcripción 

y quizá, a replicación de ADN (Kim y col. 2003). Así, la hipometilación de la LCR puede 

contribuir a la transcripción y amplificación de ADN viral.
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8.4.3 Metilación en el enhancer de VPH-16. 

Aunque el enhancer se encontró casi totalmente desmetilado en 8 de las 12 muestras 

(66.7%), en las cuatro muestras restantes la frecuencia de metilación fue muy alta (76%), 

variando de 66 a 90%. En la línea celular CasKi, múltiples genomas de VPH-16 se 

encuentran transcripcionalmente inactivos, y un pequeño porcentaje presenta metilación en 

el enhancer (List y col. 1994). 

El enhancer de VPH-16 regula la expresión de los oncogenes E6 y E7, por lo que las 

frecuencias de metilación encontradas en esta región sugieren que la metilación puede ser un 

indicador de progresión carcinogénica en el cáncer de la mucosa bucal, de manera similar a 

las neoplasias ano-genitales. 

Se ha demostrado que en lesiones pre-cancerosas y cancerosas. la  región del 

enhancer y el 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 

línea celular SiHa, que tiene solo una copia de VPH-16 transcripciona¡mente activa. Sin 

embargo, el genoma del VPH-16 en muchos de los CaCU estudiados previamente se ha 

encontrado metilado (debido posiblemente a la disposición de los tándems y a 

recombinación cromosomal), y como consecuencia, inactivo transcripcionalmente, por lo 

que su expresión oncogénica continúa a partir de una copia activa (Badal y col. 2003; 

13hattacharjee y col. 2006).
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8.4.4 Metilación en el promotor de VPH-16 

La metilación del promotor de VPH-16 había sido informada previamente en 

tumores anales y de cuello uterino (Wiley y col. 2005; Kalantari y col. 2004), pero no en 

pacientes con cáncer bucal. El presente estudio demuestra hipermetilación aberrante en 

muestras bucales de pacientes positivos a VPH-16. La frecuencia de metilación 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 patrón muy similar al informado en 

lesiones de alto grado y carcinomas ano-genitales. 

A pesar de la hipermetilación observada en la región promotora de dichas muestras, 

llama la atención que la posición 7862 se encontró 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 y col. 2005). La isla CpG que se encuentra en la 

posición 7862 es parte del sitio de unión de E2 en el origen de replicación; las otras 5 islas 

que se encuentran entre las posiciones 3 1 a 58 del genoma son parte de los sitios de unión de 

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

Se ha sugerido que la metilación del promotor favorece la carcinogénesis, debido a que 

impide que la proteína E2 se una al sitio y reprima a E6, con lo cual se asegura la continua 

expresión ongogénica viral, aun en lesiones que no han perdido E2 como consecuencia de 

interrupción genómica (Turán y col. 2006).
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Los niveles de metilación en los segmentos analizados son similares o más altos que los 

reportados previamente en CaCU y anal (Turán y col. 2006; Kalantari y col. 2004; Wiley y 

col. 2005), lo cual sugiere que el VPH en la mucosa bucal presenta un carácter oncogénico 

similar al descrito en cérvix; sin embargo, conclusiones más definitivas acerca del rol de la 

metilación del ADN-VPH solo podrán alcanzarse a través de estudios con un mayor número 

de muestras, y que incorporen individuos sin cáncer bucal, que permitan una adecuada 

comparación.
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CONCLUSIONES 

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

1. La asociación entre VPI-I-AR y el cáncer bucal encontrada, independientemente del 

uso de tabaco y alcohol, sugiere que los papilomavirus de alto riesgo juegan un papel 

importante en la carcinogénesis bucal. 

2. La fuerte asociación entre el consumo de tabaco y alcohol y su interacción con el 

cáncer bucal, confirman resultados de estudios previos. 

3. La presencia de cáncer bucal está posiblemente asociada con historia familiar de 

cáncer en primera línea en el grupo de estudio. 

4. El número de parejas sexuales y el inicio temprano de vida sexual activa son variables 

asociadas con la presencia de VPH en los casos de cáncer bucal. 

5. Las alteraciones epigenéticas identificadas en el genoma de VPI-1-16 son una 

característica de los procesos carcinogénicos, lo que sugiere una asociación causal del 

virus en la carcinogénesis de la mucosa bucal en los pacientes infectados con este tipo 

de VPH. 

6. Los cambios epigenéticos encontrados en el genoma de VPI-t-16 son similares a los 

encontrados en VPH-l6 de neoplasias de mucosa de cuello uterino y anal
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PERSPECTIVAS 

1. La fuerte asociación entre VPH-AR y cáncer 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, así como su expresión, son factores que requieren ser analizados con 

detalle en estudios subsecuentes. La identificación de VPIl-AR en mucosa bucal normal 

permitirá identificar individuos con alto riesgo de desarrollar CB, y en aquellos con 

lesiones pre-malignas, sugerirá un seguimiento más cercano y el establecimiento de 

medidas de intervención más tempranas. 

2. El cepillado citológico es una herramienta útil en la realización de ensayos moleculares 

que requieren obtención 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 

oligonucleótidos específicos, de tipos de alto riesgo. Este sistema puede ser incorporado 

como mecanismo auxiliar para el establecimiento de planes de diagnóstico y tratamiento 

en individuos con alto riesgo de CB. 

3. Debido a que en 16.1% de los casos no se registró historia de tabaco y alcohol, ni 

presencia de VPH en la mucosa bucal, es necesario considerar que ciertos factores no 

identificados pudieran estar asociados al cáncer bucal. En este sentido, la realización de 

estudios que involucren mecanismos genéticos y epigenéticos que pudieran estar 

involucrados en el proceso de transformación maligna son importantes. 

4. La mayor proporción de casos de CB positivos a VPH se encontró entre los pacientes no 

fumadores, sin embargo, debido al tamaño reducido de la muestra analizada, no fue 

posible identificar alguna asociación. Aunque se han sugerido el posible efecto protector 

del tabaco contra la infección vira¡ en la mucosa bucal, se requieren estudios que 
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caractericen de manera adecuada las dos vías sugeridas en la generación del cáncer bucal. 

El conocimiento de la historia natural de la infección por VPH en la mucosa bucal solo 

podrá 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 aquellos que desarrollen 

lesiones premalignas y malignas. 

5. La reciente incorporación de la vacuna tetravalente contra VPH en la población, y los 

anticuerpos producidos en los individuos inmunizados probablemente tendrá 

repercusiones en la prevalencia de VPH-AR en la mucosa bucal. La frecuencia de casos 

de cáncer bucal y orofaríngeo positivos a VPH-AR pudiera disminuir en las siguientes 

décadas como resultado de dicha inmunización. 

6. Como ha sido descrito, el uso de tabaco y alcohol, así como la interacción entre ambos, 

son factores fuertemente asociados con la presencia de cáncer bucal y orofaríngeo. En el 

presente estudio se identificó además, que la dosis acumulativa del consumo de uno o 

ambos hábitos incrementa de manera significativa 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 cálculo de las 

unidades consumidas, la medición de cotinina y otros biomarcadores plasmáticos 

pudieran ser de utilidad en la caracterización no solo de exposición directa a tabaco y 

alcohol, sino también a su papel como carcinógeno ambiental, específicamente en el caso 

del tabaco. 

7. A pesar de que se identificó la asociación entre la historia familiar de cáncer (en primera 

línea) y el CB, es necesario considerar los sesgos a los que se enfrenta un estudio en el 

que se tiene que recurrir al recuerdo, y en el que la sola condición de casos puede generar 

una respuesta distinta a la de sus contrapartes sanos. En este sentido, la incorporación de 
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herramientas moleculares que permitan identificar patrones genéticos específicos, será de 

utilidad en la determinación del componente familiar de esta neoplasia maligna. 

S. En los casos positivos a VPH se identificó un inicio temprano de vida sexual y un mayor 

número de parejas sexuales, lo que sugiere que la presencia de VPH en la mucosa bucal 

está relacionada con los hábitos sexuales y que probablemente, el contacto oro-genital 

pudiera actuar como vía de transmisión del virus. La realización de estudios que 

incorporen, además de cepillado de la mucosa bucal, muestras de la zona genital (cérvico-

va ginal, uretral, peneana o testicular) permitirá establecer con mayor exactitud esta 

asociación. 

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 cáncer bucal pudiera ser semejante al estudiado en CaCU y carcinoma anal, sitios en 

los que la integración 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 integración vira], lo cual hubiera permitido conocer de manera 

precisa el estado fisico del virus y su relación con la metilación y el CB. En futuros 

estudios, esta variable deberá ser considerada detalladamente. 

11. La determinación del estado de metilación del CB tiene un gran potencial en la detección 

temprana, monitoreo y tratamiento del CB. La creación de paneles de genes metilados en 

CB pudiera ser una herramienta importante en la identificación de pacientes con riesgo 

alto de desarrollar la neoplasia, con repercusiones en el diagnóstico oportuno y 

tratamiento precoz.
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12. El conocimiento generado por estudios futuros que incluyan la determinación de 

metilación en genes asociados a CB, junto con los hallazgos sobre la metilación de VPH-

16 en CB del presente estudio, podrá ser de utilidad en la incorporación de agentes 

desmetilantes en el tratamiento de CB, o en el establecimiento de márgenes quirúrgicos 

en neoplasias malignas de la mucosa bucal.
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garautrizado que toda le infonnac2ón que se obenga con este estudio. seda cori fidemirial y se	Nombre y frenas del médico 

consignará en el expediente correspondiente No seré identificado en ninguna publicación o 
pcesenratcuon que provenga de este estudio. 

—	 ACEPTO LIBREMENTE TOMAR PARTE EN ESTE ESTUDIO, SE QUE PUEDO	
N.tritru' turmt. del 

NEGARME APARTICIPAR EN EL O SUSPENDER MI PARTICIPACION EN EL 
MOMENTO QUE LO DEC IDA. EN CASO DE QUE LO HAGA. LA ATENCIÓN 
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Anexo 3. Cuestionario sobre hábitos sexuales 

Usted es: 
• Casado	(	)	• Soltero	(	)	• Separado 

• Unión libre	(	)	• Divorciado	(	)	'Viudo 

tA que edad tuvo su primera relación sexual?  

- ¿Con cuantas personas ha tenido relaciones sexuales en toda su vida?____________ 

- En el último año,	con cuantas personas ha tenido relaciones sexuales?___________ 

Usted prefiere tener relaciones sexuales con: 

-	Personas del sexo opuesto (Heterosexual) 

-	Personas de su mismo sexo (Homosexual) 

-	Personas del sexo opuesto y de su mismo sexo (Bisexual)  

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

-	Contacto oro-genital	(boca - 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 pareja	SI(	)	NO (	)	Número de parejas: 

2. La boca de su pareja con sus genitales	SI(	)	NO (	)	NCrnero de parejas: 

¿Cuándo tiene relaciones sexuales, usted o su pareja usan condón (preservativo)? 

•	Siempre (	)	 •	Casi siempre	(	)	• No recuerda	( 

•	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 ( 
No sabe (	)	 No sabe (	)	 No sabe ( - 

¿Su pareja (o parejas) tiene o tuvo alguna de estas enfermedades? 

1 Herpes genital o anal	2. Condilonias	3. Virus papiloma humano (VPH) 

Si(	)	 Si(	)	 Si(	) 
No(	)	 No(	)	 No( 

No sabe ( )	 No sabe ( )	 No sabe

121 



1.	topoi íi.ii ctr .'AMI— ONi 

.l	ntntl 04, :lrr	e 't1-'c rl i!lL i nIe 'rtn rrrcñe 

1bul pto 

It Iii	l*iiiI 415,e 'r	 t1 1nq &k	ilbr	1 Mi	Lii Im1ir iIS 

pcuii.ai.bt dri saco lçcirJ ' lcv.I3iuuf	..i lmirii 1aa&i	 3 bes írip..lz,,


deJb

bcai poi e 

ire h lín•A ri	t ir, jn# jmi%ern!rJ rn	priri1I 

i cm de k mmDw bv.ciil 

).1CL. liucil 11cTtlLl	Liitii Ui 

PiLle ILIErrALI ik- 1..n :iiiL	l;iruitli' put kr . io buc3ei m iirr)X C :..LtcliL'( 

ioette por l sm:O 17 tbii1. 

-nul.i 131A111 iL.pn ti 

.iirrirt d ojim Nwk' -:	i 1inr rt	1	,co, tn1ril cr l


Lco'a 

>=a triar r.1ii ec•r	erlc el po s.' tivrcL.r nrerirr	rii:iab ptiie*mc.i 

pu: 121 unic.	ii piJa Jar b1i1D. 

5 1.a4k bLaib 
Xr— i 1¡rmtn-íA m4i va psiir iterir' p.c tu ur..lrwi r1la.r ilnrc i	i pl!rt "W--- wn 

c;jIo pl1iLç ri	oLç. i.jgdeIi.oi	iv(lQ Lii &utr. 

tl 

'Lqidz nk,cfr :ocri.; poç detsi ¿e Ls xlu s4hxriDre y ddatc	1: l., f4uct 

.\reii Iecl1Iipu ir ii a V	y ene lo. &-, -3tlai-,-5 rttenorc' 

9 Tcici; iaei lintuul 
.rei ttir.uiii pof.ler.XL aLi )1413 de	lr:un, iirnict aIza	i	uuc tiiaua'l ' a

lc, liieri; rcr let bcrc1e krra1 1wii1i 

Puttiói1ate-'ua 

rcnai )i ji	1QXftdaItleflTe d- 1 cm. chicto 011 V. ute mí  ic-joq 

Ii. Baje 3a:rt1c'i drechza e 

,\r-i rc :gkir cLie ccrjaeiinii po-J-lux i Ir pi.an de la lrnia. e 

cthj& hL eer reo il borde .loCç%I y vftlxral e la.

12. 'çdcie r::trr1 d- la 
cie LaLtaor & '.a 1etzia, ksmia&i latez ncnre po km ,rei e 

mfrjacrmrine por el pts. le la I:a. 

13. Jiso C.0 boca 
LLJu :u'o rt)Çe ecí.cattz:k en el fieiiuflolmeu1y 

fcritn4a por un Yi cinprendiip ça h h:ea mrrgiui. t Tade las 07tas C1 
c!r4ac 

14.rxci:c L.guL 
Bn4a c•Lr:i.a & tejdzi blick loca.ida en . Lieanci. y que uLe alai 
«k Ir 1aiiia	dpi ci: In 

15.ticin li1'c 
Parte cçcnaria no .rceiart jue -x u. dit u	de	y fcs 

16.Eaaciu z JL-n¿-A 
L:ni ruca pa la utoti 1111 ::cinnlzraL N pi- Li lÉnji del 'urca einiai he—

. Piacec aKeo.r ipeior e inleti .ur

ti

t-) 
NJ



TRABAJOS PRESENTADOS EN CONGRESOS. 

Ramírez-Amador V, Irigoyen-Camacho E, Anaya-Saavedra G, García-Cuellar C, 

García-Carranca A. Factores de riesgo asociados al cáncer bucal en pacientes 

mexicanos sin consumo de tabaco y alcohol. VII Reunión de la Academia de patología 

y Medicina Bucal y IX Congreso de la SEMO. Barcelona, España, 11-15 octubre de 

2007. 

Anaya-Saavedra Gi, Ramírez-Amador V, Irigoyen-Camacho E, García-Cuchar C, 

García-Carranca A. High risk HPV infection is associated with oral squamous cdl 

carcinoma in Mexican patients: a case-control study. l World Congress of the 

International Academy of Oral Oncology, Amsterdam, The Netherlands, 17-20 mayo 

2007. 

Ramírez-Amador y, Anaya-Saavedra G, Irigoyen -Ca macho E, Zepeda-Zepeda MA. 

Trends in oral and oropharyngeal cancer mortality rates in Mexico, 1979-2003. 1 

World Congress of the International Academy of Oral Oncology, Amsterdam, The 

Netherlands, 17-20 mayo 2007. 

Adriana Balderas-Loaeza, Velia Ramírez-Amador, Gabriela Anaya-Saavedra, Mina 

Kalantari, Itzel Calleja-Macias, Hans-Ulrich Bernard, Ma. Esther Irigoyen-Camacho, 

Miriam Guido-Jimenez, Alejandro García-Carrancá. Methy lation patterns of the Long 

Control Region (LCR) of HPV-16 support a causal association of the virus with 

oral cancer. 1 World Congress of the International Academy of Oral Oncology, 

Amsterdam, The Netherlands, 17-20 mayo 2007. 

Balderas-Loaeza A, Anaya-Saavedra G, Guido-Jiménez M, Méndez-Martínez R, 

Ramírez y. Irigoyen E, Kalantari M, Bernard HU, García-Carrancá A. Los patrones de 

metilación de ADN en el VPH-16 sugieren una asociación causal del virus con el 

desarrollo de carcinoma de células escamosas de la cavidad oral. P Reunión 

Internacional de la Sociedad Mexicana del Virus del Papiloma A.C., Ciudad de México, 

3-4 noviembre de 2006.

123



Anaya-Saavedra G, Ramírez-Amador V. Irigoyen-Camacho E, García-Cuchar C, 

Balderas-Loaeza A, Rivera-Macías S, García-Carrancá A. Infección por el Virus del 

Papiloma Humano como factor de riesgo para el desarrollo de cáncer bucal. XIV 

Encuentro Nacional y V Iberoamericano de Investigación en Odontología. Veracruz, 

Ver., 18-20 octubre 2006. Trabajo que obtuvo el Segundo Lugar. 

Anaya-Saavedra G, Ramírez-Amador y, Irigoyen-Camacho E, García-Cuchar C, 

Méndez-Martínez R, Guido-Jiménez M, Luna-Ortiz K, Mosqueda-Taylor A, Hernández-

Rodríguez P, García-Carrancá A. Infección por VPH-16 y 18 y su asociación con otros 

factores de riesgo para cáncer bucal en México. Congreso de la Academia 

Iberoamericana de Patología y Medicina Bucal. Guadalajara, Jalisco, 26 al 28 de 

septiembre de 2005. 

Anaya-Saavedra G, Ramírez-Amador V, Irigoyen -Cama cho E, García-Cuchar C, Guido-

Jimenez M, Mosqueda-Taylor A, García-Carrancá A. Oral HPV infection in normal 

and oral squamous ccli carcinoma affected tissues: Prehiminary findings. 22 

International Papihlomavirus Conference and Chinical Workshop 2005. Vancouver, 

Canadá, 30 de abril al 6 de mayo de 2005. 

Anaya-Saavedra G, Ramírez-Amador V, Irigoyen-Camacho E, García-Cuchar C, Guido-

Jiménez M, Mosqueda-Taylor A, Luna OK, García-Carrancá A. HPV infection in 

individuals with and without oral squamous cdl carcinoma in Mexico. 10t1 

International Congress on Oral Cancer. Creta, Grecia, 19 al 24 de abril de 2005.

124



PUBLICACIONES 

1. Anaya- Saavedra (i, Ramírez-Amador V, Irigoyen -Ca macho ME, García-Cuchar C. 

Guido-Jiménez M, Méndez-Martínez R, García-Carrancá A. High association of 

Human Papillomavirus infection with oral cancer: a case control study in Mexico 

City. Arch Med Res (aceptado, agosto de 2007). 

2. Anaya-Saavedra G, Ramírez-Amador V. Irigoyen-Camacho ME, Zepeda-Franco M. 

Trends in oral and oropharyngeal cancer rates in Mexico, 1979-2003. J Oral Pathol 

Mcd 2007 (aceptado, mayo de 2007). 

3. Balderas-Loaeza A. Anaya-Saavedra G, Ramírez-Amador V, Guido-Jiménez M, 

Kalantan M Calleja Macias 1, Bernard HU, García-Carranca A Human	C' 

papillomavirus-16 DNA methylation patterns support a causal association of the 

virus with oral squamous cdl carcinomas. mt J Cancer 2007;120:2165-9.

--

4. Anaya-Saavedra IG. Rol de los papilomavirus en la carcinogénesis oral. En: 

Mosqueda-Taylor A. (Ed). Tópicos Selectos de Oncología Bucal. Clínicas 

Oncológicas de Iberoamérica México: Ed. lntersistemas. 2007 (en prensa).

125



Original article 

High association of Human Papillomavirus infection with oral cancer: a case control study in 

Mexico City. 

Gabriela Anaya-Saavedra,' Velia Ramírez-Amador,' Ma. Esther Irigoyen-Camacho,' Claudia 

Ma. García-Cuellar, 2 Miriam Guido-Jiménez, 3 Rocío Méndez-Martínez,2 Alejandro García-

Carranca, 

'Universidad Autónoma Metropolitana; 2lnstituto Nacional de Cancerología; 3 lnstituto de 

Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México. 

Corresponding author: 
Velia Ramírez-Amador. 
Camino Sta. Teresa 277-9. Col. Parques del Pedregal 

Mexico D.F. 14010 
Phone: (5255) 5606-1781, fax: (5255) 5483-7206 

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 brushing 
was purified to amplify HPV-DNA through MY09/MYI 1 and GP5+/GP6+ primers, and 
subsequently subjected to sequencing. Conditional regression modeis were built to calculate 

odds ratios (ORs) and 95% confidence intervais (CI). 

Results. Sixty-two cases and 248 controls (53.2% males), median age 62 (Q1-Q3=54-72) 

years, were included. HPV prevalence vas 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 vas associated with OSCC (OR=6.2;95% 
CI:2.98-12.97) controlling for most common risk factors; an interaction between smoking and 
drinking was detected, and family history of cancer vas 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 andp0.033, respectively). 

Conclusions: 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 alcohol 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 
sauamous celi 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 cornrnon 
high risk HPV (HR-HPV) types found in cervical cancer, HPV-16 and 18, have also been identified 

in 1-INC (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 celis, or 
mouth wash) (11), 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 1-INC 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 Cancerología (INCan), 

showed that 42% of oral cancer cases were HP\T 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 airn 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 
Cancerología (INCan), Hospital General "Dr. Manuel Gea González", and Clínica Estomatológica 
"Rafael Lozano" of the Universidad Autónoma 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). 

Su bj ects. 
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 oí' 

mouth, palate, buccal mucosa, and retromolar area (lCD- 10 COI-06) and excluded lips cancer and 
malignant tumours of major salivary glands, nasopharynx, oropharynx and larynx (lCD-lO 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. 

Controis. 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 González" and the Clínica Estomatológica "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. Exciusion criteria included mental illness that impaired the adequate consent 
process, personal history of any type of cancer, history or presence of prema1ignart or malignant oral 
Iesions, a diagnosis associated with the exposure of interest. or subjects who refused to participate in 

the study (1.6%). Overali, 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 controis were interviewed by the sarne 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, current and former smoker. Never 
smokers were iridividuals 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 36515 x years of smoking). The



srnokers were classified in three categories according to their accumulate tobacco consumption: 0, 

<25, and >25 pack-years. 

Alcohol exposure was quantified in terrns of drink units (DU) per week; one DU corresponded to a 
glass of wine (125 mi), a bottle of beer (330 mi), or a glass of tequila or hard liquor (30 ml). Current 
drinkers were defined as those subjects who have drunk at iea.st 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 drinkers 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 
¡¡fe time number of sexual partners, age at first intercourse, oral-genital contact and number of oral-
genital partners. Six cases (9.7%) and 17 controis (7.3%) refused to respond the questionnaire. 

Oral sam pies. 
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, USA) 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 Purification kit, Promega, Inc., Madison, WI) and 17.5 Vtl of 

proteinase K (20 mg/mi), 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 cehl une (positive controls). Al! 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 quahity of human genomic DNA was verified in all clinical samples by 
amplification of a 268 bp fragment of the f3-globin gene by using the primers PC04 (5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3') and GH20 (5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3') (18). For 
the detection of HPV we used the general degcnerate consensus prirners MY09 (CGT CCM ARR



GGA WAC TGA TC), and MY1 1 (GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG; the degenerate base code 
vas: 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 HPVs were used (20). PCR conditions included, preheating for 5 min at 94 oc followed by 40 
cycles of 20 s at 94 °C, 20 s at 39 °C (GP5+/GP6+) or 55°C (MY09/MY1 1; Glob-F/Glob-R) and 40 s 

at 72 °c, and a final extension of 5 min at 72 T. PCR was performed in a final volume of 20 gil, 

which consisted of 3 pi extracted DNA as a template (100 ng), 2 ji! 1 Ox PCR buffer, 1 U Taq 

polymerase (Applied Biosystems), 10 pmol each primer and 0.2 mM dNTPs. A 1.5 MM MgCl2 
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 pl 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 
(\íasterc3'cler'' gradiení, Eppendor/) using the BigDye® 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 Systeni (Applied-

Biosystems). The obtained sequence vas 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 controis were summarized 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 modeis. The category 
of independent variable with assuming minimal level of risk of oral cancer was taken as reference. A 

two-sidedp value less than 0.05 vas considered significant. 

To examine independence of the effects, multivariate Iogistic 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 vas used to build a final model with a significant level 
>=0. 1 for removal and a significance leve] <0.05 for re-entry into the model. Biologically meaningful 
intprrtien hptwpen flCC nnri rkV frtnrç were nkn qçpççp frr in'1i,rn in tbe nierlek The 

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 (Q1-Q3, 54-72) years. The distribution of cancer cases and controis 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 

education (p=0.307) nor occupation (p=0.195). The most frequently affected OSCC site was the 

tongue in 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 (il.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 vas 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%] controis). 

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 controis. 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 controis 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 controis (2.3%). 

As shown in Table 3, an association between oral cancer with overali HPV (0R3.41) and HR-HPV 
types (OR=6.2 1) 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 vas 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 (0R2.65) compared with 
the odds of the strata of drinkers (OR= 34.29). Also, high risk HPV was independently associated 

with OSCC roughlv a 6-foid increased odds ratio (Tab!e 4). The presence of tobacco, alcohol and/or 
HR-HPV infection was identified in 52 (83.9%) of alI 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-Q. 37-67) years, 6 (60%) were fernales.



Forty-six cases (74.2%) were in advanced stages of the disease (III and IV) 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 S. 
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 I-IR-HPV infection had increased odds ratio (6-foid) 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 celi 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 sorne 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), ve 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 majority of oral 

cancer reports (12,13), and followed by HPV-18 (18.5%), which was the second most cornmon 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 (0R3.0) of HPV 
irifection 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-foid 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 times), 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, particuiarly HPV-16, with HPV-DNA positive 
1-INC 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 Li region and part of the LCR of HPV-16 associated to OSCC, recently found by our group, 
ç ii cj ieçt tht ¡4PV.1 ( pencmes are chromosomallv integrated in oral ma1inancies and it affects the 

host celis in a similar manner as in anogenital malignancies (34). 

In the present study, the frequency of oral HR-HPV infection arnong controis was low (9.7%), 
rom 0.6 to 11.1% consistent with rnost reports that have found a HR-HPV frequency that vares f 



(8,22,30,35-40). Nevertheless, the frequency of HR-FIPV in normal mucosa has been reported as 
high as 36% (25), and 81.1%, when al! HPV types have been analyzed (41). The detection of HPV in 

normal oral mucosa wou!d suggest that not al! 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 ah 

upper aero digestive tract malignancies (1,42). 

In addition, in the present study, the highest percentage of smokers and drinkers vas found iii the 
UPV negative 1-INC 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 is not clear, and more studies are needed in this area. 

Two separate pathways of Fll'TSCC 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 haif of the HR-HPV positive OSCC cases (56%), there was a negative history of tobacco 
or alcohol 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 controis (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 significantl y associated with the presence of HR-HPV infection 

(p=0.033 and p=O.Ol 9, 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. afler adjusting for alcohol and tobacco exposure (45,8,53). Nevertheless, a potential 

lirnitation 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 andlor 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 controis. Each case had four matched controis, 
and both groups of individuals carne from comparable socio-demographic areas; also, a high 
participation rate was reached in both groups. In addition, all patients and controis were examined 
and interviewed by the same person, who was responsible for the collection of the laboratory 

samp les. 

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/o in cases and 8.4% in controis) which 
resulted negative with the only use of MY09/1 1. 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 F1RHP\ T 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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Tabfe 1. Distribution of demographíc characteristics among cases and controis 

Cases Controis 
(n=62) (n248) 
n	(%) n	(%) 

Marital status 
U 

Married	 35	(56.5) 152	(61.3) 
Not married	 27	(43.5) 96	(38.7) 

Schooling a 

<9 years 47 (75.8) 200 (80.6) 

> 9 years 15 (24.2) 48 (19.4) 

Occupation a 

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 ( 4.8) 30 (12.1) 

Farmers and craftsmen 3 ( 4.8) 15 ( 6.0) 

Elementary occupations 1 (1.6) 12 ( 4.8)

Qp>Q,05



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

Cases 
(n=62) 
n	((y0)

Controis 
(n248) 

n	(%)

Crude 
OR (95% CI) P 

Fa¡ Pi ¡liar 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) 0.0001 

Toi acco consumption 

Never 30 (48.4) 196 (79.0) 1.00 
Current 25 (40.3) 28 (11.3) 7.76 (3.60- 16.72) 0.0001 
Former 7 (11.3) 24 ( 9.7) 2.22 (0.86-5.75) 0.100 

l'oi 'acco consumplion ('pack-years) 

None 30 (48.4) 196 (79.0) 1.00 
<25 16 (25.8) 47 (19.0) 2.27 (1.01 -5.13) 0.049 
>25 16 (25.8) 5 ( 2.0) 27.07 (7.67-95.58) 0.0001 

Ah ohol consumption 

Never 41 (66.1) 218 (87.9) 1.00 
Current 17 (27.4) 16 ( 6.5) 6.33 (2.77 - 14.44) 0.0001 

Former 4 (	6.5) 14 (	5.6) 2.00 (0.60-6.70) 0.259 

Ah ohol consumption (D U-years) 

None 41 (66.1) 218 (87.9) 1.00 
<16 9 (14.5) 16 ( 6.5) 2.11 (0.96-4.64) 0.062 

>16 12 (19.4) 14 ( 5.6) 38.55 (8.65-171.50) 0.0001



'[ahle 3. Conditional logistic odds ratios (OR) and 95% confidence interval for oral human papillornavirus infection. 

Cases	 Controis	Crude 
(n=62)	 (n=248)	OR	 (95% CI)	 P 

n (%)	 n (%) 

Oral HR- HPV

Negative 39 (62.9) 224 (903) 1.00 
Positive 23 (37.1) 24 ( 9.7) 6.21	(2.98 - 12.97)	0.0001 

Oral HPV

Negative 35 (56.5) 205 (82.7) 1.00 
Positive 27 (43.5) 43 (17.3) 3.41	(1.89-6.15)	0.0001 

Or4illow riskHPV 

Negative 58 (93.5) 229 (92.3) 1.00 
Positive 4 (	6.5) 19 ( 7.7) 0.83	(0.27 - 2.53)	0.747



Table 4. Conditional logistic regression adj usted odds ratios of selected risk factors for 
oral cancer 

Variable Adjusted ORa (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)C 

Alcohol No O pack-years 1.00 

Alcohol Yes O pack-years 3.19 (1.14 8.90) 0.027 

.Alcohol No < 25 pack-years 1.00 
Alcohol Yes <25 pack-years 2844 (4.08 198.44) 0.001 

Alcohol No O pack-years 1.00 
Alcohol No <25 pack-years 3.85 (1.24 11.959 0.020 

Alcohol Yes O 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 O pack-years 1.00 
Alcohol Yes >25 pack-ycars 10.21 (2.48 42.04) 0.001 

Alcohol No O pack-years 1.00 
Alcohol Yes <25 pack-years 109.45 (16.80 713.07) 0.0001

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

years and alcohol due to small sample in strata 



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

HR-HPV- HR-HPV+ P 

Median age atfirst sexual intercourse 19(17-19) 16(15-18) 0.019a 

(Q1-Q3) 

Median lifetime sexual pariners (Q,-Q3) 3 (1-4) 4(2-7) 0.033a 

Cate gorized lifetime sexual pariners n (%) n (%) 

<5 30 (88.2) 15 (68.2)
0•080 

>5 4 (11.8) 7 (31.8) 

Oral-genital contad n (%) n (%) 
Yes 8 (24.2) 9 (47.4) 

No 25 (75.8) 10 (52,6) 

Li/tirne oral-genital sexual partners n (%) n (%) 
None 24 (75.0) 10 (52.6) 0.13111 

1-5 8 (25.0) 9 (47.4)

aUMannWhitney. b Fisher's exact test. Q1-Q3= Interquartile interval. 
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BACKGROUND: Un Mexico, information on oral and 
pharyngeal cancer (OPC) is scarce. The purpose of this 
s :udy 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 WHO World standard 
million population. The Poisson regression model was 
used to detect a trend in the mortality rates, testing 
the hypothesis fl = 0. Also, the annual percentage 
change (APC) was computed over the age-adusted 
rates. 
RESULTS: The total number of OPC deaths during the 
period 1979-2003 was 15 576. The age-adjusted mortality 
ratewas 1.13/100 000 in 1979 and 1.08/100 000 in 2003. 
Oral cancer was more frequentty 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 mortaiity 
rates in Mexico were low compared to most countries, 
and remained stable in the past two decades. 
j Oral Patho! Med (2007) 

Keywords: Mexico; mortality rates; oral cancer 

Introduction 
Oral and pharyngeal cancer (OPC) represents a serious 
health problerri, 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 10:1 for mouth cancer, 
and 4.4:1 for oropharyngeal cancer (2). 

There is a large geographical variation in oral cancer 
(OC) mortality. In the year 2000, OC mortality rates 
were exceedingly high in sorne South Central Asian 
countries and Melanesia, where the rates were between 
19 and 22 per lOO 000 habitants (1). In Africa, OC 
mortality rates have been as high as 14/100 000. In 
Europe, Siovakia 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 Brazil, 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 sorne 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/or tobacco consurnption (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 
period from 1985 lo 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 countries (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 Ministry (SS) from 1979 lo 2003. 
According to Mexican regulations, death certificates are 
routinely signed by a physician; this information is 
collected and reviewed by regional health authorities; 
and finaily, 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 charactenstics of the malignancies. 

We used the Dynamic Search Service, based in 
Multidimensional on Line Analytical Processing (MO-
LAP) technology 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 
included all anatomical sites corresponding to the lips, 
oral cavity and pharynx according to the codes of the 
9th and the 1 Oth International Classification of Diseases 
(14, 15) which cover the cancer of the hp (ICD-9 140, 
lCD-10 C00,0-000.6 and lCD-10 C00.8-000.9), the 
tongue (ICD-9 141, lCD-10 COI and CO2), the gum 
(ICD-9 143, lCD-10 CO3), the floor of mouth (ICD-9 
144, lCD-10 C04), the palate, and other parts of the 
mouth (ICD-9 145, lCD-10 CO5 and lCD-10 C06) 
which include buccal mucosa, the retro molar area, and 
undetermined sites in the oral mucosa. In this study, 
major salivary gland cancer (ICD-9 142, lCD-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, lCD-10 C09-C14). 

For the statistical analysis, the software iMP 5.0 and 
sTATE8 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 
1979-2003 by gender and by the site of the lesion, and 
were expressed per 100 000 inhabitants. A direct stan-

dardization process was apphied to compare the age-
adjusted annual mortahity rates; the year 2003 World 
standard million population was used as the standard 
population. To identify the trend over time (1979-2003) 
for each site of OPC, a Poisson regression analysis was 
perforrned. A second regression analysis was carried out 
to study the trend of the annual percentage change 
(APC), using the natural Iogarithm of the rates and the 
calendar year as an independent variable, testing the 
hypothesis I3 = 0. 

Results 

During 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 mortahity rate was 0.59 and 0.83 per 100 000, 
for the years 1979 and 2003, respectively, in men, crude 
mortahity rates were 0.80 (1979) and 1.12 (2003), while in 
women they were 0.38 (1979) and 0.55 (2003), per 
100000. 

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 64-year-ohd group; a 
majority of the deaths were registered in the 65-year-
olds and older groups. In the age group younger than 
50-year-o1ds, the M:F ratio (1.6) was lower than thc 
M:F ratio found in the 50- to 60-year-o1d 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 ahi 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 ,nortaliiy rates 
Figure 1 depicts the age-adjustcd mortahity rate, using 

the 2003 World standard mihlion 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 

= -0.00084, P > 0.10); the analysis by sex


also showed no significant change in trend over 

Table 1 Distribution of oral and pharyngeal cancer deaths by age group and gender in Mexco, 1979-2003 

.4ge group (years) Female, n (%) Maje, n (%) NSa, n (%) Total. n (%) MFb 

<19 83(1.6) 144(1.4) - 227(1.5) 1.73 

20-39 325 (6.4) 447 (4.3) 2 (7.4) 774 (5.0) L38 

40-49 460 (9.0) 788 (7.5) 3(11.1) 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) 5791 (55.3) 12 (44.4) 8765 (56.3) 1.96 

NS C 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

aN3t specified. 
bMale t ofemale ratio 
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Table 2	Distribution of oral and pharyngeal cancer deaths by anatomical site and by gender un Mexico (1979-2003) 

Site Females, it	5087, it (%) Males, n = 10 462, n (%) Total, n = 15 549, it (%) 

Oral cancer 2268 (40.6) 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 (13.0) 

Gingiva 254 (5.0) 374 (3.6) 628 (4.0) 

Floor of mouth 103 (2.0) 357 (3.4) 461 (3.0) 

Lip 125 (2.5) 29 (2.2) 354 (2.3) 

Major salivary glands 777 (15.3) 1300 (12.4) 2077 (13.4) 

Pharyngeal cancer 779 (15.3) 1883 (18.0) 2662 (17.1) 

Oropha.rynx 292 (5.7) 880 (8.4) 1172 (7.9) 

Laryngopharynx 247 (4.8) 543 (5.2) 790 (4.7) 

Nasopharynx 240 (4.7) 460 (4.4) 700 (4.4) 

Unspecified sites 1263 (24.8) 3095 (29.6) 4358 (28.0)

1.6 

1.4 
o 
C) 
o 1.2 

1.0 
U) 
Ul 0.8 
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0.01 
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Figure 1 Age-adjusted trends for oral and pharyngeal cancer mor-
tality rates, using the 2003 World standard million population. 

	

time (females:	p, = -0.0011, F > 0.10; males: 
= -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 (f = -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 females it was 0.77 per 100 000 
in 1979 and 0.75 per 100 000 in 2003. 

Socio-demographic characteristics 

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 illíterate 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 OPC 
deaths was done by gender, males were mainly craft, 
factory or agricultura] workers (70%), while in

females the most frequent categories were housewife, 
retired or unemployed (87%). 

Discussion 

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

In a previous study of cancer mortality in the Mexicati 
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 0.7S'100 000 
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 Caribbean (16) for the year 2000, the 
highest rates for OPC mortality in men were observed in 
Brazil, Cuba and Puerto Rico (5-6/100 000). Brazil and 
Cuba showed a growing tendency, probably associated 
with tobacco and alcohol consumption (5, 7, 17). In 
contrast, Colombia, Ecuador and Mexico presented the 
lowest rates in America for OPC mortality in men, with 
values around 1-2/100 000 (16). In the USA (18), 
Thailand (19) and sorne European countries (9, 20) the 
incidence of OPC has declined, probably due to the 
impact 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 differential distribution 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 sorne 
countries, like Uruguay and Brazil, the MY ratio could 
be as high as 4:1 for OC and 10:1 for oropharyrigeal 
cancer. 
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Figure 2	Trends in age-adjusted (2003 world population) rates per 100 000 habitants for selected sites in México during 1973-2003. 

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 life (10, 21, 22, 25). Even though severa¡ studies 
have suggested 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 2000-2003 
corresponded to individuals with a Iow level of educa-
tion, without health insurance, and with low income 
occupations. It is important to underline that the 
proportion of illiterate individuals found in the present 
study was higher than the national proportion reported 
for Mexico (25% Vs. 10%; 27). Our tindings are 
consistent with sorne prcvious 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), (he tongue was the most commonly affected 
anatomical site in the Mexican population. In contrast, 
in other cpidemiologic studies of OC, the incidence 
trends carried out in Kuwait (35), in Finland and in 
Nova Scotia (20, 36), the nasopharynx and the hp were 
the rnost common affected sites.

Major salivary g!and caricer 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-series report 
and a case—control study have suggested that radiation 
and occupational exposure to rubber and nickel com-
pounds are risk 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 sorne arcas of the USA (40). 
However, in other countries where the incidence of OPC 
is high, like northern France or Siovenia, pharyngeal 
cancer in men is equal or even more frequent than OC 
(6). 

The definition of OPC is not uniform throughout 
studies in different arcas of the world. In the present 
work, OC involved the hp, the tongue, the floor of the 
mouth, the palate, other parts of the mouth and major 
salivary g!ands. A number of authors have considered 
only sorne sites in the rnouth (22, 28, 41); others have 
included oropharynx (4), and several studies have 
included mouth and pharynx cancer in the same
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Table 3 Socio-demographic characteristics of oral and pharyngeal 
cancer deaths jo Mexico (2001-2003), compared with the Mexcan 
general population in 2000

OPC deaths	Mexican general 
(n	2557),	populat ion 

n (%)	200027 (%) 

Marital status 
Married 1514 (59.2) 54.9 
Single 451 (17.6) 40.8 
Widower 547 (21.4) 4.3 
Not specified 45(1.8) - 

Schooling 
Illiterate 645 (25.3) 10.3 
Primary school 1343 (52.5) 37.5 
Middle school 189 (7.4) 24.4 
High schoot 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) 7.5 

fishers 
Plant and machine operators 352 (13.8) 7.1 
Technicians and office clerks 173 (6.8) 8.6 
Servíce, shop and market 172 (6.7) 16.7 
workers 

Professionals workers 71(2.8) 4.5 
Non-skilled occupations 34(1.3) 3.2 
Not specified 80(3.1) 1.4 

Health services coverage 
No 668 (26.1) 59.9 
Yes 924 (36.1) 40.1 
Not specified 965 (37.8) -

category (5, 6, 8, 9). In contrast, other reports have 
exciuded the hp, 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 ccli carcinoma accounts for 90% of oral 
malignancies, as it has been shown in different series (21, 
44). It would have been desirable to perform the analysis 
considering the histopathologic diagnosis of the tumors, 
but in Mex.ico 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-o1ds living in urban arcas 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 
and/or 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 
tiabit over time, have influenced the stable trcnds 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

important to underline that in Mexico, most patients are 
diagnosed in late stages (III and IV; 10, 47). The pro gnosis 
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 mortahity in high-risk groups has been recom-
mended, based on the results of one randomized-
controlled clinical trial, a 34% reduction in OC 
mortahity 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 himited 
evidence, it is not clearly established that population-
based oral screening reduces OC mortahity (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). 

Nevertheiess, 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 
diseases establishes periodic oral exarnination and the 
referral of patients with any suspiciDus oral lesion to a 
specialist (59). 1-lowever, a positive impact of this norm 
is still to be seen. In addition, it is fundamental 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 
pharyngeah lesions. Considering that the consumption 
of tobacco and alcohol is the main risk factor 
associated with OPC, 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 celi carcinomas 
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Infection with human papillomavirus-16 (111`V-16) is the cause of 
most anogenital carcinomas. This virus is also detected in about 20% 
of afl head ami neck squamous celi carcinomas. While there is sti-ong 
evidence for a causal etiological role in the case of tonsillar carcino-
mas, causal association with malignant lesions of the oral caity is 
not yet conclusive. Our previous investigations of HPV-16 DNA 
methylation in anogenital sites have identified hypermethylation of 
the Li gene and part of ihe long control region in many, malignant 
lesion.s, but rarely ni asymptomatic infections and low-grade precan-
cerous Iesion.s. Here, we report hvpermethylation of this diagnosti-
call y iinportant segmeut of the vira¡ DNA ¡ti 10 out of 12 HP\-16 
positke oral carcinomas from Mexican patients. These data indicate 
epigenetic changes of HPV.16 in oral carcinomas similar (o those in 
anogenital carcinomas, suggesting carcinogenic pracesses under the 
influence of HPV-16 in most if not ah of these oral malignant lesioris. 

2007 Wilev-Liss, lnc 

Key words: papillomavirus; carcinoma; head and neck cancer, oral 
caviiy; DNA methylation; DNA recombination; etiology; progression; 
14PV-16 

Infection with human papillomaviruses (HPVs), notably with 
high-risk HPV types such as HPV-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 thai 
identified a high relative risk of carcinogenic progression associ-
ated with high-risk HPV infection, DNA diagnosis that confirmed 
the presence and transcription of HPV genomes in aH cervical car-
cinomas, and the study of HPV oncoproteins thai catalyze a van-
ety of molecular mechanisms that convert normal into malignant 
cells. In case of head and neck squamous celi carcinomas 
(HNSCCs), an HPV dependent etiology is not as consistently con-
firrncd as in anogenital cancers. Approximately 80% of all 
HNSCCs do not contain HPV genomes, and must therefore origi-
nate from HPV independent etiological processes, hikely including 
mutational events triggered by tobacco and alcohol consumption. 
However, there is extensive evidence that a rorrtion of aH 
HNSCCs contain DNA of high-risk HPV types. ' Among head 
and neck sites, squamous ceil carcinomas of the tonsils have the 
strongest statistical support for an HPV dependent etiology.9'5'7 
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 siudies have established statistical evidence for a causal 
association of HPVs and mahignancies even for these oral 559ó 

In addition, analysis of sorne HPV containing oral carcinomas 
revealed recombination between HPV genomes and cellular DNA 
as well as HPV oncogene expression, "' propernes Wat are 
generaily viewed as support of carcinogenic processes under the 
influence of HPVs. On the basis of these observations one must 
conclude thai infection with high-risk HPVs plays an etiological 
role in al icasi a proportion of ¡nalignancies of the oral cavity. 

Thc niinihcr of mechanistic studies that suppori thc causal asso-
ciation with malignant lesions of the oral cavity is still smahl, and

thc tvpc of evidence, for example (he distinction between episo-
mal and chromosomal!y recombined HPV genomes, and the stoi-
chiometric relationship between the number of cells in a biopsy 
aral the amount of detectable HPV DNA and RNA has technical 
limitations and is often difficult lo interpret. Wc started the project 
reponed here with the goal to supplemenl and strengthen the 
mechanistic evidence for the role of HPV-16 in oral carcinomas. 
Our study follows up on our previous investigation of DNA meth-
ylation of HPV-16 and 18 genornes during (he regular viral life 
cycle and carcinogenic progresslon in anogeillta] sites. 

The term DNA methylation refers to the iransfer of a methyl 
group lo cytosine residues, which are stably maintained at CpG 
dinucleotides (meCpGs). MeCpGs lead lo the binding of transcnip-
tionalreressors, part of a network of epigenetic regulatory path- 
ways.' 3 MeCpGs can be detected by a combination of bisullite 
modilication, PCR amphification, cloning ancl DNA sequencing. 
When we targeted this approach in past studies lo HPV-16 and 18 
genomes in cervical and anal lesions, we observed a complex diver-
sity, of methylation pattems of HPV genomes both in the comparison 
of differcnt dlinical samples and even within individual chinical sam-
ples.2" 28 Among these different patiems, hypermethylation of the 
HPV-16 and 18 LI gene and of the HPV-16 long control region 
(LCR) was common in carcinomas and high-grade lesions, but rare 
or absent in asymptomatic infections or low-grade lesioris, likely a 
consequence of genonuc recombination and aberrant transcniption. 
Here Wc rcport thai we observed the same meCpG patierns in HPV-
16 DNA in oral carcinomas. Our findings show that epigcnetic 
changes of HPV-16 genomes resemble one another in epitheha as 
divergent as the cervix, the anus, and different sites of the oral cay

-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 patienis with newly diag-
nosed oral cancer and without any previous trcatment (hat attended 
the Head aix! Neck Department of (he Instituto Nacional de Cancer-
ología-SS, México, D. F. Ml patients were diagnosed and treated 
following standard cinical practice. All patients signed wnittcn, 
informed Institutional Review Board approvcd consent. No patient 
was sampled for die purpose of the specific rescarch described here. 

Grant sponsor: NIH; Grant number ROl CA-91964; Grant sponsor: UC-
MEXUS-CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia); Grant 
r,nr,her 45051 (r:int çrinnnr Chan Familv ('nniprhensivc ('ancer Cen. 
ter of ihe University, of California Irvine. 

•Correspondence lo: Depantrnent of Molecular Biology and Biochem-
isiry, Univcrsity of California irvine, Irvine. CA 92697, USA 
Fax: • 1-949-824-855 L E-mail: hbemard@tici.edu 

Received 31 October 2006; Accepted afier revision 1 December 2006 
DO! 10.1 O02fijc.22563 
Published online 2 February 2007 in Wiley InteíScience (www.interscience. 

wilcy.com ).



1 2166
	

BALDERAS-LOAEZA ET AL. 

TABLE 1— DEMOGRAPH]C AND CLIN1CAL CHARACTERISTICS OF 12 PATIENTS WITH HPV-16 ASSOCIATEI) CARCINOMAS OF THE ORAL CAVITY' 

Sample Gender Age Toba= 
cortsumption

Alcohol 
consutnption

Anatomical siteIOSCC 
tocalization

Cirnical 
siage

Histological 
grade 

Cl F 52 Yes No Gingiva IV Moderately differentiated 
C2 M 62 Yes No Tongue 111 Well differentiated 
C3 M 31 No No Palate III Well differenuated 
C4 M 53 No No Tongue III Well differentiated 

C5 F 75 No No Gingiva III Well differentiated 

C6 M 55 Yes Yes Tongue IV Moderately differenriated 

C7 F 59 No No Tongue 1 WelI differentiated 
C8 F 56 No No Tongue IV Well differentiated 

C9 M 71 Yes Yes Floor mouth IV Moderately differentiated 

CIO F 66 Yes No Tongue 111 Well differentiated 
Cli M 57 No No Gingiva 1 Well differentiated 
C12 F 31 No No Tongue 111 Moderatelv differcntiated 

'The classification of the clinical stage and histological grade followcd AJCC recommendattons.32

No patient identifiers were available to all researchers involved in 
this study. Samples were obtained thn)ugh punch biopsy (6 mm), 
and divided into 2 parís: 1 section was fixed for histopathological di-
agnosis, and (he other 1 placed in a Falcon tube containing Preserve-
Cyt solution (Cytyc. Marlborough, USA), and stored at • 20°C. 
DNA was extracted from (he samples by standard procedures, and 
HP -typing was performed with MY0911 1 md GP5 169 consen-
sus primers as described.29 Fifteen out of 62 patienls (24%) were 
found to contain HPV-16. Twelve of the 15 samples liad sufficient 
DNA for the experiments reported in this study. 

B isulfite modijlcation 

For bisulfite treatment, 3° 50-1,000 ng of sample DNA supplc-
mented with 1 • g of saimon sperm DNA in a total volume of 18 • 1 
in water were denatured with 2 • 1 of 3 M NaOH and incubated al 
37°C. After denaturation, 278 • 1 of 4.8 M sodium bisulfite and 2 • 1 
of 100 mM hydroquinone were added with the mixture being incu-
bated in a thertnal cycler for 20 cycles of 55°C for 15 min md 95°C 
for 30 sec. The modified DNA was desalted with thc QlAquick 
PCR purification protocol md desulfonated thereafter by, adding 
5.5 • 1 of 3 M NaOH md 5 • g glycogen prior lo 15 min incubation 
al 37°C. The DNA was precipitated with 5.6 • 1 of 3 M sodium ace-
tate and 150 • 1 of 100% ethanol, followed by centrifugation. The 
peliet was washed with 70% ethanol and dissolved in 30-50 • 1 of 
TE buffer (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA). 

Polymerase chain reac:ions, primers, TIA cloning 
and DNA sequencifl,Ç 

Wc report here (he detailed analysis of a segment of the HPV- 16 
genome between (he genomic positions 7049 md 115, which 
includes (he 3 part of the LI gene and the LCR. Since hisullite 
treated DNA is partiaDy degraded, large amplicons cannot be gener-
ated, md we dissected this segment into 3 amplicons. The sequences 
of the 3 primer pairs were designed according Lo the genomic 
sequence of HPV- 1631 assuming conversion of all cytosine residues 
into uracils. They are identical to those described in a previous 
study.26 We amplified part of (he Li gene md (he TI-CR with the 
primers 16msp3F (position 7049-7078, AAGTAGGATfGAAGGT-
TAAATTAAAATTTA) md 16msp3r (position 7590-7560, AAC-
AAACAATACAAATCAAAAAAACAAAAA) the HPV- 16 en-
hancer with the primers i6msp4F_(position 7465-7493. TATGT1'- 
1TFTGGTATAAAATGTGTTITI) md l6msp7R (position 7732-
7703, TAAATTAATI'AAAACAAACCAAAAATATAT); md thc 
HPV-16 promoterwith (he primers 16msp5F (posilion 7748-7777, 
TAACJG1TFAAA 11111'AAGGTTAATFAAAT) md I6msp8R 
i.position 1 lD—$t, AWU!AAAALAI IALAAI ILILI 11 IA.AIA. 

PCR was carried out in a 25 • 1 volume containing 0.2 mM of each 
of (he 4 dNTPs, 10 pmol of each primer, 2 mM MgCl2 md 1 unit of 
AmpliTaqGold (Perkin-Elmer). The PCR conditions were 94°C for 1 
mm, followed by 40 cvcles of 94°C for 10 sec, 54°C for 30 sec and 
68C for 1 mm wiUi a final extension at 68°C for 7 mm. 'Me prcsciicc 
of PCR products was verified by agarose gel electrophoresis, aral con-

firmed amplicons were cloncd with (he TOPO TA cloning kit for 
sequcncing (Invitrogen). Cloncd DNAS were sequenced by Big Dye 
terminator v3.l Cvcic Sequencing (Applied Biosystems). 

Results 
1IPV-16 genornes in 15 out of 62 oral carcinomas 
froin Mexicari patients 

Our research vas based on DNA extracted from carçinom:t o: 
(he oral cavity of 62 consecutive patienis that required medical 
treatment al (he Instituto Nacional de Cancerología-SS, México. 
Out experiments were unrelated to (he medical services rendered 
(o tlie patients and were performed with biopsies discarded after 
completion of alI diagnoses and treatment.s. Twenty-six of (he 
62 samples contained any HPV type as measured by PCR amplifi-
cation with MY0911 1 md GP5' 16 • primers md direct DNA 
sequencing. A detailed pathological study of (hese 62 samples will 
be published elsewhere (Anaya-Saavedra md Garcia-Carranca, 
unpuhl. observations). Among the 26 samples with HPV DNA, 15 
contained HPV-16. Twelve of these 15 DNA preparations con-
tained sufflcicnt DNA for (he analysis of DNA methylation. The 
demographic and clinical characteristics of these 12 patients are 
reported in Table 1. Speciflcally, it should be noted Lhat samples 
from 4 differerit sites were included in this study, 7 from (he 
tongue, 3 from (he gingiva, md 1 each from (he palate md the 
(loor of (he mouth. There was no obvious linkage of (he HPV-16 
DNA methylation patterns discussed in the foliowing paragraphs 
with anatomical site, gender, pathological state, smoking or alco-
hol consumption. 

Design of ihe 11PV-16 DNA methvlation analysis 

In published studies we had learned that DNA preparations 
from each individual cervical or mal HPV infection frequently 
contain mixtures of HPV-16 md 18 genomes with different meth-
ylation patterns, i.e. in the same position of different HPV 
genomes either CpGs or meCpGs. 2 To approach a satisfactory 
analysis of such mixtures of molecules, we have developed a 
stmdardized protocol that we applied here lo DNA preparations 
from oral carcinomas. Wc treat DNA samples with bisulfite, which 
converts cytosines into uracils but does not affect methyl cytosine. 
A subsequent PCR arnpliflcation converts methyl cytosines mio 
cytosines md uracils into thymines. 3° The amplicons are cloned 
into E. coli plasmids md individual plasmid clones are sequenced. 
Cytosine residues indicate nucle.otides thai had been me(hyl cyto 
sines jo viro. In this standardized protocol we analyze a 913 bp 
gcnomic segment bctween (he posltions J019 md 8D, wtucli con-

tains part of (he LI gene md the LCR. 33 The segment has alto-
gether 19 CpGs, 3 derived from (he 3 end of (he L  gene (7091, 
7136 md 7145), 5 froni the 5-segment of the LCR (7270 lo 
7461). 5 from (he transcriptional enhancer (7535 Lo 7695), one 
frorn (he replication origin (7862) and 5 from (he E6 promoter 
(31--58). Unfortunately, bisulfile modification introduces nicks in 
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FIGURE	1 - CpG	methylatiori	of HPV-16  
genomes derived from carcinomas of thc oral 
cavity . The figure visualizes the methylation of 
19 CpG dinucleotides in the HPV-16 genornes of 
10 independent clones each derived from 1 of 12 
clinical samples, a database of the meihylation 
status of 2,244 CpG dinucleotides. Cl-C12; Des- 
ignation of carcinomas from the patients usted i

horizontal
 

Table 1. White horizontal rectangles represent 
unmethylated CpGs, black rectangles meCpGs. 
Each group of 10 horizontal unes represents 
clones	derived	from	1	patient.	A	horizontal __ 
group of rectangles does 1101 indicate a contigu- 
ous 913 bp amplicon, but is derived from 3 dif- 
ferent FIPV-16 genomes, as indicated by 2 white 
vertical bars. These discontinuities were a tech- 
nica] necessity, since ihe destruclion of bisulfite 
modified DNA did fol ailow us to generale the C11— 
analyzed 913 bp fragment in 1 contiguous ampli- 
con. Two grey arcas indicate a lack of informa-

C12—. tion, as we conld not generate those missing 6 
plasniid clones due lo a shortage of ¡he respec- 
tive sample DNA.

C7 

DPV DNA METI-IYLArION PArFERNS SUPPORT ROLE IN ORAL CAN(l:K 

?OI 7134 155 

ci -=--
CPC 

DNA. As a consequence, it is impossible lo PCR amphfy 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 lo 
7461, 7535 lo 7695 and 7862 lo 58. As a consequence, while we 
aim lo gather methylatiori information from ¡O HPV-16 DNA 
moiccules from each sample, dala for each of these 3 segments 
represent tbe methylation status of different, non-contiguous mol- 
ecules. Figure 1 shows each amplicon as a line of horizontal seg- 
ments, the threc amplicons separated by two white vertical bars. 
The numbers Cl lo C12 identify the 12 carcinomas, and each of 
the 10 unes of rectangles a cloned PCR amplicon. White rectan- 
gles indicate CpGs, black rectangles meCpGs. Altogether, our 
investigation lcd lo a database of the methylation state of 2244 
CpG dinucleotides in 354 amplicons. In contrast lo our past stud- 
¡es 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 investigations that lcd lo our 
research identified 10 HPV- 16 positive samples from asyrnptom- 
atic sites with viral DNA concentrations at die threshold of detect- 
ability by PCR. Bisulfite treatment reduced 9 of the 10 HPV-16 
DNA preparations lo leveis that did not generate a measurable 
PCR signal. It is interesting; however, in consideration of thc 
methylation pattems in carcinomas reported below, that we conid 
generate from 1 asymptomatic sample with sufficient DNA Iifteen 
amplicons, which had all 19 CpG residues completely unmethy- 
lated (dala fol included in Fig. 1). 

Methylation of the Li gene and the 5 LCR of HPV-16 

'file aniplicon representing the 5 part of the target segmcnt 
includes 8 CpGs. 3 within die LI gene (position 7091, 7136 and 
7145), and 5 in thc 5 part of the LCR. Ah of diese 8 CpGs had 
been found hypomethylated in asvmptoniatic infections and pre- 
cancerous Iesions of the cervix, but h ypermcthylated (2- lo 4-foid

increased) in cervical carcinomas, probably since LI is not tran-
scribed in carcinomas. 26 In (he 12 oral Iesions examined here, we 
observed methylation frequencies of the 3 Li CpGs of 25, 38 amI 
39%, approaching the high leveis found in cervical lesions (43-
54%). While two samples contained many unmethylated mole-
cuies (CI and C8), therc was substantial methylation of most mol-
ecuies in ah other 10 samples. The average methylation of ah 
CpGs in this segment was maximal in the samples C6, C8, C 1
and C12 (50, 55, 58 and 65%, respectively), exceeding the methyl-
ation levels found in most cervical carcinomas. 

Methylation of me enhancer and promoer of HPV-16 

The enhancer and promoter of at Ieast 1 HPV-16 genome in pre-
cancerous lesions and carcinomas have 10 rernain unmethylated lo 
actively transcribe the E6 and E7 oncogenes. This it exemphified 
in the celI hine SiHa, which contams only 1 HPV-16 genome. 
However, most carcinomas contain many, sometimes hundreds of 
14PV-16 genomes, exemplified by the ccli hine CaSki. Most of 
these genomes are methylated, possibly resulting from tandem 
arrangements and chromosomal recombination. As a consequence, 
they are transcriptionally siienl, while continued oncogene expres-
sion occurs from a single HPV-16 genomc. 2534 As a consequence 
of this constellation, and al first glance against intuiion, HPV-16 
enhancer and proinoter methylation is in many clinical samples an 
indicator of carcinogenic processes in the infected ccli. 

The central amplicon targeted in this study contains 5 CpGs 
between the gcnomic positions 7535 and 7695, overlapping with 
Ule LI L,LIiJLUIhU c**Ii4iI_ÇI. hL LILL LÁ4LLLL.0 U111 

amphicon was found hypermethylated in C7, C8, Cli and C12, 
asid neanly unmethylated in the remaining 8 samples. 

The 3 amplicon indludes 6 CpGs between the genomic posi-
tions 7862 and 58. The CpG al position 7862 is part of the E2 
binding site at the vinal rephication onigin, the other 5 CpG 
betwcen the genomic positions 31 and 58 of the HPV-16 genome 
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are part of the Spl and E2 binding sites of the E6 prornoter. Figure 
1 shows that promoter sequences are nearly completely methyl-
ated in 3 of the 12 cancers (C8, C 1 and C12), a patteni that we 
had only observed in anogenital high-grade Iesions and carcino-
mas. Interestingly, position 7862, which is part of thc replication 
origin, was nearly always unmethylated, a phenomenon that we 
noted in ah previous studies, but which is yet unexplained. 6,28 

Overali, we measured a methylation rate of 28.2% for the 
5 CpGs in the promoter segrnent in oral lesions, exceeding the rate 
found in cervical cancer and identical to that in high-grade anal 
lesions (18 and 28.2%, respectively), while methylation rates in 
asyrnptomatic infcctions and low-grade anogenital lesions had 
been 1 to 2 orders of magnitude lower,26'28 

1 Discussion 

The investigation of DNA methylation of cehlular and vira] 
genes is of great importance, as this modification affects the con-
formation of nucleosomes in a complex network of epigenetic 
changes that include histone methylation, histone acetylation and 
histone deacetylation. 2123 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 to pla y a 
role, but previous studies from our group 225 and offiers336 have 
shown that HPV-16 and 18 are amone those few viruses that are 
stroiigly, affcctcd by this rncchanisrn. 

Sorne prehiminary studies suggest that DNA methylation plays a 
role in the normal lifecycle of HPV-16, possibly by silencing tran-
scription in undifferentiated cells andlor by inducing latency.2636 
i'his phenomenon, which mostly affects the viral enhancer and 
occurs al very low leveis of HPV DNA concentration, is urifortu-
nately not yet wehl understood because of the difflculties to study 
these viruses in celi culture. The research presented hero does not 
atternpt to address DNA inethylation during the normal vira¡ biology. 

In contrast, there is now detailed information about 'e rnethyla-
tion of HPV DNA during carcinogenesis based on the siudy of HPV 
genomes in cinical samples. As HPV-16 and 18 genomes often 
recombine with cellular DNA during tumor progression, they are lin-
earized and their normal gene seuences become interrupted, which 
terminates transcription of genes that are now positioned 5 of thc 
LCR, ibis leads apparently to methylation of these DNA sequences, 
'ince lack of transcnption is known to n-igger de novo DNA meihyl- 
ation of any DNA. 2 Similarly, extensive evidence suggests thaI ¡he 
recombination of any DNA with chromosomes triggers methylation, 
probably since these sequences frequently target heteivchromalin, 
transcriptionally silent parts of ihe genomes. 37 As a consequence, a 
combination of high HPV DNA concentrations in a chinical sample 
combined with hyperrnethylation of LI, the enhancer and promoter 
has become a useful test to dctect recombination, and thcreby char-

actenze established malignancies aral identify mixed ecU oula-
tions with subpopulations that progrcss towani malignancy.26:-29,35,36

 

Hero 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 tical of carcinomas and high-grade lesions of the cervix and 
the anus, suggesting that HPV- 16 genomes are chromosomally inte-
gratcd ni oral malignancies and affect die host cehis in a similar man-
ner as in anogenital malignancies. It should also be noted that certain 
patterns, e.g. the nearly complete lack of methylation at position 
7862 in all sarnpies, and the selective hyperrnethylation of promoter 
sequences ni sorne samples, have become a recunent theme of 
HPV-16 methylation pattems in any analomic site, and are clearly 
properties of the vira] DNA ii-respective of the anatomical site of the 
affected host ecU. It has been pointed out by others35 that promoter 
methylation may favor carcinogenesis, as it prohibits binding of the 
E2 protein,38 which is a repressor of the Eó promoter, and assures 
continued oncogene expression even in the subpopulation of lesions 
that did nor lose E2 as a consequence of genomic interruptiori.39 

The data of this study and our previous studies provide strong 
support that the measurement of DNA methylation is a useful bio-
marker lo characterize malignant lesions. Ten of the 12 oral 
lesions that we exaniined showed hypermethylation typical for 
mahignancies. The characteristics of SiHa celis and sorne anogeni-
tal lesions thaI we examined previously 26 show that these methyla-
tion patterns can be suflicient but are not necessary for the malig-
nant state, as cancers that contain a single viral genome must keep 
this in unrnethylated form for continued oncogene transcription. 
Therefore, HPV-16 may have been thc etiohogical cause of alI 12 
oral carcinomas of this study. The experimental strategy that we 
selectcd hero documented refined detaiis of the heterogenous pat-
terns HPV-16 DNA popuhations encountered in oral carcinomas. 
To develop HPV DNA methylation as a sensitive and robust diag-
nosis we recently examined methylation specific primers and 
meihylation specific fluorescence probes in real time amplifica-
tions, targeting HPV-18 DNA° While these two approaches do 
not reveal alI subtleties of methylation patterns, they cut the labo-
ratory work required for qualilative and quanhitative analysis of 
larger sets of clinical samples by 1 to 2 order of magnitude, and 
wihl allow high-throughput analyses required for larger medical 
studies once similar technology is estabhished for HPV-16. 

Acknuwkdgemeiits 

Our research was supported by NIH gran( RO! CA-91964 lo 
H.U.B., by a UC-MEXUS-CONACYT to A.G.C. to fund sabbati-
cal research in the H.U.B. lab, by ihe grant CONACYT (Consejo 
Nacional de Ciencia y Tecnologia) number 45987 to V.R,A., and 
by funds fi-orn the Chao Family Comprehensive Cancer Center of 
thc University of California Irvine tu H.U.B. 

Referenees 

1. International Agcncy for Research en Cancer Monograph en the eva]-
uation of carcinogcnic risks to humans. Human papillomaviruses. 
vol. 64. Lyon: IARC, 1995. 

2. Mantovani F, Banks L. The human papillomavirus E6 protein and 
jis contribution lo malignant progression. Oncogene 2001:20:7874-
87. 

3. Munger K, Basile iR. Duensing S, Eichten A, Gonzalez SL, Grace M, 
Zacny VL. Biological activities and molecular targets of the human 
papillomavirus E7 oncoprotein. Oncogene 2001:20:7888-98. 

4. Munoz N. Bosch FX. de Sanjosé S, Herrero R, Castelisagué X. Shah 
KV, Snijders PJF, Mci jer CILM. Epidemiological classification of 
¿LOS lUIS J.J.LpL& LS_JIS ¿U LS U.' 5) k 5C .SAUL.SSCU 555551 ICÉ LS_dl 1_Ui LIII . ' 

Mcd 2003:348:518-27, 
5. Schiffman MH, Brinton LA. The epidemiology of cervical caecino-

genesis. Cancer 1995:76:1888-901. 
6. Zur Hausen H. Papillornaviruses and cancer: from basic siudies lo 

clinica] applicatíon. Nat Re y Cancer 2002:2:342-50. 
7. Herrero R. Castelkague X. Paw]ita M, Lissowska J. Kee F, Balaram 

P, Rajkumar T. Sridhar ti. Rose B, Pintos 3, Fernandez L. Idos .-\

et al. Human papillomavirus and oral cancer: ¡he International Agency 
for Research un Cancer multicenter study. J NaO Cancer lnst 2003; 
95:1772-83. 

'. Mork 3, Lic AK, Glattre E. Hallmans G, Jellum E, Koskeia P, Moller 
B, Pukkala E, Schihler JT, Youngman L, Lehtinen M, Diliner J. 
Human papillomavirus infection as a risk factor for squamous-celI 
carcinoma of the headand neck. N Engi J Mcd 2001:344:1125-31. 

). Gillison ML. Kóch WM, Capone RB, Spafford M, Westra WH, Wu 
L, Zahurak ML, Daniel RW, Viglione M, Symer DE, Shah KV, 
Sidransky D. Evidence for a causal association between human papO-
lomavirus and a subset of head ami neck cancera. J NatI Cancer Inst 

10. Badaracco G, Venuti A, Morello R, Muller A, Mareante ML. Human 
papillomavirus in head and neck carcinomas: prevalence, physical sta-
tus and relationships wirh chinical/pachological parameters. Anticancer 
Res 2000;20:1301-5. 

11, Fems RL, Martinez 1, Sirianni N, Wang J, Lopez-Albaitero A, Gollin 
SM, Johnson iT. Khan S. Human papillomavirus-16 associated squa-
rnous cdl carcinoma of the head md neck (SCCHN): a natural disease



I-IPV DNA METHYLATION PATERNS SUPPORT ROLE IN ORAL CANCER
	

2169 

12

13.

14. 

15.

16.

17. 

19

26

model provides insights mio viral carcinogenesis. Eur J Cancer 
2005;41:807-15, 
van Houten VM, Snijders PJ, van den Brekel MW, Kummer JA, 
Meijer CJ, van Leeuwen B, Denkers F, Smeele LE, Snow GB, Brake-
nhoff RH. Biological evidence thai human papíllomaviruses are elio-
logically involved in a subgroup of head and neck squamous ccli car-
cinomas. mt j Cancer 2001;93:232-5. 
Braakhuis BJ, Snijders Pi, Keune WJ, Meijer O, Ruijter-Schippers 
1-Ii, Leemans CR, Brakenhoff RH. Genetic paitems in head and neck 
cancers that contain or lack transcriptionally active human papilloma-
virus. J NaO Cancer Inst 2004;96:998-1006. 
Hobbs CG, Sterne JA, Bailey M, Heyderman RS, Birchali MA, 
Thomas Si. Human papillomavirus and head and neck cancen a sys-
tematic review and meta-analysis. Clin Otolaryngol 2006,31:259-66. 
Wilczynski SP, Lin BT, Xie Y. Paz IB. Detection of human papiRo-
mavirus DNA and oncoprotein overexpression are associated with dis-
tinci morphological patterns of tonsillar squamous cdl carcinoma. 
AmiPathol 1998;152:145-56. 
Syrjanen S. Human papillomavirus (HPV) in head and neck cancer. 

Clin Viro¡ 2005;32:S59-S66. 
Snijders PJ. Cromnie FV, van den Brule AJ, Schrijnemakers HF, 
Snow GB, Meijer Ci, Walboomers JM. Prevalence and expression of 
human papillomavirus in tonsillar carcinomas, indicating a possible 
viral etiology. ini J Cancer 1992:51:845-50. 
Dalilgren L. Dahlstrand HM, Lindquist D, Hogmo A. Bjornestal L, 
Lindholm 1, Lundberg B, Dalianis T, Munck-Wikland E. Human pap-
illomavirus is more common in base of tongue than in mobile tongue 
cancer and is a favorable prognostic factor in base of tongue cancer 
patients. ini J Cancer 2004; 112:1015-19. 
Mellin H. Dahigren L, Munck-Wikland E, Lindholm J, Rabbani FI, 
Kalaniari M, Dalianis T. Human papillomavirus type 16 is episomal 
anda high viral load may be correlated lo betier prognosis in tonsillar 
cancer. mti Cancer 2002:102:152-8. 
Ragin CC. Reshmi SC, Gollin SM. Mapping and analysis of HPVI6 
integration sites in a head and neck cancer cdl une. ini J Cancer 
2004:110:701-9. 
Bird A. DNA methylation patterns and epigenetic mernory. Genes 
Dey 2002:16:6-21. 
Fuks F. DNA methylation and histone modifications: teaming op to 
silence genes. Curr Opin Genet Dcv 2005:15:490-5. 
(3011 MG, Besior TH. Eukaryotic cytosine methyltransferases. Annu 
Rey Biochem 2005;74:481-514. 
Badal S, Badal V, Calleja-Macias lE, Kalantart M, Chuang LSH, Li 
BFL, Bernard HU. 'Me human papillomavirus-18 genome is efflciently 
targeted by cellutar DNA methylation. Virology 2004;324:483-92. 
Badal V, Chuang LSFI, Badal S, Tang E, Villa LL, Whceler CM, Li 
BFL, Bernard FIU. CpG meihylation rif human papillornavirus-16 
DNA in cervical cancer eclI lines and in clinical specimens: genomic 
hypomethyLation correlates wiih carcinogenlc progression. i Viro¡ 
2003:77:6227-34. 
Kalantari M. Calleja-Macias TE, Tewari D, Hagmar B. Barrera-
Saldana HA. Wile y Di. Bernard Eh. Conserved rnethvlation pattcrns

of human papillomavinis-16 DNA in asymptomatic infection and 
cervical neoplasia. J Virol 2004;78:12762-72. 

27. Turan T, Kalantari M, Calleja-Macias LE, Villa LL, Cubie HA. 
Cuschieri K, Skomedal H. Barrera-Saldana HA, Bernard HIJ. Meihyl. 
ation of the human papillomavirus-18 LI gene: a bioinarker of neo-
plastic progression? Virology 2006;349:175-83. 

28. Wiley Di, Huh J, Chang C, Kalantari M, Rao JY, Goetz M. Msong-
song E, Poulter M, Bernard HU. Methylation of human papillomavi-
rus DNA in samples of HIV-1 infected nsen screened for anal cancer. 
1 Acquir Immune Defie Syridr 2005:39:143-51. 

29. Bernard 1W, Chan SY , Manos MM, Ong CK, Villa LL, Delius H, 
Bauer HM, Peyton C, Wheeler CM. Assessment of known and novel 
human papillomaviruses by polymerase chain reaction, restnction 
digest, nucleotide sequence, and phylogenetic algonthms. J Infect Di 
1994; 170:1077-85. 

30. Frorn.mer M, McDonald LE, Millar DS, Collis CM, Watt F. Grigg 
GW, Molloy PL, Pan] CL. A genomic sequencing protocol thai ytelds 
a positive display of 5-methy1cytosine residues in individual DNA 
sirands. Proc NaO Acad Sci USA l992;89:1827-31. 

31. Myers G, Bernard HU, Delios H, Favre M, iconogle 1. van Ranst Nl, 
Wheeler C, eds. Human papillomaviruses 1994 Compcndium. Los 
Atamos, New Mexico, USA: Los Atamos National Laboratoiy, pp. 1-
C-4 co l-A-7, 1994. 

32. Bernard HU. Gene expression of genital human papillomaviruses and 
potential antiviral approaches. AntivirTher 2002;7:219-37. 

33. Van Tine BA, Kappes JC, Bancrjee NS, Knops J, La¡ L, Steenbergen 
RD, Meijer CL, Snijders PJ, Chatis P, Broker TR, Moen FI', Jr, Chow 
LT. Clonal selection for transcriptionally active vital oncogeries dur-
ing progression to cancer. 3 Viro¡ 2004;78:11172-86. 

34. Bhattacharjee B, Sengupta S. CpG methylation of HPV 16 LCR al E2 
binding site proximal co P97 is associated with cervical cancer in pres-
ence of intaci E2. Virology 2006354:280-5. 

35. Kim K, Garner-Hamrick PA, Fisher C, Lee D, Lambert PF. Methyla-
[ion patterns of papillomavirus DNA, its influence on E2 funclion, 
and implications in viral infection. 1 Virol 2003;77:12450-9. 

361 Doerfier W, Remus R, Muller K, Heller H, Hohlweg U. Schubbert R. 
The fate of foreign DNA in mammalian cells and organisms. Dcv 
Biol 2001;l06:89-97. 

37. Thain A, ienkins O, Clarke AR, Gaston K. CpG methylation directly 
inhibits binding of the human papillomavirus type 16 E2 protein lo 
specitic DNA sequences. J Viro¡ 1996;70:7233-5. 

38. Arias-Pulido FI, Peyton CL, ioste NE, Vargas H, Wheeler CM. 
Human papillomavirus type 16 integration in cervical carcinoma in 
sito and in invasive cervical cancer. J Clin Microbio¡ 2006:44:1755-
62. 

39. Turan T. Kalantan M, Cuschieri K. Cubie HA, Skomedal FI, Bernard 
HU. High-throughput detection of human papillomavirus-18 LI gene 
meihylation, a candidate bionsarker fon the progression of cervical ne-
oplasia. Virology, epub (2006). 

40. American Joint Commiiiee on Cancer. AJCC Cancer staging manual, 
Sth Edition. Chicago: Lippincott Williams and Wilkins. 1997.

20.

21.

22.

23.

24. 

25 



los papilomavirus 
humanos en 

la carcinogénesis bucal 

Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra 

•'íi 

rnleI DoctoiadO en Cienc	BioIoçK 

.ni.esidd Auónona ietropOII1311 .I 

L)



'.1 Contenido 

Introducción 

Biología molecular de los papilomavirus humanos 

01 •il di 
(onrs	..	E/ 

¡:iF:j1I	ti	 '1 

Asociación del VPH con el cáncer bucal 

:nt: . qi ÍFF 

Perspectivas 

Referencias 

CLINICAS ONCOLOGICAS DE IBEROAMERJCA
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Introducción 

Los papilomavirus humanos (VPH), pertenecientes a la familia Papillomavridae, son 
responsables 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 
rrt3s de 100 tipos de VPH, los datos recientes indican que existen más de 200 tipos 
c!s:'rentes. 1 Algunos de ellos participan de manera importante en el desarrollo del 

rer cervical, y de acuerdo con evidencias recientes, también en os carcinomas 
'.i:ioe Le: tl 

Biología molecular de los papilomavirus humanos 

Nomenclatura 
Lo clasificación de los papiiomavirus se basa en homologías en la secuencia de sus 
nucleótidos debido a que las proteínas que conforman la cápside de todos los tipos 
son antigénicamente similares. Los tipos deVPH muestran entre sí una diversidad en 
O secuencia de nucleótidos del gen LI de por lo menos el 10%. El término'subtipo" 
se utiliza para definir aquellos papilomavirus que tienen en el gen Li secuencias dife-
rentes a los demás tipos en 2 a 10% de los nucleótidos. Finalmente, las variantes de 

difieren en hasta 2% del genoma prototipo.' 
Adicionalmente, los VPH han sido subdivididos en grupos con base en la lesión 

o son capaces de producir después de la infección 2 (cuadro 6.1). Los virus de bajo 
go se han asociado con lesiones proliferativas benignas, en tanto que los virus de 

a riesgo presentan un riesgo incrementado de desarrollar neoplasias malignas .3 

clasificación del riesgo	LT1POS de VPH -. 

. 1 1 0 nesgo	 ib, 3. 3 33. 35, 3'o. 45. Li. 51. 56. 56. 59. 65. 3. 32 

"obabie aito riesgo	26, 53, 66 

jo nesgo	 6. II, 13, 32, 40, 42. 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6I08 

ilesgo indeterminado	34, 57, 83 

Organización general del genoma 
s papilomavirus, Simétricos e icosaédricos, no poseen envoltura, aunque sí una 

inside vira¡ compuesta por una proteína mayor y una menor. Setenta y dos capsó-
eros rodean el DNA circular y de doble hélice formado por alrededor de 8000 pares 

bases (pb) .4 
Tomando como referencia al VPH-1 6, se distinguen tres regiones principales 

temprana, tardía y región larga de control). En la región temprana (E) se encuentran 
.odos los genes reguladores de la transcripción, replicación y ciclo vira¡; en la región 
ardía (L) están los genes que codifican las proteínas mayor (L1)y menor (L2) de la 

cápside viral. La región larga de control (LCR) o región no codificante, de aproxima-
damente 1 000 pb, contiene los elementos cis-regulatorios de la transcripción vira¡, 
como el promotor (p97) y el origen de replicación (ori). 
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Corno se observa en la figura 6.1, la información genética se encuentra codifi-
cada en una sola de las cadenas de DNA, debido a que los genes tienen una sola 
orientación transcripcional, con sobreposición de algunos de ellos.4 

LCR	E6	E7 

2°YE2 
ES 

	

Figura 6.1 Organización ,je 	jelVl 

LI Proteina mayor de la cápside 

L2 Proteina menor de la cápside 

El Inicio de la replicación viral 

E2 Regulación da la transcripción 

E4 Rompe citoqueraunas 

ES Transformadora de membranas 

E6 Degrada p53 y activa telomerasa 

E7 Se une a pRb. p130 y c-jun

Oncogenes E6 y E7 
Los productos de estos	ris	 ícnit HI ru	:Ju 

de ias células que contienen secuencias de VPH Los genes se expresan selecti., 
mente en los tumores y líneas celulares derivadas de tumores humanos y se conse 
van intactos durante la integración del DNA viral al genoma celular.4 

En los VPH-16 y 18, la proteína E6 interactúa con el regulador antioncogénico 
p53, conduciendo a la degradación de la proteína p53, con lo que se pierde la capa-
cidad de reparar daños en el DNA o de iniciar la apoptosis cuando el daño es irrepa-
rable. La proteína E6 de los VPH de bajo riesgo 6y 11 no induce degradación de p53, 
lo que le confiere su débil potencial de transformación.45 

El producto del gen E7 presenta funciones regulatorias transcripcionales, y en 
conjunto con E6 es capaz de transformar e inmortalizar células in virro. 5 Además, [7 
controla el ciclo celular interactuando con el regulador antioncogénico P105 Rb y 
otras proteínas asociadas a Rb, lo que da como resultado la activación del ciclo celu-
lar en la célula infectada de forma desregulada.6 

La proteína E7, al asociarse con la proteína pRb, libera el factor transcripcional E2F-
1, que se halla unido a pRb. E2F1 activa la transcripción de diferentes genes celulares 
que promueven la progresión del ciclo celular de la fase Dl a la S. Todo esto lleva 
consigo la pérdida del control del ciclo celular y es responsable de la inestabilidad 
genómica que precede a la transformación celular.47 

La expresión de oncogenes virales E6 y E7 representa un indicador de la relación 
causal entre VPH y el cáncer bucal, en analogía con lo que sucede con el cáncer 
cervical, 7 sin embargo, igualmente importante es la inactivación funcional de pRb 
para el control del ciclo celular. Recientemente se ha propuesto que la detección de 

IMM cualcAs oNcoLocicAs DE IBERCAMERIcA
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VEO en el cáncer de cabeza y cuello debe acompañarse del análisis de la expresión 
dci gen E6.7 

Especificidad tisular y ciclo vira¡ 
L& infección por VPH se limita a epitelios escamosos (piel y mucosas) y se presenta 
sóio en las células basales del epitelio en división. La infección por papilomavirus 
ocurre por contacto directo. Comienza en las células basales, las cuales son mitótica-
mente activas, y después el virus permanece en el estrato basal, se integra al genoma 
o se replica para producir partículas virales.8 

El DNA del virus se replica, transcribe y es capaz de formar viriones completos a 
medida que las células epiteliales se diferencian. 8 Las células basales son poco activas 
en la expresión de proteínas virales ya que existen factores celulares que regulan la 
transcripción viral. Al migrar a las capas superficiales, estas células se diferencian y ya 
no pueden dividirse, y es entonces cuando, tras la transcripción de los genes tempra-
nos y tardíos de) VPH, inicia la producción de partículas virales.89 

En células completamente diferenciadas el virus se replica con un alto número 
de copias y expresa entonces sus genes tardíos Li y [2. Debido a que se trata de virus 

rio líticos, se vierten al medio extracelular dentro del epitelio escamoso. 
El genoma del VP)-) se replica como un episoma extracromosómico (plásmido) 

en las lesiones benignas; sin embargo, el DNA vira¡ se ha encontrado integrado con 
rriucha frecuencia dentro del cromosoma hospedero en las lesiones malignas cervi- 
.ales, generalmente amplificados en unas 5-200 copias por célula.4 

La integración al genoma del hospedero se da en la región El -E2 del virus, provo-
(ando su rompimiento, por lo que ya no se sintetiza una proteína E2 funcional. Al ser 
la proteína E2 un factor que regula negativamente la expresión de los genes E6 y E7 

e une a su promotor), se tiene como consecuencia un aumento en la transcripción 

de dichos genes.° 
En un estudio realizado en muestras de cáncer bucal (C8) positivas a VPH- 16, se 

encontró que 48% tiene el virus integrado al cromosoma hospedero, 35% se halla 
en forma episomal, y 17% en ambas formas) 2 Snijders eta!» se percataron que 
los carcinomas de amígdala positivos aVPH-16 se encuentran en forma episomal, 
en contraste con los carcinomas positivos a VPH-33 que están en forma integrada 

y en formas combinadas (episomal-integíada). Los individuos con VPH integrado 
tienen en promedio diez años más que aquellos con formas episomales, lo que 
sugiere que la integración es un evento temprano en la carcinogénesis inducida 
por los oapilomaVirUs.14 

Diagnóstico molecular 
Para la óptima detección del VPH, es sumamente importante el tipo de muestreo, 
ya que el mayor índice de detección se logra a través de especímenes de biopsia, 
particularmente si se trabaja con tejido fresco; el análisis en bloque de parafina 
baja la sensibilidad de detección, de 51.6 a 21.7% (tejido fresco vs. desparafina-
do) Debido a su carácter inocuo e indoloro, en los últimos años se ha adoptado 
con mucha frecuencia el uso de cepillados o enjuagues de la mucosa bucal La 
desventaja del uso de estas técnicas es que puede haber una subestimación del 
resultado verdadero, ya que la mayor cantidad de copias virales se encuentran en 
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estratos profundos del epitelio que pueden no estar presentes en el muestreo 
realizado" 

El método que se utilice para purificar DNA reviste gran importancia en la de-
tección del DNA genómico del VPH y también puede afectar el índice de detección 
del virus, lo cual ha contribuido sustancialmente a las inconsistencias reportadas en 
la literatura. En un estudio reciente fueron comparados cinco métodos diferentes 
para la purificación de DNA a partir de enjuagues bucales: digestión con proteinasa 
K (PKD) e inactivación por calor, PKD y precipitación con etanol, PKD y extracción con 
fenol-cloroformo, QlAamp DNA Blood Midi kit, y Puregene DNA purifícation kit; este 
último es el que mayor detección de DNA-VPH ofrece a través de amplificación del 
DNA con la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).7 

En la actualidad los métodos usados para el diagnóstico de la infección por VPH 
se basan principalmente en la detección del DNA viral y han sido agrupados en ensa-
yos de alta sensibilidad (PCR, 37.1%), y ensayos de moderada (Southern blot, 25.2%) y 

baja sensibilidad (hibridación in situ o inmunohistoquímiCa, 16.9%)) 
La técnica de PCR ha sido la técnica más utilizada para la detección de DNA-VPH, 

entre otras cosas, por su accesibilidad y bajo costo. 18 En muestras de mucosa bucal 

a técnica de PCR anidada con oligonucleótidos GPS+/6± es actualmente el método 
más sensible y reproducbie con la que contamos.19 

• Asociación del VPH con el cáncer bucal 

Desde que en 1983, Syrjanen et al. 20 reportaron la relación entre VPH y cáncer bucal, 
numerosos estudios epidemiológicos han identificado al virus en muestras de mu-
cosa normal, lesiones premalignas y malignas. Existe evidencia biológica de que el 
gen E6 del VPH y las oncoproteinaS del gen [7 producen inmortalización y transfor-
mación de los queratinocitos de la mucosa bucal, lo que sugiere que la presencia del 
virus constituye un factor importante en la etiología del cáncer bucal. 

11.12 

En cáncer bucal y orofaríngeo, se han reportado frecuencias de papilomaviru 

que varían del O al 1 00%; 23 esta diversidad se debe a las diferencias metodológicas d. 
los estudios, entre las que destacan el número de casos incorporados, la poblaciá 
sujeta a estudio, el método y sitio de colección de la muestra, la extracción de DNA, 
el método molecular utilizado para la detección del DNA vital. 

A pesar de esta variabilidad, la asociación de VPH- 16 con el desarrollo de tumor 
malignos de cabeza y cuello ha sido bien demostrada. 13,21 En un estudio de casos 
controles anidado se encontró que los pacientes seropositivos a VPH-16 tienen 
riesgo 14.4 veces mayor de desarrollar cáncer orofaringeo.25 

Los papilomavirus 16 y 18 son los tipos que se han asociado con mayor í 
cuenca con el desarrollo de cáncer bucal; se ha sugerido que su papel oncogén.c 
se fundamenta en la disrupción de genes protectores o la activación de oncog 
nos por medio de a integración del cromosoma vital, 76 o por la expresión de 1. 
genes E6 y E7 que pueden inactivar e inducir la degradación de los productos 
los genes supresores de tumores p53 y pRb.4 Si bien se han encontrado estos tip. 
de alto riesgo en mucosa normal, en virtud de que los queratinocitos son capace 
de albergar a los papilomavirus en forma latente, 26 la probabilidad de detectar VPH 

en CB es aproximadamente 4.7 veces más alta que la de encontrarlo en mucosa 

bucal normal .17 

•'	CLÍNICAS ONCOLÓGICAS DE IBEROAMtR1CA



EL ROLDE LOS PDMARUS HUMANOS EN LA CAC1NODNES1S BUCAL• S 

Género 
A pesar de que en la mucosa genital el virus del papiloma humano afecta preponde-
rantemente al género femenino, y de que la infección en hombres no produce sínto-
mas ni lesiones visibles, 28 en la mayoría de los estudios que involucran la mucosa d 
tracto aerodigestivo superior no se reportan diferencias en los patrones de distriL 
ción del virus respecto al género, en mucosa normal o lesiones premalignas, 6 ni 
procesos malignos -11-32 Sin embargo, Ritchie er 01.33 en un estudio realizado en 1: 

muestras de cáncer bucal y orofaringeo, encontraron que los hombres tienen 
tres veces más riesgo de tener rfección por V P H en la 'ucosa bucal que las 

Edas 
Los !r	. 
beza y cuelo y la edad son cou tradictoros. e ha descnzo qe tos ir) c vid uosdven 
con cáncer bucal tienen mayor riesgo de presentar infección por VPH; 37 otros es ni 
dos sugieren que a mayor edad, mayor probabilidad detener VP11. 29' 38 Sin embarci 
en diversos trabajos 303239 se ha demostrado que la frecuencia de VPH en individu 
jóvenes no es diferente respecto a oacentes mayores suobendo oue el rol orco.--':.t 
nico del VPH es similar en todos lc 'ur	» PH. 

Tabaco y alcohol 
Con baseen hallazgo, ».:..,  
ignas asociadas a VPH sin exposición a tabaco o alcohol, tienen un comportamier 
biológico diferente que aquellas causadas por estos agentes carcinoqén cos y u 
además, las células infectadas por papilomavirus tienden a ser más 5W 

acción de estos carcinógenos.4 
Aunque en estudios previos 4243 se informó que los individuos no í. :dc.':' 

más susceptibles de tener infección por VPH y que las infecciones virales podan 
tuar de manera sinérgica con la exposición a tabaco y alcohol, en los últimos añu 
se ha reportado que la mayor proporción de neoplasias malignas positivas a VP 
corresponde a pacientes no fumadores y no bebedores. 2426303233 '	Kock er o!.' 
sugieren que los mecanismos de carcinogénesis del VPH entre fumadores y no fuma-
dores son diferentes, debido al efecto protector que confiere el tabaco. La produc-
ción aumentada de queratina en las superficies normalmente paraqueratinizadas 
hace a la mucosa más resistente a trauma. uno de los mecanismos necesahos para :a 
inecc ion por VPH en Qlil	nasales 

Localización 
Se ha observado una mayor prevalenc a de la uccón en turTiuius urulari'rieOS Que 
en aquellos que se presentan en a mucosa bucal, 33337 principalmente en amígda 
12, k,44 y en la base de lengua.46 

Los papilomavirus, particularmente el VPH-16, se encuentran con mayor fre 
cuenca en neoplasias originadas en sitios con actividad inflamatoria, como el cér 

x, las amigdalas y la base de lengua. Al parecer, las células infectadas con VPH, 
al encontrarse en cercanía a células inmunológicamente competentes capaces 
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de responder a antigenos induciendo la producción de factores de crecimiento, 
pueden también estimular la división celular de las células infectadas y facilitar el 
desarrollo rumoraL' 

Transmisión sexual 
La forma en la que el VPH es transmitido a la mucosa bucal aún no está clara; el DNA-
VPH se ha identificado en cepillados de individuos sanos en frecuencias que varían 
del 1 al 60%; sin embargo, en el fluido salival no se han encontrado cargas virales 
elevadas, lo que hace poco probable su transmisión por contacto directo, 47 El virus 

ha sido encontrado en recién nacidos de madres infectadas debido a transmisión 
vertical, 48 yen niños y adolescentes sin actividad sexual 

Se han practicado numerosos estudios con el fin de identificar al VPH en la mu-
cosa bucal como un patógeno adquirido por vía sexual. Principalmente en estudios 
de casos y controles, se han encontrado asociaciones significativas entre la presencia 
de VPH en CB y el número de parejas sexuales y la historia de prácticas orogenitales 
y oroanales. 30' 3'5° Además de lo anterior, en dos estudios diferentes, se encontraron 
los tumores positivos a VPH de alto riesgo en hombres cuyas mujeres tuvieron lesión 
cervical asociada aVPH.37,S 

Asociaciones genéticas 
A diferencia de estudios en los que no se ha encontrado aumento en la mutación 
del gen supresor de tumores p53, 11,52

 
en otros se ha demostrado que los tumores 

positivos a VPH muestran polimorfismos y mutación en TP53, 3 desregulación de 

pRb y sobreexpresión de p16lNK4A. 
En general, los tumores positivos a VPH-16 se han descrito como dos tipos ge-

néticamente diferentes: aquellos que exhiben represión del gen E6 y bajo indice 
de mutaciones en el gen p53, y los que, alternativamente presentan expresión de E6 
y mutaciones en p53. 5 Se ha observado que la radioterapia y los agentes citotoxi-
cos son capaces de disminuir la posibilidad de que E6/E7 interfiera con p53 y pRb en 
os tumores con alta expresión de E6/E7, por lo que este tipo de neoplasias son más 
vulnerables a la terapia.1 1 

De manera adicional, se ha demostrado que los niveles de proteína pRb están 
regulados negativamente en el cáncer de cabeza y cuello asociado a VPH- 16, lo que 
permite inferir actividad de E7. 55 Por otro lado, se ha sugerido que existe una fuerte 
asociación entre infección no- VPH y nctv,cón del cen H-as en el carcinoma 

verrucosod' .:- r.. 

Pronóstico 
Rachie eta,,, 
te del pronóstico en cáncer bucal y orofaringeo, y que la sobrev:da de los pacien 
ro está asociada con la radioterapia en los tumores positivos a VPH; sin embargo, i! 
analizarlo por género, encuentran que los hombres positivos a papilomavirus tiene: 
in mejor pronóstico que las mujeres. 

No obstante, en numerosos estudios se ha relacionado a presenca de r 
pilomavirus en el cáncer bucal y orofarínceo con un m--, -.i i 
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da,' ,24,33,338,4.46.57 y se ha observado una mejor respuesta a radioterapia en tumores 
VPH positivos. 38 Asimismo, en un estudio longitudinal que incluyó 22 individuos con 
carcinoma epidermoide de amígdala, se observó que los pacientes con tumores de 
> 190 copias deVPH tuvieron un mejor resultado clínico, permaneciendo libres de 
tumor tres años después del diagnóstico; al parecer, estos pacientes tienen un mejor 
pronóstico debido a que la carga viral alta puede inducir una mejor respuesta inmu-
ne contra el cáncer.11 

A pesar de que Higa eral.58 reportan que los tumores positivos a VPH son con ma-
yor frecuencia bien diferenciados, en diversos estudios 37'5059 las neoplasias positivas 
a VPH se han correlacionado con neoplasias mal diferenciadas, no queratinizantes y 
con morfología basaloide (OB = 18.7, 95% IC = 2.1 a 167) 24 Debido a las controver-
siales asociaciones halladas con respecto a la agresividad, pronóstico, y sobrevida de 
las neoplasias positivas a VPH, consideramos necesario analizar estas variables por 
medio de estudios longitudinales. 

Perspectivas 

La investigación futura en CB y VPH deberá cen'rarse en la búsqueda de los cofac-
tores que son necesarios para la promoción y progresión carcinogénica y que, en 
conjunto con la infección por VPH, nos permitan explicar los cambios oncogénicos 
que se llevan a cabo en la mucosa bucal. 

Es necesario llevar a cabo estudios prospectivos y de cohorte, con el fin de es-
tablecer el momento en el que el virus se presenta en la mucosa bucal y su perma-
nencia en la misma. Por otro lado, es necesario determinar el papel de la inmunidad 
hospedera en la mucosa sana y las modificaciones que pudieran estar presentes en 
la mucosa alterada por procesos malignos. 

El desarrollo actual de vacunas en la prevención y tratamiento del cáncer cervical 
redundará en beneficios para los procesos malignos de las vías aerodigestivas supe-
riores. Estudios practicados en animales, y más recientemente en humanos, indican 
que la vacunación en contra de la cápside de las proteínas del virus puede prevenir 
de manera eficiente la infección en forma profiláctica; además, las vacunas terapéuti-
cas están bajo investigación con el propósito de promover regresión de los tumores 
inducidos por virus de papiloma humano.° 

/
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