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Resumen

Introduccion. Diversos estudios han sugerido que la infeccion por VPH es un factor de
riesgo para el desarrollo de CByO; Asimismo, se ha reportado la presencia de VPH
concurrente en mucosa bucal y genital; sin embargo, en pacientes con cancer bucal, no
existe informacion sobre infeccidon concurrente y posibles vias de transmision.
Objetivo. Establecer la concordancia entre la presencia de VPH en la mucosa bucal,
orofaringea y cervicouterina de mujeres afectadas con cdncer bucal.

Método. Estudio transversal, observacional y analitico, en el que se incluyeron mujeres
con cancer bucal (CB) que acudian al Instituto Nacional de Cancerologia (INCan).
Previo consentimiento informado, se realizé un examen y un cepillado citologico de la
lesion, de la mucosa orofaringea y del cuello uterino. Se extrajo y cuantificé el ADN y
se sometié a amplificaciéon a través de oligonucledtidos especificos. Se realizaron
pruebas estadisticas (Chi? y exacta de Fisher) y se calcul6 la kappa de Cohen.
Resultados. Se incluyeron 10 mujeres con CB con una mediana de (61.5 [Q;-Q3:51.7-
76.2] anos); 2 (20%) refirieron antecedentes heredofamiliares de cancer, dos mas (20%)
fumaban, y ninguna refiri6 consumo o historia de consumo de alcohol. En 6 (60%)
casos se amplific6 VPH-AR en la mucosa bucal. Siete 7 (70%) pacientes presentaron
VPH-AR en mucosa bucal y orofaringea simultdneamente, 6 correspondientes a VPH-
16 y una a VPH-18. Cuatro mujeres (40%) de ellas presentaron simultineamente VPH-
AR en mucosa bucal/orofaringea y cuello uterino (VPH 16).

Conclusiones. La alta prevalencia de VPH-AR en CB, asi como a alta concordancia de
VPH-16 encontrado en mds de una localizaciéon mucosa en las pacientes con CB puede

sugerir autoinoculacién, transmision sexual, y un sistema inmunolégico debilitado.



1. MARCO TEORICO

De acuerdo a la Organizacién Mundial de Salud (OMS), el cancer es la principal causa
de muerte en los paises econdmicamente desarrollados y la segunda en los paises en
desarrollo (WHO, 2008). La Agencia Internacional para la Investigaciéon del Céncer
(IARC) estimé que para el afio 2008, a nivel mundial, existian 12.7 millones de
personas afectadas por cdncer, y 7.6 millones de muertes por esta causa, con ligero

predominio en paises en paises en vias de desarrollo (Jemal y cols., 2011).

El cancer es una enfermedad causada por cambios citogenéticos que progresan a través
de una secuencia de mutaciones somadticas de genes especificos que resultan en una

proliferacion celular descontrolada (Ram y cols., 2011).

1.1 Epidemiologia del cancer bucal
El cancer de cabeza y cuello es la sexta neoplasia mds frecuente en el mundo, cada afio
se diagnostican aproximadamente de 350,000 a 400,000 casos en el mundo, este

representa la sexta neoplasia maligna mas comun (Ferlay y cols., 2010).

Para el afio se estimaron 263,900 nuevos casos de cancer bucal en el mundo, y 128,000
muertes atribuibles a €l (Jemal y cols., 2011); observdndose un incremento en varios
paises de Europa y Estados Unidos en las ultimas dos décadas (de 18% en 1973 a 31%
en 2004) (Jemal A. y cols., 2011). La incidencia mds alta de cancer bucal se encuentra
en Malasia, sur de Asia y Europa del este debido al hdbito de masticar tabaco (Ferlay y

cols., 2010).

En México, de acuerdo con el registro histopatolégico de neoplasias malignas, en el afio

2002 se reportaron 820 casos de céancer bucal y 147 de cancer orofaringeo, lo que
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representd el 1% del total de neoplasias malignas. Posteriormente, en el reporte bienal
2004-2006, se registraron 10,064 casos, el 0.78% correspondian a cancer bucal y 0.13%
a cancer orofaringeo (0.91% de casos de CB de todas las neoplasias malignas) (RHNM

2004-2006).

Si bien, en nuestro pais no existen sistemas de informacién estadistica sobre las
enfermedades, se han realizado esfuerzos importantes en busca de informacién sobre la
fecuencia y mortalidad del cancer bucal. Un estudio basado en la mortalidad por cancer
bucal en México, (Anaya-Saavedra y cols., 2008) indicé que de 1979 a 2003 el total de
muertes causadas por cancer bucal y orofaringeo fue de 15 576, en el cual concluyen
que aunque en paises como Europa y Asia la mortalidad ha aumentado, las cifras de

mortalidad en el pais permanecen estables.

En cuanto al sexo y la edad de presentacion, diversos reportes han sugerido que en las
ultimas dos décadas, la incidencia de CB ha aumentado entre las mujeres a razon de
1.5:1, (Patel, 2011; Shiboski, 2005; Schantz, 2002;) particularmente en aquellas sin
antecedentes de consumo de tabaco y/o alcohol (Patel, 2011; Hockin, 2011; Toner y
Reagen, 2009). Asimismo, datos recientes sugieren que la incidencia de cancer bucal en
mujeres jovenes (15-39 afios) ha aumentado, atribuyendo este hallazgo al aumento en el
nimero de parejas sexuales, el incremento en las pricticas sexuales orogenitales y la

consecuente transmision del VPH (Bleyer, 2009; Llewellyna, 2004).

1.2 Caracteristicas clinicas del cancer bucal
El carcinoma escamocelular representa la neoplasia maligna mds comun (90%) de la
mucosa bucal, el resto lo constituyen linfomas, sarcomas, melanomas, y metastasis de

otras regiones (Kruse y cols., 2010).
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La presentacion clinica mds frecuente del carcinoma escamocelular es el aumento de
volumen exofitico ulcerado, aunque pueden presentarse como placa y/o ulcera de
bordes indurados (Falaki y cols., 2011). Los tres sitios de presentaciéon mds frecuente
son los bordes laterales de la lengua (30%) y el piso de la boca (14%) (Falaki y cols.,

2011; Yoshimoto y cols., 2007; Shiboski, 2000; Ramirez-Amador y cols., 1995).

1.3 Estadificacion del cancer bucal

Para facilitar el seguimiento clinico y terapéutico se realiza la estadificacion del cancer
bucal, se utiliza el sistema TNM (Anexo 1), el cual evalia tres caracteristicas: el tamafio
del tumor (T), T1: Tumor menor o igual a 2 cm; T2: Tumor mayor de 2 cm pero menor
de 4 cm; T3: Tumor mayor de 4 cm; T4: El tumor invade estructuras adyacentes.la
presencia de nddulos linfaticos (N), NO: No hay metéstasis ganglionares; N1: Hay
metastasis en un ganglio linfatico homolateral menor o igual a 3 cm; N2a: Metastasis en
un ganglio homolateral mayor de 3 cm pero menor de 6; N2b: Metdstasis en multiples
ganglios homolaterales, menores de 6 cm; N3. Metastasis en un ganglio linfatico mayor
de 6 cm y la presencia de metastasis (M), MO: No hay metéstasis a distancia.M1: Hay
metdstasis a distancia. De acuerdo con la ultima revision de la AJCC se incorpora al
sistema de estadificacion TNM, el grado histolégico y el estado del paciente.
Histologicamente, el sistema de gradificacion de la OMS recomienda 3 categorias: bien
diferenciado, moderadamente diferenciado y poco diferenciado; para lo cual se analizan
caracteristicas como el grado de queratinizacion, el pleomorfismo celular y nulcear, y la

actividad mitética (Woolgar, 2006).

Sobrevida. Se han implicado muchos pardmetros clinicopatolégicos en el prondstico,

recurrencia y sobrevida del cancer bucal. El prondstico depende de varios factores como
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la edad, el sexo, co-morbilidades, el consumo de tabaco y alcohol, y otros directamente
relacionados con la neoplasia como la localizacién y los margenes quirudrgicos (Jeries,
2010; Garzino, 2006).

Los carcinomas de orofaringe son diagnosticados usualmente en estadios avanzados, en
especial los de la base de la lengua. La progresién asintomadtica de estas lesiones, lo
dificil que es explorar esta zona y la abundancia del drenaje linfatico, son algunas de las
causas que hacen que la mayoria de estos tumores sean diagnosticados en la mayoria de
los casos en estadio IV (Seoane, 2012). La invasién extracapsular se ha identificado
como un factor predictivo de recurrencia regional y metdstasis distantes (Fedele, 2009;
Myers, 2001). La sobrevida del CB varia de 81% a 5 afios, en los pacientes con
enfermedad localizada, 42% a 5 afios cuando la enfermedad es regional, y disminuye

hasta 17% caundo existen metdastasis (Fedele, 2009).

En cuanto al tratamiento, en estadios tempranos de la enfermedad (etapas I y II) el
tratamiento quirdrgico conservador, con o sin radioterapia, permite conservar una
adecuada preservacion anatomica y funcional (Diaz, 2010; Schantz, 2002). En
contraste, en los pacientes en estadios avanzados existen diferentes modalidades
terapéuticas como el tratamiento quirurgico (el cual es en la mayoria de las ocasiones

mutilante), con o sin radio y/o quimioterapia (Haigentz, 2009).

1.4 Factores de riesgo para el desarrollo de CB

Si bien el consumo prolongado de tabaco y alcohol han sido reconocidos como los dos
principales factores de riesgo en el desarrollo de cancer bucal (Castellsague, 2004;
Johnson, 2001), en los dltimos afios se han reportado aumento en la incidencia de CB en
menores de 40 afnos (Shiboski, 2005), particularmente sin antecedentes de consumo de

tabaco y alcohol (Chi, 2009; Toner y cols., 2009), por lo que se ha sugerido otros
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factores, como deficiencias nutricionales (Nasim, Ismail, 2007), factores genéticos
(Pfeiffer, 2011) y la presencia de VPH en la mucosa bucal, pudieran ser factores de
riesgo (Lajer y cols., 2012; Mork y cols., 2011; Toner y cols., 2009; Anaya-Saavedra y
cols., 2008; Romanitan y cols., 2008; Conway y cols., 2007; Shiboski y cols., 2005; Ha,

Califano, 2004; Gillison, 2004).

1.4.1 Tabaco

El tabaco contiene mds de 300 compuestos carcinogénicos que se convierten en
metabolitos activos capaces de interactuar con el ADN mediante la accién de las
enzimas oxidativas. La accion carcinogénica depende principalmente de los
hidrocarburos policiclicos aromaticos, nitrosamidas, niquel, y cadmio, ademds de la

exposicion continua al calor producido por la combustién del tabaco (Johnson N. 2001).

Los bordes postero-laterales de la lengua y el piso de la boca se consideran como sitios
de alto riesgo, pues por su localizacion anatomica, reciben las concentraciones mds altas
del tabaco inhalado, por lo tanto son mas susceptibles a sus efectos carcindgenos

(Schmidt B. 2004).

1.4.2 Alcohol

El alcohol se considera un agente promotor del CB debido a su capacidad para permitir
que el epitelio bucal se haga mas permeable y facilite asi la accion de carcinogénicos;
asi mismo, actda como facilitador de los carcinogénicos (como los productos del
tabaco) hacia el interior de la célula, y como factor irritante local por su efecto oxidativo

directo en el epitelio (Zygoniani, 2011; Toner, 2009; Castellsague, 2004 ).

Se ha reconocido una fuerte asociacion entre el uso excesivo de alcohol y tabaco,

14



aproximadamente el 80% de los pacientes consumidores de alcohol y refieren consumir
tabaco también (Johnson N. 2001). El mecanismo celular al combinar el alcohol y
tabaco es poco entendido, sin embargo, se sabe que estd alterado el proceso de
oxidacién/antioxidacion y en esto estd involucrado el sistema citocromo P450m esta es
una enzima que se expresa en el higado y se sabe que interviene en el metabolismo de
las drogas, compuestos enddgenos, sustancias ambientales y de la dieta (Jayapriyaa y

cols., 2010).

Se sabe que hay interaccion significativa entre el consumo de alcohol y la deficiencia de
folatos, esto debido a que el metabolismo del acetaldehido se realiza localmente en la
cavidad bucal eliminando los folatos y por lo tanto su efecto, lo que puede aumentar el
riesgo de CB sistémica y localmente por la disrupcion en la sintesis de ADN,

reparacion, de las células epiteliales (Jayapriyaa y cols., 2010).

El carcinoma escamocelular es una neoplasia que se desarrolla como un proceso
multietapas de dafio genético acumulativo en las células epiteliales (Lars, 2000). Hay
literatura que sostiene que se deben investigar otros factores de riesgo ademas del
alcohol y tabaco, ya que en ausencia de estos factores ya conocidos, el cdncer se
presenta en pacientes mds jovenes, por lo que es importante examinar otros potenciales
factores de riesgo tales como alteraciones genéticas, historia familiar de céncer,

infeccidn viral (Zygogianni y cols., 2011).

1.4.3 Factores genéticos
Se han estudiado las alteraciones genéticas como factor de riesgo en el desarrollo del
cancer, estas definen las bases moleculares de la carcinogénesis, las cuales incluyen

mutaciones, amplificaciones, rearreglos y delecciones del ADN, que pueden contribuir a
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la susceptibilidad genética para desarrollar carcinoma escamocelular de cabeza y cuello.
(Kostrzewska, 2012; Ferreira, 2012; Pfeiffer, 2011; Ram, 2011) lo que lleva a la perdida
de funcién de diversos genes supresores tumorales o activacién de oncogenes, estos
cambios acumulativos pueden producir atipia y eventualmente cancer (Ferreira, 2012;

Pfeiffer, 2011).

La mayor modificacién epigenética en los tumores es la metilacién, las modificaciones
epigenéticas estdn conectadas frecuentemente con la pérdida de expresion genética y la
importancia de los multiples e indispensables eventos genéticos durante la

carcinogénesis (Ram, 2011).

Las variaciones genéticas de los mecanismos protectores contra el cancer pueden estar
implicados en la carcinogenesis, tales mecanismos protectores pueden fallar y por lo
tanto predisponer al al desarrollo del cancer, entre estos los genes para las enzimas
hepdticas, que degradan los carcindégenos quimicos, los genes capaces de reparar las
mutaciones del ADN, los genes que controlan el crecimineo descontrolado de las

células cancerigenas o los genes relacionados con la protecciéon inmune (Scully, 2010).

En cuanto a la susceptibilidad genética, se ha encontrado en cerca del 10% de los casos
de CB un fuerte componente hereditario (Ram y cols., 2011). Un trabajo realizado por
Wiklund y cols., (2011) encontr6é disregulaciones en el mARN asociado con ADN
metilado en pacientes con CB en contraste con una expresion normal en estroma y

epitelio sano.
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1.4.4 Agentes biolégicos

Entre los agentes bioldgicos involucrados con el desarrollo de CB, se ha propuesto la
presencia de diversos microorganismos, ejemplo de ello es el Virus de Epstein Barr en
neoplasias linfoproliferativas, el virus del herpes simple tipo 8 (VHS-8) en el sarcoma

de Kaposi y el virus del papiloma humano en las neoplasias epiteliales.

Los virus son capaces de alterar el funcionamiento cellular y modificar el ADN vy las
estructuras cromosémicas e inducir cambios proliferativos en las células. La integracion
del ADN de algunos de estos virus en el genoma humano, se asocia con la expresion de
oncogenes y la disregulacion de los genes supresores tumorales, otros son contribuyen

de manera indirecta en la progresion tumoral (Lars y cols., 2000).

1.5 Infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH).

1.5.1 Nomenclatura y clasificaciéon

Los papilomavirus son virus epiteliotropicos presentes en la piel y mucosas de muchos
animales; en los humanos, se han descrito mas de 200 tipos y se han dividido en virus
de bajo riesgo (VPH 6,11,42,43 y 44) y alto riesgo (VPH 16,18,31,33,35,45,51,52 y 56),

de acuerdo a su presencia en lesiones malignas del cuello uterino (Faridi R. 2011).

1.5.2 Biologia de los papilomavirus

Los papilomavirus humanos son pequefos virus de ADN de doble cadena circular que
contiene 8000 pares de bases, el genoma contiene una region del control de
aproximadamente 1000 pb, en la que se han identificado secuencias estimuladoras asi
como represoras de la transcripcion viral, asi como el origen de la replicacion (Munger,

2004).
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El VPH tiene una cdpside proteica y al igual que otros virus, aprovechan la maquinaria
celular para replicarse, son epiteliotrépicos y una vez que alcanzan las células basales
pueden permanecer en forma episomal o en estado latente, o bien, abandonar esa
latencia y aprovechar la diferenciacién celular propia del epitelio. Paralelamente a la
maduracion del epitelio cervical, el virus expresa sus genes de forma secuencial; en
primer lugar los genes tempranos en las capas basales y posteriormente en las capas
superficiales del epitelio mas diferenciado expresan las proteinas tardias (L1 y L2) que
forman la cdpside y permiten el ensamblaje de nuevas particulas virales que repetiran el

ciclo (Miller y cols., 2012).

El VPH infecta las células basales del epitelio a través de microabrasiones de las
membranas mucosas, las particulas virales formadas migran cuando las células basales
se van diferenciando y se desprenden de ellas cuando las células alcanzan las células

mads superficiales del epitelio (Gillespie, 2009).

En determinadas circunstancias fisiologicas de permisividad inmunoldgica y tras un
periodo de persistencia de la infeccidn, generalmente largo, las particulas de ADN
episomal sufren un proceso de integracion dentro del genoma celular y con ello una
serie de acontecimientos que conducen a un proceso de bloqueo de proteinas con
funciones importantes en el ciclo celular (pS3 y Rb) y como consecuencia, alteraciones
en el crecimiento normal y diferenciacion del epitelio cervical seguidas de un acumulo
de errores genéticos que son la base de la transformacién tumoral bucal (Miller y cols.,

2012).

El genoma de los diferentes tipos virales presenta una estructura bdsica muy similar,

con homologia de secuencia entre ellos. Se han identificado marcos de lectura abierta
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organizados en regiones de expresion temprana (E) y tardia (L), los primeros codifican
para proteinas relacionadas con la replicacion (E1), transcripcién (E2) y transformacion

celular (E6 y E7) (Premoli, 2005).

El potencial oncogénico del VPH de alto riesgo (VPH-AR) se atribuye a la insercién
especifica de fragmentos de ADN (E6 y E7) en la célula. Como resultado de esta
integracién, se suprimen algunas funciones clave que causan alteraciones en el
mecanismo de la apoptosis, reparacién del ADN, regulacién del ciclo celular y
finalmente llevan a la inmortalizacion celular (Nair, Pillai, 2005). La integracion del
genoma del VPH, al contrario de la presencia de VPH episomal, estd asociado con la
gran frecuencia de neoplasia de cuello uterino, el significado patologico de la
integracion ain no es completamente claro, pues frecuentemente se encuentra en ambas

formas (Feller, 2010).

La proteina E2 reprime la transcripciéon de E6 y E7, esto tiene como resultado la
reactivacion de p53 y Rb que son supresores tumorales que controlan la proliferacion
celular y por lo tanto el control de la proliferacion celular desaparece rdpidamente. El
efecto de la represion de los oncogenes E6 y E7 en el fenotipo transformado de lineas
celulares de cédncer cabeza y cuello VPH positivos aun no se ha determinado. La
exposicion continua de E6 y E7 es necesaria para mantener el estado proliferativo de
células cancerigenas en el cancer bucal y/ orofaringeo relacionado con VPH AR

(Badulescu y cols., 2010).

El VPH se ha encontrado integrado al ADN hospedero en 48% de los casos de CByO,

35% de forma episomal y 17% de ambas formas (Koshinen, 2003).
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1.5.3 Infeccion por VPH en cancer bucal y orofaringeo

Los datos sobre la prevalencia de infeccién por VPH en el cancer bucal y orofaringeo
son abundantes y divergentes (Pannone, 2011; Lopes, 2011). Como se muestra en el
Cuadro 1, desde las primeras observaciones de Syrjdnen y cols., en 1983, se han
publicado numerosos estudios sobre su frecuencia en CByO, con frecuencias que van de

0% a 100% (Pannone, 2011; Lopez, 2011; Hansson, 2005; Mork, 2001).

Con relacion a la la frecuencia de VPH en CB se ha reportado de 4% a 80% (Machado
y cols., 2010; Termine y cols., 2008; Zhao y cols., 2003). Se han realizado diversos
meta-andlisis de la prevalencia de VPH en cancer bucal que han reportado cifras
variables que van desde 21.5 hasta 34.5% (O’Rorke vy cols., 2012; Jayaprakash vy

cols., 2011; Termine y cols., 2011; Dayyani y cols., 2010).

De acuerdo con Kreimer y cols., (2005) la prevalencia de VPH es inversamente
proporcional al tamafio de la muestra estudiada. Una de las prevalencias mas bajas de
VPH en cancer bucal (3.9%), proviene de un estudio multicéntrico realizado en nueve
paises, en el que se incluyeron 1600 casos y 1700 controles (Herrero, 2003). EI lugar
geografico es un factor relevante en las frecuencias informadas: en el cancer bucal, la
prevalencia de VPH en Asia (33%) es mas alta que en Europa (16%) y Norteamérica
(16.1%) (Kreimer, 2005). Por otra parte, la frecuencia de VPH en cancer orofaringeo es
mayor en Norteamérica y Asia (47.0 y 46.3%, respectivamente), que en Europa
(28.2%). Las discrepancias geogréficas identificadas pueden deberse a diferencias en la
distribucién de otros factores de riesgo que actian como co-carcindégenos, como el

tabaco y el alcohol (Kreimer, 2005).
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En un meta-andlisis que examiné de manera independiente 94 estudios de cancer bucal
y VPH, se informa que la presencia viral es 4.7 veces mas comun en los pacientes con
cancer bucal, que en individuos sin alteraciones bucales (Miller, 2001). Resultados
similares muestran que los individuos con VPH en la mucosa bucal tienen de 3 a 6
veces mds riesgo de tener cdncer bucal (Anaya, 2008; Ha, Califano, 2004; Smith, 2007).
En un estudio de casos y controles poblacional, realizado en Suiza, se informa que los
individuos con VPH-AR tienen un riesgo 63 veces mayor de presentar cdncer bucal
(RM= 63 IC 95%, 14-480). A nivel mundial, en la dltima década, la frecuencia de VPH
en CB se ha reportado de 4% a 80% (Machado y cols., 2010; Termine y cols., 2008).
Adicionalemente, diversos meta-andlisis de la prevalencia de VPH en céancer bucal han
informado cifras que van desde 21.5% hasta 34.5% (O’Rorke y cols.,, 2012;

Jayaprakash y cols., 2011; Termine y cols., 2011; Dayyani y cols., 2010).

En Meéxico, dos estudios realizados en el Instituto Nacional de Cancerologia reportan
prevalencias de 42% (Ibieta, 2005) y 43.5% (Anaya, 2008). En una revision sistematica
de la literatura, que incluyo 60 estudios de 26 paises, la prevalencia general de VPH
para cancer bucal fue de 23.5% (IC 95%, 21.9 — 25.1), aumentando para el laringeo en
24% (IC 95%, 21.8 — 26.3) y para el orofaringeo hasta 35.6% (IC 95%, 32.6 — 38.7)

(Gonzélez-Ramirez y cols., 2013; Ibieta y cols., 2012; Kreimer, 2005).

El sitio en el que se presenta la lesion es determinante, actualmente se reconoce que la
zona amigdalina, la orofaringe y la base de la lengua, son mds susceptibles a la accidén
oncogénica viral, Tachezy y cols., 2005 encontraron frecuencias menores para VPH en

cancer bucal (25%) que en orofaringeo (57%) (Tachezy y cols., 2005).
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1.6 Sobrevida en cancer bucal y orofaringeo positivo a VPH

Numerosos trabajos han identificado que el CByO que contiene secuencias de VPH
presenta un mejor prondstico y respuesta a tratamiento (Pignon y cols., 2009; Junor y
cols., 2012; Ang y cols., 2010). Aunque el mecanismo es poco claro, estas diferencias
podrian explicarse porque en las células tumorales asociadas a VPH aumenta la

sensibilidad a la quimioterapia y radioterapia (Junor y cols., 2012).

En un meta-analisis se reportd que los pacientes con cdncer orofaringeo VPH+ tienen
28% menos de riesgo de muerte y 49% menos de posibilidad de falla al tratamiento,

comparados con los pacientes VPH negativos (Pignon y cols., 2009).

A este respecto, se ha observado que los tumores VPH positivos son entidades
biologicas diferentes a los VPH negativos; con diferentes vias carcinogénicas, y con
diferente comportamiento bioldgico. La alta frecuencia de mutacion del gen p53
encontrada en los tumores VPH negativos, pudiera estar relacionada con la
cancerizacion de campo y por lo tanto, con recurrencia temprana, tumores secundarios,
y peor respuesta a la quimioterapia y radioterapia (Grimminger, Danenberg, 2011). Lo
anterior, apoya la utilidad clinica de la identificacion de VPH en el CByO (Huang y

cols., 2012; Schache y cols., 2011; Gillison y cols., 2009; Fakhry y cols., 2008).

Es relevante mencionar el trabajo realizado por Du y cols., (2012) mencionan que a
pesar de que se identificque el mismo tipo viral, es necesario el estudio de las variantes
de cada uno de ellos. Ejemplo de lo anterior es la variante R10G del VPH-16, mas
comin en boca que en mucosa cervicouterina; por lo que es posible sea mayor su

capacidad de persistencia en esa localizacién anatémica (Du vy cols., 2012).
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1.7 Concordancia de VPH en mucosa bucal, orofaringea y cervicouterina

Como se puede observar en el Cuadro 2, diversos estudios han estudiado la presencia
del VPH en mucosa bucal y mucosa de cuello uterino, en mujeres sanas, embarazadas,
con inmunodeficiencias, o con lesiones benignas o malignas del cuello uterino (Beder-
Ribeiro y cols., 2013; Adamopoulou y cols., 2013; De Guglielmo y cols., 2013;
Koshima y cols., 2012; Zonta y cols., 2012; Abdelbaset y cols., 2012; Termine y cols.,
2011; Matsushita y cols., 2011; Saini y cols., 2010; Termine y cols., 2009; Castellsague
y cols., 2009; Marais y cols., 2008; D’Souza y cols., 2007; Fakhry y cols., 2006; Rintala
y cols., 2005; Smith y cols., 2004; Canadas y cols., 2004; Badaraco y cols., 1998;
Kellokoski y cols., 1992).

Un meta-analisis realizado por Termine y cols., (2011), incluyé 10 estudios sobre
concordancia de VPH en boca y cuello uterino, indicando que el 21.4% de las muestras
analizadas presntaban infeccion simultdnea (bucal y cervicouterina). Los resultados
muestran que la infeccion por VIH es uno de los factores mds importantes en la alta
concordancia encontrada, por lo que se concluye que la inmunidad juega un papel

importante en la presencia y persistencia del VPH (Termine y cols., 2011).

Las frecuencias encontradas en la mucosa bucal de mujeres sin lesiones en cuello
uterino han variado de 1.4% (Termine y cols., 2009) a 54.8% (Beder-Ribeiro y cols.,
2013). Un estudio reciente realizado en Grecia (Adamopoulou y cols., 2013), encontré
una prevalencia de infeccion por VPH de 60.5% en mucosa cervicouterina y de 44.2%
en mucosa bucal; 11.6% tuvieron VPH-16 en ambas localizaciones. Las altas
frecuencias encontradas en la mucosa bucal de mujeres aparentemente sanas, puede
deberse a infeccion por VPH o lesiones genitales en las parejas de estas mujeres, por lo
cual, la transmision sexual representa una via importante de llegada del virus a la

mucosa bucal (Beder-Ribeiro y cols., 2013).
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En contraste con lo anterior, la baja frecuencia de VPH en la mucosa bucal de los
estudios realizados en sexoservidoras (6.1 a 7.9%) (Matsushita y cols., 2011; Caiadas y
cols, 2004), sugiere el uso de métodos de control de infecciones en estas mujeres.
Cafiadas y cols., (2004) encontraron una prevalencia de 27.8% en mucosa cervical,
26.1% en mucosa vaginal, 22.9% en mucosa vulvar, 15% en mucosa anal y 7.9% en
mucosa bucal. El valor de kappa para la concordancia entre los tipos encontrados en
mucosa cervicouterina mucosa bucal fue de 0.72. Otro trabajo realizado en 196
sexoservidoras de Japon (Matsushita, 2011), encontr6 una frecuencia de VPH-AR de
6.1% de la mucosa bucal y 52.6% en mucosa cervicouterina; seis mujeres presentaron
infeccion simultdnea en ambas mucosas, y solamente 2 (1.0%) tuvieron el mismo tipo

de VPH en ambas mucosas (VPH-56).

Los trabajos realizados en mujeres que se conocen con infeccion genital por VPH
muestran frecuencias que varfan de 3.8% (Kellokoski y cols., 1992) a 48.3% (de

Guglielmo y cols., 2013).

Los estudios realizados en mujeres embarazadas se enfocan més a la deteccion de VPH
en el cuello uterino de la mujer y en la presencia del virus en la mucosa bucal del
neonato (Castellsague y cols., 2009; Smith y cols., 2004).

La frecuencia de VPH en cuello uterino al momento del parto varia de 16.4% (Koshima
y cols., 2004) a 46.2% (Castellsague y cols., 2009), y en la mucosa bucal de los
neonatos de 14.0% (Rintala y cols., 2005) a 51.6% (Castellsague y cols., 2009).
Unicamente un trabajo (Smith y cols., 2004), que incluyé a 577 mujeres embarazadas,
evalu6 la preencia de VPH en la mucosa bucal de las mujeres embarazadas,

encontrando una prevalencia de VPH de 2.4% en la mucosa bucal y 29% en mucosa
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cervical, solo seis mujeres (1%) presentaron infeccién en ambas mucosas de forma
simultdnea, sin embargo ninguna de ellas tenia el mismo tipo de VPH (Smith y cols.,

2004).

Koshima y cols., (2012) encontraron una frecuencia de VPH de 16.4% de infeccién por
VPH en la mucosa cervical de las mujeres embarazadas, y del 17.9% en la mucosa
bucal de los neonatos, con un valor de kappa de 0.99 (Koshima y cols., 2012). De
manera similar, un estudio de 36 meses de seguimiento en recién nacidos (Rintala y
cols., 2005) encontr6 infeccion por VPH en la mucosa bucal del 14% de los neonatos y

15% en la mucosa genital (4%-15%).

En las mujeres infectadas con VIH, la frecuencia de VPH en mucosa bucal varia de
25.2% (Fahkry y cols. 2006) a 33% (Marais y cols. 2008). En un trabajo en el cual se
comparo la prevalencia y tipo de VPH encontrado en mucosa bucal y cervical en 172
mujeres VIH positivas y 86 VIH negativas, se identificé que el 6.3% de las 35 mujeres
VPH positivas tuvieron infeccion concurrente en ambas mucosas, sin embargo, fueron
diferente tipos (Fakhry y cols., 2006). D" Souza y cols., (2007) analiz6 la presencia y
persistencia de infeccion por VPH en mucosa bucal y cervicouterina en 136 mujeres
VIH positivas y 63 negativas, durante un seguimiento de 6 meses, se encontrd una
prevalencia de 33% y 78% (mucosa bucal y cervicouterina, respectivamente) en las
pacientes VIH+ y de 15% y 51% en las pacientes sin VIH (mucosa bucal y
cervicouterina, respectivamente), siendo el VPH-16 fue el de mayor frecuencia, sin
embargo no se analizé la concordancia entre los tipos encontrados en ambas mucosas

(D” Souza y cols., 2007).

En los estudios que analizan la mucosa bucal de mujeres con lesiones genitales por
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VPH, la frecuencia de VPH varia de 0.5% (Zonta y cols. 2012) a 5.7% (Saini y cols.,
2010), este ultimo trabajo realizado en mujeres con cdncer cervicouterino. Un trabajo
realizado en 29 mujeres con lesién benigna por VPH en mucosa cervicouterina,
encontraron una prevalencia de 37.9% de infeccién en la cavidad bucal y 34.5% en el
tracto genital, el VPH-16 fue el mas frecuente (34.6%); Se encontré infeccién
simultanea en 5 pacientes, 3 de ellos con el mismo tipo viral (VPH-16), por lo tanto,
conluyen aunque alta prevalencia, la concordancia parcial entre ellos, pueden sugerir
que ambas mucosas sean reservorios diferentes para diferentes tipos de VPH (Badaraco
y cols., 1998). En un trabajo en Sudan que incluyé 40 mujeres con lesion intraepitelial
por VPH (Aldelbaset y cols. 2012), encontraron una frecuencia de 40% en la mucosa
cervicouterina, (VPH-16 en el 50%), y solamente 1 muestra (2.5%) de mucosa bucal
fue positiva para VPH. Finalmente, el tnico trabajo que analiza la presencia de VPH en
la boca de 70 mujeres con CaCu (Saini y cols., 2010), indica que la frecuencia de

infeccion por VPH en la mucosa bucal es de 5.7%.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

En las dltimas dos décadas, el papel del VPH en el desarrollo del cdncer orofaringeo y
amigdalino ha comenzado a cobrar valor gracias a la gran cantidad de evidencia
cientifica acumulada; (De Stefani y cols.,, 2013; Zandberg cols., 2013;
Rautava, Syrjdnen S, 2012); sin embargo, y a pesar de los numerosos trabajos al

especto, su papel en la carcinogénesis bucal continda siendo controversial (Kansy y

cols., 2012).

Un numero importante de estudios ha analizado la infeccion por VPH en la mucosa
bucal y el cuello uterino en forma concurrente en una misma poblacioén de estudio,
como mujeres embarazadas (Smith y cols., 2004), mujeres con infecciéon por VIH
(Marais y cols., 2008; Fakhry y cols., 2006) y mujeres con lesion en cuello uterino (de
bajo y alto grado de malignidad) (Sanchez y cols., 2010; Peixoto y cols., 2011;
Abdelbaset y cols., 2012). Sin embargo, en mujeres con cancer bucal, no existen
estudios acerca de la prevalencia de infeccion concurrente por VPH en mucosa bucal,

orofaringea y cervicouterina y si los tipos virales son concordantes.

El presente estudio estd dirigido a la identificaciéon de la infeccion por VPH en la
mucosa bucal, orofaringea y de cuello uterino en mujeres con cancer bucal, mediante la
realizacion de purificacion y amplificacion simultdnea de ADN (bucal, orofaringeo y
cervical). La evaluacion concurrente de HPV en ambas mucosas aportard informacion
acerca de las diferencias y similitudes entre la infeccién en tres sitios anatomicos
diferentes, y su posible asociacién con las variables consideradas de importancia en

procesos oncogénicos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General
Establecer la concordancia entre los tipos de VPH identificados en la mucosa bucal y

orofaringea, con los del cuello uterino, en mujeres con cancer bucal.

3.2 Objetivos Particulares
- Estimar la asociacién de la infeccion por VPH-AR con la presencia de CB.
- Estimar la concordancia en las secuencias gendmicas de tipos especificos de VPH

obtenidos en muestras de la mucosa bucal, orofaringea y de cuello uterino.

4. METODO

Estudio transversal, observacional y analitico, que se desarrollé de enero de 2010 a
junio de 2011, en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), con colaboracion de
la UAM-Xochimilco. El estudio fue aprobado por los Comités Institucionales de
Bioética de las instituciones participantes. Las mujeres participantes en el estudio
fueron incluidas en el Departamento de Cabeza y Cuello del INCan, previo

consentimiento informado.

Criterios de inclusion:

- Mujeres mayores de 18 afios, con capacidad de decision propia, con diagnostico
histologico de CB que no hayan recibido tratamiento médico previo (cirugia,
quimioterapia y/o radioterapia)

- Aceptacion de participacion en el estudio y firma de la carta de consentimiento

informado.
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Criterios de exclusion:
- Mujeres con CB tratadas previamente (cirugia, radio y/o quimioterapia)
- Mujeres con melanoma, linfoma o sarcoma bucal

- Mujeres que no aceptaron participar en el estudio

Se pidi6 a la persona leer la carta de consentimiento informado (Anexo 2) y se contestd
a cualquier duda que tuvo sobre el estudio. Se pidi6 que firmara la carta de
consentimiento si estuvo de acuerdo en participar en el estudio. Se le hizo saber al
paciente que la negativa en relacion a su participaciéon en el estudio no tenia
consecuencias negativas en la atencion médica recibida en la institucion que acudi6 para
consulta. Posteriormente, se les aplicO un cuestionario que incluyd las variables a
considerar en el estudio (edad, ocupacion, escolaridad, nivel socioecondmico, lugar de
residencia, antecedentes familiares de neoplasias malignas, consumo de tabaco y/o

alcohol).

4.1 Procedimientos clinicos.

A las mujeres incluidas se les realiz6 un examen clinico con el fin de identificar la
presencia de lesiones (bucales y de cuello uterino), que fueron registradas en la ficha de
recoleccion de datos elaborada para este fin. Los exdmenes de la mucosa bucal fueron
llevados a cabo por una alumna de la Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la
UAM-Xochimilco. Los exdmenes del cuello uterino fueron realizados por personal del

Departamento de Ginecologia del INCan.

En todas las mujeres se tomé un cepillado del tumor de la mucosa bucal, otro de la
mucosa orofaringea y un tercero de la mucosa de cuello uterino. La muestra de boca y

orofaringe fue realizada en los consultorios del Departamento de Cabeza y Cuello del
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Instituto Nacional de Cancerologia. El cepillado de la mucosa de cuello uterino se
realiz6 en el Departamento de Colposcopia del Incan por un especialista en

Ginecolologia.

Las muestras citoldgicas obtenidas fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento,
en el Laboratorio de Virus y Céancer de la Unidad de Investigaciones Biomédicas del

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, con sede en el INCan.

Se registraron las caracteristicas clinicas de la neoplasia maligna (apariencia, extension,
tamafo y localizacion), y la estadificacion de acuerdo a criterios establecidos por el
AJCC (AJCC). Se anot6 también la sintomatologia asociada al padecimiento, y el

tiempo (en meses) transcurrido para la obtencién del diagndstico.

4.2 Procedimientos de laboratorio.

Extraccion de ADN. Se llevé a cabo por medio del Wizard Genomic ADN Purification
kit (Promega) de la siguiente manera: la muestra se centrifugd durante 5 a 16,000 rpm,
para obtener una pastilla a la que se le afiaden 300 ul de solucién litica nuclear, y 17.5
ul de proteinasa-k (20 mg/ml) incubando por 3 horas a 65°C en termoblock. Se
agregaron 1.5 pul de RNAsa, incubando a 37° C por 30°. Se afadieron 200 pl de
solucion precipitadora de proteinas, y se agregaron 300 ul de isopropanol. Se retir6 el
sobrenadante y se lavé con 300 pl de etanol (70%). Se rehidrata con 30 pl y se incub6

65° C por una hora.

Cuantificacion de ADN. La mediana de ADN obtenido en las muestras de mucosa
bucal fue de 199.6 (5.0 — 1017.6) ng. La mediana de ADN obtenido en las muestras

provenientes de mucosa orofaringea fue de 108.163 (4.8 - 506.2) ng, y las de mucosa de
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cuello uterino fue de 777.428 (7.6 - 5124.5) ng.

Amplificacion del gen B-globina. Para comprobar la integridad del ADN obtenido,
todas las muestras fueron sometidas a amplificacion del gen B-globina un gen altamente
conservado en las células humanas, a través del uso de los oligonucledtidos
GH20/PC04, que amplifican un fragmento de 260-280 pb:

GH20 5’- GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC-3

PC04 5°-CAA CTT CAT CCA CGTTCA CC-3’

Amplificacion de la region L1 de Papilomavirus. Todas las muestras obtenidas
(bucales y cervicales fueron sometidas a amplificacion de la region L1 del genoma del
VPH, por medio de los oligonucledtidos universales MY09/MY11, que incluye los
nucledtidos 6722 al 7170 del VPH-16, y las regiones correspondientes a otros tipos
virales, capaces de detectar mas de 25 tipos virales; dando un fragmento aproximado de
450 pb:

MY09 5°- CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC -3’

MY11 5°- GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG -3’

Las muestras que resultaron negativas a la amplificacion con MY09/MY11 fueron
sometidas a una segunda amplificacion con los oligonucledtidos universales
GP5+/GP6+, localizados dentro de la secuencia reconocida por los oligonucledtidos
MY09/MY11. Dichos oligonucledtidos amplifican un fragmento de 150 pb, y pueden
detectar los tipos virales 6, 11, 16, 18, 31, 33 y 32:

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

GP6+ 5°-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3°
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Adicionalmente, las muestras fueron sometidas a amplificacion del gen E6 del VPH-16,
por medio de oligonucledtidos especificos para la identificacion de este gen
(FO48/R551), en un volumen final de 20 ul, consistentes en 3 ul de ADN muestral (100
ng), 2.5 ul de buffer 10x, 0.5 ul de Taq polimerasa, 10 pmol de cada primer, y 0.2 mM
de dNTPs. La concentraciéon de MgCl2 usada fue de 2mM (2.5 pl). Las condiciones
para la realizacién de cada una de las reacciones de PCR fueron las siguientes: pre-
calentamiento por 5 min a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 20 seg. a 94 °C, 20 seg. a 39
°C (GP5+/GP6+) o 55°C (MY09/MY11; GH20/PC04) y 40 seg. a 72 °C, y una
extension final de 5 min a 72 °C. La reacciéon de PCR fue realizada en un volumen final
de 30 pl (5 pl de ADN extraido como templado (100 ng), 2 ul de buffer 10x, 1 U de

Taq polimerasa (Applied Biosystems), 10 pmol de cada primer, y 0.2 mM de dNTPs).

En cada una de las reacciones de PCR mencionadas, se incluyeron de manera
sistematica dos tipos de controles, un positivo (ADN de lineas celulares SiHa) y un
negativo (tubo de mezcla de reaccion con agua). Las muestras fueron sometidas a
amplificacion aleatoriamente, y de forma ciega a las caracteristicas de las muestras, lo
cual pudiera incorporar sesgos de susceptibilidad diagnéstica (datos demograficos o
clinicos relevantes, etc.). Las muestras fueron preparadas y analizadas de forma
paralela, con el fin de asegurar que las condiciones de reaccion fueran iguales. Se
procuraron también precauciones universales para los procedimientos de PCR, como el
hecho de que la preparacion de las mezclas, la amplificacién y la electroforesis fueron

realizadas en cuartos separados.

Reaccion de secuenciacion. Los productos de PCR positivos, fueron secuenciados en
un termociclador programable (Mastercycler® gradient, Eppendorf) por medio del kit

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), usando uno de los
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oligonucledtidos del PCR (GP5+ and MY09). El andlisis de las secuencias fue realizado
por medio del ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer System (Applied-Biosystems), y
comparadas con las bases de GenBank (National Center for Biotechnology Information,

Bethesda, MD) por medio del programa BLAST.

Variables

Las variables a considerar en el estudio son:

- Variable dependiente: Infeccion por VPH

- Variables independientes: ocupacién, nivel socioecondmico, antecedentes familiares
de neoplasias malignas, estadificacion de la neoplasia, consumo de tabaco, consumo

de alcohol, caracteristicas clinicas y localizacion de la neoplasia maligna,.

Operacionalizacion de variables

- Areas topogrdficas: Las dreas topogrificas que incluye el estudio serdn delimitadas
de acuerdo a la décima Clasificacion Internacional de Enfermedades de la OMS. Se
tomo en cuenta las zonas correspondientes a la mucosa bucal (mucosa bucal superior
e inferior; base, dorso y vientre de lengua; encia; piso de boca; paladar duro y
blando, mucosa yugal derecha e izquierda, glandulas salivales), cuyos cddigos van
del CD00.3 al CDO08. (Fritz, 2000)

- Consumo de tabaco. Los mujeres incluidas en el estudio fureron clasificadas como
no fumadoras, fumadoras y ex fumadoras, tomando como base la clasificacion
utilizada en un estudio previo.

- Consumo de alcohol. El consumo de bebidas alcohdlicas 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 30 ml, ron 30 ml, licor 30 ml, brandy 30 ml, mezcal 30 ml, cerveza 330 ml,

33



pulque 330 ml). Las mujeres incluidas en el estudio fueron clasificadas como no
bebedoras, bebedoras y ex bebedoras, segin la clasificacion previa (Anaya-Saavedra

y cols., 2008)

4.3 Analisis estadistico.

Manejo de los datos. Los datos de los cuestionarios se codificaron para su captura. Una
vez que la informacién de los cuestionarios sea recabada en su totalidad, y se realice el
trabajo de laboratorio para obtener los datos sobre los marcadores clinicos y

moleculares, se elaborard una base de datos en el programa estadistico SPSS v.15.

La descripcion de las variables se realizé a través de sus medidas de centralizacion y
dispersion. Con fines descriptivos, las variables continuas se expresaron como medias
aritméticas, medianas y desviaciones estdndar y las variables categéricas como
proporciones e intervalos de confianza al 95%. Las diferencias en las caracteristicas
demogréficas y clinicas entre los casos positivos y negativos a VPH se analizaron por
medio de la Chi cuadrada o la prueba exacta de Fisher para variables categorias, o la U
de Mann-Whitney, para las dimensionales. La concordancia entre los tipos de VPH
encontrados en mucosa bucal, orofaringa y de cuello uterino, se analiz6 a través de la

prueba de Kappa de Cohen.
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5. RESULTADOS
En el presente estudio se incluyeron 10 pacientes con CB, con una mediana de edad de
61.5 (min-max:21-79,Q;-Q3:51.7-76.2) afios. Las caracteristicas demograficas y clinicas

de las pacientes incluidas se describen en los Cuadros 3 y 4.

De las 10 mujeres incluidas, 4 (40%) eran anafalbetas y 6 (60%) se dedicaban al hogar,
5 (50%) vivian en la ciudad de México y 5 (50%) en el estado de México. Menos de la
tercera parte, (2/20%) refirieron tener antecedentes positivos de cancer familiar en
primera linea. En referencia al consumo de tabaco y alcohol, solo el 20% de las mujeres

fumaban, y ninguna refiri6 consumo o historia de consumo de alcohol.

La presentacion clinica mas frecuente fue la ulcera con bordes irregulares e indurados
(6/60%), seguida por placas blancas con margenes irregulares (4/40%). Seis (60%) de
los casos se presentaron en el borde lateral de la lengua, con extension al piso de boca
en dos casos. Los cuatro casos restantes se presentaron en el proceso alveolar superior,
con extension al paladar. Los principales sintomas referidos por las pacientes fueron

dolor (8/80%) y disfagia (5/50%) (Cuadro 4).

El tiempo de evolucidn referido por las pacientes fue de tres a seis meses en seis (60%)
casos, mientras que s6lo dos mujeres (20%) mencionaron un periodo mayor a un afio
con la lesion. Siete de las 10 pacientes (70%) se encontraban en etapas tempranas de la
enfermedad (I y II) y solo tres (30%) en etapas tardias. Ocho de las 10 (80%) pacientes
indicé haber consultado dos profesionales de la salud antes de su referencia al INCan,
mientras que dos pacientes mencionaron haber acudido al menos a siete consultas

(médicos y odontdlogos) antes de su referencia al INCan (Cuadro 4).
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Amplificacion de ADN-VPH. Como se observa en el Cuadro 5, en siete (70%) de los
10 casos se amplific6 VPH-AR en al menos una de las localizaciones, 6
correspondientes a VPH-16 y una a VPH-18. Como se puede observar en el Cuadro 5,
seis (60%) de las pacientes tenian VPH-AR, 4 (40%) en orofaringe y 4 (40%) en
mucosa de cuello uterino. Cuatro (40%) de ellas presentaron simultdneamente VPH-AR

en mucosa bucal/orofaringea y cuello uterino.

En el Cuadro 6 se observan las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes
incluidas, de acuerdo a su estado al VPH en la mucosa bucal. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre la presencia del virus y las variables
analizadas; sin embargo, las mujeres con CB positivo a VPH tuvieron una mediana de
edad menor que en las que no se identifico el virus. Asimismo, en los casos positivos a
VPH se identific6 una menor proporcion de mujeres sin antecedentes familiares de
cancer (16.7 vs. 25.0%), igualmente una menor proporcion de fumadoras (16.7 vs.

25.0%), y mas pacientes en estadio avanzado (IV) (50 vs. 16.7%).

Concordancia de VPH en mucosa bucal, orofaringea y de cuello uterino.

El Cuadro 7 muestra la concordancia de VPH en los tres sitios en los que se busco su
presencia. Si bien la proporcién concordancia entre la mucosa bucal+orofaringea, y
orofaringea+cuello uterino es baja (34 y 21%, respectivamente), aumenta hasta 78%, al

analizar mucosa bucal+cuello uterino (RM:16.2, IC 95%:15-20.3).
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6. CUADROS Y FIGURAS.

Cuadro 1. Prevalencia de infeccién por VPH en céncer bucal y orofaringeo.

Autores, afio Pais Método No. casos VPH + Tipo VPH
N (%)
Badaraco y cols., 2000 Italia PCR 66 24 (36.4) 16
Ritchie y cols., 2003 USA PCR 141 21 (15.0) 16,33
Kumar y cols., 2003 India HIS 42 13 (31.0) 16
Correnti y cols., 2004 Venezuela PCR 16 8 (50.0) 16
Ibieta y cols., 2005 México PCR 50 21 (42.0) 16
El-Mofty y cols., 2006 USA PCR 94 32 (30.0) 16, 31
Boy y cols., 2006 Sudafrica PCR,HIS 59 7 (11.9) 18
Rivero y cols., 2006 Brasil PCR 23 0 (0.0) NE
Koyama vy cols., 2007 Japon PCR 20 20  (100) 18,16
Sugiyama y cols., 2007 Japon PCR 66 66  (100) 16
Worden y cols., 2008 USA PCR 66 27 (40.0) 16
Fakhry y cols., 2008 USA PCR 96 38  (40.0) 16
Anaya Yy cols., 2008 México PCR 62 27 43.5) 16,18
Machado y cols., 2010 Canada PCR 53 2 ( 4.0 16
LZ Liy cols., 2011 China PCR 56 24 (43.0) 16
L Cheng y cols., 2011 China HIS 56 30 (29.0) 16
Kaminagakura y cols., 2011 Brasil PCR 114 22 (19.3) 16
Anng Lee. y cols., 2012 Japon PCR 333 71 (21.3) 16,18
Kristoffersen y cols., 2012 Escandinavia PCR 50 8 (16.0) 16
Ibieta y cols., 2012 Meéxico PCR 43 16 (37.2) 16,56
Gonzalez y cols., 2013 México PCR 80 4 (05.0) 16, 18
Chen vy cols., 2013 USA PCR 156 48 (30.8) 16
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Cuadro 2. Estudios de prevalencia y concordancia sobre la presencia de VPH en diferentes
localizaciones anatomicas

Autores, aiio Poblacion VPH mucosa VPH cuello Tipo Concordancia
bucal uterino VPH (%)
(%) (%)

Beder-Ribeiro y cols., 2013 Mujeres sanas (n=31) (54.8) (58.1) ND ND
Pareja con lesiones genitales por VPH

Adamopoulou y cols., 2013 Mujeres sanas (n=43) (44.2) (60.5) 16 ND

Termine y cols., 2009 Mujeres sanas (n=140) (14 ( 2.6) 31,16 ND

Caifiadas y cols., 2004 Sexoservidoras (n=188) (79 (27.8) 16 (0.72)

Matsushita y cols., 2011 Sexoservidoras (n=196) ( 6.1) (52.6) 16,56 ND

Castellsague y cols., 2009 Mujeres embarazadas (n=143) ND (46.2) 16 ND
Neonatos (51.6) (48.4)' 0.93

Koshima y cols., 2012 Mujeres embarazadas (n=329) ND (16.4) 16 0.99
Neonatos (17.9)% ND

Rintala y cols., 2005 Neonatos (n=324) (14.0) ( 15.0)1 ND ND

Smith y cols., 2004 Mujeres embarazadas (n=577) (24) (29.0) 16 ND

Fakhry y cols., 2006 Mujeres con VIH (n= 172) VIH+ (25.2) (76.9) 16 ND
Mujeres sin VIH (n=86) VIH- ( 9.0) (44.9)

D’Souza y cols., 2007 Mujeres con VIH (n=136) VIH+ (33.0) (78.0) 16 ND
Mujeres sin VIH (n=63) VIH- (15.0) (51.0)

Marais y cols., 2008 Mujeres con VIH (n=37) VIH+ (33.0) (97.1) 16,33,68 ND
Mujeres sin VIH (n=78) VIH- (23.6) (86.5)

De Guglielmo y cols., 2013 Mujeres con infeccién genital por VPH (48.3) (73.3) 6 (44.2)
(n=60)

Termine y cols., 2011 Mujeres con infeccién genital por VPH (14.3) (100) 66, 16 (21.4)
(n=98)

Kellokoski y cols., 19923 Mujeres con infeccién genital por VPH ( 3.8 (100) 16 ( 1.0)
(n=309)

Badaraco y cols., 1998 Mujeres con lesién benigna exofitica (37.9) (34.5) 16 ND
(n=29)

Zonta y cols., 2012 Mujeres con lesion intraepitelial ( 0.5) ( 6.6) 39 ND
(n=409)

Abdelbaset y cols., 2012 Mujeres con lesion intraepitelial (n=50) (25) (40.0) 16,18 ND

Saini y cols., 2010* Mujeres con CaCu (n=70) (5.7 ND 16 ND

En todos los trabajos se realizé citologia de la mucosa examinada, y en la mayoria se se amplificé el ADN-VPH por medio

de PCR. 'Mucosa urogenital de neonatos; “Mucosa bucal de neonatos; *Hibridacién por dot blot; *Hibridacién in situ.
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Cuadro 3. Caracteristicas demograficas y clinicas en 10 pacientes con CB.

CB
(n=10)
N ( %)

Escolaridad

Analfabeta 4 (40.0)

Primaria 1 (10.0)

Secundaria 1 (10.0)

Preparatoria 1 (10.0)

Licenciatura 3 (30.0)
Ocupacién

Hogar 6 (60.0)

Estudiante 1 (10.0)

Empleada 1 (10.0)

Profesionista 2 (20.0)
Estado civil

Casada 5 (50.0)

Soltera/Viuda 5 (50.0)
Mediana de edad (min-max) (anos) 61.5(29-179)
Residencia

Distrito Federal 5 (50.0)

Edo. de México 5 (50.0)
Antecedentes familiares de cancer

Positivos 2 (20.0)

Negativos 8 (80.0)

Consumo de Tabaco
Si 2 (20.0)
No (80.0)
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Cuadro 4. Caracteristicas clinicas en 10 pacientes con CB.

CB
(n=10)
n ( %)
Lesjén elemental
Ulcera 6 (60.0)
Placa 4 (40.0)
Localizacion
Encia 4 (40.0)
Lengua 6 (60.0)
Extension
No 5 (50.0)
Piso de boca 2 (20.0)
Paladar 3 (30.0)
Mediana de evolucién (min-max) 2 (1-4)
(meses)
Tamafio categorizado
<2cm 2 (20.0)
> 2cm 8 (80.0)
Signos y sintomas
Dolor 4 (40.0)
Disfagia 1 (10.0)
Dolor y disfagia 4 (40.0)
Pérdida de peso 1 (10.0)
Estadio clinico
I 3 (30.0)
II 4 (40.0)
111 0 ( 0.0
v 3 (30.0)
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Cuadro 5. Frecuencia de VPH-16 y 18 en las mucosas bucal, orofaringea y de cuello
uterino en 10 mujeres con CB.

VPH-16y 18 n (%)
Mucosa bucal 2 (20.0)*
Mucosa orofaringea 1 (10.0)
Mucosa de cuello uterino 0 ( 0.0
Mucosa bucal + orofaringea 0 ( 0.0
Mucosa bucal + cuello uterino 1 (10.0)
Mucosa bucal + orofaringea + cuello uterino 3 (30.0)

*VPH-18 en una muestra
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Cuadro 6. Caracteristicas demograficas y clinicas en 10 pacientes con CB de acuerdo a

la presencia de VPH.
VPH+ CB VPH-
(n=6) (n=4)
n (%) N (%) P
Ocupacion
Hogar 3 50.0) 3 (75.0) 0.290*
Estudiante 0 (0.0 0 (0.0
Empleada 2 (33.3) 1 (25.0)
Profesionista 1 (16.7) 0 (0.0
Mediana de edad (min-max) anos 61.5 (29-77) 67 (55-79) 0.678°
Estado civil 0.738°
Casada 3 (60.0) 2 (50.0)
Soltera 2 (40.0) 2 (50.0)
(n=5) (n=4)
Antecedentes heredo-familiares
Positivos 1 (16.7) 1 (25.0) 0.667°
Negativos 5 (83.3) 3 (75.0)
Consumo de Tabaco
Si 1 (16.7) 1 (25.0) 0.667¢
No 5 (83.3) 3 (75.0)
Localizacion
Lengua 4 (66.7) 2 (50.0) 0.548°
Encia 2 (33.3) 2 (50.0)
Tamaiio categorizado
<2cm 0 (0.0 2 (50.0) 0.133¢
>2cm 6 (100) 2 (50.0)
Sintomas
Dolor 2 (33.3) 2 (50.0) 0.439°
Disfagia 1 (16.7) 0 (0.0
Dolor y disfagia 3 (50.0) 1 (25.0)
Pérdida de peso 0 (0.0 1 (25.0)
Estadio clinico
I 1 (16.7) 2 (50.0) 0.108"
I 4 (66.7) 0 (0.0
III 0 (0.0 0 (0.0
v 1 (16.7) 2 (50.0)

“Chi-cuadrada, "U-Mann-Whitney, ‘Prueba exacta de Fisher
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Cuadro 7. Concordancia entre la presencia de VPH-16 en mucosa bucal, orofaringea y

de cuello uterino, razones de momios y sus intervalos de confianza al 95%.

Kappa RM (IC95%)
_ Mucosa bucal y orofaringea 0.34 1.07 (0.90 —1.27)
il Mucosa orofaringea y de cuello uterino 0.21 1.18 (0.97-1.43)
8 Mucosa bucal y de cuello uterino 0.78 16.2 (15 -20.3)
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FIGURAS

MP M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Cl+ C2+ C-

280 pb

Figural. Amplificados del gen f- globina. Amplificados de los productos de
PCR de ADN de las muestras con los ologonucledtidos GH20/PC04.
MP=marcador de peso molecular, M1 a M8= muestras; Cl+=Linea celular SiHa,
(C2+=Linea celular HeLa; C-=Control negativo (H,0).

PM Ml M2 M} M4 M M6 M7 M8 M9 M0 Ci+ C2+ C-

Figura 2. Amplificados del del gen f- globina. Amplificados de los productos de
PCR de ADN de las muestras con los ologonucleotidos MY09/MY11. PM=marcador
de peso molecular, Mi 2 M10=muestras, C1+=Linea celular siHa, C2+=Linea celular
HeLa, C-= Control negativo(H,0)

PM Ml M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS MO M0 Ml M2 M3 MW4 Ci+ C+ C-

150 pb

Figura 3. Amplificados del del gen f- globina Amplificados de los productos de PCR de ADN de las
muestras con los ologonucledtidos GP5+/GP6 PM=marcador de peso molecular, Mi a M14=muestras,
Cl+=Linea celular siHa, C2+=Linea celular HeLa, C- = Control negativo(H,0)




Figura 4. Electroferograma de muestra de cancer bucal positivo a VPH-16,
amplificado conlos oligonucledtidos GP5+/GP6+
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8. Discusion

En el presente estudio, que analiza la concordancia de infeccién por VPH bucal y
cervicouterina en mujeres con cdncer bucal, se identificé una alta frecuencia de VPH-
AR (70%) en la mucosa bucal y una concordancia del 78% para la presencia del virus

en ambas localizaciones anatomicas.

Las mujeres con CB tuvieron una mediana de edad de 61.5 afios, estos datos concuerdan
con la mediana de edad de 58 afos reportada previamente (Gaytan, 2011 Maciejewski
y cols., 2010). Sin embargo, en el presente estudio se incluyé una mujer con CB de 28
aflos, sin antecedentes heredo-familiares de cancer, consumo de tabaco o alcohol, quien
presentd infeccion por VPH tipo 18 en mucosa bucal. En estudios recientes se ha
informado una disminucién en la edad de presentacion de CB, particularmente en
mujeres en ausencia de los factores de riesgo tradicionales, tales como tabaco y alcohol.
(Gonzélez- Ramirez y cols., 2012; Patel y cols., 2011; Dayyani y cols., 2011; Llewelyn,

2011; Kruze, 2010; Ringstrom, 2002)

En cuanto al nivel de escolaridad, casi la mitad de las mujeres incluidas en el presente
estudio eran analfabetas. Se ha sugerido que la falta de cuidado a la salud es
directamente proporcional al nivel de educacién e inversamente proporcional a la
prevalencia de los factores de riesgo particularmente por la influencia del estilo de vida.

(Johnson, 2012; Herrera y cols., 2012; Comway, 2010; Bernard, 2008; Palacio, 2003)

Es importante resaltar que en nuestros resultados, una baja proporcién de pacientes con
CB (3/30%), se encontraban en etapas avanzadas de la enfermedad, de manera similar al
43.7% reportado recientemente (Gonzalez y cols., 2013). Lo anterior, difiere de lo

informado previamente en México y el mundo, en estudios que indican que mads del
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60% de los casos de CB se detectan en etapas avanzadas. (Ibieta y cols., 2012; Seoane
y cols., 2012; Shenoi y cols., 2012; Akbolut y cols., 2011; Goon y cols., 2009; Anaya-
Saavedra y cols., 2008; Ramirez-Amador y cols., 1995), lo cual resulta contradictorio si
consideramos las caracteristicas de la cavidad bucal, un area accesible al examen

clinico, y que no requiere exdmenes complejos (Falaki, 2011).

Menos de la mitad de las pacientes con cancer refirieron tener antecedentes familiares
positivos de céancer (20%). A este respecto, aunque se ha reportado que en
aproximadamente un 10% de todos los tipos de céancer se asocian con carga genética;
(Mork y cols., 1999) Se han estudiado las alteraciones genéticas como factor de riesgo
en el desarrollo del cancer, estas definen las bases moleculares de la carcinogénesis, las
cuales incluyen mutaciones, amplificaciones, rearreglos y delecciones del ADN, que
pueden contribuir a la susceptibilidad genética para desarrollar carcinoma
escamocelular de cabeza y cuello. (Kostrzewska, 2012; Ferreira, 2012; Pfeiffer, 2011;
Ram, 2011) lo que lleva a la perdida de funcién de diversos genes supresores tumorales
o activacion de oncogenes, estos cambios acumulativos pueden producir atipia y

eventualmente cancer (Ferreira, 2012; Pfeiffer, 2011).

Las variaciones genéticas de los mecanismos protectores contra el cancer pueden estar
implicados en la carcinogenesis, tales mecanismos protectores pueden fallar y por lo
tanto predisponer al al desarrollo del cancer, entre estos los genes para las enzimas
hepdticas, que degradan los carcindégenos quimicos, los genes capaces de reparar las
mutaciones del ADN, los genes que controlan el crecimineo descontrolado de las

células cancerigenas o los genes relacionados con la proteccion inmune (Scully, 2010).
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En CB, el consumo de tabaco y alcohol, las infecciones virales, los factores
nutricionales, y en algunos casos predisposiciéon a la inestabilidad genética, como
mutaciones o pérdida de la secuencia de ADN, puede traducirse en cancer. (Ha,

Califano, 2004)

Como esta bien documentado, el consumo de tabaco y alcohol son los principales
factores de riesgo para el desarrollo del cancer bucal. (Ram, 2011) En el presente
estudio, la mayoria de las mujeres no fumaban (80%) y ninguna consumia alcohol,
datos similares a lo reportado por Kruse y cols., (2012) quien refiere que de 278
pacientes con CB analizados, 67 no tenian historia de consumo de tabaco ni alcohol y el
67% de estos pacientes sin factores de riesgo conocidos fueron mujeres (Kruse y cols.,

2010; Ringstrom, 2008).

En mas de la mitad de las muestras de CB (60%) se identific6 VPH-AR en la mucosa
bucal, y 70% si consideramos mucosa bucal y orofaringea. Estas frecuencias son mas
altas que las reportadas en estudios previos realizados en poblacién mexicana atendida
en el mismo centro de referencia (Gonzalez y cols., 2013; Ibieta y cols., 2012; Anaya-
Saavedra y cols., 2008; Ibieta y cols., 2005) que van del 5 al 43%. Uno de los factores
que pudiera haber influido en la alta frecuencia encontrada en el presente trabajo es el
tamafo de la muestra que es menor a los anteriores, ya que se ha sugerido que la

prevalencia de VPH es inversamente proporcional al tamafio de la muestra (Kreimer y

cols., 2005).

A nivel mundial, en la dltima década, la frecuencia de VPH en CB se ha reportado de
4% a 80%. (Machado y cols., 2010; Termine y cols., 2008) Adicionalemente, diversos

meta-andlisis de la prevalencia de VPH en cancer bucal han informado cifras que van
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desde 21.5% hasta 34.5%. (Dayyani y cols., 2010; Jayaprakash y cols., 2011; Termine

y cols., 2011; O’Rorke y cols., 2012)

En una revision sistemdtica realizada por Syrjanen S. (2011) se encontré que la
probabilidad de desarrollar cdncer bucal cuando se presenta infeccion bucal por VPH-
AR es de 3.98 (2.62-6.02 IC: 95%) vy al analizar especificamente el VPH-16 aumenta
hasta 4.4 (2.87-9.70 1C:95%), es decir que los pacientes tienen 4.4 mds veces de
posibilidades de riesgo de desarrollar cdncer, que los pacientes que no presentan

infeccion. (Dayyani y cols., 2010)

Entre los factores que influyen en las diferencias reportadas se encuentra el tamafio de
la muestra, la localizacion geografica de los individuos, el sitio de obtencion de la
muestra, la forma de recoleccion, el medio en el que se incluye la muestra, las técnicas
utilizadas, el tejido analizado, la poblacion, el método de purificacion de ADN vy los
ensayos moleculares utilizados para la deteccion del ADN viral. (Termine y cols., 2008;

Kreimer y cols., 2005; Syrjanen y cols., 2005)

Con respecto al método de obtencion y procesamiento de la muestra, se ha observado
que el cepillado citolégico es mas representativo en comparacion con la biopsia de
tejido tumoral, y que la PCR es uno de los métodos mas sensibles para identificar
secuencias virales. (Termine y cols., 2012) Lo anterior resulta de gran utilidad ya que en
el presente estudio se utilizé cepillado citolégico como método para la recoleccion de
las muestras, y todas fueron procesadas por PCR, utilizando un control positivo y

negativo en cada reaccion.
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En contraste con lo reportado en CB, el VPH tiene una asociacién mas fuerte con el
desarrollo de cédncer orofaringeo, la probabilidad de desarrollar cdncer en la mucosa
orofaringea aumenta 14.6 veces cuando el virus estd presente (6.3-36.6 1C:95%).
(Haddad, 2008; D’ Souza, 2007) La frecuencia de VPH en céncer orofaringeo varia de
41 a 84%. (Chaturvedi vy cols., 2011; Dayyani y cols., 2010; Syrjanen, 2004) Se ha
sugerido que la similaridad del epitelio amigdalino con la mucosa cervicouterina y el
hecho de que ambas comparten caracteristicas similares debido a su origen en el
endodermo, la hacen mads susceptible a la exposicién e infecciéon por el VPH, esta
superficie mucosa contiene profundas invaginaciones en su superficie, lo que puede
atrapar y procesar los antigenos y por lo tanto facilitar el acceso viral a las células

basales. (Chaturverdi y cols., 2011; Haddad, 2008)

En el presente estudio, el VPH-16 fue el tipo viral mas frecuente en los tres sitios
analizados (85.7%), lo cual concuerda con estudios que mencionan que el VPH-16
constituye del 85 al 95% de los casos de CB positivos a VPH (Dayyani y cols., 2011;
Psyrii, 2008; Kreimer, 2005) y del 50 al 60% de los casos de cancer cervicouterino.
(Faridi, 2011; Zhang y cols., 2010; Gheit y cols., 2009; Psyrri, 2008) Se ha propuesto
que el VPH-16 es el tipo mds persistente, oncogénico e inmunogénico de los
papilomavirus. (Louvanto y cols., 2011; Marklund, 2011; Psyrri, 2008; Smith y cols.,
2004; Mellin y cols., 2002) En nuestros resultados solamente una paciente con CB
(1/10%) presento infeccion por VPH-18 en la mucosa bucal, lo que concuerda con la
literatura que refiere que el VPH tipo 18 es el segundo mds comun en céancer de cabeza
y cuello, se ha reportado en 2.8 a 18.5%. (Anaya-Saavedra vy cols., 2008; Kreimer y

cols., 2005)

Respecto al papel del tabaco y la infecciéon por VPH en el CB, estudios previos han
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informado que la presencia de VPH en CB tiende a ser mayor en pacientes no
fumadores (Zygogianni y cols., 2011; Michl, 2010). En nuestro estudio, el 83.3% de
las pacientes con CB-VPH+ no consumian tabaco, similar a lo reportado en estudios
previos que han analizado la presencia de VPH en pacientes con CB sin historia de
consumo de estas sustancias. (Ragin, 2007) Se ha sugerido que, independientemente de
su efecto oncogénico en la mucosa bucal, el tabaco podria ejercer un efecto protector en
la mucosa bucal, impidiendo la entrada del virus al epitelio. (Zygogiani, 2011, Pannone,
2011; Zha, 2009; Castle, 2008; Romanitan, 2008; Applebaum, 2007; Kreimer, 2005;

Gillison, 2004; Ritchie 2003)

Concordancia entre los tipos de VPH encontrados en la mucosa bucal, orofaringea
y cervicouterina

La frecuencia de 60% de VPH en la mucosa bucal encontrada en el presente estudio es
similar a las prevalencias reportadas en estudios previos, como el 54.8% de Beder-
Ribeiro y cols., (2013), el 51.6% de Castellsague y cols., (2009), o el 44.2% de
Adamapoulou y cols. (2013), todos realizados en mujeres sin alteraciones en la mucosa
de cuello uterino. Sin embargo, otros estudios han encontrado frecuencias tan bajas
como 2.4% (Smith y cols., 2004) y 0.5% (Zonta y cols., 2012). Llama la atencion que
las frecuencias de infeccion en mucosa bucal mds bajas (0.5 a 5.7%) han sido reportadas
en estudios realizados en mujeres con lesion intraepitelial o céncer de cuello uterino
(Zonta y cols., 2012; Saini y cols., 2010; Badaraco y cols., 1998), esto en contraste con
nuestros resultados, lo que puede sugerir diferentes factores sistémicos implicados en la

predisposision para la infeccion y transmision del virus en ambas mucosas.

Por otro lado, la frecuencia de VPH en el cuello uterino de las mujeres con CB del

presente estudio fue de 40%, similar al 44.9% (Fahkry y cols. 2006) y al 51% (D’Souza
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y cols., 2007) encontrados en mujeres sin VIH. Un hallazgo importante del presente
estudio fue la alta concordancia (78%) de VPH-AR encontrada entre la mucosa bucal y
la de cuello uterino de las mujeres con CB, similar al 72% reportado por Canadas y
cols., (2004); sin embargo, en dicho estudio la prevalencia de VPH en la mucosa bucal
fue muy bajo (7.9%) en comparacién del 60% encontrado en el presente. Solo cinco
estudios (Koshima y cols., 2012, Termine y cols., 2009; Castellsague cols., 2009;
Cafiadas y cols., 2004; Kellokoski cols. 1992) reportan un indice de concordancia entre
las localizaciones estudiadas, que varia de 1.0% (Kellokoski y cols., 1992) a 93%

(Castellsague y cols., 2009) y 99% (Koshima y cols., 2012).

Se han planteado diferentes hipétesis acerca de las vias de transmisiéon del VPH a la
mucosa bucal (la transmision perinatal, autoinfeccion bucal-genital, transmision sexual

bucal-genital) (Miletic, 2006; Mollano y cols., 2003; Badaraco 1998).

Entre las limitantes del presente trabajo se encuentra el reducido tamafio muestral,
mismo que era esperable debido a que el cdncer bucal no es una enfermedad de
incidencia elevada en nuestro pais; sin embargo, resulta importante la informacion
obtenida, particularmente si consideramos la ausencia de estudios que analicen la
mcuosa de cuello uterino en mujeres con CB. Otra limitante es la ausencia de
informacion acerca de los hébitos sexuales de las mujeres del estudio, pues la mayoria
de las pacientes incluidas refirieron tener bajo nivle eductaivo, lo que condiciona al

pobre entendimiento del motivo del cuestionario.

La alta prevalencia de infecciéon por VPH-AR encontrada en las mujeres con CB, asi
como el alto grado de concordancia entre los sitios analizados, pudiera sugerir que el

estado inmune de las pacientes con CB estd debilitado y predispone a presentar
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infeccién por VPH en més de una localizacién anatémica, asi como que la transmision
sexual en estos pacientes juega un papel importante. Los resultados del presente trabajo
sugieren la necesidad de analizar los subtipos virales, asi como el estado de integracion

viral.
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Conclusiones

- Considerar que en las mujeres con cdncer, independientemente del sitio en el que lo
presenten, el sistema inmunoldgico estd debilitado, lo que facilita la presencia del virus
en diferentes sitios asi como su persistencia.

- La alta concordancia entre los tipos de VPH encontrados en los tres diferentes sitios
mucosos analizados en las pacientes con cdncer nos sugiere ademds de la transmisién
sexual, la posibilidad de auto inoculacién

-El VPH 16 ha sido el mas frecuentemente encontrado en infecciones concurrentes, lo
que nos lleva a la necesidad de secuenciar subtipos y variantes de VPH-16 en
infecciones concordantes, lo cual permitiria concluir de manera mds especifica si la

autotransmision es el mecanismo de llegada del virus a la mucosa bucal.
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