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Resumen 

La metilación en el promotor del gen hMLHI esta relacionada con su inactivación, estos 

mecanismos se han relacionado con la carcinogénesis del carcinoma bucal y orofaríngeo 

(CByO). El objetivo del presente estudio fue estimar la asociación de la metilación en el 

promotor del geii hMLH1 y la expresión de su proteína con la presencia de CByO y su 

posible relación con la infección por VPH-16 y el consumo de tabaco y alcohol. Se diseño 

un estudio de casos y controles pareado por edad y sexo que incluyo 5 1 casos de CByO y 

204 controles, con una mediana de edad de 64 (Q1-Q3 54-70) años. El análisis del promotor 

del gen hMLHJ fue realizado mediante un PRC específico para metilación (MSP) y la 

expresión de la proteína fue determinada mediante la técnica de inmunohistoquímica. Se 

diseño un modelo de regresión logística condicional para estimar la asociación entre la 

presencia de CByO y los factores de riesgo. La metilación del gen hMLI-lI fue observada 

en 38 (74%) de los casos de CByO, en ninguna muestra de los controles se observo 

metilación. De los 38 casos de CB yO metilados, 12 (31%) no presentaron expresión de la 

proteína y correspondían a etapas clínicas tempranas de la enfermedad. Todas las muestras 

no metiladas expresaron la proteína. Los resultados de análisis de regresión logística 

múltiple ajustado por sexo y tabaco, mostraron una RM de 19.11 (lC 95%: 1.88-193.6 3 ), = 

0.013) para la metilación y la falta de expresión de la proteína en etapas tempranas de la 

enfermedad. La frecuencia de infección por VPH en las muestras de CByO fue del 2%. Los 

hallazgos de la presente investigación sugieren que la metilación del gen hMLHJ y la falta 

de expresión de su proteína es un evento epigenético temprano, y que posiblemente se 

mantenga en las etapas avanzadas de la enfermedad del CByO.



Abstract 

Promoter methylation is believed to ¡nactivate the expression of hMLHI this process has 

been implicated in the tumorigenesis of squamous ceil carcinoma of the oral and 

oropharynx (OOPC). The aim of this study was to determine thc profile of hA1LHI 

promoter methylation and protein expression in OOPC, and their corrrelation with the risk 

factors tobacco, alcohol and HPV. Matched case-control study that included 51 OOPC 

cases and 204 controls, median age 64 (Q 1 -Q , 54-70) years. Protein expression was 

determined by immunohistochemical staining, and hMLHI gene promoter methylation was 

analyzed by methylation specific polymerase chain reaction (MPS). A conditional logistic 

regression model for risk factors was built for OSCC and matched controls. Promoter 

methylation of hMLHJ was detected in 38 (74%) of the OSCC cases and in none of control 

samples. Of the 38 OSCC samples with promoter methyJation. 12 (31%) were negative for 

hMLHI protein, and corresponded to early clinical stages. Al! 13 unmethylated samples 

showed positive stain for hMLHI. Multiple logistic regression analysis showed an OR of 

19.11 (IC 95%: 1.88-193.63, p = 0.013) for methylation of the hiifLHI gene and early 

stages of OSCC, adjusting by gender and tobacco use. HPV infection was determined in 

only one case (2%). The present study showed a high frequency of hMLHI promoter 

methylation that occurred in most of the early stage cases and in about halfofthe late stage 

cases. It is proposed that hMLHJ promoter methylation is an early event that is maintained 

during tumor progression.
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1. Introducción 

1.1 Epidemiología del cáncer bucal y orofaríngeo 

LA cáncer bucal y orofaríngeo (CByO) en conjunto, es el cáncer más frecuente del 

tracto aerodigestivo superior y representa un problema de salud pública, no solo por sus 

graves manifestaciones clínicas y por la gran variedad de factores de riesgo individuales y 

ambientales con los que se encuentra relacionado, sino porque comúnmente se diagnóstica 

en etapas avanzadas de la enfermedad, asociándose a un pronóstico grave e importantes 

secuelas estéticas y funcionales. 

En México, la información epidemiológica con relación al CByO es escasa, 

recientemente se publicaron los resultados del Registro Hospitalario de Cáncer del Instituto 

Nacional de Cancerología (INCan) del periodo 2000-2004, en el cual se analizaron 19,264 

neoplasias malignas, de las cuales 497 correspondieron a CByO, lo que representó el 2.6% 

del total de éstas neoplasias, 417 casos fueron diagnosticados en cavidad bucal, 231 (55%) 

casos correspondieron a hombres y 186 (45%) a mujeres, en orofaringe se reportaron 80 

casos, 65 (81%) en hombres y 15 (19%) en mujeres (Rizo y cols. 2007). En cuanto a la 

edad, se observó que la frecuencia mayor de estas neoplasias se presentó en los grupos de 

edad de más de 70 años, relacionándolo con género, 91 casos de CByO en hombres fueron 

diagnosticados en pacientes mayores de 70 años, de los cuales 77 correspondían a cavidad 

bucal y 14 a orofaringe, por otro lado, en mujeres del grupo de edad de mas de 70 años la 

frecuencia de casos de CByO fue similar a la reportada para los hombres, registrándose 83 

casos, 78 fueron en cavidad bucal, por otro lado, en orofaringe la frecuencia fue menor con 

respecto a los hombres, registrándose únicamente 5 casos en mujeres (Rizo y cols. 2007).



Recientemente. un estudio de mortalidad de CByO en México reportó que 15,576 

muertes fueron atribuidas a este tipo de neoplasias en el periodo de 1979 al 2003, con una 

tasa de mortalidad de 1/100,000 habitantes; por otro lado, la razón hombre:mujer fue de 

1.91 1 para el año 2003 (Anaya y cols. 2008). 

La acumulación de diversos cambios genéticos (Little 2010) y epigenéticos (Esteller 

2008) asociados con el desarrollo del CByO sugieren dos diferentes vías moleculares 

asociadas con la carcinogénesis, una asociada a la exposición de algunos agentes 

carcinogénicos presentes en el tabaco y alcohol, sin la participación de la infección por el 

virus del papiloma humano (VPH), y la otra exclusivamente con la participación del VPI 1 

(D'Souza y cols. 2009, Guerrero-Preston y cols. 2009. Gillison y cols. 2008. Ji y cois. 

2008, Westra y cols. 2008). 

1.2 Factores de riesgo del cáncer bucal y orofaríngeo 

El riesgo de desarrollar CByO ha sido relacionado con la intensidad y duración de la 

exposición tanto al tabaco como al alcohol, con evidencia de una interacción sinérgica 

(Bettcher y cols. 2008, McCullough y Farah 2008, Hashibe y cols. 2007). En un estudio de 

casos y controles se reportó que los individuos con altos niveles de consumo de tabaco y 

alcohol presentan un riesgo mayor a 50 veces de presentar cáncer bucal. en comparación 

con el grupo de individuos que no presentan éstos hábitos (IC 95% 10-134) (Castelisagué y 

cols. 2004). Por otro lado, estudios epidemiológicos ha sugerido el papel causal del VPI-1 en 

la génesis del CByO (Gillison y cols. 2008, DSouza y cois. 2007, Herrero y cols. 2003). 

La detección de VPH ha sido reportada en aproximadamente 25% de los tumores de cabeza 
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y cuello (Kreimer y cois. 2005). En CByO se han reportado frecuencias de infección por 

VPH que varían del O al 100% (Ha y Califano 2004). 

La historia familiar de cáncer es otro factor de riesgo importante asociado con la 

presencia CByO, se ha reportado que en individuos con éste antecedente genético el riesgo 

de presentar CByO se incrementa hasta 7.1 veces, en comparación con aquellos que no 

presentan antecedentes familiares de cáncer (Garavello y cols. 2008). 

1.2.1 Tabaco 

El consumo de tabaco constituye una importante causa de mortalidad en el mundo, 

se ha estimado que 5 millones de personas han muerto por esta causa en el año 2008. y se 

calcula que para el año 2030 serán 8 millones de muertes atribuidas a este factor de riesgo 

(Bettcher y Sanda 2008). Basado en evidencias epidemiológicas, se ha demostrado la 

relación existente entre el consumo del tabaco y diversos tipos de cáncer, como el cáncer de 

las vías aerodigestivas superiores (CVADS), entre los cuales se encuentran los de cavidad 

bucal, faringe, laringe y esófago por otro lado, el consumo de tabaco también se encuentra 

asociado con el cáncer de páncreas, pulmón, colon, estómago, mama, cérvix y leucemia 

mieloide (WHO 2008). 

Existen estudios que han reportado que la asociación del tabaco con el CByO no se 

limita al consumo de cigarrillos, esta asociación también ha sido reportada en los 

consumidores de tabaco sin humo, es decir, en aquellos que utilizan presentaciones de 

tabaco que involucren masticarlo, untarlo o colocarlo sobre la encía, con la finalidad de que 

sea absorbido por las mucosas (Goldenberg y cols. 2004). Se ha reportado que el riesgo de 
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presentar cáncer bucal se incrementa de 5 a 6 veces con la aplicación del tabaco sobre las 

mucosas (Idris y cols. 1998). 

Por otro lado, la combustión del tabaco origina un tipo de humo que contiene más de 

4.000 compuestos químicos; de manera específica la Agencia Internacional de 

Investigación en Cáncer (IARC) ha identificado más de 69 agentes carcinógenos en el 

humo del tabaco, entre ellos II son carcinogénicos para los humanos. 7 son probablemente 

carcinogénicos para los humanos y 49 son carcinogénicos para los animales (no se han 

probado en los humanos) (UNEP 1999). Los más fuertes carcinogénicos presentes en el 

humo de tabaco son: los hidrocarburos aromáticos policíclicos, las nitrosaminas, las aminas 

aromáticas, los aldehídos y el benceno. Los productos de la combustión del tabaco se 

dividen en dos fases, una fase particulada y una fase de gases. La fase particulada esta 

formada principalmente por hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) y N-

nitrosaminas, siendo el Benzo[a]pireno y las nitrosaminas derivadas de la nicotina los 

compuestos más abundantes de estos grupos, por otro lado, la fase de gases de la 

combustión del tabaco esta compuesta principalmente por monóxido de carbono, dióxido 

de carbono, amonio y formaldehido (WHO 1992). Los HAP requieren de una activación 

metabólica para interactuar con el ADN, la mayoría de estos compuestos son 

metabolizados por las enzimas de la familia del citocromo P450. El principal mecanismo de 

los I-IAP en la carcinogénesis es la inducción de aductos con el ADN, los cuales pueden 

inducir mutaciones en genes críticos, como los genes supresores tumorales (Hecht 1999). 

Adicionalmente, se ha descrito que el humo del tabaco es capaz de regular la expresión de 

genes a través de mecanismos epigenéticos como la metilación de promotores (Hecht 

1999). Las alteraciones en la metilación del ADN inducidas por el humo de tabaco. 
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particularmente por las nitrosaminas derivadas de la nicótica, se ha relacionado con un 

incremento en la actividad de las ADN metiltransferasas (DNMT), desencadenando vías de 

señalización que podrían incrementar la expresión de las DNMT (Tang y cols. 2009). 

Por otro lado, aunque esta bien establecido el factor de riesgo que representa el 

consumo de tabaco en el desarrollo de cáncer, no todos los individuos que se encuentran 

expuestos a este factor de riesgo desarrollan este tipo de neoplasias, lo cual sugiere la 

existencia de una susceptibilidad de los individuos a los productos de la combustión del 

tabaco, los polimorfismos genéticos pueden modular esta asociación observada entre la 

exposición al tabaco y la presencia de cáncer bucal y orofaríngeo (Taiolli 2008). 

Algunos de los polimorfismos más ampliamente estudiados son aquellos que 

codifican para las enzimas de fase 1 y de fase II, involucradas en la activación y 

conjugación de los carcinogénicos producidos por el humo del tabaco (Lodovici y Bigagli 

2009). En el grupo de enzimas fase 1 se han reportado polimorfismos en los genes CY PIAI 

y CY P2A6 asociados con CVADS, por otro lado, en el grupo de enzimas fase II se 

encuentran los genes de la familia glutatión-s-transferasa (GSTiví. GSTT y GSTP). Otros 

polimorfismos relacionados con el metabolismo del tabaco y asociados con CVADS son 

los reportados en los genes de la N- acetiltrarisferasa (NATI y NAT2) (Canova y cois. 

2010). La variante del gen CY P2A6 puede influir en el metabolismo de las nitrosaminas y 

modular el riesgo que representa el fumar en el desarrollo de cáncer (Spitz y cols. 2004).
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1.2.2 Alcohol 

El mecanismo por el cual el consumo de alcohol representa un factor de riesgo 

importante para el desarrollo de CVADS no ha quedado claro (1-lashibe y cols. 2006). 

Algunas hipótesis proponen que el alcohol puede actuar como un solvente para los 

compuestos carcinógenos del tabaco (Brennan y Boffetta 2003). Existen controversias 

relacionadas con el papel que el consumo de alcohol desempeña en el desarrollo del CByO, 

un estudio que analizó los resultados de tres estudios de casos y controles realizados en 

poblaciones diferentes (Estados Unidos, Italia y China), en los que se evaluaron los factores 

de riesgo asociados con el desarrollo de cáncer bucal, entre los cuales se analizó el 

consumo alcohol, en este estudio se reportó que el consumo de alcohol en Estados Unidos 

representaba un riesgo altamente asociado con la presencia de cáncer bucal, mientras que 

para la población italiana el consumo de alcohol no represento un incremento en el riesgo 

para el desarrollo de cáncer bucal en comparación con los no bebedores (Macfarlane y cols. 

1995). Por otro lado, en un estudio de casos y controles realizado en no fumadores, se 

reportó que el riesgo de desarrollar CByO en aquellos que consumían más de 3 unidades de 

bebida al día fue de 2.6 (IC 95% 0.7-9.3) (Fioretti y cols. 1999), lo cual sugiere que el 

alcohol es el principal factor de riesgo para CByO en los individuos sin historia de 

consumo de tabaco. 

Por otro lado, se ha demostrado que el acetaldehído, principal metabolito del 

alcohol, es el principal compuesto que es considerado como mutagénico (McCullough y 

cols, 2008. Brennan y Boffetta 2003). La EARC en 1999 concluyó que en humanos la 

evidencia de que el acetaldehído tiene una naturaleza carcinogénica es inadecuada, sin 

embargo de forma experimental en animales si representa un compuesto carcinogénico. por 
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lo tanto fue clasificado como posible carcinogénico en humanos (IARC 1999). El alcohol es 

metabolizado a acetaldehído por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), mientras que la 

conversión del acetaldehído a ácido acético es catalizada por la enzima aldehído 

deshidrogenasa (ALDH). El alcohol y el aldehído son metabolizados principalmente en el 

hígado, pero el metabolismo de la ADH y la ALDH también ocurren en el tracto 

aereodigestivo superior, por lo cual los polimorfismos reportados en los genes ADH1B. 

ADHIC, ADH7 y ALDH2 se han relacionado con CVADS (Hashibe y cols. 2008, 2006, 

Peters y cols. 2005). 

Un estudio reciente (Warnakulasuriya y cols. 2008) realizado en pacientes con cáncer 

bucal y displasia epitelial demostró mediante inmunohistoquímica, los cambios inducidos 

por el alcohol en el epitelio de la mucosa bucal. En este estudio se evaluaron las 

alteraciones que el etanol induce en el ADN, estos hallazgos proporcionan evidencia de la 

importante participación del etanol en la carcinogénesis de la cavidad bucal 

(Warnakulasuriya y cols. 2008). 

Con respecto a la susceptibilidad genética al CVADS. en un estudio multicéntrico de 

casos y controles, en el que se examinaron tres genes relacionados con el metabolismo del 

etanol, se demostró que los pacientes con hábito alcohólico intenso y que presentaban 

polimorfismo en el gen aldehído deshidrogenasa 2 (ALDH2) tenían un incremento 

significativo de riesgo de desarrollo de CVADS (RM 5.79 lC 95% 1.49-22.5 p0.0007) 

(Hashibe y cols. 2006).
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1.2.3 Virus del Papiloma Humano (VPH) 

El VPH forma parte de la familia de los Papillornaviridae, es un virus 

epiteliotrópico que puede inducir lesiones hiperplásicas, papilomatosas y verrucosas en el 

epitelio escamoso estratificado de la piel y de las mucosas (Shukia y cols. 2009). Los VPH 

poseen una sola molécula de ADN de doble cadena, formada por 8,000 pares de bases (pb) 

que mide aproximadamente unos 50 nm de diámetro (Bernard 2005). Se ha reportado la 

existencia de más de 120 tipos diferentes de VPH, sin embargo solo se ha secuenciado el 

genoma completo de unos 100 tipos (Bernard 2005). 

La organización genética de todos los VPH es similar, formada por tres grandes 

regiones, una región temprana en la que se encuentran los genes responsables de la 

transcripción, replicación y transformación, conocidos como genes E (El, E2, E4, E5, E6, y 

E7), una región tardía, que codifica dos proteínas de la cápside. la proteína LI mayor y la 

proteína 1-2 menor, y finalmente una región larga de control, que contiene elementos de 

regulación para la transcripción y replicación vira¡ (Tanti y cols. 1999) (Figura 1). Es 

importante señalar que la información genética se encuentra codificada en una sola de las 

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

(García-Carranca y cols. 1993).
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Figura 1. Genoma del VPH 

1.2.3.1 Infección del VPH y transformación maligna 

La transmisión por los VPH es diversa: puede ocurrir en el periodo perinatal (Tanti y 

cols. 1999). en las siguientes décadas de la vida, por contacto sexual (Scully 2002) y por 

auto inoculación (Summersgill y cols. 2001), por otro lado, algunos autores sugieren una 

posible transmisión por saliva (Gutman y cols. 1999). La infección por VPH al adquirirse 

en distintas etapas de la vida, ha sido reportada con diferentes prevalencias, dependiendo de 

la etapa de la vida donde fue adquirida, por ejemplo en la población infantil se ha reportado 

haste en un 6%, en los adolescentes en un 13% y en la población adulta hasta en un 23% 

(Summersgill ycols. 2001). 

Cada tipo de VPH se encuentra asociado con el desarrollo de lesiones específicas que 

se localizan en sitios anatómicos definidos del epitelio escamoso de piel y de mucosas 

(Hazard y cols. 2007). Los VPH se han clasificado en dos grandes grupos: en virus de alto 

y bajo riesgo, basados principalmente en el tipo y pronóstico de la lesión que son capaces 

de inducir después de la infección (Muñoz y cols. 2003).
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Con base en evidencia molecular y epidemiológica. en 1995 la IARC reportó el 

efecto carcinogénico de los VPH tipo 16 y 18 en humanos (IARC 1995). Por otro lado. 

desde 1983 Syrjnen y cols. (1983) observaron algunas características morfológicas e 

inmunohistoquímicas sugestivas de la infección por VPH en los carcinomas bucales de 

células escamosas. Con el primer reporte de detección de VPH de alto riesgo (deVilliers y 

cols. 1985), en especial de los tipos 16,31 y 33 en cáncer bucal se inició la búsqueda de la 

asociación de este biomarcador con la presencia de CByO. 

1.2.3.2 Características moleculares del VPH 

La inactivación del p53 ypRb son eventos comunes en la mayoría de los tumores de 

cavidad bucal y orofarínge, sin embargo estas alteraciones ocurren por diferentes 

i-necariismos en los tumores VPH positivos y en los VPH negativos. Las alteraciones 

genéticas en los tumores positivos a VPI-1 se ven reguladas por las oncoproteínas E6 y E7, 

que inactivan la función de p53 (Wiest y cols. 2002). Un estudio reciente reportó que el 

57% de los tumores de amígdala VPH positivos presentaban mutación en el gen p53, en 

contraste con los tumores VPI-1 negativos donde el gen p53 no se encontró mutado (57% vs 

0% p=0.008) (Westra y cosI. 2008). La proteína E7 tiene la capacidad de disminuir la 

expresión de la ciclina D y de pRb, favoreciendo la expresión del gen p16 en los casos de 

CByO positivos a VPH (Ji y cols. 2008). 

Con estos hallazgos se fortalece la teoría de la existencia de los dos posibles 

mecanismos de carcinogénesis en tumores de cabeza y cuello, por un lado los tumores de 

CByO VPH positivos, que se encuentran asociados con un tipo silvestre de p53, una baja 

regulación de ciclina D y pRb, así como una sobreexpresión de pl6 mientras que los 
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tumores VPH negativos se caracterizan por presentar, mutaciones en el gen p53. un 

incremento en la ciclina D. un normal o incrementado nivel de pRb y' un decremento en la 

expresión del gen pi6 (Guerrero-Preston y cols. 2009) (Figura 2). 

Figura 2. Mecanismos de alteraciones genéticas y 

epigenéticas en el cáncer bucal Niorofaríngeo. 

En el contexto de los eventos epigenéticos, un estudio reciente determinó el estatus 

de la metilación global del ADN en tumores de cavidad bucal, como un evento temprano en 

los procesos carcinogénicos de este tipo de tumores, reportando que el índice de metilación 

del ADN fue de 4.28 (IC 95% 4.14.4), sin embargo, al buscar asociación de la metilación 

global con otras variables como tabaco, alcohol e infección por VPH los resultados no 

mostraron diferencia estadísticamente significativa (Guerrero-Preston y cols. 2009). La 

regulación epigenética en la infección por VPE-I participa de forma trascendente en el 

proceso de la carcinogénesis del CBy'O. En un estudio reciente realizado en el INCan, se 

analizó el patrón de metilación del VPH-16 en cáncer de cavidad bucal, demostrando que la 

metilación de ADN juega un papel importante en el ciclo de vida del VPH-l6, participando



en el silenciamiento transcripcional de las células indiferenciadas, lo cual favorece su 

estado de latencia (Balderas-Loaeza y cols. 2007). 

1.2.3.3 Prevalencia de VPH en cáncer bucal y orofaríngeo 

En los tumores de cabeza y cuello la asociación con el VPH ha sido más 

fuertemente relacionada con el cáncer de orofarínge, que con los carcinomas de la cavidad 

bucal, la posibilidad de detección de VPH en los carcinomas localizados en orofaringe es 

del 50% o más (Hammarstedt y cols. 2006, Klussmann y cols. 2001). Las frecuencias altas 

de VPI-1 en los carcinomas de orofaringe se han relacionado con la facilidad del acceso vira¡ 

a las células basales de las criptas amigdalinas, y a una aparente predilección por este sitio 

anatómico, que presenta analogía con la zona de transformación del cérvix. En un meta .. 

análisis se reporto una fuerte asociación entre VPH-16 , cáncer de amígdala (RR 15.1 

1C95% 6.8-33.7)  (Hobbs y cols 2006) Estudios previos reportaron que la frecuencia de 

casos de cáncer bucal VPH positivos, analizados mediante el uso de la técnica de PCR, . 

varía del 4 al 71% (Herrero y cols.2003, Smith y cols. 1998). El VPH-16 es el tipo vira¡ 

más frecuentemente asociado con los diversos carcinomas de cabeza y cuello (D'Souza y 

cols. 2007. Gillison y cols. 2008), se ha reportado que las frecuencias en los CByO VPH-l6	L: 

positivos van del 16.5 al 90% (Gillison y cols. 1999, Schwartz y cols. 1998). 

Las frecuencias de CByO asociados con la infección por VPH son muy variables, 

debido probablemente a diferencias en los métodos seguidos por los diferentes estudios. 

entre los que destacan el número de casos incorporados, el tipo de población sujeta a 

estudio, el método y sitio de recolección de la muestra, la técnica de extracción de ADN así 

como el método molecular utilizado para la detección del ADN vira]. Los métodos usados 
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para el diagnóstico de la infección por VPH están basados principalmente en la detección 

del ADN vira¡ y han sido agrupados en ensayos de alta sensibilidad, como la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). ensayos de moderada sensibilidad como el Southern biot y 

de baja sensibilidad como la hibridación in situ o inmunohistoquímica (Miller y cols. 

1996). Actualmente la técnica más utilizada para la detección de ADN-VPH es la técnica 

de PCR, debido a su alta sensibilidad, accesibilidad y bajo costo (Molijn y cols. 2005). 

Con respecto a las diferencias geográficas, la variabilidad en las frecuencias pudiera 

ser atribuida a las características étnicas de la población, por ejemplo, en tres poblaciones 

diferentes se muestran prevalencias variadas para el carcinoma de cavidad bucal asociado 

con la infección por VPH: en una población africana se detectó VPI-i en el 1% (Van 

Rensburg y cols. 1996), en una población de Finlandia se observo un 30% de casos de 

cáncer bucal con VPH (Chang y cols. 1990), y en una población de Taiwán el 76% de los 

carcinomas de cavidad bucal se asocio con la presencia de VPI1 (Chang y cols, 1989). Otro 

factor a considerar en la variabilidad de las frecuencias es el tamaño de la muestra; el 

estudio que presenta el índice más alto de detección tiene un número muy reducido de 

pacientes (Smith y cols. 1998), en el que se analizaron solo 14 muestras positivas a VPH, 

de las cuales 10 (71%) resultaron positivas a VPI-1 de alto riesgo, en contraste, la 

prevalencia del 4% proviene de un estudio multicéntrico realizado en nueve países y que 

incluyó 1,670 pacientes (Herrero y cols. 2003). 

En un estudio de casos y controles reciente, realizado en el INCan (Anaya-Saavedra 

y cols. 2008), en el que se incluyeron 62 pacientes con cáncer bucal, la prevalencia 

reportada para los casos VPH positivos fue del 43%, siendo los tipos VPEI-16 y 18 los más 

frecuentes (55% y 18% respectivamente). En este estudio el 53% de los casos de cáncer 
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bucal con infección por VPH, no tenían historia de consumo de tabaco y alcohol, 

adicionalmente, el 16% de los casos incluidos que resultaron VPH negativos, no 

presentaban los antecedentes de consumo de tabaco y alcohol. La prevalencia de VPH en 

cáncer bucal reportada en el estudio de Anaya y cols. (2008), coincide con lo reportado por 

otro estudio previo realizado en el INCan, en el que se reportó una frecuencia de VPH 

asociada a cáncer bucal del 42% (Ibieta y cols. 2005). 

1.2.3.4 Características clínico-patológicas del CByO VPH+ 

Diversos estudios han reportado la presencia de tumores de cavidad bucal y 

orofarínge asociados a VPH en pacientes jóvenes (40 a 60 años), por otro lado, los 

pacientes con CByO VPH negativo generalmente son mayores (60 años), en promedio son 

5 años mayores (Fakhry y cols, 2008, D'Souza y cols. 2007, Smith y cols. 2004, Strome y 

cols. 2002). Un estudio reciente reportó que los pacientes con CByO positivos a VPH eran 

predominantemente de raza blanca y que adicionalmente presentaban un alto nivel 

educativo y económico, en comparación con los negativos a VPH (Gillison y cols. 2008). 

Otro aspecto importante asociado a los casos de CByO VPH positivos es el factor 

pronostico, un meta análisis reciente reportó el impacto en la supervivencia de los CVADS 

con infección por VPH, demostrando que los pacientes positivos para VPH tenían un bajo 

riesgo de muerte (meta RR 0.85 IC 95% 0.7-1.0), así como un bajo riesgo de recurrencia 

(Meta RR 0.62 1C95% 03-0.8) en comparación con los pacientes con CByO VPH 

negativos (Ragin y cols. 2007). Datos sobre un estudio prospectivo en fase 2 (Fakhry y 

cols. 2008), confirmaron que la infección por VPH predice una mejor respuesta a 

tratamiento con quimioterapia y radioterapia. El estatus de VPH en tumores de oroíaringe 
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fue estadisticamente significativo en relación con la respuesta a la terapia de inducción 

(82% contra 55%), por otro lado, la sobrevida mejoró cuando fue evaluada a los 2 años 

(95% contra 62%) y el riesgo de progresión de la enfermedad fue 72% mas bajo de lo 

observado en los pacientes VPH negativos (Fakhry y cols. 2008). 

La evaluación de la respuesta a la terapia, en otro estudio en pacientes con cáncer de 

orofarínge, se encontró que la presencia de VPH-16 se asoció a una mejor respuesta a la 

quimioterapia (p=0.001) y a la terapia combinada de quimioterapia con radioterapia 

(p=0.0005 ), así como con una mejor supervivencia (p0.007) (Worden y cols. 2008). En un 

estudio de 100 pacientes con cáncer de orofarínge y co expresión de VPH/p16, se demostró 

que presentaban una mejor supervivencia en comparación con aquellos pacientes con 

tumores VPH negativos, o positivos pero que no expresaban p16 (Weinberger y cols. 

2006), lo cual revalida la correlación existente entre la expresión de VPH y p16 (Kumar y 

cols. 2008). Estos resultados confirman que el estatus de VPH es un buen biomarcador 

pronóstico en los tumores de cabeza y cuello. Existen características específicas asociadas 

al estatus del VPH en los tumores de cabeza y cuello que permiten tomar decisiones 

terapéuticas para cada caso (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Diferencias entre los carcinomas de cabeza y cuello de acuerdo al estado del 
VPH

VPH ne2ativos	 VPH nositivos 
Factores moleculares 

Pérdida de p53, por mutación Presencia de p53 silvestre 
Aumento en la regulación de pRb Disminución en la regulación de pRb 
Baja expresión de p 1 Sobre-expresión de p16 
Sobre-expresión de ciclina D Baja expresión de ciclina D 
No ADN/ARN VPH Presencia de ADN/VPH (>85% tipo 16) VPH E6 y E7 

Factores epidemiológicos 
Fumadores intensos No fumadores 
Bebedores intensos Mínimo o moderado consumo de alcohol 
Baja exposición a la mariguana Alta exposición a la mariguana 
Baja exposición de sexo oral Alta exposición de sexo oral 
Pacientes mayores (>50 años) Pacientes jóvenes (<45 años) 
Bajo estado socioeconómico Alto estado socioeconómico 
Decremento de incidencia Incremento de incidencia 

Factores clínicos
Todos los sitios de cabeza y cuello	Predominantemente orofaringe (amígdala y base de lengua) 
Mal pronóstico de sobrevida	 Buen pronóstico de sobrev ida 
Impredecible respuesta a radioterapia	Radiosensible 

1.2.4 Antecedentes familiares de cáncer 

Son escasos los estudios que han evaluado la existencia de antecedentes 

heredofamiliares con la presencia del CByO. La presencia de antecedentes familiares de 

cáncer bucal y orofaríngeo, puede involucrar aspectos genéticos y ambientales, incluyendo 

la susceptibilidad genética y la exposición a factores exógenos (Garavello y cols. 2008). 

Un estudio de casos y controles en E.U. reportó una RM de 1.2 (IC 95% 0.7-2.3) 

para los pacientes con historia de cáncer bucal y orofaríngeo, y una RM de 1.6 (IC 95% 

0.7-3.8) para aquellos con historia de cáncer de esófago y laringe (Goldstein y cols. 1994). 

En otro estudio de casos y controles en Puerto Rico realizado en pacientes con cáncer bucal 

y faríngeo se reportó que aquellos pacientes con antecedentes familiares de primer grado de 

cáncer bucal y faríngeo tenían un riesgo 2.5 (IC 95% 0.8-8.0) veces mayor de presentar este 

tipo de neoplasias en comparación con los que no tenían este antecedente familiar, y un 

riesgo de 2.6 (IC 95% 1 .4-4.8) veces para aquellos con antecedentes de CVADS (Brown y 
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cols. 2001). Un estudio realizado en la Ciudad de México recientemente reportó que los 

individuos con antecedentes familiares de cáncer presentaron un riesgo incrementado (3.6 

veces) de cáncer bucal (Anaya-Saavedra y cols. 2008). 

Adicionalmente, un estudio de casos y controles multicéntrico (Garavello y cols. 

2008) analizó la relación existente entre el CByO y la historia familiar de cáncer en primer 

grado, los resultados del análisis multivariado mostraron que existe un riesgo alto en 

aquellos pacientes con historia familiar de cáncer bucal y faríngeo (RM 2.6. IC 95% 1.5— 

4.5).  así como para cáncer de laringe (RM 3.8, IC 95% 2.0-7.2). Por otro lado, los 

individuos con dos o mas familiares de primer grado con cáncer bucal y faríngeo/laríngeo, 

presentaron un riesgo de 7.1 (!C 95% 1.3-37.2) veces mayor de presentar este tipo de 

neoplasias en comparación con el grupo control. Con los hallazgos de este estudio se 

concluyó que la historia familiar en primer grado de cáncer bucal, faríngeo y laríngeo es 

fuertemente un riesgo de CByO, independientemente del tabaco y el alcohol (Garavello y 

cols. 2008), 

1.2.5 Inestabilidad genómica 

La combinación de los datos epidemiológicos y de biología molecular ha 

demostrado que pueden requerirse múltiples cambio genéticos en la tumorigénesis. 

Además, a consecuencia de estos cambios se podrían acumular más alteraciones genéticas 

que provocan daños tanto a nivel cromosómico como genómico, con lo cual se acelera el 

proceso tumoral. Por este motivo, el mantenimiento de la estabilidad genómica es de vital 

importancia para la supervivencia celular que depende de la correcta regulación de los 
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sistemas de respuesta celular al daño genómico y de la integridad de los sistemas de 

reparación del mismo. 

La pérdida de la estabilidad genómica parece ser un paso clave que ocurre en las 

primeras etapas del proceso de ]a tumorigénesis. Este fenómeno contribuye a crear un 

ambiente permisivo para la ocurrencia de alteraciones de genes claves en el control de la 

proliferación celular, como genes supresores tumorales y genes reparadores de daño al 

ADN (Ponder 2001). En las células tumorales existen dos tipos de inestabilidad generadas a 

partir de vías diferentes: la inestabilidad a nivel cromosómico (translocaciones, deleciones, 

duplicaciones, aneuploidías o inversiones) y la inestabilidad de microsatélites en ADN 

(mutaciones puntuales o deleciones/inserciones de secuencias microsatélite) (Lengauer y 

cols. 1997). 

La inestabilidad de microsatélites es el resultado de defectos en el sistema de 

reparación de bases mal apareadas (MMR, Mismatch repair) que corrige los errores que se 

producen durante la replicación del ADN, tales como inserciones o deleciones de un 

nucleótido o mas, o la substitución de una base por otra (Jiricny 1998(a), Marra y Schar 

1999). Si estas alteraciones no son detectadas por el sistema de reparación se acumulan en 

las células hijas durante la mitosis, lo cual puede favorecer el desarrollo de procesos 

neoplasicos, De manera general, la ADN polimerasa incorpora nucleótidos no 

complementarios en el ADN con una frecuencia de un error por cada 100,000 nucleótidos 

(Kingler y cols. 2002). A esta acumulación de mutaciones puntuales cabe añadir las 

alteraciones que afectan a secuencias repetitivas durante la replicación del ADN.

18



La preservación de la integridad genómica requiere el funcionamiento apropiado de 

varios mecanismos tales como la replicación, la reparación y el mecanismo de 

procesamiento del ADN; el sistema MMR es uno de los mecanismos encargados de reparar 

estos errores. 

1.2.6 El sistema de reparación de bases mal apareadas (MMR) 

Las proteínas implicadas en el proceso de MMR están muy conservadas 

evolutivamente, lo que pone de manifiesto la importancia de este tipo de reparación para 

mantener la integridad del genoma en todos los organismos. 

Se han identificado en humanos al menos 7 genes involucrados en el mecanismo del 

sistema hMMR: hMLHJ, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS] y hP11S2 (Jiricny y 

Nystrm-Lathi 2000). En estos genes se han encontrado numerosas mutaciones asociadas 

con diversos carcinomas cuyos tumores presentaban adicionalmente inestabilidad 

genómica. 

Los genes homólogos de MutS son: hMSH2, hMSH3 y hMSH6 que forman dos 

heterodímeros que reconocen ADN desapareado: MutSa (hMSH21hMSH6) y MutS 

(hMSH21'hMSH3) (Acharya y cols. 1996, Habraken y cols. 1996). MutSa se une 

perfectamente a bases mal apareadas y a zonas de inserciónldeleción de una base, mientras 

que MutSJ3 se une predominantemente a zonas de inserción/deleción de 2-4 bases (Jiricny 

1998).

Los genes homólogos de Muti. son: hMLHJ, hMLH3, hPMSJ y hPMS2, los cuales 

pueden interaccionar para formar dos heterodímeros, MutLa (hMLHJ/hPMS2) y MutLJ3 

(hMLHJ/hPMSJ) (Guerrette y cols. 1999). MutLa puede interaccionar con hMSH2, MutSa, 
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MutSJ3 y con el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) con lo cual se forma un 

complejo indispensable para el funcionamiento del MMR (Gu y cols. 1998, Umar y cois. 

1996).

Los complejos MutS/MutL reclutan elementos adicionales en la zona de reparación, 

acoplando el reconocimiento del apareamiento incorrecto y la discriminación de la cadena, 

la excisión y la resíntesis. La función acopladora del heterodímero MutLa probablemente 

depende de la unión de ATP y/o de la actividad de hidrólisis por los sitios N-terminal 

conservados de hMLH] y hPMS2 (Ban y Yang 1998). 

La mayoría de las mutaciones en los genes hMMR reportadas actualmente producen 

corrimientos del marco de lectura, mutaciones que introducen cambio pérdida del sentido o 

defectos en los sitios de estructuración, y son causadas por sustituciones de una base o 

pequeñas deleciones e inserciones, o ambas, generalmente de 1-5 pb (Samowitz y cois. 

2002).

Detección de cadena dañada: Estudios realizados en levaduras y mamíferos han 

demostrado la implicación de PCNA en el mecanismo de detección de las cadenas dañadas, 

ya que este puede interaccionar con los homólogos de MutS y MutL (Gu y cols. 1998, 

Umar y cols. 1996). PCNA es requerido antes y durante el paso de excisión, así como en la 

resíntesis del ADN (Gu y cols. 1998, Johansson y cols. 1996), sin la presencia de PCNA, el 

MMR no puede distinguir entre la cadena neosintetizada y la cadena madre, y esto 

conducirá a la formación de un bucle, lo cual conduce a la rotura del ADN de doble cadena. 

Excisión y resíntesis: Se ha identificado la participación de tres exonucleasas en el 

sistema MMR: Exol y las exonucleasas proofreading de las ADN polimerasa 5 y c, Exol es 
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una exonucleasa 5'-3' que se activa para evitar las mutaciones (Szankasi y Smith 1995). La 

resíntesis de la cadena cortada parece estar coordinada por la acción de la ADN polimerasa 

y un complejo de proteínas como PCNA, las proteínas SSB (proteínas de estabilización 

de replicación en cadena sencilla), la proteína de replicación A (RPA), algunas helicasas y 

finalmente una ADN ligasa que completa la reacción del MMR (Lin y cols. 1998, Modrich 

1997),

1.2.6.1 Gen hMLHI 

El gen hMLH1 es un gen reparador de daño al ADN, que pertenece a! sistema MMR, 

es homólogo del gen MutL del Escherichia coli, y se encuentra localizado en la región 21 

del brazo corto del cromosoma 3 ( 3 )p2 se encarga de corregir errores que ocurren durante 

la replicación y recombinación del ADN. Es un gen que se expresa principalmente en 

aquellas células que se encuentran en constante renovación, como las células de la mucosa 

gástrica y las de la mucosa bucal (Fink y cols. 1997, Fleisher y cols. 2000). 

La región codificante del gen hMLHI consta de 2271 pb y 19 exones, su promotor 

esta constituido por 57 islas CpGs (Greenspan y cois. 2007) (Figura 3). Este gen codifica 

para la proteína hMLH1 que participa en la reparación de las bases mal pareadas, formando 

un heterodímero con la proteína hPMS2, formando el complejo hMutLu que coordina la 

interacción entre el complejo de reconocimiento de la lesión y otras proteínas que 

participan en el proceso de reparación del ADN (Schofield y Hsieh 2003, Mitchell y cols. 

2002). Lipkin y cols. (2000) demostraron que el gen hMLHI también puede formar 

heterodímeros con IIMLH3 y hPMS]. El complejo hMLHI11hMLH3 tiene una función 

similar a hMutLa en la reparación de las asas formadas por inserción/deleción, mientras 
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que la función de hMLHI/hPMSJ (complejo hMutL) no ha sido claramente determinada 

(Buermeyer y cols. 1999).
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Figura 3. Estructura del gen hMLHJ. El promotor del gen esta compuesto por 57 
islas CpGs y su región codificante consta de 2271 pb. 

El silenciarniento del gen JiMLHJ puede deberse a mecanismos genéticos, corno son 

las mutaciones, o por mecanismos epigenéticos, como lo es la metilación de su promotor, la 

alteración de este gen por cualquiera de estos mecanismos favorece la inestabilidad 

cromosómica, contribuyendo con el desarrollo de diversos procesos neoplásicos (Sengupta 

y cols. 2007. Yearsley y cols. 2006). 

Aunque algunas regiones del gen hMLH1 parecieran presentar mayor frecuencia de 

mutación, el espectro mutacional es heterogéneo y abarca toda la región codificante (Vasen 

y cols. 1996). El cáncer de colon ha sido el principal modelo de estudio para el gen hA'íLHI, 

en este tipo de tumores se han descrito mas de 240 mutaciones, de las cuales 

aproximadamente el 60% corresponden al gen hMLH] (Peltomaki y Vasen 1997). 

El gen hMLHI participa de forma importante con en la inestabilidad genómica, 

relacionándose de esta forma con diversos procesos carcinogénicos como: los carcinomas 

del tracto gastrointestinal (Poynter y cols. 2008, Fleisher y cols. 2000), los carcinomas de 
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endometrio (Broaddus y cols. 2006) y los carcinomas de cabeza y cuello (Sengupta y cois. 

2007, Piccinin y cols. 1998). 

Se ha descrito que las mutaciones en el codón de terminación natural de la proteína 

hMLHI son claves para el desarrollo de ciertas neoplasias como el cáncer colorectal, se 

sabe que el dominio C-terminal es requerido para su dimerización con hPMS2 y para el 

reconocimiento del error en el ADN, se ha demostrado que la capacidad de dimerización 

del hMLHJ es reducida en un 80% si su dominio C-terminal está afectado (Guerrette y cols. 

1999).

1.2.7 Eventos epigenéticos 

Los cambios heredables en la expresión del gen, que no son atribuibles a cambios 

en la secuencia del ADN, es decir, los acontecimientos biológicos que no pueden explicarse 

por los principios genéticos, y que pueden ser transmitidos a las células hijas durante la 

división celular son conocidos como cambios epigenéticos (Holliday 1987). 

En una perspectiva clásica, se ha visto al cáncer como un grupo de enfermedades 

caracterizadas por anormalidades genéticas progresivas que incluyen mutaciones en genes 

supresores y oncogenes, además de anormalidades cromosómicas que pueden ir desde 

transiocaciones, hasta la pérdida y ganancia de regiones cromosómicas completas. Sin 

embargo, en el desarrollo del cáncer también participan los eventos epigenéticos (Herman y 

Baylin 2003). Los cambios epigenéticos más frecuentemente estudiados son la metilación 

de ADN en el promotor de diversos genes y las modificaciones en los residuos de las 

histonas (Figura 4).
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Figura 4. Principales alteraciones epígenéticas.A) La metilación del promotor reprime la 
transcripción del gen. B) Diferentes adiciones covalentes en los residuos de las histonas. 

1.2.7.1 Epigenética de las células normales 

El silenciamiento fisiológico de los genes a nivel de la cromatina es necesario para 

la vida de los organismos eucariontes y es un elemento clave en diferentes procesos 

biológicos que incluyen diferenciación, impronta génica y silenciamiento de grandes 

regiones cromosómicas (Nakao 2001). 

En la impronta genómica los eventos epigenéticos tienen una importante 

participación, la hipermetilación de ADN de uno de los dos alelos de los padres asegura la 

expresión monoalélica, así como en la inactivación del cromosoma X en mujeres (Mundo-

Ayala y Jaloma-Cruz 2008). 

La metilación de ADN es un mecanismo de control de la expresión génica que se 

encuentra presente de forma normal en algunas etapas tempranas del desarrollo, así como 

en la inmovilización de transposones; por otro lado, la hipermetilación de secuencias 

repetidas del genoma previene inestabilidad cromosómica, transiocaciones e interrupción 

génica causada por la reactivación de secuencias de transposones (Bird 2002).

24



1.2.7.2 Metilación de ADN 

La metilación de ADN como modificación epigenética tiene un papel trascendente 

en el control de la actividad de los genes y en la arquitectura del núcleo celular: en los seres 

humanos esta modificación ocurre únicamente en las citosinas que se encuentran 

precediendo a una guanina, recibiendo el nombre de dinucleótidos CpG. Esta modificación 

consiste en la adición enzimática de un grupo metilo en la posición C 5 de las citosinas 

mediante la enzima ADN metiltransferasa (DNMT). en presencia del donador de metilos S-

adenosil metionina (SAM); resultando 5-metilcitosina (SmC) (1 lerman y Baylin 2003). 

Los dinucleótidos CpG se encuentran presentes uno por cada 80 dinucleótidos en el 

98% del genoma humano, y cuando se encuentran agrupados en pequeños fragmentos de 

ADN reciben el nombre de islas CpGs, las cuales comprenden del 1 al 2% del total del 

genoma humano (Kargul y Laurent 2009). Las islas CpGs se encuentran ubicadas a lo largo 

de una de las cadenas de ADN, frecuentemente localizadas en la zona cercana al promotor 

de los genes, y que habitualmente no se encuentran metiladas (Herman Ni Ra'lin 2003). 

Se ha observado que existe una correlación entre la densidad de residuos de citosina 

metiladas y la actividad transcripcional (Kass y cols. 1997). La unión covalente de ungrupo 

metilo al carbono 5 del anillo de citosina, no afecta el apareamiento de bases, pero 

interfiere la unión ADN-proteína, reduciendo la afinidad de factores de transcripción a la 

secuencia promotora, inhibiendo así la actividad transcripcional de un gen. 

Las enzimas encargadas de la unión covalente de un metilo al anillo de citosina, son 

conocidas como DNMT's. Hasta ahora, se han caracterizado tres DNMT's (DNMTI, 

DNMT3A y DNMT3B); la primera está encargada de metilar ADN hemimetilado; es decir, 
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mantiene los patrones de metilación, mientras que las otras dos son responsables de la 

metilación de novo del ADN (Cho y cols. 2004). 

1.2.7.3 Metilación en el promotor de genes y cáncer 

Estudios previos han demostrado que existe una correlación cercana entre la 

metilación y el silenciamiento de un gran número de genes relacionados con los procesos 

carcinogénicos (Esteller 2008, Robertson 2005, Strathdee y Brown 2002). En los procesos 

neoplásicos las alteraciones en la metilación inician principalmente con una hipometilación 

global, seguida de una hipermetilación que específicamente se localiza en las islas CpG de 

los promotores de genes (Feinberg y Tycko 2004). 

El silenciamiento por metilación en el promotor de diversos genes es el evento 

epigenético frecuentemente asociado a múltiples neoplasias malignas tales como: cáncer 

gástrico (Kim y cols. 2010), cáncer hepático (Li y cols. 2010), cáncer de mama (Karray-

Chouayekh y cols. 2009) y cáncer de cabeza y cuello (Steinmman y cols. 2009, Zou y cols. 

2009), dentro de los cuales se encuentran los carcinomas de esófago (Wang y cols. 2009, 

Guo y cols. 2006) y los de cavidad bucal (Czerninski y cols. 2009. Viswanathan y cols. 

2003),

1.2.7.3.1 Metilación de genes en cáncer de cabeza y cuello 

En los diversos tipos de cáncer de cabeza y cuello (CCyC) la metilación de la región 

promotora de diversos genes ha sido reportada como uno de los mecanismos 

frecuentemente ligado a su inactivación (Cuadro 2). Entre los principales genes se 

encuentran aquellos que participan en la regulación del ciclo celular como el gen pl6, que 

se ha reportado metilado en los tumores de cabeza y cuello en frecuencias que varían del 5 
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al 88% (De Schutter y cols. 2009. Wang y cols. 2008). Otros genes involucrados en la 

regulación del ciclo celular son el gen p14 y el gen p15, que se han reportado metilados del 

7 al 43% (Guo y cols. 2006, lshida y cols. 2005) y del 9 al 23%, en los CCyC, 

respectivamente (Viswanathan y cols. 2003, Ogi y cols. 2002). 

Por otra parte, los genes encargados de la reparación del ADN también son 

inactivados por este mecanismo epigenético. Ejemplo de ello es el gen MGMT, el cual se ha 

encontrado metilado en 23 al 56% de los casos de CCyC (Kato y cols. 2006, Rosas y cois. 

2001). La importancia de este gen radica en la reparación del genoma cuando el ADN sufre 

daños por alquilación, ya que es capaz de eliminar los grupos alquilo localizados en la 

posición 06 de la guanina, lo cual permite mantener la estabilidad genómica (Steinmman y 

cols. 2009. Rosas y cols. 2001). 

1.2.7.3.2 Metilación del gen hMLH1 en cáncer de cabeza y cuello 

Otro importante gen de reparación de ADN que presenta metilación en su promotor 

es el gen hMLHI, perteneciente al sistema de reparación de bases mal pareadas (MMR). Su 

silenciamiento por metilación impide eliminar los enlaces base-base erróneos, facilitando la 

transformación maligna de las células epiteliales, al acumular mutaciones génicas (Fleisher 

y cols. 2000). Diversos estudios (Zuo y cols, 2009, Sengupta y cols. 2007, Demokan y cols. 

2006, Liu y cols. 2003, 2002) han analizado el estado de metilación del gen hMLHI en 

tumores de cabeza y cuello, mostrando una amplia variedad en las frecuencias de 

metilación de este gen. La frecuencia de metilación del gen hMLH en CCyC se ha 

reportado desde un 32 hasta un 92% (Liu y cols. 2002, Zuo y cols. 2009), para el cáncer de 

esófago las frecuencias van del 3 al 62% (Tzao y cois. 2005. Wang y cols. 2008).
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Son escasos los estudios que han analizado la asociación entre el patrón de 

metilación del gen hMLHI y el cáncer de cavidad bucal, Viswanathan y cols. (2003) 

reportaron una frecuencia del 8%, por otro lado, Czerninski y cok. (2009) encontraron que 

el 17% de los casos de cáncer bucal incluidos en su estudio mostraban metilación en el 

promotor del gen hMLHJ. Las características de los estudios enfocados al análisis del 

patrón de metilación del gen hMLHI en los diferentes CCyC se muestran en el Cuadro 3. 

Viswanathan y cols. (2003) realizó un estudio en el que se incluyeron 99 pacientes con 

cáncer bucal de la India, para determinar el estado de metilación del gen HMLHIse utilizó 

una enzima de restricción (HpaII), en este estudio no se aportó información sobre las 

características de los casos incluidos, por otro lado no se analizó la asociación con oras 

variables. Por su parte, Czerninski y cols. (2009) en Israel, inclu y ó para su estudio 28 casos 

de cáncer bucal, sin diferencias en sexo (50%hombres, 50% mujeres), la mayor parte de su 

población estudiada se encontraban en un rango de edad mayor a los 50 años (24/85%). 

Mediante el uso de MSP se analizó el estado de metilación de dos genes reparadores de 

daño al ADN que pertenecen al sistema MMR, el gen hMLHIy del gen /JMSH2, la 

frecuencia de metilación para ambos genes fue del 50%, de forma individual para el gen 

hMLHJ la frecuencia fue del 17%, y para el gen hMSH2 del 36%, una muestra presentó 

metilación en ambos genes. Adicionalmente, por inmunohistoquímica, se evalúo la 

expresión de ambas proteínas, sin embargo, su análisis no permitió que los resultados se 

presentaran de forma clara. En este estudio, al igual que el anteriormente mencionado, no 

se realizaron evaluaciones con las condiciones clínico-patológicas de los casos incluidos. 
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Cuadro 2. Genes frecuentemente metilados en cáncer de cabeza y cuello 

Autor/año	 p14	p15	pi6	APC	E-caderina	DAPK	MGMT	!SMLHI	RASSFIA 

Sancliezy col 2000 27% 180% 33% 

Rosas ycol 2001 J) 47% H 33% 23% I) 

Hasegaway col 2002 32% I 36% 24% '1) 

Liuycol 2002 Sn I' 1 92% 

Ogiycol 2002 14% 9% 29% sI) SI) 7% Hi 

Liu y col 2003 "1) "1)

j)

J y 50010 I) 

Viswanathan y col 2003 )l) 23% 23% 35% 'SI) 41% 8% 'É) 

Kulkarni y col 2004 Si) 67% H 51) 68% 52% '1) 

Wong y col 2004 S1 20% 42% 1' SI) 20% ) 51 5% 

Ishidaycol 2005 43% H) 74% Sl) SI) Sl) 26% Si) 

Puriycol 2005 I) 36% Si.) sI) 30% 23% 

Trany col 2005 SI) :51) 63% 9) SU Sl) H 93% 

Tzaoy col 200S SU SI) SU SU SU H 62% 

Demokan y col 2006 H 47% 

Guoy col 2006 7% 17% 50% 14% 31% 24% 36% 33% 

Kato y col 2006 '1) 51% 56% 

Calmon y col 2007 30% 63% 81% SI) 

Cheny col 2007 21% 

Righini y col 2007 11% 18% 29% 11% 27% 29% 2% 20% 

Sengupta y col 2007 U 23% 

Wang y col 2008 Hr 88% 5!) 51) 27% 3% 

(Tzerninski y col 2009 ) 17% 

De Schutter y col 2009 U : 5% 13% 11% 42% 2% 

Ohta y col 2009 64% 

Stcinmann y col 2009v 511 60% 67% 53% 69% 18% 

Wang y col 2009 54% 68% -

SD=sin datos
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Cuadro 3. Metilación del gen hMLHJ en tumores de cabeza y cuello 

Autor/año País Muestras Casos 1 VM Edad Tab Ale Tumor Nódulos Etapa clínica lix Met IHQN Anal Ctls() 

Lii - 92% ((y( 13* --- --- 1 lpall 

Liu /2002 

Viswanathan/2003 India CR 99+ .. -« --- 8% --- UpalI 25 

Liu/2003 EU CCyC 16* --- --- --- 50% 31% MSP 

DemokanI2006 Turquía CCyC 116+ 88%M >45 91% 84% 29% --. NO 73% 111-1V 56% --- 47% --- IlpalI 

Tzao/2005 China CE 60 95%M --- T3-467% NO 58% 1-11 65"/,, 62% 72% MSP 20 

Guo/2006 China CE 69* --- --- --- --- --- --- 33% --- MSP 

Senguptai2007 India CCyC 123+ 69%M >50 53% 60% --- --- 111-1V 54% --- 23% DI HpaII 

WangI2008 China CE 125+ 65%M >6061% 45% 43% T1-254% NO 53% --- --- 3% --- MSP lO 

Czerninski/2009 Israel CB 28* 50%M >50 85% --- --- --- --- M 82% 17% 1)1 MSP 6 

Zuo/2009 EV CCyC 120+ 95%M >65 45% 67% 56% T1-2 54% NO 58% 111-1V 60% 32% 0% MSP 

González/20I01 México CB 51+ 51%M >5084% 51% 45% T1-253% N063% 111-1V 63% B92% 74% 23% MSP 204

Bloque de parafina, -¡Tejido fresco, M =Masculino, B=Bien diferenciado, MModeradamente diferenciado, HpallEnzima de restricción, MSPPCR especifico para 

metilaci ón, ¶Presente estudio, D1 =Datos incompletos.
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Existe una asociación entre la metilación del promotor del gen hMLH] y la falta de 

expresión de su proteína, con la presencia de CByO, y si existen interacciones con el 

consumo de tabaco, alcohol e infección por VPH-l6? 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Si bien, los antecedentes de consumo de tabaco, alcohol e infección por VPH han 

sido factores de riesgo altamente asociados con los procesos carcinogénicos de la cavidad 

bucal y orofaringe, existen reportes de CB yO sin la historia de estos factores de riesgo 

asociada, lo cual propone la búsqueda y el análisis de otras variables que se encuentren 

participando de forma importante en el desarrollo del CByO. 

Los eventos epigenéticos pueden estar jugando un papel importante en el desarrollo 

del CByO en presencia o ausencia de los factores de riesgo asociados a este tipo de 

neoplasias. El análisis del estado de metilación en el promotor de un gen reparador de daño 

al ADN en un grupo de individuos con y sin C13y0 de la población mexicana, aportaría 

información importante del papel que desempeñan los procesos epigenéticos en la 

carcinogénesis de cavidad bucal y orofaringe. 

4. JUSTIFICACIÓN 

En la búsqueda de posibles biomarcadores que se encuentren relacionados con el 

desarrollo de CByO, la presente investigación propone analizar el patrón de metilación en 

el promotor de un gen reparador de ADN, el gen hMLHJ, que es un gen que participa en el 

mecanismo de detección de daño al ADN, siendo este evento uno de los primeros 

mecanismos que se desencadenan durante la carcinogénesis de la cavidad bucal y 
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orofaringe. Adicionalmente, se propone evaluar si existe una correlación de la metilación 

del gen hMLHI con la falta de expresión de su proteína, así como determinar si existe 

alguna asociación con los factores de riesgo de consumo de tabaco, alcohol e infección por 

VPH en el CByO. 

Son escasos los estudios sobre cáncer bucal en los que se ha evaluado el estado de 

metilación de los genes reparadores de daño al ADN, y que hayan determinado la 

asociación con los factores de riesgo y las características clínico patológicas en un grupo de 

pacientes con CByO. El gen hMLHJ es un gen que participa de forma importante en los 

procesos de reparación de daño al ADN, su función suele verse afectada por dos principales 

mecanismos: las mutaciones y los eventos epigenéticos. En el CByO, tabaco y alcohol, sus 

principales factores de riesgo, participan de forma importante en la carcinogénesis de 

cavidad bucal y orofaringe induciendo daños al ADN, la ineficaz participación del gen 

hMLH1 en la reparación de estas alteraciones que se presentan en el ADN se ha asociado 

con el desarrollo del CByO. Por otro lado, no se ha reportado la presencia de mutaciones en 

el gen hMLHI asociadas con el desarrollo de CByO, por lo cual cobra mayor importancia el 

identificar si un evento epigenético favorece el silenciamiento de este gen, en presencia o 

ausencia de los factores de riesgo, y si esta inactivación del gen hMLHJ se encuentra 

relacionada con el desarrollo del CByO, lo cual permitiría ampliar el conocimiento sobre la 

conducta biológica de este tipo de neoplasias. 

Los hallazgos de este trabajo permitirán proponer como futuras aplicaciones el uso 

de la terapia epigenética en los casos de CByO que presenten metilación del gen hMLHI, 
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aunado al probable factor pronóstico que el estado de nietilación pudiera representar en el 

CByO.

El presente proyecto permitirá continuar con la línea de investigación relacionada 

con biomarcadores y cáncer bucal, que se ha desarrollado en la Universidad Autónoma 

Metropolitana-Xochimilco (UAM-X) con la colaboración del INCan. 

S. HIPÓTESIS 

La metilación en el promotor del gen hMLH1 y la expresión de su proteína, se 

asocia con la presencia de cáncer bucal y orofaríngeo, así como con los factores de riesgo: 

tabaco, alcohol y VPH. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Estimar la asociación de la metilación en el promotor del gen hMLHI y la expresión 

de su proteína con la presencia de CByO y su posible relación con la infección por VPH-16 

y el consumo de tabaco y alcohol. 

6.1 Objetivos particulares 

- Determinar el estado de metilación en el promotor del gen hMLHI y la expresión de 

su proteína en CByO. 

- Estimar la asociación de la metilación del gen hMLHJ y la expresión de su proteína 

con la etapa clínica del CByO. 

- Estimar la asociación de la metilación del gen hMLHJ y la expresión de su proteína 

con el CByO y con el consumo de tabaco, alcohol e infección por VPU. 

- Estimar la asociación del tabaco y alcohol con el CByO.
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- Estimar la asociación de la infección con VPH con la presencia de CByO. 

7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 Diseño del estudio 

Estudio de casos y controles pareado por edad y sexo, que se desarrolló en un 

período de dos años, con la participación del Departamento de Cabeza y Cuello del lNCan, 

el Laboratorio de Histopatología de la UAM-X, el Laboratorio de Toxicología Ambiental 

de! INCan. el Departamento de Oftalmología del Hospital 'Dr. Manuel Gea González" y la 

Clínica Estomatológica "Rafael Lozano" de la UAM-X. 

Para el propósito del presente estudio y con base en la Clasificación Internacional de 

Enfermedades de la Organización Mundial de la Salud (WHO 1992) se utilizó el término 

de cáncer bucal para referirse al carcinoma escamocelular localizado en la mucosa bucal 

(mucosa yugal y mucosa labial), el piso de boca. !os dos tercios anteriores de la lengua 

(dorso y bordes laterales), el paladar duro y el proceso alveolar (COI-006). El término de 

cáncer orofaríngeo se utilizó para el carcinoma escamocelular localizado en la fosa 

amigdalina y pilar amigdalino anterior y posterior (C09). 

7.2 Sujetos participantes 

7.2.1 Criterios de inclusión de los casos 

• Pacientes mayores de 18 años, con diagnóstico histológico de CByO primario, que 

no hayan recibido tratamiento médico previo (cirugía, quimioterapia o radioterapia). 

• Que acepten participar en el estudio, mediante la firma de carta consentimiento.
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7.2.2 Criterios de exclusión de los casos 

• Pacientes con CByO que hayan sido tratados (cirugía, radio o quimioterapia). 

• Pacientes con neoplasias malignas de glándulas salivales, melanoma, linfoma o 

sarcoma bucal. 

• Pacientes con otras neoplasias malignas que no correspondan a cabeza y cuello. 

7.2.3 Criterios de inclusión de los controles 

. Individuos mayores de 18 años, sin CByO, pareados por edad (considerando 5 

años) y sexo con los casos. 

• Que acepten participar en el estudio, mediante la firma de carta consentimiento. 

7.2.4 Criterios de exclusión de los controles 

• Individuos con neoplasias malignas o historia de ellas. 

• Individuos con desórdenes potencialmente malignos. 

• Individuos con alteraciones sistémicas que afecten la respuesta inmune. 

Los casos contarán con cuatro controles cada uno y serán seleccionados de dos fuentes 

diferentes: 

1. Hospital General "Dr. Manuel Gea González" 

Se incluyeron a los pacientes del Servicio de Oftalmología del Hospital General 'Dr. 

Manuel Gea González", se seleccionó este servicio, debido a que brinda atención médica a 

personas con un nivel socio-económico comparable al de los pacientes que acuden al 
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INCan y que pertenecen al grupo de población no derechohabiente, además, en dichos 

servicios, se atiende a individuos adultos con edades similares a las de los casos y que en 

general, no tienen afecciones sistémicas. 

2. Clínica Estomatológica "Rafael Lozano" de la UAM-X. 

Se incluyeron a los pacientes que acuden a esta clínica estomatológica para solicitar 

atención dental, ya que los pacientes que solicitan servicio dental en esta clínica 

generalmente pertenecen al grupo de personas sin seguridad social y son semejantes en 

condición socioeconómica al grupo de los casos. Es importante mencionar que estos 

pacientes acuden por alteraciones dentales y generalmente no presentan padecimientos 

sistémicos de importancia. 

Al incorporar un segundo grupo control, con individuos sin afecciones sistémicas 

que representan a la comunidad de una zona cercana al INCan, se pretende disminuir el 

sesgo de selección que implica incluir controles hospitalarios. 

7.3 Variables 

Las variables consideradas fueron: 

Variable dependiente: metilación del gen hMLHJ. 

Variables independientes: edad, género, antecedentes familiares de cáncer, 

consumo de tabaco y alcohol, cáncer bucal y orofaríngeo, características clínicas y 

localización del CByO, etapa clínica del paciente, de acuerdo al American Joint Comitee on 

Cancer (AJCC). grado histológico del CByO, presencia de VPH, y expresión la proteína 

hMLHI.
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7.3.1 Criterios operacionales 

Consumo de tabaco: Para el análisis del consumo de tabaco se clasificó a los 

pacientes en tres categorías, 1) No fumadores (aquellos que nunca han fumado 

regularmente), 2) Fumadores (individuos que han fumado por lo menos 1 cigarrillo por día 

durante el último año), y 3) Ex-fumadores (individuos que por lo menos hayan fumado un 

cigarrillo al día durante un año y que no han fumado en el último año) (SS, ENA 2003). Se 

registró también si se utilizaban cigarrillos con o sin filtro. Para los pacientes fumadores y 

ex-fumadores, se registró la edad de inicio del hábito y se calculó el tiempo durante el cual 

han mantenido el hábito (meses). Posteriormente, se calculó el número de paquetes (20 

cigarrillos por paquete) que consumió por año y se calculó el total de cigarrillos. 

Consumo de alcohol: Se cuantificó en unidades de bebida (VB) la cantidad de 

alcohol que se ingirió por semana, de acuerdo al tipo de bebida que fue consumida, y 

tomando en cuenta el contenido de etanol de cada una de ellas: una UB fue considerada 

dependiendo del tipo de alcohol y la cantidad en ml consumidos: para tequila, ron, mezcal, 

licor y brandy la cantidad promedio de consumo por UB fue de 30 mI, para vino de 125 mi, 

y para cerveza y pulque de 130 ml. 

Se clasificó a los pacientes en tres categorías: 1) No bebedores (aquellos que no 

toman alcohol o que toman menos de una copa por semana), 2) Bebedores (individuos que 

han ingerido más de una copa a la semana por un año), y 3) Ex-bebedores (individuos que 

no han ingerido mas de una copa por semana durante el año previo al examen bucal) (SS, 

ENA 2003). El grupo de ex-bebedores que refieran más de 10 años sin el hábito, fueron re-

clasificados como no bebedores. Para los fines del análisis estadístico las categorías de 
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fumador y exfumador fueron agrupadas como hábito positivo, de igual forma para las 

categorías de bebedor y exbebedor. 

7.3.2 Ficha de recolección de datos 

Ficha para los casos (Ficha Icasos) 

Ficha para los controles (Ficha 2 controles) 

7.4 Análisis estadístico 

Para describir las características de los casos y los controles, se analizaron las 

variables mediante medidas de tendencia central y de dispersión. Para la comparación entre 

variables se utilizaron las pruebas de X2 y exacta de Fisher, según aplicaba en cada caso. 

Con un modelo de regresión logística condicional se estimó la asociación entre la presencia 

de CByO y los factores de riesgo, así como la razón de momios y sus intervalos de 

confianza al 95%. 

7.4.1 Tamaño de la muestra 

El tamaño de la muestra se calculó considerando un diseño de casos y controles 

pareado, cuatro a uno, para un nivel de confianza del 95% y un poder (l-f3) del 80%, 

suponiendo una prevalencia de metilación en los controles del 15% y del doble en los casos 

con CByO. 

7.5. Procedimientos clínicos 

En los pacientes con CByO, que acudieron por primera vez al servicio de cabeza y 

cuello del INCan, se realizó un interrogatorio para obtener una ficha de identificación que 
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contenía datos socioeconómicos, antecedentes heredo-familiares, características clínicas de 

la lesión (color, textura, apariencia, extensión, tamaño y localización), con los que se 

realizó la estadificación de acuerdo a criterios establecidos por el AJCC, sintomatología 

asociada al padecimiento, fecha de inicio y tiempo transcurrido para la obtención del 

diagnóstico, historia de consumo de tabaco y alcohol. Para los controles sólo se registraron 

datos socioeconómicos, antecedentes heredo-familiares, historia de consumo de tabaco y 

alcohol.

Se realizó un examen bucal, tanto para los casos como para los controles, 

registrando en la ficha de identificación las lesiones bucales que se encontraron presentes, 

en el Anexo de zonas anatómicas se enlistan los puntos a considerar en la exploración 

bucal.

La obtención de ADN en los casos, se realizó mediante tres cepillados citológicos 

de la mucosa bucal, de la zona más representativa de la lesión, por medio de un cepillo 

citológico estéril de nylon, que posteriormente fue introducido en un tubo cónico de 

polipropileno de 15 ml con 8 ml de un preservador celular comercial (Precervcyi, Cytvc 

Corporation, USA). En los controles la obtención de ADN se realizó mediante tres 

cepillados citológicos de la mucosa bucal, de una zona topográfica equivalente a la del 

individuo afectado (caso), por medio de un cepillo citológico de nylon estéril, que 

posteriormente fue introducido en un tubo con 8 ml de Precervcyt. Adicionalmente, en los 

casos se tomó una biopsia, tratando de que la toma fuera durante el procedimiento 

quirúrgico para el diagnóstico confirmatorio.
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El tejido obtenido de la biopsia fue dividido en dos partes, una parte fue utilizada 

para la confirmación del diagnóstico y para evaluar que más del 90% de la muestra incluida 

correspondiera a células tumorales, la otra sección se congeló a -20°C y fue almacenada, 

para los estudios moleculares posteriores. Las biopsias obtenidas fueron procesadas en el 

laboratorio de Histopatología del INCan y en el laboratorio de Histopatología de la UAM-

X. Los diagnósticos histopatológicos fueron realizados por un patólogo del Departamento 

de Patología General del INCan y corroborados por dos patólogas bucales de la UAM-X. 

7.6 Procedimientos de laboratorio 

7.6.1 Extracción y purificación de ADN 

Todos las soluciones utilizadas en los siguientes procedimientos fueron soluciones 

de grado biología molecular (libres de ADNsas y ARNsas), adicionalmente, para la 

extracción y purificación de ADN se utilizó el kit comercial de Wizard ® Genomic ADN 

Purification Kit- Promega. 

Cepillado citológico (casos y controles): El tubo cónico de 15 ml con las muestras 

citológicas fue colocado en un vórtex (Bio-Rad BR-2000) durante 10 segundos, para 

separar el material obtenido del cepillo citológico y retirarlo, posteriormente el tubo fue 

colocado en una centrifuga (Beckman GPR centrifuge rotor GH 3.7) durante 5 minutos a 

1,300 g, se desechó el sobrenadante y se invirtieron los tubos sobre papel secante durante 

toda la noche, para el completo secado de la pastilla celular obtenida, posteriormente se 

agregaron al tubo 400 }ll de buffer de lisis nuclear (incluido en el kit) y se traspasó la 

muestra a un microtubo de 1.5 W.
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Muestras tisulares de CB yO: Se colocaron 20 mg de tejido en un microtubo de 1.5 


COfl 400 j.ti de buffer de lisis nuclear (incluido en el kit), se trituró el tejido mediante un 


homogenizador de tejidos (OMNI Tissue homogenizer-TH), posteriormente ambas 


muestras (citológicas y tisulares) fueron aforadas a 600 pil con el buffer de lisis nuclear, las 


muestras se colocaron en el vórtex (Bio-Rad BR-2000) por algunos segundos y se 


incubaron a 65°C durante 30 minutos, para posteriormente dejarlas en reposo a temperatura 


ambiente. A las muestras se agregaron 3 Vtl de solución ARNasa (de un stock de 20 mg/ml)


(Invitrogen®) y fueron incubadas a 37° C durante 30 minutos, posteriormente se añadieron 

20 tl de proteinasa k (de un stock de 20 mg/mi) (GibcoBRL ®) y se incubaron a 65° C en un 

termoblock durante 1 hora. Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente y se 

añadieron 200 jil de solución precipitadora de proteínas (incluida en el kit), se colocaron en 

el vórtex por algunos segundos y se incubaron en una cubeta con hielo por 5 minutos. 

Posteriormente se colocaron en una centrifuga (Biofuge fresco Heraeus_Sorvall® rotor de 

24 plazas) por 5 minutos a 16,000 g, el sobrenadante fue transferido a un microtubo limpio 

de 1.5 jil y se agregaron 600 pi de isopropanol al 100%, se invirtió el tubo varias veces y se 

colocaron las muestras en la centrifuga por 1 5 minutos a 16,000 g, se desechó el 

sobrenadante, se agregaron 600 jil de etanol al 70%, se invirtió varias veces el tubo y 

nuevamente se colocaron las muestras en la centrifuga por 15 minutos a 16,000 g. Con el 

uso de una bomba de yació se aspiró el etanol utilizando una punta para pipeta, se 

destaparon los tubos y se invirtieron sobre papel secante limpio hasta que se secaran por 

completo. Finalmente, se añadieron 100 tl de solución rehidratante de ADN (incluida en el 

kit) y se incubaron las muestras a 65° C por una hora. Todas las muestras obtenidas fueron 

cuantificadas en un fotoespectrómetro (Bekman DU 650) utilizando una dilución 1:200. 
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finalmente las muestras del ADN obtenido fueron almacenadas a -20°C para los análisis 

posteriores. 

Se realizó la extracción y purificación ADN de todas las muestras incluidas en el 

estudio (biopsias y cepillados citológicos): 51 muestras de tejido de CByO, 153 cepillados 

citológicos de casos de CByO (3 por caso) y 612 cepillados citológicos de 204 controles (3 

cepillados por control). 

7.6.2 Reacciones de PCR 

Para la realización de las reacciones de PCR que a continuación se describen, se 

utilizó el ADN de las muestras incluidas con una concentración de 100 nJil. 

adicionalmente, se realizó la cosecha y extracción de ADN de diversas líneas celulares, que 

fueron utilizadas como controles positivos para dichos procedimientos. 

Los oligonucleótidos utilizados se describen en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Secuencias de oligonucleótidos utilizados y producto esperado. 

Gen Secuencias Producto 
f3 globina

GH20 5'-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3' 
PC04 5'-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3' 260 pb 

hMLHI metilado 
sentido 5 -GGAGTGAAGGAGGTTACGGGTAAGT-3 

antisentido 5-AAAAACGATAAAACCCTATACCTAATCTATC-3' 184 pb 
hMLHI no metilado 

sentido 5'-TTT TGA TGT AGA TGT TTT ATT AGG GTT GT-3' 
antisentido 5'-ACA CCT CAT CAT AAC TAC CCA CA-3' 124 pb 

MYO9/MYI 1
MY09 5'-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3' 
MY] 1 5'-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GC-3' 450 pb 

GP5+/GP6--
sentido 5'-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3' 

antisentido 5'-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GC-3' 150 pb 
PGMY

sentido 5'-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-3' 
antisentido 5'-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GC-3' 450 pb 

E6VPH-16
F046 5' TTG AAC CGA AAC CGG TTA GT 
R590 5' TCA TGC AAT GTA GGT GTA TCT CC3' 500 nb

7.6.2.1 Amplificación del gen 13 globina 

Para verificar la integridad del ADN obtenido, todas las muestras fueron sometidas 

a la amplificación de un fragmento del gen 13-globina, que es un gen altamente conservado 

en las células humanas, utilizando un par de oligonucleótidos previamente descritos (Saiki 

y cols. 1985). 

La reacción de PCR para la amplificación del gen 13-globina se llevó a cabo en un 

volumen final de 30 pil, la cual contenía: 3 j.tl de buffer lOX, MgCl2 3 mM, dNTPs 2 mM. 

oligonucleótidos GH20 y PC04 10 prnol, Ampli Taq GoId (App/iedBiosystems) 1.5 u/pi, se 

aforo con agua y 2 pi de ADN de las muestras obtenidas.
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Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° C 

por 7 minutos necesario para la activación de la Taq polimerasa. posteriormente: 40 ciclos a 

94° C por 30 segundos (desnaturalización), a 550 C por 30 segundos (alineación), a 7 7- 3 C 

por 45 segundos (extensión) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extensión final). 

Para la reacción de PCR descrita se utilizaron sistemáticamente los siguientes 

controles: ADN de la línea celular CaSki, proveniente de cáncer de cérvix VPH-16 como 

control positivo y el control de reactivos de PCR sin ADN. 

El gen 3 globina se logró amplificar en todas las muestras incluidas en el estudio 

(muestras tisulares y cepillados citológicos). 

7.6.2.2 Análisis del patrón de metilación del gen hMLHJ 

Para determinar el estado de metilación del gen hA'íLHI en todas las muestras se 

realizó un PCR específico para metilación (MSP), previa modificación con bisulfito de 

sodio.

7.6.2.2.1 Modificación del ADN con bisulfito de sodio 

La modificación del ADN fue realizada utilizando el siguiente kit comercial: EZ 

ADN Methylation KitTM (ZYMO-RESEARCH cat D5001). En un microtubo de 1.5 pi se 

colocaron 3 j.tg de ADN. 10 jil de buffer de dilución-M (incluido en el kit) y se aforó con 

agua estéril a 50 .xl. Se incubó la muestra en un termoblock (Dri-block DB2 a) a 37 oc por 

15 minutos. Posteriormente, se añadieron 150 pi de reactivo de conversión CT (incluido en 

el kit) ,  agitó la muestra, se incubó en condiciones de oscuridad a 50 °c por 24 horas y se 

colocó en una cubeta con hielo por 10 minutos. Para desulfonar la muestra, se utilizó una 

columna (incluida en el kit), con la cual se minimizó la pérdida de ADN durante el 

tratamiento de limpieza, En la columna soportada por un tubo colector de 2 mi, se 
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colocaron los 200 jil de la muestra, previamente trabajada, se adicionaron 600 pti de buffer 

de unión M (incluido en el kit), se colocaron las muestras en un centrifuga (Biofuge fresco 

Heraeus_SorvalI® de 24 plazas) por 1 minuto a 16,000 g. y s e decantó el sobrenadante. Se 

añadieron 200 pd de buffer de lavado (incluido en el kit) a la columna y se centrifugó la 

muestra durante 1 minuto a 16,000 g. Se colocaron 300 jil de buffer de desulfonación M 

(incluido en el kit) y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente para posteriormente 

centrifugar por 1 minuto a 16,000 g. Se colocaron 200 .tl de buffer de lavado y se 

centrifugó durante 1 minuto a 16,000 g, se realizó un segundo lavado con 200 jil de buffer 

de lavado, se centrifugó durante 1 minuto y se eliminó el contenido del tubo colector. 

Finalmente, se adicionaron 10 pd de buffer de elusión (incluido en el kit) y se centrifugó por 

1 minuto a 16,000 g, la muestra obtenida en el tubo colector correspondió al ADN 

modificado con el cual se procedió a realizar el MSP. 

7.6.2.3 PCR específico para metilación (MSP) 

La amplificación del ADN modificado fue realizada utilizando un juego de 

oligonucleótidos para un fragmento de región metilada y otro juego para la región no 

metilada, descritos previamente (Fleisher y cols. 2000). 

hMLH] no metilado. La reacción de PCR para la región no meti lada se llevó a cabo 

en un volumen final de 25 pl, la cual contenía: 2 il de buffer 1OX, M902 2 mM, dNTPs 2 

mM, oligonucleótidos sentido (S) y antisentido (AS) 10 iM. Ampli Taq Gold (Applied 

Bosystems) 1.5 u/j.tl, se aforo con agua y finalmente se agregaron 3 Vil del ADN 

modificado.
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Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° 

C por 12 minutos, necesario para la activación de la Taq polimerasa, posteriormente: 35 

ciclos a 94° C por 35 segundos (desnaturalización), a 57° C por 35 segundos (alineación), a 

72° C por 45 segundos (extensión) y un último ciclo a 72° C por 7 minutos (extensión 

final).

hMLH1 metilado. La reacción de PCR para la región metilada se llevó a cabo en un 

volumen final de 25 M1 la cual contenía: 2.5 Ii' de buffer lOX, MgCl 2 2.5 mM, dNTPs 2 

mM, oligonucleótidos para hMLH1 metilado (sentido-antisentido) 10 ItM. Ampli Taq Goid 

(AppliedBiosvstems) 1.5 u/pi, se aforo con agua  se agregaron 3 Vil del ADN modificado. 

Las reacciones de MSP fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 95° 

C por 12 minutos, necesario para la activación de la Taq polimerasa, posteriormente: 35 

ciclos a 94.5° C por 30 segundos (desnaturaliación), a 59° C por 30 segundos (alineación), 

a 72° C por 60 segundos (extensión) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extensión 

final).

Para las reacciones de MSP descritas se utilizaron sistemáticamente los siguientes 

controles: ADN de la línea celular SW48, proveniente de cáncer de colon y descrita como 

metilada para el gen hMLHI (Deng y cols. 1999) y el control de reactivos de PCR sin 

ADN.

7.6.2.4 Amplificación de VPH 

Para determinar la presencia del VPH en las muestras incluidas se utilizaron cuatro 

juegos de oligonucleótidos: primeramente se utilizaron los oligonucleótidos universales 
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MY09IMY 1  que se encuentran localizados dentro de la región L  del genoma del VPH, 

que incluye los nucleótidos 6722 al 7170 del VPH-16. Ni las regiones correspondientes a 

otros tipos virales. Estos oligonucleótidos son capaces de detectar más de 25 tipos virales 

del VPH, amplificando un fragmento aproximadamente de 450 pb (Manos y cols. 1989). 

La reacción de PCR para MY09/MY1 Ise llevó a cabo en un volumen final de 30 pi, 

la cual contenía: 3 j.il de buffer lOX, MgCl2 3 mM. dNTPs 2 mM. oligonucleótidos MY09 y 

MYI 1 10 pmol, Ampli Taq GoId (Applied Biosystems) 1.5 u/gil, se aforo con agua y 

colocarón 2 pi de ADN. 

Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° 

C por 7 minutos, necesario para la activación de la Taq polimerasa. posteriormente: 40 

ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalización), a 55° C por 30 segundos (alineación) a 

72° C por 45 segundos (extensión) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extensión final). 

Posteriormente se utilizaron los oligonucleótidos GP5+1GP6+ localizados dentro de 

la secuencia reconocida por los oligonucleótidos MY09/MYI 1 que pueden detectar los 

tipos virales 6, 11, 16, 18, 31, 33 y 32 del VPH (de Roda y cols. 1995). Para esta 

determianción la reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 j.tl, la cual 

contenía: 6 pi de buffer lOX, MgCl 2 4 mM, dNTPs 2 mM, oligonucleótidos GP5+ y GP6+ 

10 pmol, Ampli Taq GoId (Applied Biosystems) 1.5 u/pi, se aforo con agua y agregaron 2 

pl de ADN. 

Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° 

C por 7 minutos, necesario para la activación de la Taq polimerasa, posteriormente: 40 
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ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalización), a 48° C por 30 segundos (alineación), a 

72° C por 45 segundos (extensión) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extensión fina!). 

Adicionalmente, se utilizaron los oligonucleótidos PGMY, localizados dentro de la 

región LI del genoma del VPH (Coutlée y cols. 2002). La reacción de PCR se llevó a cabo 

en un volumen final de 30 jil, la cual contenía: 3 pil de buffer IOX. MgCl 2 3 mM, dNTPs 2 

mM, oligonucleótidos PGMY(S) y PGMY(AS) 10 pmo!, Ampli Taq Gold (Applied 

Biosystems) 1 .5 u/pi, se aforo con agua y finalmente se agregaron 2 il de ADN. 

Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° 

C por 7 minutos, necesario para la activación de la Taq polimerasa, posteriormente: 40 

ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalización), a 55° C por 30 segundos (alineación), a 

72° C por 45 segundos (extensión) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extensión final). 

Finalmente, se utilizaron los oligonucleótidos para el Gen E6 del VPH-16. La 

reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 30 pil, la cual contenía: 3 !.tI de 

buffer IOX, M902 2 mM, dNTPs 2 mM, oligonucleótidos F046 y AR590 lO pmol, Ampli 

Taq Gold (Applied Biosystems) 1.5 u/tl, se aforo con agua y se agregaron 2 .tl del ADN. 

Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° 

C por 7 minutos, necesario para la activación de la Taq polimerasa, posteriormente: 40 

ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalización), a 50° C por 30 segundos (alineación), a 

72° C por 45 segundos (extensión) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extensión final). 

En las reacciones de PCR descritas para la determinación de la presencia de VPH se 

utilizaron sistemáticamente los siguientes controles: ADN de la línea celular CaSki, 

proveniente de cáncer de cérvix VPI-1- 16 y el control de reactivos de PCR sin ADN.
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Los productos de PCR de las reacciones descritas fueron examinados mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% teñido con 1 pd de bromuro de etidio [JO mg/mi). 

utilizando 5 p1 [0.5 tg] de un marcador de tamaño de 100 pb de un stock de 0.1 tg/j.tl 

(Tracklt TNI lOO bp ADN ladder-lnvotrogenTM ), se cargaron 4 il de la reacción de PCR con 

1 pl de buffer de carga [2X] (1 OX BlueJuice TM Gel loading Buffer- 1nvotrogenT1) por 

carril, y se corrió el gel en una cámara de electroforesis horizontal (Horizon 58) a 100 

voltios por 45 minutos aproximadamente, y finalmente el gel fue visualizado mediante luz 

U y en un fotodocumentador (El Logic 200. System Imaging Kodak). 

7.6.3 Análisis de expresión de la proteína hMLH1 

7.6.3.1 Inmunohistoquímica 

El análisis de la expresión de la proteína hMLH1 se realizó mediante la técnica de 

inmunohistoquímica. Se realizaron cortes histológicos de 2 a 3 pm y se colocaron en 

laminillas con polilisina que fueron colocadas en una estufa por 30 minutos a 60° para 

fundir la parafina de las muestras. La hidratación de las muestras se inició eliminando la 

parafina restante introduciendo las muestras en xilol, primero por 5 minutos y después por 

30 segundos, posteriormente se terminó la hidratación introduciendo las muestras en 

alcohol anhidro absoluto, luego a 96, 80, 70, 50% respectivamente, y finalmente en agua 

destilada. 

Para realizar el desenmascaramiento de epítopes, se colocaron las muestras en un 

vaso de coplin de polipropileno de alta densidad con citrato de sodio pI1 6.0 (Antigen 

retrieval citra plus IX BioGenex®). Se realizó un precalentamiento por 5 minutos de la olla 

express para microondas, posteriormente se colocó el vaso de coplin con las muestras y se 

reprogramó el microondas por 5 minutos más, se dejaron enfriar las muestras a temperatura 
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ambiente y se lavaron las muestras con dos baños de agua destilada, se incubaron las 

muestras con peróxido de hidrógeno al 0.9% por 5 minutos, se lavaron con PBSTIX por 4 

minutos y se colocaron 100 tl del anticuerpo primario anti MLHI (Purified mouse anti-

MLHI monoclonal antibody-1313 Pharmingen TM) dilución 1:50 en PBSTIX. se dejó a 

temperatura ambiente por 30 minutos y se lavaron las muestras con PBST. Posteriormente, 

se colocaron 100 jil del polímero MACH4 Mouse (HRP-Polymer Biocare Medical 

MHRP520L) y se incubaron las muestras por 25 minutos a temperatura ambiente, se 

lavaron las muestras con PBST1X. y se colocaron 100 il del polímero MACI-14 

Mouse/Rabbit (HRP-Polymer Biocare Medical M1-IRP520L) y se incubaron las muestras 

por 25 minutos a temperatura ambiente, finalmente se lavaron las muestras con PBSTI X. 

Para el revelado de las muestras se colocaron 40 tl de cromógeno (Inmunodetector 

3'3 diaminobencidina (DAB) cromógeno Bio SB ®) en 1 ml de buffer mouse/rabbit (DAB 

polidetector Bio SB®), se monitorearon las muestras al microscopio hasta observar reacción 

positiva en el tejido control (hiperpiasia fibrosa de mucosa bucal), posteriormente se 

lavaron las muestras con agua corriente y fueron teñidas con hematoxilina de Gil¡ virada 

con hidróxido de amonio (0.37 M), finalmente se deshidrataron las muestras realizándose 

baños que fueron desde agua destilada hasta alcohol absoluto. 

7.6.3.2. Conteo de expresión celular de la proteína hMLH1 

El porcentaje de células positivas fue realizado con base en un estudio previo 

(Bologna-Molina y cois. 2008). De cada laminilla fueron seleccionados 5 campos al azar; 

se tomó una microfotografia de cada campo (amplificación 400x), posteriormente se 

colocó sobre cada microfotografia una gradilla con 20 celdillas para realizar el conteo por 
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celdilla de las células neoplásicas positivas a la tinción de inmunohistoquímica con el 

anticuerpo anti hMLHI. Para el conteo de expresión celular se realizó la suma total de los 

5 campos, obteniéndose el porcentaje total de la expresión de la proteína hMLH 1 en cada 

uno de los casos (células neoplásicas positivas/total de células neoplásicas = porcentaje 

total de expresión de la proteína hMLHI). Se consideró únicamente la positividad de los 

núcleos celulares, la presencia del infiltrado inflamatorio no fue considerada para este fin. 

8. RESULTADOS 

Durante el periodo de diciembre 2007 a diciembre 2009 se incluyeron 250 sujetos 

en el presente estudio, 51 pacientes con CByO, (51% hombres y 49% mujeres) con una 

mediana de edad de 65 (Q1-Q3 55-70) años, y 204 controles con una mediana de edad de 63 

(Q1-Q3 54-70) años. 

8.1 Características demográficas y clínicas 

Las características demográficas y clínicas de los casos y los controles se muestran 

en el Cuadro 5, debido a que se trata de un estudio pareado por edad y género no se 

observaron diferencias entre los grupos. 

Las características de los 51 casos de CByO se detallan en el Cuadro 6. La zona 

anatómica más afectada por cáncer bucal fue el borde lateral de lengua en 31 (61%) de los 

pacientes, en 18 de estos casos solo fue afectado el borde lateral de la lengua, en 8 casos 

existía compromisos hacia base de lengua y en 5 hacia piso de boca. La encía fue el 

segundo sitio frecuentemente afectado, observándose en 16 (31%) de los casos; 13 casos 

afectando la encía inferior y tres casos en la encía superior. La orofaringe fue afectada 

únicamente por un caso localizado en la amígdala. Referente a las etapas clínicas en 32 
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(63%) de los casos fueron diagnosticados en etapas avanzadas de la enfermedad (FC 111-

IV). La ma yor parte de los casos (92%) fueron clasificados histológicamente como bien 

diferenciados. 

8.2 Asociación de factores de riesgo con CBO 

El consumo de tabaco y alcohol fueron los factores de riesgo mas fuertemente 

asociados con la presencia de CB y O. Cl uso de tabaco fue registrado en 26 (51%) de los 

casos en contraste con 43 (22%) de los controles (p=0.037), por otro lado, el consumo de 

alcohol se reportó en 23 (45%) de los casos y en 30 (15%) de los controles (p=0.046). 

Adicionalmente, también se encontró asociación entre la historia familiar de cáncer y la 

presencia de CByO (49% vs 25%p0.00I). 

Los resultados del análisis de regresión logística condicional se muestran en el 

Cuadro 7, en el cual se observa que los valores de las RM crudas muestran que los factores 

de riesgo: tabaco, alcohol e historia familiar de cáncer se encuentran asociados con la 

presencia de CByO. Por otro lado, de acuerdo a las RM ajustadas por tabaco, alcohol e 

historia familiar de cáncer los individuos con estos factores de riesgo presentan un riesgo 

mayor de presentar CByO (2.60, 3.34 y 2.45, respectivamente), con significancia 

estadística solo para alcohol e historia familiar de cáncer. 

8.3 Análisis del promotor del gen hMLHI 

Todas las muestras incluidas (casos y controles) fueron sometidas al análisis del 

promotor del gen hMLH1, de las 51 muestras de los casos, 38 (74%) mostraron metilación 

del promotor del gen hMLHI; por otro lado, ninguna de las muestras de los controles 
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mostró metilación en el promotor del gen hMLHI. En la Figura 5 se observan muestras 

representativas con resultados del análisis por MSP para el gen hMLH 1. 

En el presente estudio se observó que un alto porcentaje de las muestras de los casos 

con metilación en el promotor del hMLHI correspondían al sexo femenino (23/60%), en 

comparación con el género masculino (15/40%) (p=0.018). No se observaron diferencias 

entre el estado de metilación y el uso de tabaco (p=0. 199), consumo de alcohol (p0.207). 

historia familiar de cáncer (p=0.349) y grado histológico (p=0.561). Por otro lado, en lo que 

respecta al tamaño de las lesiones, 24 (63%) de los casos metilados correspondían a 

tumores TI y T2, en contraste con los casos no metilados, donde 10 (77%) fueron 

categorizados como T3 y T4 (p=0.023). En las muestras no metiladas se registró que 12 

(92%) se encontraban en etapas clínicas avanzadas de la enfermedad (p=0.0 18) (Cuadro 8). 

C	Caso-11	Caso-23 Caso-36 Caso-48 Caso-28 CtJ-12-4 

11111111111111 
MTM N M N M N M N M N M N M NCR 

200pb_	 M:182pb 

100 pb....__	 U: 124 pb 

Figura S. Muestras representativas de resultados de MSP para el gen hMLHI en muestras de casos y 

controles. Las líneas M y N corresponden a metilado y no metilado. respectivamente. C-controles de líneas 
celulares SW48 para metilado y MCF7 para no metilado. CR-control de reactivos de PCR, sin ADN. 

8.4 Expresión de la proteína hMLH1 

La falta de expresión de la proteína hMLH 1 fue observada en 12 (23%) de los casos 

de CByO. Como se muestra en el Cuadro 9 no se observaron diferencias significativas entre 

la expresión de la proteína y el uso de tabaco (p=0.324), el consumo de alcohol (p=0.336), 
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la historia familiar de cáncer p=0.324) y el grado histológico (p=1.000). Respecto al 

tamaño del tumor, todas las muestras negativas a la expresión de la proteína correspondían 

a la clasificación TI-T2 (p<0.0001). Por otro lado, la ausencia de expresión de la proteína 

sólo fue observada en las etapas clínicas tempranas de la enfermedad, (EC 1 y II) 

(p<O.000 1). 

Como se muestra en la Figura 6 la expresión de la proteína hMLH1 es 

predominantemente nuclear. En los casos positivos se observo que las células neoplásicas 

presentaban un intenso marcaje nuclear. 
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Figura 6. Tinción de inmunohistoquímica para hMLFII. (a) Control positivo, hiperplasia 
fibrosa que muestra tinción nuclear intensa en las células epiteliales (400x). (b, e) Células 
neoplásicas de carcinoma bucal con expresión nuclear positiva (400x). (d) Expresión negativa de 
células neoplásicas de cáncer bucal (400x). 

Con respecto al conteo celular, la mediana del porcentaje de células neoplásicas 

positivas fue significativamente mas alta en los casos bien diferenciados en comparación 

con los moderada y pobremente diferenciados (p=0.004). No se observaron diferencias 
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significativas entre el porcentaje de células positivas y el estado de metilación (p=0.815) 

(Cuadro lO). 

En el Cuadro 11 se muestran los resultados del análisis de regresión logística 

múltiple, observándose que al realizar el ajuste por sexo y uso de tabaco se obtuvo una RM 

de 19.11 con un IC 95% 1.88-193.63, (p=0.013) para metilación del hMLHJy la ausencia 

de expresión de la proteína en etapas clínicas tempranas de la enfermedad. 

8.5 Determinación de la infección por VPH en CByO 

La presencia de VP!-! únicamente fue observada en un caso de cáncer de orofaringe, 

lo cual representó el 2% del total de las muestras incluidas, se determinó que este 

correspondía a VPH de alto riesgo, resultando positivo al gen E6 del VPH-16. El los 

controles la prevalencia de VPH fue del 0.5% (1/2004), que de igual forma que el caso, fue 

VPH-16

XI - 
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Cuadro 5. Características clínico-demográficas de los casos y controles 

Casos	 Controles 

(n=51)	 (n204) 

n	(%)	n	(%) 

Sexo

Masculino 26 (51) 104 (51) 

Femenino 25 (49) 100 (49) 1.00 

Mediana de edad (años) 65 (27-85) 63(25-88) 

Tabaco

No fumador 25 (49) 161 (78) 

Fumador 26 (51) 43 (22) 0.037 

Alcohol

No bebedor 28 (55) 174 (85) 

Bebedor 23 (45) 30 (15) 0.046 

Historia familiar de cáncer 

Negativo 26 (51) 154 (75) 

Positivo 25 (49) 50 (25) 0.001

*p= XL
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Cuadro 6. Características clínico-patológicas de 51 casos de cáncer bucal y orofaríngeo 

n	(%) 

Localización 

Lengua (borde lateral) 31	(61) 

Encía 16	(31) 

Paladar 2	(4) 

Mucosa bucal 1	(2) 

Amígdala 1	(2) 

Nódulos

NO 32 (63) 

NI 19 (37) 

Tamaño

T1/2 (<2-4 cm) 27 (53) 

T3/4 (>4 cm) 24 (47) 

Etapa clínica

1/II (Temprana) 19 (37) 
111/1V (Avanzada) 32 (63) 

Grado histológico 

Bien diferenciado 47 (92) 

Moderada y pobremente diferenciado 4 (8)
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Cuadro 7. Razón de momios e intervalos de confianza 95% para cáncer bucal 'i orof'aríngeo 

KM Crudas	p	RM Ajustadas*	p 

(95% IC)	 (95% IC) 

Tabaco

No	1.00 

Si	5.66 (2.48-12.92) 

Alcohol

No	1.00 

Si	7,75 (3.21-18.72) 

Historia familiar de cáncer 

Negativa	1.00 

Positiva	3.32(1.69-6.52)

<0.0001	2.60 (0.95-7.08)
	

0.060 

<0.0001	3.34 (1.16-9.58)
	

0.025 

<0.0001	2.45 (1.16 -5.18)
	

0.019 

*Ajustada por tabaco, alcohol e historia familiar de cáncer.
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Cuadro 8. Factores de riesgo y características clínico-patológicas de acuerdo con el estado 

de metilación del gen hr%ILJ-J] en cáncer bucal y orofaríngeo

Metilado 

(n=38)

No metilado 

(n13) 

n	(%) n (%) 

Tabaco

No 21 (55) 4 (31) 

Si 17 (45) 9 (69) 0.199 

Alcohol

No 23 (60) 5 (38) 

Si 15 (40) 8 (62) 0.207 

Historia familiar de cáncer 

Negativa 21 (55) 5 (38) 

Positiva 17 (45) 8 (62) 0,349 

Grado histológico 

Bien diferenciado 34 (89) 13 (100) 

Moderado/pobremente diferenciado 4 (II) 0 (0) 0.561 

Tamaño de tumor 

T1/2 (<2-4 cm) 24 (63) 3 (23) 

T3/4 (>4cm) 14 (37) 10 (77) 0.023 

Etapa clínica 

1/11 (temprana) 18 (47) 1 (8) 

111/IV(avanzada) 20 (53) 12 (92) 0.018 

Expresión de proteína 

Negativa 12 (32) 0 (0) 

Positiva 26 (68) 13 (100) 0.023
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Cuadro 9. Factores de riesgo y características clínico-patológicas de acuerdo con la 

expresión de la proteína hMLHI en cáncer bucal y orofaríngeo

Positiva 

(n39)

Negativa 

(n=12) 

n	(%) ti (%) 

Tabaco

No 21 (54) 4 (33) 

Si 18 (46) 8 (67) 0.324 

Alcohol 

No 23 (59) 5 (42) 

Si 16 (41) 7 (58) 0.336 

Historia familiar de cáncer 

Negativa 18 (46) 8 (67) 

Positiva 21 (54) 4 (33) 0324 

Grado histológico 

Bien diferenciado 36 (92) 11 (92) 

Moderada y pobremente diferenciado 3 (8) 1 (8) 1.000 

Tamaño tumor 

T1/2(<2-4cm) 15 (38) 12 (100) 

T3/4 (>4 cm) 24 (62) 0 (0) <0.000! 

Etapa clínica 

1/II (temprana) 7 (18) 12 (100) 

111/1V (avanzada) 32 (82) 0 (0) <0.0001
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Cuadro 10. Diferencias en la expresión de la proteína de acuerdo al grado histológico en 
CByO

Expresión de hMLH 1 
Grado histológico	 Media	 Mediana 

± DS	 (Min-Max) 
Bien diferenciado	 34	83.6 + 7.1	84.2 (63.9-94.3)	0.004 
Moderado/pobremente diferenciado	4	59.64.1 -61.5 (54.9-62.5) 

*p W i lcoxon—Mann—Whitney

61



Cuadro 11. Razón de momios e intervalos de confianza 95% de cáncer bucal y orofaríngeo 

RM* (95%IC)	p 

Sexo

Masculino	1.00 

Femenino	2.40 (0.49-11.67)	0.277 

Tabaco

No	 1.00 

Si	 0.19(0.01-4.18)	0.302 

Etapa clínica 

111/1V (avanzado)	1.00 

1/11 (temprano)	19.11 (1.88-193.63)	0.013 

*Ajustada sexo, tabaco y etapa clínica.
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9. DISCUSIÓN 

La presente investigación representa un estudio de casos y controles pareado por 

edad y sexo, este diseño es considerado una estrategia muestra], que nos permite evaluar un 

evento de interés con base en la presencia (caso) o ausencia (control) del mismo, y que 

representa una herramienta útil para estudiar problemas de salud poco frecuentes y de larga 

evolución, como lo es el CByO (Lazcano-Ponce y cols. 2001). 

9.1 Características clínico patológicas de los casos 

De forma similar a estudios de casos y controles previos (Canova y cols. 2010. 

Anaya-Saavedra y cols. 2008, Muwonge y cols. 2008, Vlajinac y cols. 2006), en este 

estudio el consumo de tabaco y alcohol representan un importante factor de riesgo asociado 

con la presencia de CByO. 

En cáncer bucal la zona anatómica predominantemente afectada, de acuerdo a 

diversos estudios (Watanabe y cols. 2010. Anaya-Saavedra y cols. 2008, Brandizzi y cols. 

2008), Ishida y cols. 2005) es la lengua, en cualquiera de las porciones en la que es 

clasificada, los hallazgos de este estudio confirman esta asociación, lengua fue afectada en 

el 61% de los casos de cáncer bucal incluidos. 

Estudios previos realizados en la Ciudad de México reportaron que el diagnóstico 

del CByO se realiza de forma tardía, lo cual repercute en el pronóstico y' en la calidad de 

vida de los pacientes (Anaya-Saavedra y cols. 2008. Frías y cols. 1997, Ramírez-Amador y 

cols. 1995). Respecto a este punto, diversos estudios (Zuo y cols. 2009, Anaya-Saavedra y 

cols. 2008, Brandizzi y cols. 2008, Sengupta y cols. 2007, Ibieta y cols. 2005) han 

reportado que una mayor frecuencia de los pacientes con CByO son diagnosticados en 
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etapas clínicas avanzadas de la enfermedad (etapas III y IV). en el presente estudio el 62% 

de los casos incluidos al momento del diagnóstico se encontraban en estados avanzados de 

la enfermedad, por lo cual el CByO sigue representando un problema importante de salud 

pública.

Por otro lado, con relación a los antecedentes familiares de cáncer, diversos estudios 

han demostrado que representan un importante factor de riesgo para el desarrollo de CByO. 

en este estudio se observó que los pacientes con historia familiar de cáncer mostraban un 

riesgo de 12 veces mayor de presentar cáncer en comparación con los controles (Anaya-

Saavedra y cols. 2008, Garavello y cols. 2008, Brown y cols. 2001, Goldstein y cois. 

1994).

9.2 Metilación del gen hMLH1 y expresión de su proteína en cáncer bucal y 

orofaríngeo 

En el presente se analizó el estado de metilación del gen hMLHI en casos de CByO 

de reciente diagnóstico atendidos en el INCan comparándose con un grupo control pareado 

por edad y sexo, y representa la primera investigación realizada en población mexicana que 

sugiere una fuerte tendencia de asociación entre la metilación del gen hMLHI y el cáncer 

bucal y orofaringeo. 

Diversos estudios han reportado una asociación entre la inactivación del gen 

hMLHJ por metilación de su promotor y diversos tipos de cáncer de cabeza y cuello, entre 

los cuales se encuentran los carcinomas de esófago y los de cavidad bucal, en el presente 

estudio la frecuencia de metilación del gen hMLHJ en cáncer bucal fue del 74%, la cual es 

mayor a la reportada en algunos estudios sobre tumores de cabeza y cuello donde las 
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frecuencias van del 23% al 50% (Liu y cols. 2003. Sengupta y cols. 2007), de igual forma 

que en los casos de cáncer de esófago cuyas frecuencias de metilación se han observado del 

3 % al 33% (Wang y cols. 2008. Guo y cols. 2006) y con respecto al cáncer bucal las 

frecuencias reportadas son menores y varían del 8% al 17% (Czerninski y cols. 2009. 

Viswanathan y cols. 2002), Por otro lado, existen estudios que han reportado frecuencias 

similares a lo reportado en este estudio; para carcinomas de esófago se reportó una 

frecuencia del 62% (Tzao y cols. 2005) y en tumores de cáncer de cabeza y cuello del 69% 

(Steinmann y cols. 2009). En contraste, Liu y cols. (2002) reportaron una frecuencia mayor 

de metilación en el gen hMLHI (92%) para tumores de cabeza y cuello. La diversidad entre 

las frecuencias reportadas para la metilación del gen hML!-Jl en las diversas neoplasias de 

cabeza y cuello pueden atribuirse a diferencias entre las poblaciones estudiadas, al número 

de muestras incluidas, al diseño de estudio, así como al método utilizado para el análisis de 

promotor del gen. 

Un hallazgo importante en el presente estudio fue la asociación entre la metilación 

del gen hMLHI y el sexo femenino (p0.018), la frecuencia mayor de metilación en 

mujeres con cáncer bucal también fue descrita por Czerninski y cols. (2009). Por otro lado, 

Hong y cois. (2005) reportaron de igual forma esta asociación entre la metilación y el sexo 

femenino en un estudio realizado en pacientes con cáncer gástrico. Este hallazgo se sugiere 

la evaluación de otras variables que pudieran estar involucradas en esta asociación, como 

los es el estilo de vida, dentro del cual se encuentra el estado nutricional, por otro lado, al 

ser un hallazgo relacionado con el sexo femenino, el factor hormonal pudiera de igual 

forma tener un papel importante en esta condición.
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El estado nutricional es un punto clave en los procesos carcinogénicos, en especial 

la deficiencia de algunos nutrientes como el hierro y los folatos que se han relacionado con 

la presencia de eventos neoplásicos. La deficiencia de hierro se encuentra asociada 

principalmente con la anemia ferropénica, y existe evidencia de la asociación de este tipo 

de déficit alimenticio con algunos procesos carcinogénicos, como el cáncer gástrico y el 

cáncer bucal (Wolach y cols. 1998. Rennie y cols. 1984). Desde 1919 se ha reportado la 

asociación entre la deficiencia de hierro y la presencia de algunos tipos de cáncer, el 

síndrome de Plummer Vinson, también conocido como síndrome de Paterson-Kelly, es un 

síndrome caracterizado por presentar anemia ferropénica crónica, cambios atróficos en las 

membranas de la mucosa bucal, glosofaríngeas y esofágicas acompañadas con disfagia, así 

como la presencia de coiloniquia, en algunos casos estos sintomas se encuentran aunados a 

la presencia de algunos tipos de neoplasias. como el cáncer gástrico, el esofágico y el bucal 

(Kim y cols. 2005, Jessner y cols. 2003, Watts 1961). Desde que se describió por primera 

vez este síndrome se asoció con mayor frecuencia a las mujeres de mediana edad, y rara 

vez ha sido observado en los hombres. 

Por otro lado, las deficiencias en folatos también se encuentran asociadas con 

ciertos desórdenes, el ácido fálico es crucial para la síntesis del ADN y puede regular la 

metilación del mismo, afectando principalmente los niveles de la coenzima S-adenosil 

metionina (SAM) que es principal donador de grupos metilo. La metilentetrahidrofolato 

reductasa y la metionina sintetasa son enzimas involucradas en el metabolismo del folato y 

pueden influir en la metilación del ADN (Scott 1999). 

Se ha demostrado la participación de los niveles hormonales en los eventos 

epigenéticos, un estudio reciente (Papoutsis y cols. 2010) realizado con células de cáncer de 
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mama, reportó que existe un silenciamiento epigenético por metilación en el promotor del 

gen BCRAI, que es un gen reparador de daño al ADN, esta modificación epigenética se 

encuentra relacionada con cierta competencia entre el receptor de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos y el receptor de estrógenos, la represión de este último receptor pudiera 

conducir ciertos mecanismos que favorezcan la metilación del gen BCRAJ, no se han 

realizado estudiados que evalúen si el gen hMLHJ pudiera ser silenciado epigenéticamente 

por el receptor de estrógenos. y se este cambio favorece procesos carcinogénicos. 

Existen controversias respecto a la asociación entre la metilación del gen hMLHI y 

el consumo de tabaco y alcohol, algunos estudios realizados en pacientes con cáncer de 

esófago y de cabeza y cuello han encontrado esta asociación (Wang y cols. 2008, Demokan 

y cols. 2006, Puri y cols. 2005). En contraste, Sengupta y cols. (2007) reportaron en un 

estudio realizado en tumores de cabeza y cuello que un porcentaje importante (64%) de los 

pacientes fumadores presentaban metilación del promotor del gen hMLHI en comparación 

con los pacientes que no tenían dicho hábito (p0.00I). En el presente estudio no se 

observó asociación entre metilación y el consumo de tabaco y alcohol. 

La presencia de metilación en aquellos tumores menores a 4 cm (T1/T2) mostró 

diferencia estadísticamente significativa (p0.023), 24 (63%) de los tumores que mostraron 

metilación del gen hMLH1 correspondían a una estadificación TI/T2, en contraste con 10 

(77%) de los casos no metilados que correspondían a T3/T4. Opuesto a estos hallazgos, 

Wang y cols. (2009) no encontraron asociación entre el tamaño del tumor y la metilación 

del gen hMLHI.
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Existe evidencia de que la metilación en el promotor del gen hMLHI se encuentra 

asociada con la disminución en la expresión de su proteína en carcinomas de esófago y de 

cabeza y cuello (Tzao y cols. 2005, Nunn y cois. 2003). Sin embargo, en el presente estudio 

no se observó dicha asociación, en 26 (68%) de los casos meti lados se observó la expresión 

de la proteína hMLHI. Por su parte, Liu y cols. (2003) también observaron que no existía 

correlación entre la metilación del promotor de hMLHJ y la expresión de su proteína. Por 

otro lado. Czerninski y cols. (2009) reportaron que dos de sus casos que presentaban 

metilación del promotor hMLHI resultaron moderadamente positivos para la expresión de 

su proteína. 

La falta de asociación entre el estado de metilación y la expresión de la proteína 

puede ser atribuida al hecho de que la metilación puede provocar el silenciamiento de solo 

uno de los alelos y con este hecho no necesariamente se afectaría la expresión de la 

proteína, debido a que el otro alelo permanece no metilado y puede expresar su proteína, 

otra posibilidad de la falta de correlación entre la metilación y la expresión de proteína, 

puede ser un evento genético, ya que las mutaciones en el gen hMLH] repercuten en su 

adecuada expresión (Czerninski y cols. 2009). En cáncer de colon el gen hMLI-II presenta 

altas tasas de mutaciones (Peel y cols. 2000, Aaltonen y cols. 1994), en CByO 110 existen 

estudios que hayan reportado la presencia de mutaciones para este gen. 

Los casos de CB que presentaron metilación del promotor del gen hMLHJ y que 

resultaron negativos a la expresión de la proteína correspondían a etapas tempranas de la 

enfermedad (1 y II). Este hallazgo sugiere que la metilación es un evento temprano y que tal 

vez pueda mantenerse durante la progresión del tumor. Los resultados del análisis múltiple 

de regresión logística mostraron una RM de 19.11 (IC 1.88-193.63 p0.013) para la 
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metilación del gen hMLHJ y la ausencia de expresión de su proteína desde las etapas 

clínicas tempranas de la enfermedad (etapas 1 y 11), controlando el análisis por sexo y 

tabaco, con estos hallazgos podemos sugerir que la metilación es un evento temprano en la 

carcinogénesis bucal. 

Diversos trabajos (Wang y cols. 2009, Zuo y cols. 2009, Demokan y cols. 2006) 

realizados en tumores de esófago y cabeza y cuello no encontraron relación entre la 

metilación del promotor de hML fil y la etapa clínica de los tumores incluidos. En 

contraste. Tzao y cols. (2005) reportaron que si existe asociación entre la metilación del 

gen hMLH1 y la disminución en la expresión de su proteína con etapas tempranas de la 

enfermedad (p=0.024, p<0.0001, respectivamente), sugiriendo que la pérdida de expresión 

de la proteína hMLH 1 por metilación de su promotor es un evento temprano en los tumores 

de esófago. 

En este contexto, existen otros estudios realizados en carcinomas de cavidad bucal, 

esófago y cabeza y cuello en los que se evaluaron otros genes reparadores de ADN, como 

el gen hlvíSH2 y el gen MGMTen los cuales la correlación entre el estado de metilación y la 

etapa clínica de los tumores no fue observada (Otha y cols. 2009, Zuo y cols. 2009, 

Demokan y cols. 2006). 

En este estudio el estado de metilación del gen hMLHI fue analizado mediante la 

técnica de MSP, que es un método simple y específico para determinar el estado de 

metilación de las regiones genómicas ricas en dinucleótidos CpG localizadas en el 

promotor del gen. Este método es mas sensible que el Southern blot, mediante el MSP se 

facilita la detección de un pequeño número de alelos metilados, para su estudio es 
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suficiente con una pequeña muestra de ADN (Herman y cols. 1996), este método es 

considerado básicamente una prueba cualitativa, mas que cuantitativa (Xiong y Laird 

1997). Para obtener un análisis más preciso del estado de metilación de las islas CpGs y 

definir su ubicación el método que se debe seleccionar es la secuenciación genómica 

(Herman y cols. 1996). 

En un estudio realizado en líneas celulares de cáncer de colon (Deng y cols. 1999) 

se utilizó el método de secuenciación para analizar el estado de metilación de los sitios 

CpG ubicados en el promotor del gen hML1II, lo cual permitió identificar los sitios claves 

en el promotor que inhiben la expresión de su proteína, lo cual es un hallazgo importante 

que permite de forma parcial explicar la falta de correlación entre el estado de metilación y 

la expresión de la proteína reportada por estudios previos (Liu y cols. 2003, Czerninski y 

cols. 2009), en los cuales al utilizar el método de MSP únicamente se indica si se encuentra 

metilación del gen hMLHI o no, con lo cual no es posible determinar cuales son los sitios 

en el promotor que se encontraban metilados, y si estos sitios ejercían un papel represor en 

la expresión de la proteína. 

El análisis de la expresión de la proteína hMLHI fue realizado mediante la técnica 

de inmunohistoquímmica, que es considerado un método económico para determinar la 

presencia de la proteína. Diversos estudios han comprobado que esta técnica proporciona 

cerca del 100% de especificidad y sensibilidad (Shia y cols. 2004, Marcus y cols. 1999). 

Es importante destacar que se analizó un importante número de muestras control, 

las 204 muestras incluidas no mostraron metilación en el promotor del gen hMLHJ. En 

algunos estudios previos (Czerninski y cols. 2009, Wang y cols. 2008, Tzao y cois. 2005) 
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se incluyeron muestras de tejidos normales para analizar el estado de rnetilación del gen 

hMLHJ y de forma similar con los resultados del presente estudio fueron reportados como 

no metilados. El estado de no metilación en todas las muestras control incluidas sugieren 

que la metilación del gen hMLH] pudiera representar una posible marca específica de 

malignidad. 

A pesar de la alta frecuencia de metilación en las muestras estudiadas, un 

importante porcentaje de estas muestras presento expresión de la proteína hMLIII (76%), 

lo cual podría sugerir que la expresión de la proteína tiene una participación relevante en 

estos procesos carcinogénicos, y puede no estar ligada al estado de metilación en el 

promotor de gen, lo cual sugiere que la expresión de la proteína hMLI-I 1 podría ser utilizada 

también como un biomarcador complementario con el estado de metilación del gen en los 

tumores de cavidad bucal y orofaringe. 

La analogía que en algunos aspectos presenta la mucosa de cérvix con la mucosa 

bucal ha permitido que hallazgos importantes en la conducta de este tipo de neoplasias. 

puedan ser un indicador de lo que puede estar ocurriendo en el CByO. En relación a este 

contexto, estudios previos realizados en cáncer de cérvix (Ciavattini y cols. 2005, 

Kwaniewska y cols. 2002), también evaluaron la participación del gen hMLH1 en las 

neoplasias cervicales, por su importante desempeño en el sistema MMR, y han reportado 

que existe una fuerte asociación entre la presencia de la expresión de la proteína hMLl-I1 y 

los carcinomas invasivos de cérvix. Ciavattini y cols. (2005) analizaron mediante 

inmunohistoquímica la expresión de la proteína hMLHI en lesiones NIC (neoplasia 

intraepitelial cervical) y carcinomas de cérvix, comparándolos con muestras de cérvix 

normal, los hallazgos muestran diferencias estadísticamente significativas entre la 

rl



expresión de la proteína hMLH 1 en las NEC y los carcinomas, en comparación con las 

muestras de tejido normal (p=<0.0001,p=0.0009, respectivamente), lo cual sugiere que esta 

asociación puede observarse desde las etapas tempranas de la carcinogénesis de cérvix. Por 

su parte, Kekeeva y cols. (2006) reportaron una frecuencia de metilación del gen hMLHJ en 

51% de las muestras de NIC III estudiadas, lo cual sugiere que de igual forma que en CByO 

en cáncer de cérvix la metilación del gen hMLH] es un evento epigenético temprano. 

Finalmente, otro aspecto importante de resaltar en este estudio, es el porcentaje de 

metilación del gen hMLHI observado en aquellos casos que no presentaban los 

antecedentes de tabaco, alcohol ni infección por VPH, que fue del % y que deja sobre la 

mesa mas incógnitas sobre la carcinogénesis del CByO, con los resultados de este trabajo 

queda el antecedente de que la metilación del gen hMLHI y la expresión de la proteína 

J
uegan un papel importante en el desarrollo de este tipo de neoplasias y que pueden ser 

independientes de los efectos ocasionados por el consumo de tabaco, alcohol y la infección 

por VPH, sin embargo , es necesario realizar mas estudios que permitan consolidar estos 

hallazgos y que analicen otros mecanismos que aún no se han identificado. 

9.3 Infección por VPH y cáncer bucal y orofaríngeo 

Estudios previos (Anaya-Saavedra y cols. 2008, Ha y Califano 2004) han 

demostrado que existe una asociación entre la presencia de VP1-I y el cáncer bucal y 

orofaríngeo, especialmente con los VPH de alto riesgo (VPFI-AR), reportándose RM de 5.8 

y 6.2 respectivamente. 

La asociación del VPH y cáncer bucal y orofaríngeo se incrementa principalmente 

cuando se involucran zonas anatómicas específicas, como son la base de lengua y las 
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amígdalas (Hansson y cols. 2005. Kreimer y cols. 2005. Syrjnen y cols. 2005). En este 

mismo sentido, 1-lanson y cols. (2005) reportaron una razón de momios mayor para los 

carcinomas de orofarínge con VPH-AR (RM 230 IC 95% 45-1200), adicionalmente, en 

otro estudio se observó que el riesgo de cáncer orofaríngeo en pacientes con VPI-l-AR fue 

de 12.3 (D'Souza y cols. 2007). 

En la presente investigación la prevalencia de VPH-AR en los casos fue del 2% y en 

los controles del 0.5%, en ambos grupos las muestras resultaron positivas para VPH- 16. Si 

bien la frecuencia reportada en este estudio es baja, coincide con estudios previos que 

reportaron frecuencias del 4% (Machado y cols. 2009, Herrero y cols. 2003). En este 

estudio predominantemente los casos incluidos correspondieron a cavidad bucal (98%) y 

fueron VPH negativos, el caso que fue positivo para VPH se localizaba en la mucosa de 

orofaringe, y correspondía a una lesión ubicada en la amígdala. y adicionalmente resultó ser 

positivo a VPH-AR (VPH-16). 

Se ha reportado que existe una mayor asociación de VPH en los carcinomas de 

orofaringe, las frecuencias para este tipo de neoplasia van del 36 al 73% (Machado y cols. 

2010, Kreimer y cols. 2005), en comparación con los carcinomas de la cavidad bucal donde 

las frecuencias reportadas son menores y van del 4 al 43% (Machado y cols. 2010, Anaya-

Saavedra y cols. 2008). 

En el presente estudio se utilizo la técnica de PCR para determinar la presencia de 

VPH en las muestras incluidas, es una prueba con alta sensibilidad que ha sido confirmada 

por diferentes estudios, analizando de igual forma muestras de cérvix y de cavidad bucal 

(Agoston y cols. 2010, Ha y Califano 2004, Remmerbach y cols. 2004, Venuti y cois. 
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2004. Guerrero y cols. 1992). Adicionalmente, para garantizar la efectividad en la 

determinación de la presencia del VPH se incrementó la capacidad de detección con el uso 

de cuatro juegos de o!igonuc!eótidos específicos para la detección del VPH (MY09/MY 11. 

GP5+/GP6+, PGMY y E6 de! VPH-16) que ya han sido reportados por otros estudios 

(Coutlée y cols. 2002, de Roda y cols. 1995, Manos y cols. 1989). 

En un meta-análisis (Kreimer y cols. 2005) que incorporó 60 estudios realizados en 

25 países que incluían mas de 5000 muestras de carcinomas de cabeza y cuello, se 

determinó la presencia de VPH en el 26% de las muestras de cáncer de cabeza y cuello y en 

el 36% de las muestras de orofaringe mediante el uso del método de PCR. Por otro lado, un 

estudio reciente 156 evaluó la efectividad del método de PCR en comparación con la 

hibridación in situ, donde se observó una sensibilidad del 90% para la técnica de PCR, 

confirmando que esta técnica es adecuada y económica para evaluar el estado del VPH en 

los carcinomas orofaringeos, comparable con la sensibilidad de la hibridación in situ. 

La afinidad del VPH por el tejido amigdalino, que histológicamente corresponde a 

un epitelio no queratinizado, ha sido confirmada por diversos estudios (Ang y cols. 2010. 

Gillespie y cols. 2009), donde se han reportado prevalencias mayores para los carcinomas 

de orofaringe VPH positivos en comparación con los carcinomas localizados en otras zonas 

anatómicas de la cavidad oral. El epitelio de la amígdala y la base de lengua se caracterizan 

por presentar invaginaciones que exponen a las células epiteliales basales, que son el blanco 

específico de la infección por VPH (Gillespie y cois. 2009). 

Diversas características se han establecido para diferenciar los CCyC VPH positivos 

de los negativos, entre las cuales se encuentran factores moleculares, epidemiológicos y 

74



clínicos con lo que se refuerza la teoría de que son entidades distintas y que las causas 

asociadas con su desarrollo son diferentes (Guerrero-Preston y cols. 2009. Gillespie y cols. 

2009. Gillison y cols. 2008). 

Las características clínico patológicas de la mayoría de los casos incluidos en este 

estudio y que resultaron VPH negativos concuerdan con las características que han sido 

descritas para los pacientes con cáncer bucal VPH negativos, principalmente fa 

correspondiente a la localización anatómica de la lesión, en este estudio el 98% de los 

tumores fueron localizadas en cavidad bucal, en lo que respecta a los factores 

epidemiológicos, los casos corresponde a pacientes fumadores y bebedores, adicionalmente 

el 82% de estos pacientes fueron mayores de 50 años. Por otro lado, solo un caso resultó 

positivo a VPH-AR con características clínico-demográficas coincidentes con las 

reportadas para los carcinomas de orofaringe VPI-1 positivos, entre las que destacan: < 5() 

años de edad, sin antecedentes de tabaco y alcohol, con afección de la zona amigdalina, 

aunado a la presencia de nódulo linfático y con la presencia de metástasis. 

La baja prevalencia de VPI-I observada en el presente estudio pudiera atribuirse a 

varios factores; diversos estudios han analizado cuales pueden ser las posibles causas de la 

variabilidad entre las frecuencias reportadas para la infección por VPH en el CByO, entre 

las cuales destacan las siguientes: con respecto a la muestra de ADN, el método de 

extracción y purificación, así como su conservación de la muestra representa en punto muy 

importante a considerar, debido a que se ha demostrado que varia entre los diferentes 

estudios (Dahlgren y cols. 2004, Roman y Fife 1989), el aspecto étnico y geográfico de la 

población de estudio (Li y cols. 2007, 2004. 2003, Kreimer y cols. 2005. Herrero y cols. 

2003), el número de muestras analizadas (Kreimer y cols. 2005), el sitio anatómico de la 
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muestra (Kreimer y cols. 2005, Herrero y cols. 2003. Li y cols. 2003), ci método de 

detección utilizado (Campisi y cols. 2007, Ha y Califano 2004, Remmerbach y cols. 2004. 

Miller y cols. 2001, Smith y cols. 2000) y un punto que puede causar controversia, que es el 

referente a la posibilidad de contaminación de las muestras (Ha y Califano 2004, Roman y 

Fife 1989). 

Cabe mencionar, que en el presente estudio se trató de controlar al máximo aquellas 

variables que por condiciones técnicas pudieran repercutir en los resultados, como lo fue la 

toma de muestras, en la cual se aseguró que la toma fuera realizada únicamente del sitio 

afectado sin involucrar zonas anatómicas diferentes, por otro lado, el análisis de las 

muestras fue realizado en un laboratorio que no manejaba muestras de VPH, con lo que se 

aseguró que no existiera contaminación por VPH en las muestras analizadas. A este 

respecto se ha demostrado que incluso en las líneas celulares puede existir contaminación 

por VPH, ejemplo de ello son las líneas celulares Hep 2, proveniente de cáncer de laringe, y 

la línea celular KB, que corresponde a cáncer de lengua, en las que se ha demostrado la 

presencia de VPH- 18, probablemente asociado a contaminación en estas líneas celulares 

con el VPH (Ogura y cols. 1993). 

En relación a los hallazgos descritos por estudios previos (Ana ya Saavedra y cois. 

2008, Ibieta y cols. 2005) realizados en el INCan, en los cuales las prevalencias de VPH 

asociados con el cáncer bucal fueron de 43 y 42%, respectivamente, cabe mencionar que en 

el estudio de lbieta y cois. (2005) la determinación de la presencia de VPH fue realizada en 

muestras tisulares de cáncer bucal, a diferencia del estudio de Anaya Saavedra y cols. 

(2008) donde la determinación del VPH fue realizada en cepillados citológicos, de la 
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misma forma que fue realizada en la presente investigación. Si bien las técnicas de 

recolección de las muestras fueron similares en el presente estudio y en el descritó por 

Anaya Saavedra y cols. (2008), algunas variaciones que pudieran haber influido en la 

diferencia de los resultados reportados son las siguientes: la fuerza aplicada en la toma del 

cepillado citológico, así como el número de veces que fue girado el cepillo sobre la mucosa 

bucal para la obtención de muestras, otro aspecto a considerar es el manejo, 

almacenamiento y preservación de las muestras, donde la temperatura juega un papel 

importante en su preservación. Finalmente, otro punto importante es que el procesamiento 

de las muestras fue realizado en laboratorios diferentes. 

Es importante destacar la historia natural de la infección por VPH, estudios previos 

(Smith y cols. 2007, Ferreccio y cols. 2004) han demostrado que a lo largo de la vida la 

infección por VPH presenta una curva bimodal, con un pico en las primeras décadas de la 

vida, un decremento posterior a la infección inicial, un nuevo incremento entre la tercera y 

quinta década de la vida, probablemente por la posible reactivación o reinfección con el 

VPH, y finalmente un decremento en las últimas décadas de la vida. 

El incluir en el presente estudio el análisis de la variable de infección por VPH, fue 

considerado tomando en cuenta dos importantes condiciones biológicas en las que se ve 

involucrado el VPH en el CByO, la primera: por su importante papel como factor de riesgo 

relacionado con Ja presencia de este tipo de neoplasias, y la segunda: por el efecto 

modulador que ejercen las oncoproteinas E6 y E7 del VPH sobre las ADN 

metiltransferasas, lo cual ha sido relacionado con la presencia de metilacióri de algunos 

genes en procesos neoplasicos (Laurson y cols. 2010. Burgers y cols. 2007, Lin y cols. 
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2005). Esta asociación se ha demostrado en casos de cáncer de pulmón, en los que se 

observó que el gen p16 presentaba metilación por el efecto de E6 y E7 (Un y cols. 2005). 

En la presente investigación, debido a la baja prevalencia de infección por VPH no fue 

posible determinar si existía alguna asociación entre la infección del VPH y el estado de 

metilación del gen hMLH/ en los casos de CByO incluidos en este estudio. 

9.4 Limitaciones del estudio 

Las limitaciones del presente estudio pueden atribuirse a dos posibles condiciones: 

la primera corresponde a las que el mismo diseño de casos y controles predispone 

(Lazcano-Ponce y cols. 2001), se pueden generar frecuentemente sesgos de información. 

debido a que la exposición a factores de riesgo, en la mayoría de los casos, se mide, 

reconstruye o cuantifica, después del desarrollo de la enfermedad, por otro lado, el sesgo de 

recuerdo o confusión puede relacionarse con las variables relacionadas con la enfermedad, 

como ocurre con los antecedentes familiares. 

Otra limitante del diseño, es la falta de seguimiento en los pacientes, con el cual se 

podría evaluar si los cambios epigenéticos en las etapas clínicas tempranas de la 

enfermedad persisten o se adquieren en las etapas avanzadas. La segunda condición esta 

relacionada con los aspectos que surgen a lo largo del estudio y que son observados en los 

resultados. Con el estudio histológico de las muestras incluidas se trató de asegurar que más 

del 90% de la muestra correspondiera a células tumores, lo cual tendría más certeza si se 

hubiese utilizado microdisección en las muestras, con lo que se garantizaría el 100% de la 

muestra corresponde a células tumorales.
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El análisis de secuenciación en las muestras permitiría determinar la localización de 

las islas CpGs metiladas en el promotor del gen hMLHI, con lo que se sustentaría la razón 

por la cual se observó expresión de la proteína en algunos casos metilados. No se obtuvo 

información sobre factores nutricionales en la muestra estudiada, el antecedente de mayor 

metilación en mujeres, no puede sustentarse de forma contundente, debido a que no se 

analizaron variables que pudieran estar asociadas con esta condición, como lo es el aspecto 

nutricional. 

El tamaño de muestra, representó otra limitante del presente estudio, el CByO es 

una condición poco frecuente, la inclusión de pacientes puede verse limitada por diversas 

cuestiones, como lo es la etapa clínica en la que el paciente se presenta a este centro de 

referencia, en condiciones avanzadas de la enfermedad la obtención de muestras es 

prácticamente imposible, por otro lado, la obtención de muestras adecuadas, incluyendo 

viabilidad, tamaño y criterios histológicos, también representó una limitante del presente 

estudio, por otro lado, el factor tiempo también es importante, el periodo de inclusión fue 

corto y sólo se logró la inclusión de 51 casos de CByO, con los que no fue posible observar 

algunas asociaciones que con una muestra mas grande probablemente pudieran 

demostrarse. Por otro lado, con respecto a los resultados observados en este estudio, al 

trabajar con una muestra relativamente pequeña (51 casos) se presenta otra limitante, 

intervalos de confianza son muy grandes, que si bien a pesar de ser una muestra pequeña se 

alcanzó la significancia estadística, el rango entre los intervalos de confianza es muy 

amplio, lo cual puede debilitar los resultados.
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Finalmente, el alto porcentaje de metilación observado en los casos de CByO en 

este estudio, pudiera estar asociado con inestabilidad genómica, por lo tanto, el analizar si 

existe esta alteración genómica permitiría determinar si este tipo de inestabilidad es la 

causa del alto porcentaje de metilación reportado en este estudio. 

10. Conclusiones 

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten aportar las siguientes 

conclusiones: 

• La asociación entre la metilación en el promotor del gen hMLHJ y la ausencia de 

expresión de su proteína con el cáncer bucal, es un evento epigenético que juega un 

papel importante desde las etapas tempranas de la carcinogénesis bucal. 

• La metilación del gen hMLHJ y la falta de expresión de su proteína. 

independientemente del consumo de tabaco y alcohol, representan un mecanismo 

altamente asociado con el desarrollo del CByO. 

La presencia de la metilación en el gen hMLI-IJ desde las etapas tempranas de la 

enfermedad, sugiere la posible aplicación de terapia epigenética en este tipo de 

tumores. 

• La metilación del gen hMLHJ se encuentra altamente asociada con el sexo 

femenino. 

• La baja prevalencia de VPH asociado con el CByO en la presente investigación, no 

permite determinar la presencia de algún tipo de asociación con las variables 

analizadas en este estudio.
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. Los factores de riesgo tabaco y alcohol se encuentran fuertemente asociados con la 

presencia del CByO, hallazgo que sigue siendo consistente con lo reportado en la 

literatura. 

. Los antecedentes familiares de cáncer en primera línea representan un importante 

factor de riesgo asociado con la presencia de CByO. 

11. PERSPECTIVAS 

Con los resultados descritos surgen nuevas incógnitas, y a continuación se enumeran 

algunos puntos que seria conveniente tomar en cuenta para la realización de futuros 

estudios. 

• Incluir en estudios posteriores la determinación de los factores nutricionales, para 

poder evaluar el impacto que puedan tener sobre los eventos epigenéticos, en 

especial sobre la metilación degenes en los casos de CByO. 

• Incluir el análisis de muestras con desórdenes potencialmente malignos que 

permitan confirmar que los eventos epigenéticos pueden ser utilizados como 

indicadores de diagnóstico temprano, lo cual repercutiría en el tratamiento oportuno 

de! CByO. 

• Realizar estudios de seguimiento que permitan evaluar si la presencia de la 

metilación de genes, como evento epigenético observado desde las etapas tempranas 

de la enfermedad, es sostenido hasta las etapas tardias de la enfermedad.
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e Analizar un número importante de muestras de CByO con infección por VPH que 

permitan definir si existe una asociación entre la presencia del virus y el estado de 

metilación. 

. Tornando en cuenta que no se ha reportado la presencia de mutaciones del gen 

hMLHJ en CByO, realizar el análisis del gen en la búsqueda de posibles mutaciones 

que pudieran estar asociadas con el desarrollo del CByO. 

e Analizar si la asociación entre la metilación del gen hMLHI y el sexo femenino. 

descrito en este estudio, tiene implícita la participación hormonal o simplemente 

pudiera estar relacionada con los factores nutricionales, con lo cual se dilucidaría si 

es un hallazgo relacionado a género o si únicamente fue una tendencia en este ti 

estudio. 

12. POSIBLES APLICACIONES 

Los resultados del presente estudio permiten sugerir probables aplicaciones de los 

hallazgos descritos. La presencia de metilación en el gen hMLHI en las etapas clínicas 1 y 

II del CByO, pudiera ser utilizada como un marcador de diagnóstico clínico temprano, por 

otro lado, el uso de la terapia epigenética en los casos de CByO que presenten metilación 

del gen hMLHJ podría coadyuvar con los esquemas de tratamiento convencional en el 

CByO, favoreciendo la respuesta a dicho tratamiento, y que probablemente pudiera influir 

en el control total de la enfermedad, considerándo de esta forma que la metilación del gen 

hMLHI podría ser utilizada como probable factor pronóstico del CByO.
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14. ANEXOS
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Áreas topográficas de la mucosa bucal 

El examen bucal se llevará a cabo de acuerdo al siguiente orden topográfico: 

1. Mucosa labial superior e inferior 

Área de la mucosa bucal que se extiende del borde bermellón a 1 cm. de la parte más 

profunda del surco bucal y lateralmente a una línea trazada verticalmente a los ángulos de 

la boca. 

2. Surco bucal superior e inferior 

Área entre la línea mucogingival y una línea imaginaria que corre paralela y que está 

ubicada a 1 cm. de la mucosa bucal. 

3. Mucosa bucal derecha e izquierda 

Parte interna de los carrillos limitada por los surcos bucales superior e inferior y 

anteriormente por la mucosa labial. 

4. Frenillo labial superior e inferior 

Banda continua de tejido blando entre la línea media que une a la mucosa labial con la 

mucosa alveolar. 

5. Paladar duro 

Área triangular comprendida entre el proceso alveolar superior y limitado posteriormente 

por la unión con paladar blando. 

6. Paladar blando 

Área limitada en su parte anterior por la unión con paladar duro y en la parte posterior con 

los pilares anteriores, amigdalinos e incluyendo la úvula. 

7. Amígdalas 

Tejido linfoide localizado por detrás de los pilares anteriores del istmo de las fauces. 

8.Base del dorso de la lengua 

Área rectangular a la V lingual y entre los dos pilares anteriores. 

9. Tercio medio lingual 

Área triangular posterior a la punta de la lengua limitada atrás por el surco terminal y a los 

lados por los bordes laterales linguales. 

10. Punta de la lengua 

Área circular con un radio aproximadamente de 1 cm., ubicado en la parte más anterior de 

la misma.
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II. Bordes laterales derecho e izquierdo 

Área rectangular que comienza posterior a la punta de la lengua, se extiende atrás y cubre 

un centímetro del borde dorsal y ventral de la lengua 

12. Superficie ventral de la lengua 

Superficie inferior de la lengua, limitada lateralmente por los bordes de la lengua e 

inferiormente por el piso de la boca. 

13. Piso de boca 

Área triangular cuyo vértice está localizado en el frenillo lingual y cuya base está formada 

por un área comprendida por la línea marginal que va de las caras distales de los caninos 

inferiores. 

14. Frenillo lingual 

Banda continua de tejido blando localizada en la línea media, y que une a la parte central de 

la lengua con el piso de la boca. 

15. Encía libre 

Parte coronaria no insertada que rodea al diente a modo de manguito y forma el surco 

gingival. 

16. Encía adherida 

Limitada por la unión mucogingival y por la línea del surco gingival libre.
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Ficha 1 casos 

Relación del estado de metilación del gen hMLHJ con la expresión de su proteína, y su 

asociación con tabaco, alcohol e infección por VPH-16 en cáncer bucal y orofaríngeo. 

Estudio de casos y controles. 

CASOS 

DATOS GENERALES 

Caso (	)	Institución: 	Fecha: 	ID: 

Nombre del paciente: 

Expediente: 	Género: 	Edad:  

CONSUMO DE TABACO 

• No fumador ( ) 

• Fumador ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito -


Con filtro ( ) Sin filtro ( ) 

Cantidad de cigarrillos por día  

Paquete de 20 cigarrillos por año 	Total de consumo 

• Ex fumador ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito


Con filtro ( ) Sin filtro ( ) 

CONSUMO DE ALCOHOL 

• No bebedor ( 

• Bebedor ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito 


Cantidad unidades de bebida (UB) por semana  

Consumo de UB por año _________ Total de consumo  

• Bebedor ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito 

Cantidad unidades de bebida (UB) por semana  

Consumo de UB por año 	Total de consumo  

Vino ( ) Licor ( ) Tequila ( ) Cerveza ( ) Pulque ( ) Mezcal ( ) Otros
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T- TUMOR PRIMARIO	- ____ 
TX Sin criterio para su determinación 
TO Sin evidencia de tumor 
Tis Ca in situ

- TI <2cm
- T2 2a4cm
- T3 >4cm 

T4 > 4 cm invasivo 

ESTADO DEL PACIENTE	- 
HO Actividad normal - 
Hl Sintomático ambulatorio - 
H2 Ambulatorio 50% sin asistencia - 
H3 Ambulatorio 50% con asistencia 
1-14 Necesita hospitalización

- 
- 

EXAMEN BUCAL 

Lesión básica: 	Forma: 	Tamaño: 	Color:  

Numero: 	Superficie: 	Consistencia:  

Localización: 	Extensión:  

Sintomatología asociada:  

Fecha de inicio: 	Tiempo de evolución:  

ESTADIFICACION AJCC 

G- GRADO TUMORAL	- 
O! Bien diferenciado 
02 Moderadamente diferenciado

- 

G3 Pobremente diferenciado
-

N-NODULOS LINFATICOS REGIONALES 
NX Sin criterio para su determinación 
NO Sin evidencia de tumor

- 

N Unilateral < 3 cm - 
N2a Unilateral, único de 3 a 6 cm - 
N2b Unilateral, múltiple> 6 cm 
N3a Múltiples un¡, bi o contralaterales - 
N3b Bilaterales, únicos o múltiples > 6 cm 
N3c Contralateral único - 

ESTADLFICACION GRUPAL - 
Tl,N0.N10 - 

2 T2,N0,M0 
3 T3.NO.M0

- 
- 

Tl,T2,T3,Nl,M0 
4 T4,NOoN1.M0

- 
- 

Cualquier T. N2 o N3, MO 
Cualquier T. Cualquier N, Ml

- 
- 

M-METASTASIS A DISTANCIA 
MX No evidencia clínica

- 
- 

MO Sin metástasis 
MI Con metástasis a sitios específicos

-



Ficha 2 controles 

Relación del estado de metiLación del gen hMLHJ con la expresión de su proteína, y su 
asociación con tabaco, alcohol e infección por VPH-16 en cáncer bucal y orofaríngeo. 
Estudio de casos y controles. 

CONTROLES 

DATOS GENERALES 

Control (	)	Institución: 	Fecha: 	ID:  

Nombre del participante: 

Expediente: 	Género: 	Edad:  

coNsuMo DE TABACO 

• No fumador( 

• Fumador ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito 


Con filtro ( ) Sin filtro ( ) 

Cantidad de cigarrillos por día  

Paquete de 20 cigarrillos por año 	Total de consumo  

• Ex fumador ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito  

Con filtro ( ) Sin filtro ( ) 

CONSUMQM 11,1  

• No bebedor ( ) 

• Bebedor ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito  

Cantidad unidades de bebida (UB) por semana  

Consumo de UB por año 	Total de consumo  

• Bebedor ( ) Edad de inicio 	Duración del hábito  

Cantidad unidades de bebida (UB) por semana _____________ 

Consumo de UB por año 	Total de consumo  

Vino () Licor ( ) Tequila ( ) Cerveza ( ) Pulque ( ) Mezcal ( ) Otros 

Examen bucal:  

Antecedentes familiares:  

Información adicional:
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AI1TICLE INFO	 SUMMARY 

flrtick'hlsto,y:	 Prornotel- rnerhylation is belleved to inactivate the expresslon of tiMU-Il. Tisis ptocess has been impli-
Rn,ved 31 July 2010	 cated in the tumorigenesus of oral squamaus cdl carcinoma (OSCC). Thus, the sim of this study was to 
kixc,ved in roviscd form 4 Octobcr 2010	 determine the profile of hMLl-l1 methylaliois and proteos expresslon in OSCC. itie matched case-control 
Airptet1 5 Ocsober 2010	 study included 50 OSCC cases and 200 controls, with a median of age 64 (Q, -Q, 54-71) yearS. ['rotein 
AVIa Ieoni,nexxsoc	 expression was deter,-nined by lmmunohistochemical staining, and hMLHI gene promotor methylatlon 
-	 was arsalyzed by methylsUon-specillc polymerase chain reacdon (MSPI Aconditional logistic regression 

modal for risk factors was built fm- OSCC cases and matchad controis. Promotor methylation of hMLH1 
Uralrnouscellc.irc,no.na was detected in 38 (76%) OSCC cases, but in none of the control samples. Of the 38 OSCC samples wuth 

promoter mediylation. 12 (32%) were neganve for tiMO-II protein. and corresponded lo early clinical 
stages (10 in stage II and 2 In stage 1). Ml 12 unmethylated samples showed positiva stalfl for hML}11. 
Multiple logistic regrcssion anlysis showed so OR of 1654 (IC 95%: 1.69- 161.68. p - 0.016) for methyl - 
arlon of the FSMLHI gene and early stages of O5CC. adjusting by gender and tobacco use. This study 
showed a high trequency of hMLUI promoter meshylation tht occurred in mosÉ of the e.arly stage cases 
a,sd in about haif of dse late stage cases. It Is proposed that ti MU-II promotor methytasinn isan early eveni 
thst is maintained during tumor progression.

a 2010 Elsevier Ltd. Ml rights reservc'd. 

listroduction 

Oral squamous calI carcinoma (OSCC). tise eighth most common 
caricer aniong man and the thirteenth most common among wo-
men in tise world.' constitutes <1% of al[ mahgnant neoplasias in 
k1exico. 2 Recently, in analysis of oral and oropharyngeal cancer 
mui tality francis in Mexico reported that during 1979-2003. 
15,576 deaths attributable ro this malignancy occurred. 1 The most 
important risk factors for OSCC development are tobacco and alco-
hol consumption4 

Carciriogenesis is a complex process, characterized by the accu-
-nulation of genetic5 and eplgenetic alterations. 5 Severa] studies 
hjve reported a dircct association between inactivatlon of the 
hMl.}I1 gene by promoter methylation and gastric, 7 hepatic.5 
breast.5 anci esophageal cancer (EC).'° The hMLH1 gene betongs 
to the human DNA mismatch repair (tSMMR) system. and is essers-
tial os reducing the accumulation of mutatlons and maintaining 
genomic stabllity." The methylation status aoci proteos expression 
of hMLI-II has been analyzed siso in head and neck canear 
(FINC)' 2 ' 5: nevertheIes, few studies tsavc analyzed id: in 

CoiTespaoding author. Address; San Iernando No. 22. llalpan. 1401X) Mfxico, 
Ok, Me,ocn Tel.: *5255 5628 0462; fas; *5255 5628 0432. 

t-moll oddress daudia.garciac4's4udgob.nix 1CM. Garcla-Cualiar). 

1 ib8-8J75$ - oe fr,xit. matier 2010 Llscvier Lrd. Al¡ riglns reserved. 
HN

oscc The aim of this study was ro determine fha methylatIoll 
Status and prorein expression of hML}-I 1 i o OSCC aoci their correla-
tion wíth clinical parameters 

Materlais and ,ncrhods 

Study cle.sign 

The case-control study was coisducted frons December 2007 to 
December 2009 st the Instituto Nacional de Cancerología (lNCa,iI), 
Hospital Cendal Dr. Manuel Gea González (DMGC). and Clínica 
Estomatológica Rafael Lozano (CERL) of fha Universidad Autónoma 
Metropolitana Xochimilco, Mexico City. Tile study was approved hy 
fue Ethics Comrnirree of each participating: every participant pro-
vided an informed written consent befora his/her participation 
enrollmenr. The srudy design (inclusion and exclusion entena), 
and laboratory procedures (sample collection and DNA extracrirm) 
were basad on a previous study performed by our research group 

Sfutly subjects 

Fifty parients with newly diagnosed. histologically confirmad 
OSCC. who attended an oncological referral cerner in Mexico City 

l'lc.sse cita this anticle os prcns as: González-Kamircz letal. SIMLI-I1 promotermethylarion isan canly event in oral canear. Oral Oncol 2010).00i:10.101 
.0 raloncologv.20 lO. 0.002
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(INCan), wete included iii this study. Etigible OSCC patients had not 
received any prevíous treatmcnt (chemotlrapy, radiotherapy. 
and/or surgej-y). Patients with a history of a malignant neoplasia 
were exciuded. Oral cancer was defined according lo the Interna-
rional Classificarion of Diseases and comprised malignancies of 
the tongue, gingiva. floor of the mouth, palate. buccal mucosa. 
and retromolar arca (lCD-ID rubrics COI-006).'The chnical stae 
)TNM) was defined according ro the American joint Committee on 
Cancer (AJCC) criteria.2' 

Two hundred controis (marcheci by gender aoci age ±5 years) 
were sekcted from two sources: tire Ophthalmolo' Service of 

rhc Hospital General DMGG, and the dental clinic CERL lo both 
control groups, exdusion criteria comprised a personal history of 
any type of cancer. aswell as the presence of potenrially n'talignant 
oral disordcrs. 

Dora collection 

A questionnaire that included demographic charactenstics (age 
and gender), history of tobacco use and alcohol consumptiors, and 
farnily history of cancer was applicd fo cases and controls. Tobacco 
and alcohol variables were measured according to a prevtous 
study. 19 Family history of cancer induded first- and second-line 
telartves. lo OSCC patLents. data relared fo shape and size of rhe le-
5 IOn. anci clin ical stage were also regtstered. 

5am pie collection arrd DNA extract'ion 

Cytological brushing for DNA collection was performed in cases 
flom the OSCC site, aoci in controis from the oral location of their 
corrcsponding case. Using a commercially available nylon contcal 
cytobrush (Lanceta HG. México), samples were taken applyinggen-
tic pressure: thc brush was repeatedly rotated over the oral 
m Licosa. 

In OSCC patients, an iridoroisal biopsy was performed and di-
vided into two sectiofis. ono for his topa thological and immtmohis-
tochemical studies. aoci the other for DNA assays. 

Ali tissue aoci cytological samples were maintained in Prece-
rvCyt solurion (Cytyc Corporation. Marlborough. MA. USA) aoci fro-
zen at -20 TIC until analysis. DNA was purifled using tire Wizard 
Genomic-DNA Purilication kit (Promega. Madison. WI. USA) 
according to manufacturer's instructions Bnefly. Use samples were 
incubated at 65 IC [or 4 h with nuclear lysis solution sad 20 IaL of 
proteinase l( (20 mg/mL): an additional incubation was performed 
for 30min at 37C with 3pL of RNAse solution (Invitrogen, 
Carlsbarci. CA, USA). All samples were quantified with a spectro-
phoromecer. In order fo verify the DNA integríty, thc constitutivO 
)-globin gene was ampliñed using Use pnmers PC04 
(5-CAACfl'CATCCACGUCACC-3') and GH20 (5GAAGAGCCAAG-
CACAGGTAC3).'2 

DNA bisutfire modificzrrion aoci merhylanon-speaflc-PCR (MSP) 

Methylation-specific PCR (MSP) was used to identify DNA 
nsethylation parteros within the CpG islands of hMLH1 . 23 DNA 
was modified with sodium bisu hite with Use EZ-DNA methyharion 
Kir (Zymo Research, Orange CA. USA), according ro manufacturero 
protocol. Ampliñcation of Use hMLl-U gene for methylared reacnon 
was done using rhe primer sequence S'-ACGTAGACClTITATI'AGG 
GTCGC-3' (tense) aoci 5'-CCTCATCGTAACTACCCGCG-3' (antisense); 
aoci for unmetirylated reaçflon through the primers 5'-lTlTGATG-
TAGATGTTTFATFAGGG1TGT-3' (tense) aoci 5'-ACCACCTCATCATAA 
CTACCCACA-3' (antisense). as describect24 

Tire PCR conditions were similar except for Use annealing rem-
peratul c' ror rnerhyljred 59 O ,ir)d &rnmorhvlated rractions 57 C 
Thc colon r,lriçcr cU Fine SW48. obr.siut'd 110111 Suc Ainciic.irs

Type Culture Collection (ATCC. Rockvdle, MD. USA). was used as 
methylated contro1.25 DNA froao normal lymphocytes was used 
as unmethylated control. 23 A mix that contained al] Use PCR re-
agenrs except DNA was included as negative control. Each PCR 
product was directly loaded onto 2% agarose gel, visualizeci under 
U y illumination. The resultant PCR amplicon size was 182 base 
pairo (bp) for methylated and 124 bp for unmethylated DNA. 

Imrnuno?r istochem¡cal stoirting 

In the OSCC samples. immunolristochemical (IHCl staining was 
períormed on formalin-fixed, paraffin-embedded tissucs sectioned 
at 5-pm intervals, ustng a monoclonal antibody against hMLHI 
protein (PharMingen, San Diego, CA, USA) st a 1:50 dilution. Thc 
eptthelium obtained from oral ñbrous hyperplasia was used as po-
sitive control. Phoromicrographs (40w) were raIceo, witlr a camera 
(Olympus C-7070 Olympus Imaging America Inc.. Melville. NY. 
USA). from uve randomly sehected fields por case. Each rmage 
was transferred ro a grid and the number of cello counrecL Tire 
labeling index was expressed as the percentage of positive celis 
(number of positivo tumor cello/total number o( rumor cello) ¡o 
each case studied, according to a prcvious study!' 

Sratistical analysis 

Demographic data of tire patients and controis wcre described 
as frequencles and maans for caregorical and continuous variables. 
respecttvely. Current and former tobacco aoci alcohol categorles 
were grouped as positive habit. Conditional logistic regression 
analysis was carried out for the matched OSCC cases and controlo. 
Odds ratios (ORs) aoci 95% confidenee intervals (CI) were con-
structed. fitting in both bivariate and niultivariane models. Dumrny 
variables were used ro estimare ORo for categoncal variables of 
exposure. 

Tire DNA methylarion findings were reported as a dichotomous 
variable. Unconditional logisrio regresaton was used to estrmate 
the association between DNA menhyLonion status and scicctcd 
indcpendent variables, dr a signiticant leve¡ of i' .c 0.05. Tire otario-
tical analysis was carried out using Ihe STATA progr,snl y . 10 , Stara 
Corporation LP, College Station. TX, USA). 

Results 

A total of 250 subjects were enrolled ¡o this rnatched case-
control study (50 cases ar-id 200 controlo). Fifty OSCC patients wcr-c 
1 ncluded: 25 women with a median age of 67 (Q-Q. 57-69) ycars, 
and 25 meo wirh a median age of 60 (Qi-Q. 48-71) years. The two 
hundred controls included 100 womers with a median age of 65 
(Q1-Q3. 56-70years) aoci 100 meo w,th a median age of6I (Q1 -Q 
49-72 years). 

Clinical charactensnics of OSCC patients are summariaed n 
Table 1. As expeeted, tobacco and alcohol use was strongly assu&'i-
ated withs OSCC (52% cases vs. 21% controls. and 46% cases vs. 141 
controls. p <0.0001. respectivcly). An association between OSCC 
and family hisrozy of cáncer was iderstiñcd (p -01102). Table 2 
shows the rcsults of the multiple conditional logisric regresslun 
modeh: the adjusted ORs indicate that srnokers and alcohol con-
sumers were 2.89 and 3.86 times more likely to present OSCC. 

respectively. In additiors, famihy history of cáncer was assocrated 
with OSCC (OR 2.28). 

Pro,noter nreihylanoii analysis for rhe IrMLHI gene 

Prometer uethylarion of hMLHI gene was detecten in 38 (765:) 
OS(C cisco: .11 200 connol sanipl&-s Wn'ie uniiscrliylated. A sigisficanit 

Please cite tris arúcle in pm-s% art Conzález-Karnirez 1 cc al. hMW 5 promater metlsylanion i', arr early everrt jo oral cancer. Orn! Ortcci (2010). si: 10.10161 
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1..ble 1 
(hncr,paltobgical charleristics oipatienls Wilh oral SqtMmOuS 
ccii cafaflolfla. 

Chaearte'.c3tics	 Pattenu (n -50) 

Su, 
'longue(lateral Ix,cders) 31 (62) 
Gircgiva 16 (32) 
i'alate 2 (4) 
Ruccal nwcosa 1 (2) 

Shape 
1 umor wnh ulcecalion 20 (40) 

tumOr 17 (34) 
Ulcer 13 26) 

Nodal sle 
NO 32 (64) 
NI 18 (36) 

Tumor stcige 
T1f2(u2-4cm) 26 (52) 
('3/4 ('4 cm) 24 (48) 

C(micoi stage 
III	early)	 19 (38) 
lilf(V(advancol)	 31 62) 

iin,loØecil grade 

Weul clifferenriated	 46 (92) 
Madeeateiy(por»rty differenhiated	4 (8) 

Sable 2 
rudr md adjUSLvd 08 Sir selecteci rlsk (acIors ¡o matched mal sm5uamous ccii 

carcinoma cases and controis. 

(nide OR (95% ci) p	Adjusted OR (93% ci) 

Iocm use 
N. 1.00 
Y,s 6.57)2.76-13.65) '.0.0001	2.89(I.03-8.09)	0.042 
Alcoho/ use 
N 1.00 
N'.Sc 9.30(3.66-23.61) '.00001	3.86(1.30-11.48)	(1015 

Wmily Ithoomy of roncee 
NegaIlve 1.00 
P0510'.'. 320(1.62-6.33) 0001	2.28 (1 JOS-4.93)	0.036

'Co'.ditionai loghtic regreaion OR. 
c Mucrd by family 6iomy of cancer, tohacco use, and alcohol con5um1ion 

ineluding currenr and iOnrcer tobacco smok'.rs. 
lncluding currenr and Iormer alcohol dñnkess. 

higheu- percentage of methylation was Ibund in women (23% or 
60%) than in men (15% or 40%) (p 0.018). Fig. 1 A shows dic mcdi-
ylarion status of hMLI'{I by MSP un reprcsentative samples of cases 
and controis. 

As shown in Table 3. 11(92%) unmethylated samples were in 
.sdvanced stages of the disease (p - 0.018). AR 12 unmethylated 
simples showed posinve stain for hMl.Fl1: of rhe 38 mechylaced 
sarnples. 26 (68%) were posutive fol hMLHI protein expression. It 
is inieresting to note ihar 12(32%) of che 38 OSCC hMLH1 methyl-
.lred samples showed negative stain for hMLHI. and corresponded 
ro early clinical stages (10 samples in stage II and cwo samples in 
stage 1). No significant differences were found between methylated 
and unmcthylated samples according ro tobacco use (p- 0.100). 
alcohol consumption (p-0.183). family history of cancer (p-
0.514). histologucal grade (p 0.560). and nodal stage (p 1.000). 

The bivariate analysis did not show a signiiicant assoctatlon be-
rween niethylarion and alcohol consumprion (p - 0.108) or (amily 
hustory of cancer (p - 0.414). A marginaily signiñcanr association 
W,IS derected with geoder (p 0.055 ,tutl toti,scco sise (p 0.078). 
Tite rcsults of tire ntulrip)e )ogustic regreision analysis revea)ed

an OR of 1654(IC 95%: 1.69-161.68.p - 0.016)for hMLHI niethyl-
arion and early stages of the disease, adjusted by gender and 
tobacco use. 

hMLHI protern expressk.rn 

Expression of hMU41 protein was absent in 12 (24%) of the 50 
OSCC samples arialyzed. As shown un rabIo 3, al¡samples that 
showed negativo expresslon of hMLH 1 procein corresponded ro no-
da¡ stage NO ( p - 0.002). The 12 OSCC samples that were rtegativc 
for hMLI-3 1 prorein corresponded to early clinical stages. in corttrast 
wurh the 7(18%) positivo cases that weie in early stages 01 the dis-
case (p<0.000I). No significanr differences were found between 
mcthylatcd and unmethylated samples accordung tú robacco use 
(p-0.100). alcohol consumption (p-O.183), family history 01 

cancer (p-0.514), histological grade (p-0.560), or rsodai stage 
(p- 1.000). 

The hMWI staining in OSCC was predomirsately nuclear 
(Fig. IB). riso median of the percentage of positivo st.suned cells 
in che samples examined was signiflcantly higher in Wc)) differen-
tiated OSCC rhan in moderarety or poorly differentiated samples 
(84.2%. Q1-Q 79%-88% vs. 61.5% Qu-Q. 55%-62%) (p 0.004). 
No association was derected berween the percentage of positive 
stained celis and (he methylatiori condituoui (p 0.851). 

Discussion 

Tisis srudy analyzed rite mcthylation status of hMLHI ¡mi 50 pa-

tients with newly duagnosed OSCC, from a refisrence hospital un 
Mexico City. and ¡n 200 age- and gender-matched controls. Suntu-
larly ro others studies, 19 tobacco and alcohol consumption was 

associated with OSCC. 
A strong association between hMLI{1 niethylation ant! O5CC 

was observed: methylatuon was udentitied un 76% of OSCC cases, 
in contrasr with che total absence of hMLlllmethylarion in the 
control group. The overall hMLHI methylation tate observed in 
our study was higher rhan che 8% arud 17% reported in OSCC.'7'5 
che 23% and 50% in HNC. 1528 or riso 3% and 33% estimated for 
EC a : but it was similar to recenr repocts on EC (62%)° and 
HNC (69%) » In contrast. Liu et al.` have reported a higher fíe-
quency (92%) of hMUI1 methylatuon in HNC. Thc wide range of 
methylanon values roporred in the hMLHI gene could be attrib-
uted ro differences in patients' characterustics, and the diverse 
validuty of dic techoiques used to idenriíy mechylation evenrs. 

In tisis study. a signiñcant associarion between hMLI-l1 methyl: 
ation and females was revealed, comparable ro Czernunski eta))' 
Methylanon of hMIHI occurred similarly more frequently un wo-
unen with gastric cancer (p < 

In concordance with recent reports.'°' 432 hMLHI methytation 

in HNC asid EC was nor associated with tobacco or alcohol con-
sumptuon. Nevertheless. Sengupta et al. 28 found that a significanr 

proportion (64%) of smokers exhibited hMLI'I 1 niethylation, com-
pared with non-smokers (35%) (p = 0.001) un HNC. 

The study design used in the current scudy is appropriate for 
10w incidence di soases. such as OSCC: however, thls type of desugn 
has limitations: rse partucip.ants were fol followed: rherefore it 
was flor possible to esrablish the progression of epigenetic chaulges 
from early ro advanced stages. Nevertheless. tire resulrs ind,cate 
that hMLH1 methylation occurred in che majority (95%) of thc 
early stage cases and in about a half of tSe advanced cases: the lo-
gistic regrossion modo!, adjusted for tobacco and gender. showed a 
16.28 OR, indicaring thai early srage parients were more likcly ro 
show hMLH 1 methylation. TIUS, our ñndings suggest that u'nethyl-
ati,in of lcMW 1 iS an ear(y event, probably maintauned ciurung 
tumor prugression. 

Picase cite tisis anide in press as: GonaHez-Ramírez letal SMLHI promoter mechytation ¡san early evfnt jo oral cancer. Ovni Oncal (2010).doi:11110161 
j.oraloncology2ol 0.10.002 



• 

L fonzálcz-RLrmíreZ et al/Crol Qrscohy m (2010) o-.mx 

A	C	( II Cnt-21 C..36 Cm-U Cnt 2* Cii 313 

rl	):	f] - "i	U	r,	-	 J	.1	J	IJRC 
2e y a i2abp 

ley  

B	.
.:;	' . •.' • a •1 2 -- •_ø S:s._t 

3	*	2.	 .. 

. iy •,•''/:	* ;5.	-	;.-
5 . 1	 • '.. .3'	. 

fieure l A(Reprrsentarivr examples of MSP lot OSCC. Lanes(M)and(U)corrcspoircl romettrylated ami unr.icth ¡al ed i eaioris. icCpcctCl, t	,rsir.ft, ,s\ 18 ii! 
mettrylated control. ami normal lyrnphoqires unmerbylated control. (8C) reagents control of PCR: cases 11.23. 30. and 48 were methylated samples; case ¿al asid iI-...,fltriil 
12 4 ~re unmelbylated s.ampks. (B) Imrnunolustoclsenucal staimng of )IMLHI. (a) Positive conrrol showing intense nuclear staining of eithel al celis Irom oral librous 
livperplascs b and r) Nuclear expressron i  ncopla<.ic cpUhelial celIs frorn OSCC. (d) Negative exprcssirsn of hMl III in OSCC Original magnilkaFliSll 4(81-

Ial,Ie 3 
ClopalhoNgiral charactnsrIcs according to hMLI1I methylation status aid protein enpression moral squamous ceIl carcinoma U3SCS 

hM Liii methylanmi status 

Mcthylated (n - 38) 

2	 (5)

lfnmethylated (o- 32) 

rl	 (%)

p

lmmunost.alning 

Positive (si - 38 1 

rl	(Z)

Negative (n - 12)	p 

ir	(5) 

'sodrli a.tags 
NO 24	(63) 8 (67) 20	(53) 12 (100) 
N 14	(37) 4 (33) 1.000 18	(47) 0 (0)	0.002 

iunror sroge 
r1(T2 «2-4 cm) 24	(63) 2 (17) 14	(37) 12 (100) 
13)14 ('4 cm) 14	 (37) 10 (83) 0.007 24	(63) 0 (0)	'0.0001 

CIinkai tioge 
III 18	(47) 1 (8) 7	(IB) 12 (1013) 
111.1V 20	(53) 11 (92) 0.018 31	182j 0 (0)	'0.0001 

Prteein 1,qwrwn 
Nr2gative 12	(32) 0 (0) 
l'crsitive 26	(68) 12 l 1001 0.017

p - Fisher5 cLlct test 

prevlous studies t013 ' 4 hayo not identilied a reiationship be-
rween niethyIation of hMLHI and clínical stages. However. in EC. 
Tzlio et al!° described (he associatlon berween methylation 
(p 0.024) and suppres5ed hMLH1 expression (p <0.0001)11) eariy 
c)inicat stages.suggestirtg thatthe lossofhMLHl proteinby rneth-
ylation ¡San eariy event. 00 the other batid, no signficant correla-
tton between chnucai srages and methylation status has been 
raported ¡o other DNA repair genes, such as hMSH2 and MGMT 
rl oral. head and neck. and EC.1027 

A reduced prorein expression associated with hMLHI merhyia-
non jo HNC33 and ECO has been reported. However, in this study, a 
rnismatching between methylation and protein expression oí 
hML1-1 1 was exhlbited: 68% methylated cases dcmonstrated 
posirivity for hMIHI prorein expression. This mismatchtng has 
also been reported by Liu et aL.' 5 who indicated that promoter 
merbylation did flor correiate with hMLi-l1 expression. Moreover. 
Czerninski et al. 17 did not find matching between the expression 
oF (he gene and (he methylation status in two patients with 
OSCC who were rnodcratc)' positivc for hML'll protejo arid

demonstrared menhyLation. A lack of an unequivocdl associatlon 
between the menhylation status and protein immunchistostaining 
may be attributecL lo (he fact that silencing of one allele by 
methylation does not necessarily affect (he prorein explesslorl oí 
anoiher unmethyiated ahiele; an altemative expianation coutd be 
reLited ro tiie genetie events involved ir, hMLHI gene mut.srion.1 

In this study, the methylation proble was anaiyzed by MSP a 
simple, sensinive. and speciflc method for determining tilo rnethyl-
ation status oí virtuatiy any CpG-nch genomic reglols. This tech-
nique is noticeabiy more sensitive Citan Southeni blor analysis, 
faciliraring derection of low numbers oí methylated alleles and 
DNA analysis from snsall samples. 21 Ir is essennially considered a 
quaiirarive, rather (han a quantitative method.ro A techntque rhat 
can provide a more precise arsaiysis for rnost CpG sites within a 
defined region is genomic sequencing» Deng er al. 25 through 
g000mic sequentiation, identified key methyiatcd sites in the 
promoter regicsn that inhibited hMIJI1 expression in colorectal 
cancer celi unes, rhus cxplaining partially risc mismatching 
cletected II) tisis .iiid other studes» 

l'lease cite tisis arncle ro press as: Gonzdlez-Ramírez 1 <tal. hMLH) promotor metliyiation IS 40 earty evenr in oral carcar Oral ClrKof (2010). do¡: 10.10161 
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Ir is tmportant ro highlight rhat (ti rlse 200 control samples. 
hMLH 1 pi-omoter was found unmethylared, in accordance with 
orher studies 0 ' 7 ° rhat have analyzed normal tissucs. The pees-
ence ofhMLHl unrnethylated in all control samples could indtcate 
rhat rhe niethylation oí hMLHI repteserirs a spectñc marker oí 
malignancy. 

itt conclusion. our results suggest that hMLHI methylation is a 
common linding in OSCC, signifying that the loss oí hMLHI gene it 
probably involved ¡ti thc tumorigenesis oí this cancer. Promoter 
methylation is one of the mechanisms responsible for the i nacriva-
tion oí hMLH1 protein expression and it is a potential molecular 
marker for OSCC. Further research it required to e(ucidate this as-
pea including analysis oí other DNA MMR genes, and study oí 
porentiahty malignant oral disoixlers and OSCC samples. Gcnomic 
sequencing could bring a better understanding oí the role oí the 
MMR system m the carcinogcnesls of OSCC. 
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L CANCER DE LA \IASAERODIGESTIV&S 
superiores (CVADS) representa la sexta ma-
lignidad mis común, con una incidencia anual 
aproximada de 400.000 personas en el mundo, 

Aunque los principales factores de riesgo para el CVADS 
siguen siendo la exposición al tabaco y alcohol, el virus del 
papiloma humano (VPH) recientemente se ha encontra-
do asociado en la etiologia del 20 al 25 % de las CVADS, 
principalmente los ubicados en Li bucofsringe En huma-
nos el VPH es causa de cáncer por expresar dos oncopro-
temas virales: E6 y E7. Los estudios han demostrado que 
Eh y E7 se unen directamente a varias proteínas del hos-
pedero, como p53 y pRb, para contribuir a la inestabilidad 
genética. El tipo de N.TH de alto riesgo mis asociado con 
cáncer de las vías acrodigestivas superiores es VPH- 16 - La 
positividad a VPH de alto riesgo se asocia a una expresión 
disminuida de los genes p53 y pRb, la sobreexpresión de 
p  6y la disminución de la expresión de EGFR, y un patrón 
de expresión genética diferente respecto a los pacientes 
con CVADS negativo a VPH de alto riesgo, esto conduce a 
la conclusión de que se trata de una entidad dinica distinta-
Además de las diferencias ctiotógicm los cánceres VPH-
positivos son clinicamente diferentes en comparación con 
los cánceres de VPI-1 negativos en relación con Li respuesta 
al tratamiento y la supervivencia, siendo la positividad a 
VPH un hiomareador pronóstico tworahle.. 

Palabras Clave: cáncer de vías serodigestivas superiores, 
Virus del p.ipiktiia huinaiiu, tratamiento, pronóstico etiología. 
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El cáncer escamoso de las vías aerodigestivas supe-
rimes (CE-VADS) (con frecuencia denominado en 
furma imprecisa, cáncer de cabeza y cuello), repre-
senta 2 a3% de las malignidades diagnosticadas en 
nuestro pais (1). Aunque es relativamente raro, se 
trata de una entidad importante, ya que su pronós-
tico es malo y las secuelas del tratamiento suelen ser 
devastadoras. Hasta 60% de lo casos son diagnosti-
cados en etapas avanzadas (Edil y IV) y el pronós-
tico de supervivencia oscila entre 10 y 40% a  años, 
dependiendo ci sitio especifico y su resecahilídad 
(2). En tanto que ci tratamiento en etapas avanza-
das esta compuesto de combinaciones de cirugía. 
radioterapia y quimioterapia, esta combinación de 
tratamientos con frecuencia produce pérdidas fun-
cionales severas y significativo deterioro estético. 

Dentro del CE-VADS, el cáncer bucal y bucofaringeo 
(CiyI3F) representan un grupo Importante, ya que 
dan cuenta dci 5096 de las malignidades de esta región 
(que también incluye a la laringe, hipofiringe, fosas 

nasales, senos paranasales y el esófago cervical). Con 
ticcuencia, estas neoplasias son estudiadas en conjun-
to, ya que existe la noción de que comparten aspectos 
etiológicos, fisiopatológicos, abordajes diagnósticos y 
principios de tratamiento, aunque evidencia reciente 
sugiere que esto podria no ser del todo cierto. 

Específicamente, la mayoría de los cánceres bucales 
se desarrollan en la lengua móvil (dos tercios anterio-
res de la lengua) yci piso de la boca, mientras que en 
la hucofarínge son más comunes en la base de lengua 
(el tercio posterior de la lengua) yla fosa amigdalina. 
Aunque en la fosa amigdalina aumenta la proporción 
de linfomas, en conjunto, un 90% de los tumores son 
carcinomas de células escamosas. 

Como ya mencionamos, los cánceres de la cavidad 
bucal y la hucofaringe han sido asociados a los mis-
mos factores de riesgo y etiológicos, principalmente 
los derivados de la exposición al tabaco ye! alcohol, 
sin embargo, existe evidencia que sugiere que el virus

M papiloma humano (VPH) juega un importante 
papel en la patogéncsis del carcinoma escamoso de 
la cavidad bucal, yen especial de la hucofiringe, con 

independencia de la participación del tabaco, el al-
cohol o ambos (3,4). Aún más, podrian existir dos 
perfiles de pacientes con sus respectivas enfermeda-
des, aquellos asociados a la infección del \'PH y los 
relacionados a la exposición al tabaco y alcohol. Los 
primeros tendrían una mejor respuesta al tratamien-
to y mejor pronóstico. Si esto se corrobora, tendría 
profundas implicaciones en la forma que se evalua a 
los pacientes, se analizan los riesgos y beneficios para 
tomar decisiones terapéuticas, y en la interpretación 
de los resultados de los ensayos dinicos. 

El objetivo de esta revisión es presentar la informa-
ción disponible en relación a la participación del 
VPH en la génesis del CByI3F y presentar un pano-
rama de las líneas de investigación relacionadas a 
las implicaciones terapéuticas. 

iiu J Hí LI/ iij'/Ht. 
í ÍH) HH	1 

El virus del papiloma humano (VPH) forma parte de 
la familia de los Papillomavirtdae. Es un virus epite-
liotrópico que puede inducir lesiones hiperpiásicas, 
papilomatosas y verrucosas en el epitelio escamoso 
estratificado de la piel y las mucosas (5, 6). 

Los \'PH poseen una sola molécula de DNA de do-
ble cadena, formada por 8,00() pares de bases aproxi-
madamente (7). que mide unos 50 nm de diámetro. 
Se ha reportado la existencia de más de 120 tipos 
diferentes de VPH, sin embargo, solo se ha secuen-
ciado ci genoma completo de unos lOO tipos (8, 9). 

La organización genética de todos los VPH es simi-
lar, formada por tres grandes regiones, una región 
temprana en la que se encuentran los genes respon-
sables de la transcripción, replicación y transforma-
ción, conocidos como genes E (E!, E2, E4, ES, E6, 
E7 y ES), una región tardía, que codificados proteí-
nas de la cápside, L  mayor y L2 menor, y finalmente 
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una región larga de control, que contiene elementos 
de regulación para la transcripción y replicación 
viral (8). Es importante señalar que la información 
genética se encuentra codificada en una sola de las 
cadenas de DNA, debido a que los genes tienen una 
sola orientación transcripcional (7) (Figura 1). 
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La transmisión de los VPH es diversa: puede ocurrir 
en el periodo perinatal (10), y más adelante en la vida, 
por contacto sexual ( 11 ) y auto inoculación, (12) 
aunque algunos autores sugieren además, una posible 
rransmisión por saliva (13). La infección puede ad-
quirirse en diferentes etapas tempranas de la vida, ya 
que se ha demostrado la presencia de este virus en 6% 
de la población infantil, 13% de los adolescentes y en 
el 23% de la población adulta (12). 

Cada tipo de VPH se encuentra asociado con el desa-
rrollo de lesiones específicas que se localizan en sitios 
anatómicos definidos del epitelio escamoso cutáneo y 
mucoso (14). Los VPH se han clasificado en dos gran-
des grupos, basados en el tipo  pronóstico de la lesión 
que son capaces de inducir después de la infección, en 
virus de alto y bajo riesgo (15). 

El cáncer de cérvix se ha utilizado como modelo en 
Li patogénesis de las neoplasias malignas mediadas 
por la infección del \PH. En el cáncer cervical elee-

noma del VPH con frecuencia se encuentra, aunque 
no exclusivamente, integrado en el genoma de la cé-
lula huésped (16). La integración del genoma viral 
al DNA celular, provoca el rompimiento del gen E2, 
dando como resultado la perdida de control trans-
cripcional mediado por E2, llevando a una desregula-
ción de la expresión de las oncoproteinas E6 y E 7 - E,> 

decir, la transcripción de los oncogenes E6 y E; ini-
cialmente es reprimida por la proteína E2 (17, 18). 

Las infecciones por VPH con alta carga vira¡ son 
capaces de producir grandes cantidades de unida-
des de proteína E6 y E?, cuya acumulación en pa-
cientes con sistemas inmunológicos incompeten-
tes al bloquear la acción de p53 y RB incrementa el 
riesgo de transformación maligna (19). 

La forma de replicación del \'PH es diferente depen-
diendo del tipo de lesiones; en las lesiones benignas 
el genomna del VPI-1 se integra de forma epmsomal es-
tracromosómico (plásmido) mientras que en Lis le-
siones malignas, como las del cérvix, el DNA vital se 
integra en el cromosoma del hospedero (7). Como 
en ci cáncer cervical, en el CByBF el genoma del \TPH 
puede encontrarse de forma episomal, integrado o de 
ambas formas (1 7, 18). Si bien, en algunos carcino- 

mas de las VADS, principalmente los de amígdala, 
no se aprccia integración del DNA-VPI-I, pero puede 
detectarse la expresión de los oncogenes virales, lo 
cual indica que la integración del DNA-VPH no es 
un evento necesario para la carcinogéncsis (IT). 

Con base en evidencia molecular y epidemiológica. 
en 1995 la Agencia Internacional de Investigación 
en Cáncer (IARC) reportó el efecto carcinogénico 
de los VPH tipo 16 y 18 en humanos (20). Por otro 
lado, desde 1983, Syrjanen y cols (21), observaron 
algunas características morfológicas e mnniuno bis-
toquímicas indicativas de infección por VPH en 
los carcinomas bucales de eclulas escamosas. Con 
el primer reporte de detección de VPH de alto ries-
go, en especial los tipos 16,31 y 33 en los CE-VAI)S 

(22). se inicio la búsqueda de la asociación de este 
hionurcador con la presencia de CE-VAI)S.
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En México, la información epidemiológicacon relación 
al CI3yI3F es escasa. Según el Registro Histopatológico 
de Neoplasias de México en el año 2002 se reportaron 
820 casos de CB y 14' de la BF de un total de 108,064 
malignidades, lo que significó casi 1% de éstas, mientras 
que el 75% de los casos ocurrió en la cavidad bucal y 
25% en la o oiringe La relación hombre y mujer fie 
de 1.4:1, en la cavidad bucal y 3.4:1 en la bucotiringe. 

Estos indicadores se han mantenido constantes en los 
años recientes pero sin duda subestiman la verdadera 
incidencia debido a que no proceden de UD registro 
con base poblacionai Aunque la tasa de mortalidad es 
pequeña, la letalidad es alta, ya que se estima que uno 
de cada dos afectados muere por la enfermedad (1). 

A pesarde su relativa rareza, el CByBF en conjunto, esel 
cáncer más frecuente del tracto aerodigestivo superior 

representan un problema clínico importante debido 
a que comúnmente se diagnostica en etapas avanzadas, 
asociándose a un pronóstico grave e importantes se-

cuelas estéticas y funcionales. En un estudio realizado 
en el Instituto Nacional de Cancerología de México, se 
reportó que la máxima frecuencia de C13 ocurre entre 
los 50y70 años yla edad, en promedio a los 60 años, y 
en forma muy interesante, sin diferencias significativas 
entre géneros en cuanto a su frecuencia (23). 

La acumulación de diversos cambios genéticos y 

epigenéticos asociados con el desarrollo del cáncer 
de VADS sugieren dos diferentes vías moleculares 
asociadas con la carcinogénesis, una asociada a la 
exposición de algunos agentes carcinogériicos pre-
sentes en el tabaco y alcohol, sin la participación de 
la infección por VPH, y la otra exclusivamente con la 
participación del VPH (24) (Rgura 2). 

!t'i.-lcni Jci 11-1 
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Evidencia epidemiológica sugiere un papel causal del 
VPH en la génesis del cáncer de VADS (4, 25, 26). 
La detección de V1H ha sido reportada en aproxi-

rnadamente 25% de los tumores de VAL)S (27). En 
cáncer bucal y bucofaríngeo, se han reportado fre-
cuencias de infección por VPH que varían del O al 
100% (19); esta diversidad probablemente se debe 
a diferencias en los métodos seguidos por los dife-
rentes estudios, entre las que destacan ci numero de 
casos incorporados, el tipo de población su jeta a es-
tudio, el método y sitio de recolección de la muestra, 
la técnica de extracción de DNA, y el método mole-
cular utilizado para la detección del L).A vira]. 
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Los métodos usados para el diagnóstico de la infección 
por 'PH están basados principalmente en la detección 
del L)NA viral y han sido agrupados en ensayos de alta 
wnsihilidad (PCR, 37.1 %),ensayos de moderada sen-
sibilidad (Southcrn blot, 25.2%) ydc baja sensibilidad 
(hibridación in site o inmuno histoquirnica, 16.9%) 
(28). Actualmente la técnica más utilizada para la de-
tección de DNA-VPH es la reacción en cadena de Li 
polimerasa (PCR), debido a su alta sensibilidad, acce-
sibilidad y bajo costo (29) (Figura 3). 

Existe una asociación más vigorosa Con cáncer de 
la bucofaringe, ya que la posibilidad de detección 
de VPH alcanza 50% o más (30-33). La mayor fre-
cuencia se ha atribuido a la ficilidad del acceso viral 
a Lis células basales de las criptas amigdalinas y una 
aparente predilección por este Sitio anatómico que 
seria análogo a la zona de transformación del cérvix. 
( I n metanálisis reportó una fuerte asociación en-
tre \'PH- 16 y cáncer de amígdala (RR 15.1 1C95% 
6.S-337) (34). En contraste, los resultados de los 
estudios en relación ala infección por VPH en el CII 
muestran diferentes frecuencias pero estas parecen

ser menores (32,35). En estudios recientes utilizan-
do PCR varían del 4 al 71%, (25, 36). El tipo 16 el 
más frecuente, encontrándose en 16.5 al 90% de las 
muestras positivas a VPH (37, 38). 

Además de lo ya mencionado, la variabilidad en las 
prevalencias reportadas pudiera ser el resultado de 
diferencias geográficas, por ejemplo, en una pobla-
ción africana (39), se detectó DNA-VI)H en el 1% de 
146 casos de CII, en Finlandia en el 30°s' (40), en la 
India en el 73 (33), yen ci 76% de las encontradas 
en Taiwán (41). Otro factor a considerar en Li varia-
bilidad de las frecuencias es el tamaño de la muestra: 
el estudio que presenta el índice más alto de detección 
tiene un número muy reducido de pacientes (36), en 

el que se analizaron solo 14 muestras positivas a 
de las cuales 10 (71%) resultaron positivas a VPH de 
alto riesgo, en contraste, el reporte del 4% proviene de 

un estudio multicéntrico realizado en nueve países y 
que incluye 1,670 pacientes (25) (Cuadro 1). 

En un estudio reciente, realizado co el Instituto Na-
cional de Cancerología de México (INCan), se ob-

i1owetal 199878 Noruega PCR 0% 
\:eueI ej al 199S 79 Brasil PCR 11% 1 
.v,-artzetalI998 8 USA PCR 671Y¿ 
-nithetI 199836 USA PCR 71% 16,18,3:-
.:li;onetaI200026 USA ['CR 259ü I6,1 
:hima et ¿1 2OOO Japón PCR 3% 16,1 
\ketal200I 3 Suecia PCR 31% 
Htiartz et al 200151 USA PCR 1596 16 

meta et al 2(X)345 México PCR 42% 16 
l:!:hieetaj200382 USA PCR 21% 16,18.3 

hrcn et al 2004 3 Suecia PCR 11% 16,33 
l-.rneretaI2005 7 Mundial PCR 26% 16,18,31,33,3S,451. 

' eran et al 20IL5 M Suecia PCR 36% 163 
k 1 pikaretaI2005 india PCR 31% 16,18,38 

11.:ii,rstcdteta12008310 Suecia ¡'GR 499v I6,33,35,4 
Louet -al 2OO7 Taiwán PCR 21% 16,18,33,39,52,,8,66T2 

Pintos eta] 2007 Canadá PCR 19% 
ct .11 2:)08'
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servó que en el 16% de los pacientes con cáncer bu-
cal no existía el antecedente de consumo de tabaco, 
alcohol, o infección por VPH, por otro lado el 53% 

de los casos de cáncer bucal con infección por VPH, 
no tenían historia de consumo de tabaco y alcohol. 
La prevalencia de VPH para los casos de cáncer bu-

cal fue de 43%, siendo los tipos VPH- 16 y  8 los más 
frecuentes (55% y 18% respectivamente) (42). Estos 
resultados coinciden con lo reportado por un estu-
dio previo realizado en el INCan, donde la frecuen-
cia LIC VPH asociada a CB fue del 42% (43). 
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Datos epidemiológicos han mostrado una diferencia 

entre los casos de CByBF \'PH positivos y negativos. 
Estos estudios han demostrado que los carcinomas 
con VPH negativos se encuentran asociados con el 
consumo de tabaco y alcohol, sin embargo, un estudio 
reciente de casos y controles reportó la fuerte asocia-
ción de VPH con CByBF en pacientes con ysin expo-

sición a tabaco y alcohol (4). 
p

or otro lado, la conduc-
ta sexual también se ha reportado como un factor de 
riesgo importante asociado con la presencia de VPH 

en CIIyI3F, siendo el comportamiento sexual y el nu-
mero de parejas sexuales uno de los principales fticto-
res de riesgo (RR 3.1; IC 95% 1.5-6.5), otro aspecto 
de tipo sexual que representa otra probable vía impor-
tante de infección por VPH es la práctica de relaciones 
oro-genitales (RR 3.4 IC 95% 13-8.8). Estudios ante-
riores han demostrado una asociación entre tabaco, 
alcohol y conducta sexual con la presencia de CI3yBF 
(38, 44). Otro estudio reciente demostró que la con-
ducta sexual y el uso de mariguana están asociados 
con la presencia CB y VPH- 16 positivo, mientras que 
tabaco, alcohol y una deficiente higiene oral se asoció 
con VPH negativo (45). En un estudio de casos y con-
troles con hombres en edad escolar, se ha descrito que 
el sexo oral y besar con la boca abierta, están asociados 
con el desarrollo de infecciones con VPH (4.6). 

L 

[)¡versos estudios han reportado la presencia de 
tumores de cavidad oral y hucofarínge asociados a

\'PH en pacientes jóvenes (40 a 60 años), en com-
paración con los pacientes con VPH negativo, que 
en promedio son 5 años mayores (>60 años) (4. 
4749) . En referencia a la relación hombre: muler, 
algunos estudios reportan que en tumores de VADS 
existe un ligero predominio en hombres (3:1) 
comparado con las mujeres (2, 45, 47) . Un estudio 

reciente reportó que los pacientes con tumores de 
VADS positivos a VPH eran predominanternente de 

raza blanca y con un alto nivel educativo y económi 
co, en comparación con los negativos a VPH (45). 

(.i'1 LiL ' t111t(1L' \ !L!1	t 
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La inactivación del p53 y pRb son eventos comu-

nes en la mayoría de los tumores en cavidad oral y la 
bucotu-inge, sin embargo estas alteraciones ocurren 
por diferentes mecanismos en los tumores VPH po-

sitivos y negativos. Las alteraciones genéticas en los 
tumores positivos a VPH se ven reguladas por las 
oncoprotcinas E6 y E7, que inactivan la función de 

p53 (50). Un estudio reciente reportó que el 57% 
de tumores de amígdala VPH positivos presentaban 
mutación en p53, en contraste con los tumores VPH 
negativos (57% vs0% p= 0.008) (SI ). La proteína E 
tiene la capacidad de disminuir la expresión de la ci-
dina D y de pRb, favoreciendo la expresión dep1 6 en 
los tumores VPH positivos de CE-5vADS (50,53). 

Recientemente se ha reportado que un polimorfismo 
en el codón 72 de p53, modifica ci riesgo de desarro-
llar cáncer de células escamosas en bucofaringe; y se 
sugiere que este polimorlismo podría ser utilizado 
como marcador de susceptibilidad a este tipo de cán-
cer, asociado a VPH 16, especialmente en pacientes 
no fumadores (53). Por otro lado, la expresión de 
p 1 se ve disminuida en tumores de cabeza y cuello 
asociados a tabaco y alcohol, por una probable muta-
ción, deleción o metilación de este gen (54). 

Con estos hallazgos se fortalece la teoría de la exis-
tencia de las dos posibles mecanismos de carcinogé-
nesis en tumores de cabeza y cuello, por un lado los 
tumores de \I)S VPH positivos están asociados 
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cOfl un tipo silvestre de p53, una ba j a regulación de 
ciclina 1) y pRb y una sobrcexprcsión de pl 6, mien-
tras que los tumores VPH negativos se caracterizan 

por presentar, mutaciones de p53, un incremento en 
la cicina O, un normal o incrementado nivel de pRb 
Y un decremento en la expresión de pló. 

En el contexto de los eventos epigenéticos, un estudio 
reciente determinó el estatus de la metilacion global 
M DNA en tumores de cavidad bucal, como evento 
temprano de los procesos carcinogénicos de la cavi-
dad bucal. donde el índice de inetilación del DNA 
fue de 4.28 (IC 95% 4.14.4), sin embargo, al buscar 
asociación de la metilación global con otras variables 
corno tabaco, alcohol e infección por VI'H los resulta-
dos no mostraron diferencia de significancia estadisu-
ca (55). La regulación epigenética en la infección por 
VPH participa de forma trascendente en el proceso 
de la carcinogénesis de CB. En un estudio realizado 
en el INCan, se analizó el patrón de nietilación del 
VPH-16 en cáncer de cavidad bucal, demostrando 

que la rnctilación de DNA juega un papel importante 
en el ciclo de vida del VPH- 16, participando en el si-
lenciamiento transcripcional de células indiferencia-
das lo cual favorece su estado de latencia (56). 

/ 1 \ THv L.oi;tt'cciwJ Ct'frl otros VUH 

las infecciones vitales han sido relacionadas con el 
desarrollo y propagación de diversos tipos de cán-
cer. Reportes epidemiológicos han demostrado que 
la infección por el VPH puede coexistir con otros 
virus, entre los cuales se encuentran el virus de ni-
niunodeficicncia humana (VlH), y algunos de la 
familia de los herpes virus, como el VHHS y el virus 
de Epstein Barr (VER) (57, 58). 

% irus dc Iiin:uuodejicicn cia Fliíma ua W111). 
Recientemente se ha reportado que la infección por 
el VIH está fuertemente asociada con una alta preva-
lencia, incidencia y persistencia de la infección por 
\'PH, así corno con la persistencia y progresión de 
lesiones escamosas inrraepitelialcs (59). Estudios 
previos han reportado un incremento en el desarro-
lo de cáncer de ano, crvix, orotartngc, pene, vagina

) VulVa asociados con la ink'cción de V11-1 entre pa-
cientes con VIH/SlI)A, donde el papel de la inmu-
nosupresión aún no esta bien definido (60,61). 

Un estudio reciente evaluó la asociación de diversos 
tipos de cáncer iii situ e invasivos asociados a VPH 
en pacientes con infección por VIH, observándose 
un incremento en el riesgo de presentar lesiones 
malignas por la coinfección VPH/VIH. En lesiones 

in sítu el riesgo se incrementa para cáncer de cervix 
(RR= 4.6 IC 95% 4.3-5.0) yen hombres para cancer 
anal (RRr60.1 1C95%49.2-72.2). 

Por otro lado en lesiones invasivas el patrón es muy 
similar, afectando principalmente cérvix, pene y ano, 
además de afectar otros sitios, como amígdala (RR_ 
2.6 IC 9596 1.8-3.8), estos resultados pueden ser atri-
buidos a la gradual pérdida de control de los queratino-
citoç que se encuentran infectados por el PH debida 
a una avanzada inmunosuprnsión por la infección del 
VIH (62)Si bien se han reportado controversias entre 
la presencia de cáncer de VAI)S y la infección porVPH 
en pacientes \TIH+ (63), un estudio reciente describió 
la asociación de cáncer de la hucofaringe con la pre-
sencia de infección por VPH en pacientes con VI  
SIDA; el riesgo de presentar este tipo de neoplasia se 
vio incrementado por la coexistencia de algunos ficto 
res de riesgo, como el consumo de tabaco y la 1 n muno-
supresión atribuida a los pacientes VIH+ (64 

Virus L;istcin J3arr (VIEB). La infcccion ud Si-

rus de VER ha sido reportada en coexistencia con 
el VPH en algunos tipos de cáncer, como el adcno-
carcinoma de pulmón (65) y cáncer de cérvix, aun-
que se ha documentado que el VED no es un agente 
comensal que frecuentemente se encuentre en las 
lesiones malignas de cérvix (66). Un estudio recien-
te reportó la coinfección de VIH y VER en 1"ú de 

lesiones intraepiteliales de alto y,radt 

Algunos estudios han examinado la asociación entre 
los VPH de alto riesgo y el VED con la progresión de 
tumores de VADS, particulamente con los carcinomas 
de nasofiringc (6S'). Un estudio reporto la presencia de
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VI H tipo 6, 11,16 en papilomas sinona.salcs donde el 
\'E B ucs un papel importante en su patogénesis (69). 

¡ r)n )t!i } V tJít i U itt' 
Un metanalisis reciente reportó el impacto en la su-
pervivencia de los tumores de vías acrodigestivas 
superiores con infección por VPH, demostrando 
que los pacientes positivos para VPH tenían un 
bajo riesgo de muerte (meta RR 0.85 fC 95% 0.7-
lo), así como un bajo riesgo de recurrencia (Meta 
RR 0.62 lC95" 0.5-0.8) en comparación con pa-
cientes con CBBF liegativos a \'PH (70). 

Datos sobre un estudio prospectivo en íse 2, con-
firman que la infección por VPH predice una mejor 

respuesta a tratamiento con quimioterapia y radiote-
rapia. El estatus de VPH en tumores de orofliringe 
fue estad ísticamente significativo en relación con 

la respuesta a la terapia de inducción (82% contra 
55%), por otro lado, la sobrevida mejoró cuando fue 
evaluada abs 2 años (95% contra 62%) ye! riesgo de 

progresión de la enfermedad fue 72% mas bajo de lo 
observado en los pacientes con VPH negativo (47). 

La evaluación de la respuesta a la terapia, en otro 
estudio en pacientes con cáncer de hucofaringe, se 
encontró que la presencia de VPH- 16 se asoció a 
tina mejor respuesta a la quimioterapia (p=0.001) 

y a la terapia combinada de quimioterapia con ra-
dioterapia (p=0.0005), así como una mejor super-

vivencia (p= 0.007) (71). En un estudio de 100 pa-
cientes con cáncer de bucof.iringe y co-expresión 
de VPH/p16, se demostró que presentaban una 
mejor supervivencia en comparación con aquellos 
pacientes con tumores VPH negativos, o positivos 

pero que no expresaban pIó (72), lo cual revalida 
la correlación existente entre la expresión de VPH 
y p16 (73). Estos resultados confirman que el esta-
tus de V1'H es un buen biomarcador pronóstico en 
tumores de cabeza y cuello. Si esto se corrobora, 
tendría profundas implicaciones en la forma que 
se evalúa a los pacientes, se analizan los riesgos y 
beneficios para tomar decisiones terapéuticas, y se 
interpretan los resultados de los ensayos clínicos.

Con el desarrollo de las vacunas contra el ' PH se 
espera cambiar el panorama epidemiológico de 
estas infecciones, si bien estas vacunas no son te-

rapéuticas si tienen un enfoque preventivo. Una de 
ellas es tetravalente, específica para los VPH tipo 6, 
11,16 y 18, que previene principalmente las lesio-

nes asociadas al contacto sexual, especialmente los 
papilomas y las neoplasias malignas. 

Aún no se ha demostrado un efecto positivo en la 
aplicación de estas vacunas en las neoplasias de las 
VADS, sin embargo, considerando que las vacunas 

son capaces de neutralizar los viriones del V1'H en 
los tejidos del huésped, se postula que podría exts-
tir cierta protección para el desarrollo de aquellas 

lesiones de cavidad bucal asociadas a los tipos 16v 
18, no obstante estos resultados solo se apreciarían 
en estudios a largo plazo (74,75). 
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