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Resumen

La metitacion en el promotor del gen AMLHI esta relacionada con su inactivacién, estos
mecanismos se han relacionado con la carcinogénesis del carcinoma bucal y orofaringeo
(CByO). El objetivo del presente estudio fue estimar la asociacion de la metilacion en el
promotor del gen hMLH1 y la expresion de su proteina con la presencia de CByQ y su
posible relacién con la infeccion por VPH-16 y el consumo de tabaco y alcohol. Se disefio
un estudio de casos y controles pareado por edad y sexo que incluyo 51 casos de CByO y
204 controles, con una mediana de edad de 64 (Q,-Q; 54-70) afios. El analisis del promotor
del gen AMLHI fue realizado mediante un PRC especifico para metilacion (MSP) y la
expresion de la proteina fue determinada mediante la técnica de inmunohistoquimica. Se
disefio un modelo de regresion logistica condicional para estimar la asociacton entre la
presencia de CByO vy los factores de riesgo. La metilacion del gen hMLHI fue observada
en 38 (74%) de los casos de CByQ, en ninguna muestra de los controles se observo
metilacién. De los 38 casos de CByO metilados, 12 (31%) no presentaron expresion de la
proteina y correspondian a etapas clinicas tempranas de la entermedad. Todas las muestras
no metiladas expresaron la proteina. Los resultados de analisis de regresién logistica
muttiple ajustado por sexo y tabaco, mostraron una RM de 19.11 (1C 95%: 1.88-193.63, p =
0.013) para la metilacion y la falta de expresion de la proteina en etapas tempranas de la
entermedad. La frecuencia de infeccion por VPH en las muestras de CByO fue del 2%. Los
hallazgos de la presente investigacion sugieren que la metilacidn del gen hAMLHT y la falta
de expresién de su proteina 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 inactivate the expression of AMLH] this process has
been implicated in the tumorigenesis of squamous cell carcinoma of the oral and
oropharynx (OOPC). The aim of this study was to determine the profile of AMLHI
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,-Q; 54-70) vears. Protein expression was
determined by immunohistochemical staining, and AAMLH 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 AMLHI was detected in 38 (74%) of the OSCC cases and in none of control
samples. Of the 38 OSCC samples with promoter methylation, 12 (31%) were negative for
hMLHI protein, and corresponded to early clinical stages. All |3 unmethylated samples
showed positive stain for hMLH1. Multiple logistic regression analysis showed an OR of
19.11 (IC 95%: 1.88-193.63, p = 0.013) for methylation of the AMLHI 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 AMILHI promoter
methylation that occurred in most of the early stage cases and in about half of the late stage
cases. It is proposed that hMLH1 promoter methylation is an early event that is maintained

during tumor progression.
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1. Introduccion

1.1 Epidemiologia del cancer bucal y orofaringeo

El cancer bucal y orofaringeo (CByO) en conjunto, es el cancer mas frecuente del
tracto aerodigestivo superior y representa un problema de salud publica, no solo por sus
graves manifestaciones clinicas y por la gran variedad de factores de riesgo individuales y
ambientales con los que se encuentra relacionado, sino porque comunmente se diagnéstica
en etapas avanzadas de la enfermedad, asociandose a un pronéstico grave e importantes

secuelas estéticas y funcionales.

En Meéxico, la informacién epidemioldgica con relacion al CByO es escasa,
recientemente se publicaron los resultados del Registro Hospitalario de Cancer del Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan) del periodo 2000-2004, en el cual se analizaron 19,264
neoplasias malignas, de las cuales 497 correspondieron a CByO, lo que represento el 2.6%
del total de éstas neoplasias, 417 casos fueron diagnosticados en cavidad bucal, 231 (55%)
casos correspondieron a hombres y [86 (45%) a mujeres, en orofaringe se reportaron 80
casos, 65 (81%) en hombres y 15 (19%) en mujeres (Rizo vy cols. 2007). En cuanto a la
edad, se observo que la frecuencia mayor de estas neoplasias se presento en los grupos de
edad de mas de 70 afios, relacionandolo con género, 91 casos de CByO en hombres fueron
diagnosticados en pacientes mayores de 70 aflos, de los cuales 77 correspondian a cavidad
bucal y 14 a orofaringe, por otro lado, en mujeres del grupo de edad de mas de 70 afios la
frecuencia de casos de CByO fue similar a la reportada para los hombres, registrandose 83
casos, 78 fueron en cavidad bucal, por otro lado, en orofaringe la frecuencia fue menor con

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



Recientemente, un estudio de mortalidad de CByO en México reportd 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 razén hombre:mujer fue de

1.9:1 para el afio 2003 (Anaya y cols. 2008).

La acumulacién de diversos cambios genéticos (Little 2010) y epigenéticos (Esteller
2008) asociados con el desarrollo del CByO sugieren dos diferentes vias moleculares
asociadas con [a carcinogénesis, una asociada a la exposicidn de algunos agentes
carcinogénicos presentes en el tabaco y alcohol, sin la participacién de la infeccién por el
virus del papiloma humano (VPH), v la otra exclusivamente con la participacién del VPH
(D’Souza y cols. 2009, Guerrero-Preston y cols. 2009, Gillison y cols. 2008, Ji y cols.

2008, Westra y cols. 2008).

1.2 Factores de riesgo del cdncer bucal y orofaringeo

El riesgo de desarrollar CByO ha sido relacionado con la intensidad v duracién de la
exposicion tanto al tabaco como al alcohol, con evidencia de una interacciéon sinérgica
(Bettcher y cols. 2008, McCullough y Farah 2008, Hashibe y cols. 2007). En un estudio de
casos y controles se reportd que los individuos con altos niveles de consumo de tabaco y
alcohol presentan un riesgo mayor a 50 veces de presentar cancer bucal, en comparacion
con el grupo de individuos que no presentan éstos habitos (IC 95% 10-134) (Castellsagué y
cols. 2004). Por otro lado, estudios epidemioldgicos ha sugerido el papel causal del VPH en
la génesis del CByO (Gillison y cols. 2008, D'Souza y cols. 2007, Herrero y cols. 2003).

La deteccién de VPH ha sido reportada en aproximadamente 25% de los tumores de cabeza



y cuello (Kreimer y cols. 2005). En CByO se han reportado frecuencias de infeccion por

VPH que varian del 0 al 100% (Ha y Califano 2004).

La historia familiar de cancer es otro factor de riesgo importante asociado con la
presencia CByO, se ha reportado que en individuos con €ste antecedente genético el riesgo
de presentar CByO se incrementa hasta 7.1 veces, en comparacion con aquellos que no

presentan antecedentes familiares de cancer (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 afio 2008, y se
calcula que para el afio 2030 seran 8 millones de muertes atribuidas a este factor de riesgo
(Bettcher y Sanda 2008). Basado en evidencias epidemioldgicas, se ha demostrado la
relacidén existente entre el consumo del tabaco y diversos tipos de cdncer, como el cancer de
las vias aerodigestivas superiores (CVADS), entre los cuales se encuentran los de cavidad
bucal, faringe, laringe y eséfago; por otro lado, el consumo de tabaco también se encuentra
asociado con el cancer de pancreas, pulmén, colon, estomago, mama, cérvix y leucemia

mieloide (WHO 2008).

Existen estudios que han reportado que la asociacion del tabaco con el CByO no se
limita al consumo de cigarrillos, esta asociacion 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 encia, con la finalidad de que

sea absorbido por las mucosas (Goldenberg y cols. 2004). Se ha reportado que el riesgo de



presentar cancer bucal se incrementa de 5 a 6 veces con la aplicacion del tabaco sobre las

mucosas (Idris y cols. 1998).

Por otro lado, la combustion del tabaco origina un tipo de humo que contiene mas de
4,000 compuestos quimicos; de manera especifica la Agencia Internacional de
Investigacién en Cancer (IARC) ha identificado més de 69 agentes carcindgenos en el
humo del tabaco, entre ellos 11 son carcinogénicos para los humanos, 7 son probablemente
carcinogénicos para los humanos; y 49 son carcinogénicos para los animales {(no se han
probade en los humanos) (UNEP 1999). Los mas fuertes carcinogénicos presentes en el
humo de tabaco son: los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las nitrosaminas, las aminas
aromaticas, los aldehidos y el benceno. Los productos de la combustion del tabaco se
dividen en dos fases, una fase particulada y una fase de gases. La fase particulada esta
formada principalmente  por hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y N-
nitrosaminas, siendo el Benzo[a]pireno y las nilrosaminas derivadas de la nicotina los
compuestos mas abundantes de estos grupos, por otro lado, la fase de gases de la
combustidn del tabaco esta compuesta principalmente por mondxido de carbono, diéxido
de carbono, amonio y formaldehido (WHO 1992). L.os HAP requieren de una activacion
metabolica para interactuar con el ADN, la mayoria de estos compuestos son
metabolizados por las enzimas de la familia del citocromo P450. El principal mecanismo de
los HAP en la carcinogénesis es la induccion de aductos con el ADN, los cuales pueden
inducir mutaciones en genes criticos, como los genes supresores tumorales (Hecht 1999).
Adicionalmente, se ha descrito que €] humo del tabaco es capaz de regular la expresion de
genes a través de mecanismos epigenéticos como la metilacion de promotores (Hecht

1999). Las alteraciones en la metilacion del ADN inducidas por el humo de tabaco,
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particularmente por las nitrosaminas derivadas de la nicotica, se ha relacionado con un
incremento en la actividad de las ADN metiltransferasas (DNMT), desencadenando vias de

sefalizacion que podrian incrementar la expresion 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 céancer, 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 combustién del
tabaco, los polimorfismos genéticos pueden modular esta asociacion observada entre la

exposicion al tabaco y la presencia de cancer bucal y orofaringeo (Taiolli 2008).

Algunos de los polimorfismos mas ampliamente estudiados son aquellos que
codifican para las enzimas de fase | y de fase ll, involucradas en la activacién y
conjugacion de [os carcinogénicos producidos por el humo del tabaco {(Lodovici y Bigagh
2009). En el grupo de enzimas fase [ se han reportado polimorfismos en los genes CYP/ A/
y CYP246 asociados con CVADS, por otro lado, en el grupo de enzimas fase [I se
encuentran los genes de la familia glutatién-s-transferasa (GSTM, GSTT y GSTP). Otros
polimorfismos relacionados con el metabolismo del tabaco y asociados con CVADS son
los reportados en los genes de la N- acetiltransferasa (NAT! y NAT2) (Canova y cols.
2010). La variante del gen C¥P246 puede influir en el metabolismo de las nitrosaminas vy

modular ¢l riesgo que representa el fumar en el desarrollo de céncer (Spitz v cols. 2004).



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 (Hashibe y cols. 2006).
Algunas hipdtesis proponen que el alcohol puede actuar como un solvente para los
compuestos carcindgenos del tabaco (Brennan y Boffetta 2003). Existen controversias
relacionadas con el papel que el consumo de alcohol desempefia en el desarrollo del CByO,
un estudio que analizo 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 céncer bucal, entre los cuales se analizd el
consumo alcohol, en este estudio se reportd que el consumo de alcohol en Estados Unidos
representaba un riesgo altamente asociado con la presencia de cancer bucal, mientras que
para la poblacion italiana el consumo de alcohol no represento un incremento en el riesgo
para el desarrollo de cancer bucal en comparacidn con los no bebedores (Macfarlane y cols.
1995}). Por otro lado, en un estudio de casos y controles realizado en no fumadores, se
reporto que el riesgo de desarrollar CByO en aquellos que consumian méas de 3 unidades de
bebida al dia fue de 2.6 (IC 95% 0.7-9.3) (Fioretti y cols. 1999), lo cual sugtere 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 acetaldehido, principal metabolito del
alcohol, es el principal compuesto que es considerado como mutagénico (McCullough y
cols. 2008, Brennan y Boffetta 2003). La IARC en 1999 concluyd que en humanos la
evidencia de que el acetaldehido tiene una naturaleza carcinogénica es inadecuada, sin

embargo de forma experimental en animales si representa un compuesto carcinogénico, por
6



lo tanto fue clasificado como posible carcinogénico en humanos (IARC 1999). El alcohol es
metabolizado a acetaldehido por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), mientras que la
conversion del acetaldehido a acido acético es catalizada por la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH). El alcohol y el aldehido son metabolizados principalmente en el
higado, 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 ADHIB,
ADHIC, ADH7 y ALDH?2 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 cancer
bucal y displasia epitelial demostrd mediante inmunohistoquimica, los cambios inducidos
por el alcohol en el epitelio de la mucosa bucal. En este estudio se evaluaron las
alteraciones que ¢l etanol induce en el ADN, estos hallazgos proporcionan evidencia de la
importante participacion 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 demostrd que los pacientes con habito alcohélico intenso y que presentaban
polimorfismo en el gen aldehido deshidrogenasa 2 (4LDf2) tenian un incremento

significativo de riesgo de desarrollo de CVADS (RM 5.79 IC 95% 1.49-22.5 p=0.0007)

(Hashibe y cols. 2006).



1.2.3 Virus del Papiloma Humano (VPH)

El VPH forma parte de la familia de los Papillomaviridae, es un virus
epiteliotrépico que puede inducir lesiones hiperplasicas, papilomatosas y verrucosas en el
epitelio escamoso estratificado de la piel y de las mucosas (Shukla 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 diametro (Bernard 2005). Se ha reportado la
existencia de mas de 120 tipos diferentes de VPH, sin embargo solo se ha secuenciado el

genoma completo de unos 100 tipos (Bernard 2005).

La organizacién genética de todos los VPH es similar, formada por tres grandes
regiones, una region temprana en la que se encuentran los genes responsables de la
transcripcion, replicacion y transformacion, conocidos como genes E (E1, E2, E4, E5, E6, y
E7), una regién tardia, que codifica dos proteinas de la capside, la proteina L1 mayor y la
proteina 1.2 menor, y finalmente una region larga de control, que contiene elementos de
regulacion para la transcripcién y replicacion viral (Tanti y cols. 1999) (Figura 1). Es
importante sefialar que la informacion genética se encuentra codificada en una sola de las
cadenas de ADN, debido a que los genes tienen una sola orientacién transcripcional

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

1.2.3.1 Infeccion del VPH y transformacién maligna

La transmisién 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 inoculacion (Summersgill ¥ cols. 2001), por otro lado, algunos autores sugieren una
posible transmisién por saliva {Gutman y cols. 1999). La infecciéon por VPH al adquirirse
en distintas etapas de ]a vida, ha sido reportada con diferentes prevalencias, dependiendo de
la etapa de la vida donde fue adquirida, por ejemplo en la poblacién infantil se ha reportado
haste en un 6%, en los adolescentes en un 13% y en la poblacion adulta hasta en un 23%

(Summersgill y cols. 2001).

Cada tipo de VPH se encuentra asociado con el desarrollo de lesiones especificas que
se localizan en sitios anatémicos 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 pronostico de la lesién que son capaces

de inducir después de la infeccion (Mufioz y cols. 2003).



Con base en evidencia molecular y epidemioldgica, en 1995 la [ARC reporto el
efecto carcinogénico de los VPH tipo 16 y 18 en humanos (LARC 1995). Por otro lado,
desde 1983 Syrjdnen y cols. (1983) observaron algunas caracteristicas morfologicas e
inmunohistoquimicas sugestivas de la infeccion por VPH en los carcinomas bucales de
células escamosas. Con el primer reporte de deteccion de VPH de alto riesgo (deVilliers y
cols. 1985), en especial de los tipos 16, 31 y 33 en céncer bucal se inici¢ la bisqueda de la

asociacion de este biomarcador con la presencia de CByO.

1.2,.3.2 Caracteristicas moleculares del VPH

La inactivacion del p53 y pRb son eventos comunes en la mayoria de los tumores de
cavidad bucal y orofaringe, sin embargo estas alteraciones ocurren por diferentes
mecanismos en fos tumores VPH positivos y en los VPH negativos. Las alteraciones
genéticas en los tumores positivos a VPH se ven reguladas por las oncoproteinas E6 y E7,
que inactivan la funcion de p33 (Wiest y cols. 2002). Un estudio reciente reportd que el
57% de los tumores de amigdala VPH positivos presentaban mutacion en el gen p53, en
contraste con los tumores VPH negativos donde el gen p53 no se encontré mutado (57% vs
0% p=0.008) (Westra y cosl. 2008). La proteina E7 tiene la capacidad de disminuir la
expresion de la ciclina D y de pRb, favoreciendo la expresion del gen pl6 en los casos de

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

Con estos hallazgos se fortalece la teoria 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

regulacion de ciclina D y pRb, asi como una sobreexpresion de pl6; mientras que los
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tumores VPH negativos se caracterizan por presentar, mutaciones en €l gen p33, un
incremento en la ciclina D, un normal o incrementado nivel de pRb y un decremento en la

expresion del gen p/6 (Guerrero-Preston y cols. 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de alteraciones genéticas y
epigenéticas en el cancer bucal y orofaringeo.

En el contexto de los eventos epigenéticos, un estudio reciente determind el estatus
de la metilacidn global del ADN en tumores de cavidad bucal, como un evento temprano en
los procesos carcinogénicos de este tipo de tumores, reportando que el indice de metilacién
del ADN fue de 4.28 (IC 95% 4.1-4.4), sin embargo, al buscar asociacion de la metilacion
global con otras variables como tabaco, alcohol e infeccion por VPH los resultados no
mostraron diferencia estadisticamente significativa (Guerrero-Preston y cols. 2009}. La
regulacion epigenética en la infeccion por VPH participa de forma trascendente en el
proceso de la carcinogénesis del CByO. En un estudio reciente realizado en el INCan, se
analizé el patrén de metilacion del VPH-16 en céancer de cavidad bucal, demostrando que la

metilacion de ADN juega un papel importante en ¢l ciclo de vida del VPH-16, 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 cancer bucal y orofaringeo

En los tumores de cabeza y cuello la asociacion con el VPH ha sido mas
fuertemente relacionada con et cancer de orofaringe, que con los carcinomas de la cavidad
bucal, la posibilidad de deteccion de VPH en los carcinomas localizados en orofaringe es
del 50% o mas (Hammarstedt v cols. 2006, Klussmann y cols. 2001). Las frecuencias altas
de VPH en los carcinomas de orofaringe se han relacionado con la facilidad del acceso viral
a las células basales de las criptas amigdalinas, y a una aparente predileccidon por este sitio
anatomico, que presenta analogia con la zona de transformacion del cérvix. En un meta
andlisis se reportd una fuerte asociacion entre VPH-16 y cancer de amigdala (RR 15.1
1C95% 6.8-33.7) (Hobbs y cols. 2006). Estudios previos reportaron que la frecuencia de
casos de cancer bucal VPH positivos, analizados mediante el uso de la técnica de PCR, .'
varia del 4 al 71% (Herrero y cols.2003, Smith y cols. 1998). El VPH-16 es el tipo viral
mas 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-16

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

Las frecuencias de CByO asociados con la infeccién por VPH son muy variables,
debido probablemente a diferencias en los métodos seguidos por los diferentes estudios,
entre los que destacan el nimero de casos incorporados, el tipo de poblacién sujeta a
estudio, el método y sitio de recoleccion de la muestra, la técnica de extraccidén de ADN asi

como el método molecular utilizado para la deteccion del ADN viral. Los métodos usados
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para el diagnéstico de la infeccion por VPH estan basados principalmente en la deteccion
del ADN viral y han sido agrupados en ensayos de alta sensibilidad, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), ensayos de moderada sensibilidad como el Southern blot y
de baja sensibilidad como la hibridacién in situ o inmunohistoquimica (Miller y cols.
1996). Actualmente la técnica mas utilizada para la deteccion de ADN-VPH es |a técnica

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

Con respecto a las diferencias geograficas, la variabilidad en las frecuencias pudiera
ser atribuida a las caracteristicas étnicas de la poblacidn, por ejemplo, en tres poblaciones
diferentes se muestran prevalencias variadas para el carcinoma de cavidad bucal asociado
con la infeccién por VPH: en una poblacién africana se detecté VPH en el 1% (Van
Rensburg y cols. 1996), en una poblacion de Finlandia se observo un 30% de casos de
cancer bucal con VPH (Chang y cols. 1990), y en una poblacion de Taiwan el 76% de los
carcinomas de cavidad bucal se asocio con la presencia de VPH (Chang y cols. 1989). Otro
factor a considerar en la variabilidad de las frecuencias es el tamafio de la muestra; el
estudio que presenta el indice mas alto de deteccion tiene un niimero muy reducido de
pacientes {Smith y cols. 1998), en ¢l que se analizaron solo 14 muestras positivas a VPH,
de las cuales 10 (71%) resultaron positivas a VPH de alto riesgo, en contraste, la
prevalencia del 4% proviene de un estudio multicéntrico realizado en nueve paises y que

incluyé 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 cancer bucal, la prevalencia
reportada para los casos VPH positivos fue del 43%, siendo los tipos VPH-16 y 18 los mas

frecuentes (55% y 18% respectivamente). En este estudio ¢l 53% de los casos de cancer
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bucal con infeccidon por VPH, no tenian 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
cancer 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 reporté una frecuencia de VPH

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

1.2.3.4 Caracteristicas clinico-patol6gicas del CByO VPH+

Diversos estudios han reportado la presencia de tumores de cavidad bucal y
orofaringe asociados a VPH en pacientes jovenes (40 a 60 afios), por otro lado, los
pacientes con CByO VPH negativo generalmente son mayores (>60 afios), en promedio son
5 afios mayores (Fakhry y cols. 2008, D"Souza y cols. 2007, Smith y cols. 2004, Strome y
cols. 2002). Un estudio reciente reportd que los pacientes con CByO positivos a VPH eran
predominantemente de raza blanca y que adicionalmente presentaban un alto nivel

educativo y economico, en comparacién 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 analisis reciente reportd el impacto en la supervivencia de los CVADS
con infeccion por VPH, demostrando que los pacientes positivos para VPH tenian un bajo
riesgo de muerte (meta RR 0.85 1C 95% 0.7-1.0), asi como un bajo riesgo de recurrencia
(Meta RR 0.62 [C95% 0.5-0.8) en comparacion con los pacientes con CBy(Q VPH
negativos (Ragin y cols. 2007). Datos sobre un estudio prospectivo en fase 2 (Fakhry v
cols. 2008), confirmaron que la infeccion por VPH predice una mejor respuesta a

tratamiento con quimioterapia y radioterapia. El estatus de VPH en tumores de orofaringe
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fue estadisticamente significativo en relacion con la respuesta a la terapia de induccion
(82% contra 55%), por otro lado, la sobrevida mejoré cuando fue evaluada a los 2 afios
(95% contra 62%) vy el riesgo de progresion de la enfermedad fue 72% mas bajo de lo

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

La evaluacién de la respuesta a la terapia, en otro estudio en pacientes con cancer de
orofaringe, se encontrd que la presencia de VPH-16 se asocid a una mejor respuesta a la
guimioterapia (p=0.001) y a la terapia combinada de quimioterapia con radioterapia
{(p=0.0005), asi como con una mejor supervivencia (p=0.007) (Worden y cols. 2008). En un
estudio de 100 pacientes con cancer de orofaringe vy co expresion de VPH/pl6, se demostrd
que presentaban una mejor supervivencia en comparaciéon con aquellos pacientes con
tumores VPH negativos, o positivos pero que no expresaban pl6 (Weinberger y cols.
2006), lo cual revalida la correlacion existente entre la expresion de VPH y p/6 (Kumar y
cols. 2008). Estos resultados confirman que e] estatus de VPH es un buen biomarcador
prondstico en los tumores de cabeza y cuello. Existen caracteristicas especificas asociadas
al estatus del VPH en los tumores de cabeza y cuello que permiten tomar decisiones

terapéuticas para cada caso (Cuadro 1).



Cuadro 1. Diferencias entre los carcinomas de cabeza y cuello de acuerdo al estade del
VPH

VPH negativos VPH positivos o

Factores moleculares

Pérdida de p33, por mutacion Presencia de p33 sitvestre

Aumento en la regulacién de pRb Disminucion en la regulacién de pRb

Baja expresion de p/6 Sobre-expresion de pl 6

Sobre-expresion de ciclina D Baja expresion de ciclina D

No ADN/ARN VPH Presencia de ADN/VPH (>85% tipo 16) VPH E6 y E7
Factores epidemiolégicos

Fumadores intensos No fumadores

Bebedores intensos Minimo o moderado consumo de alcohol

Baja exposicion a la mariguana Alta exposicion a la mariguana

Baja exposicidn de sexo oral Alta exposicidn de sexo oral

Pacientes mayores (>50 afios) Pacientes jovenes (<45 afios)

Bajo estado socioecondémico Alto estade socioecondmico

Decremento de incidencia Incremento de incidencia
Factores clinicos o

Todos los sitios de cabeza y cuello Predominantemente orofaringe (amigdala y base de lengua)

Mal pronostico de sobrevida Buen prenéstico de sobrevida

Impredecible respuesta a radioterapia Radiosensible

1.2.4 Antecedentes familiares de cancer

Son escasos los estudios que han evaluado la existencia de antecedentes
heredofamiliares con la presencia del CByQ. La presencia de antecedentes familiares de
cancer bucal y orofaringeo, puede involucrar aspectos genéticos y ambientales, incluyendo

la susceptibilidad genética y la exposicidn a factores exdgenos (Garavello y cols. 2008).

Un estudio de casos y controles en E.U. reporté una RM de 1.2 (IC 95% 0.7-2.3)
para los pacientes con historia de cancer bucal y orofaringeo, y una RM de 1.6 (IC 95%
0.7-3.8) para aquellos con historia de cancer de esdfago y laringe (Goldstein y cols. 1994).
En otro estudio de casos y controles en Puerto Rico realizado en pacientes con cancer bucal
y faringeo se reportd que aqueltos pacientes con antecedentes familiares de primer grado de
cancer bucal y faringeo tenian un riesgo 2.5 (IC 95% 0.8-8.0) veces mayor de presentar este
tipo de neoplasias en comparacién con los que no tenian este antecedente familiar, y un

riesgo de 2.6 (IC 95% 1.4-4.8) veces para aquellos con antecedentes de CVADS (Brown vy
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cols. 2001). Un estudio realizado en la Ciudad de México recientemente reportd que los
individuos con antecedentes familiares de cancer presentaron un riesgo incrementado (3.6

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

Adicionalmente, un estudio de casos y controles multicéntrico (Garavello y cols.
2008) analizo la relacion existente entre el CByO y la historia familiar de cancer en primer
grado, los resultados del analisis multivariado mostraron que existe un riesgo alto en
aquellos pacientes con historia familiar de cancer bucal y faringeo (RM 2.6, IC 95% 1.5-
4.5), asi como para cancer 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 cancer bucal y faringeo/laringeo,
presentaron un riesgo de 7.1 (IC 95% 1.3-37.2) veces mayor de presentar este tipo de
neoplasias en comparacion con el grupo control. Con los hallazgos de este estudio se
concluyd que la historia familiar en primer grado de cancer bucal, faringeo y laringeo es
fuertemente un riesgo de CByO, independientemente del tabaco y el alcohol (Garavello y

cols. 2008).

1.2.5 Inestabilidad genémica

La combinacion de los datos epidemiolégicos y de biologia molecular ha
demostrado que pueden requerirse miultiples cambio genéticos en la tumorigénesis.
Ademaés, a consecuencia de estos cambios se podrian acumular mas alteraciones genéticas
que provocan dafios tanto a nivel cromosomico como gendmico, con lo cual se acelera el
proceso tumoral. Por este motivo, el mantenimiento de la estabilidad gendmica es de vital

importancia para la supervivencia celular que depende de la correcta regulacién de los



sistemas de respuesta celular al dafic gendémico y de la integridad de los sistemas de

reparacién del mismo.

La pérdida de la estabilidad genémica parece ser un paso clave que ocurre en las
primeras etapas del proceso de la tumorigénesis. Este fenomeno contribuye a crear un
ambiente permisivo para la ocurrencia de alteraciones de genes claves en el control de la
proliferacion celular, como genes supresores tumorales y genes reparadores de dafio al
ADN (Ponder 2001). En las células tumorales existen dos tipos de inestabilidad generadas a
partir de vias diferentes: la inestabilidad a nivel cromosomico (translocaciones, deleciones,
duplicaciones, aneuploidias o inversiones) y la inestabilidad de microsatélites en ADN
(mutacicnes puntuales o deleciones/insercicnes de secuencias microsatélite) (l.engauer y

cols. 1997).

La inestabilidad de microsatélites es el resultado de defectos en el sistema de
reparacion de bases mal apareadas (MMR, Mismatch repair) que corrige los errores que se
producen durante la replicacién del ADN, tales como inserciones o deleciones de un
nucledtido o0 mas, o la substituciéon de una base por otra (Jiricny 1998(a), Marra y Schar
1999). Si estas alteraciones no son detectadas por el sistema de reparacion 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 nucledtidos no
complementarios en el ADN con una frecuencia de un error por cada 100,000 nucleétidos
(Kingler y cols. 2002). A esta acumulacion de mutaciones puntuales cabe afiadir las

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



La preservacion de la integridad gendmica requiere el funcionamiento apropiado de
varios mecanismos tales como la replicacién, la reparacion y el mecanismo de
procesamiento del ADN; el sistema MMR es uno de los mecanismos encargados de reparar

€510S errores.

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

Las proteinas implicadas en el procesoc de MMR estdin muy conservadas
evolutivamente, lo que pone de manifiesto la importancia de este tipo de reparacién 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: AMLHI, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS] y hPMS2 (Jiricny y
Nystrom-Lathi 2000). En estos genes se han encontrado numerosas mutaciones asociadas
con diversos carcinomas cuyos tumores presentaban adicionalmente inestabilidad

genomica.

Los genes homdlogos de MutS son: AMSH2, hMSH3 y hMSH6 que forman dos
heterodimeros que reconocen ADN desapareado: MutSa (AMSH2/AMSHG) y MutSp
(AMSH2/hMSH3) (Acharya y cols. 1996, Habraken y cols. 1996). MutSo se une
perfectamente a bases mal apareadas y a zonas de insercion/delecion de una base, mientras
que MutSp se une predominantemente a zonas de insercién/delecion de 2-4 bases (Jiricny

1998).

Los genes homdlogos de MutL son: AMLHI, hMLH3, hPMS1 y hPMS2, los cuales
pueden interaccionar para formar dos heterodimeros, MutLa (hAMLHI/APMS2) y MutLp

(hMLHI/APMSI) (Guerrette y cols. 1999). MutLa puede interaccionar con AMSH2, MutSa,
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MutSp y con el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) con lo cual se forma un
complejo indispensable para el funcionamiento del MMR (Gu y cols. 1998, Umar y cols.

1996).

Los complejos MutS/MutL reclutan elementos adicionales en la zona de reparacion,
acoplando el reconocimiento del apareamiento incorrecto y la discriminacion de la cadena,
la excision y la resintesis. La funcion acopladora del heterodimero MutLu probablemenie
depende de la unién de ATP y/o de la actividad de hidrélisis por los sitios N-terminal

conservados de AMLH! y hPMS2 (Ban y Yang 1998).

[.a mayoria 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 estructuracién, y son causadas por sustituciones de una base o
pequefias deleciones e inserciones, 0 ambas, generalmente de [-5 pb (Samowitz y cols.

2002),

Deteccion de cadena dafiada: Estudios realizados en levaduras y mamiferos han

demostrado la implicacion de PCNA en el mecanismo de deteccion de las cadenas dafiadas,
ya que este puede interaccionar con los homdlogos de MutS y MutL (Gu y cols. 1998,
Umar y cols. 1996). PCNA es requerido antes y durante el paso de excisidn, asi como en la
resintesis de] 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

conducird a la formacion de un bucle, lo cual conduce a la rotura del ADN de doble cadena.

Excision v resintesis: Se ha identificado la participacién de tres exonucleasas en el

sistema MMR: Exol y las exonucleasas proofreading de las ADN polimerasa 8 y ¢, Exol es
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una exonucleasa 5°-3" que se activa para evitar las mutaciones (Szankasi y Smith 1995). La
resintesis de la cadena cortada parece estar coordinada por la accidn de la ADN polimerasa
d vy un complejo de proteinas como PCNA, las proteinas SSB (proteinas de estabilizacion
de replicacion en cadena sencilla), la proteina de replicacion A (RPA), algunas helicasas y
finalmente una ADN ligasa que completa la reaccion del MMR (Lin y cols. 1998, Modrich

1997).

1.2.6.1 Gen hMLHI

El gen AMLHI es un gen reparador de dafio al ADN, que pertenece al sistema MMR,
es homodlogo del gen Mutl. del Escherichia coli, y se encuentra localizado en la regidn 21
del brazo corto del cromosema 3 (3p21), se encarga de corregir errores que ocurren durante
la replicacién y recombinacion del ADN. Es un gen que se expresa principaimente en
aquellas células que se encuentran en constante renovacidn, como las células de la mucosa

gastrica y las de la mucosa bucal (Fink y cols. [997, Fleisher y cols. 2000).

La region codificante del gen AMLH/ consta de 2271 pb y 19 exones, su promotor
esta constituido por 57 islas CpGs (Greenspan y cols. 2007) (Figura 3). Este gen codifica
para la proteina hMLHI que participa en la reparacién de las bases mal pareadas, formando
un heterodimero con la proteina hPMS2, formando el complejo hMutLa que coordina la
interaccién entre el complejo de reconocimiento de la lesion y otras proteinas que
participan en el proceso de reparacion del ADN (Schofield y Hsieh 2003, Mitchell y cols.
2002). Lipkin y cols. (2000) demostraron que el gen AMLH! también puede formar
heterodimeros con AMLH3 y hPMS!. El complejo AMLHI/AMLH3 tiene una funcion

similar a hMutLa en la reparacién de las asas formadas por insercién/delecion, mientras
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que la funcion de AMLHI/APMS! (complejo hMutLf3) no ha sido claramente determinada

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

El silenciamiento del gen #AMLH 1 puede deberse a mecanismos genéticos, como son
las mutaciones, o por mecanismos epigenéticos, como lo es la metilacion de su promotor, la
alteraciéon de este gen por cualquiera de estos mecanismos favorece la inestabilidad
cromosomica, contribuyendo con el desarrollo de diversos procesos neoplasicos (Sengupta

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

Aunque algunas regiones del gen AMLH/ parecieran presentar mayor frecuencia de
mutacion, el espectro mutacional es heterogéneo y abarca toda |a region codificante (Vasen
y cols. 1996). El cancer de colon ha sido el principal modelo de estudio para el gen AMLH]I,
en este tipo de tumores se han descrito mas de 240 mutaciones, de las cuales

aproximadamente el 60% corresponden al gen AMLH /[ (Peltomaki y Vasen 1997).

El gen AMLH! participa de forma importante con en la inestabilidad gendémica,
relacionandose de esta forma con diversos procesos carcinogénicos como: los carcinomas

de! 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 cols.

2007, Piccinin y cols. 1998).

Se ha descrito que las mutaciones en el codon de terminacion natural de la proteina
hMLH]1 son claves para el desarrollo de ciertas neoplasias como el cancer colorectal, se
sabe que el dominio C-terminal es requerido para su dimerizacién con hPMS2 y para el
reconocimiento del error en el ADN, se ha demostrado que la capacidad de dimerizacion
del hALLH] es reducida en un 80% si su dominio C-terminal estd afectado (Guerrette y cols.

1999).

1.2.7 Eventos epigenéticos

Los cambios heredables en la expresion del gen, que no son atribuibles a cambios
en la secuencia del ADN, es decir, los acontecimientos biologicos que no pueden explicarse
por los principios genéticos, y que pueden ser transmitidos a las células hijas durante la

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

En una perspectiva clésica, se ha visto al cancer como un grupo de enfermedades
caracterizadas por anormalidades genéticas progresivas que incluyen mutaciones en genes
supresores y oncogenes, ademas de anormalidades cromosoémicas que pueden ir desde
translocaciones, hasta la pérdida y ganancia de regiones cromosomicas completas. Sin
embargo, en el desarrollo del cancer también participan los eventos epigenéticos (Herman v
Baylin 2003). Los cambios epigenéticos més frecuentemente estudiados son la metilacién
de ADN en el promotor de diversos genes y las modificaciones en los residuos de las

histonas (Figura 4).
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A) Metlaadn de ARN

Figura 4. Principales alteraciones epigenéticas.A) La metilacién del promotor reprime la
transcripcton del gen. B) Diferentes adiciones covalentes en los residuos de las histonas.

1.2.7.1 Epigenética de las células normales

El silenciamiento fisiologico 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
biologicos que incluyen diferenciacion, impronta génica y silenciamiento de grandes

regiones cromosomicas (Nakao 2001).

En la impronta gendmica los eventos epigenéticos tienen una tmportante
participacion, 1a hipermetilaciéon de ADN de uno de los dos alelos de los padres asegura la
expresion monoalélica, asi como en la inactivacion del cromosoma X en mujeres (Mundo-

Ayala y Jaloma-Cruz 2008).

La metilacién de ADN es un mecanismo de control de la expresion génica que se
encuentra presente de forma normal en algunas etapas tempranas del desarrollo, asi como
en la inmovilizacién de transposones; por otro fado, la hipermetilacién de secuencias
repetidas del genoma previene inestabilidad cromosémica, translocaciones e mnterrupcion

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

24



1.2.7.2 Metilacion de ADN

La metilacién de ADN como modificacion epigenética tiene un papel trascendente
en el control de la actividad de los genes y en |a arquitectura del niicleo celular; en los seres
humanos esta modificacion ocurre Onicamente en las citosinas que Se encuentran
precediendo a una guanina, recibiendo el nombre de dinucleétidos CpG. Esta modificacion
consiste en la adicion enzimética de un grupo metilo en la posicién C> de las citosinas
mediante la enzima ADN metiltransferasa (ONMT), en presencia del donador de mettlos S-

adenosil metionina (SAM); resultando 5-metilcitosina (5mC) (Herman y Baylin 2003).

Los dinucleétidos CpG se encuentran presentes uno por cada 80 dinucledtidos en el
98% del genoma humano, y cuando se encuentran agrupados en pequefios 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 [o largo
de una de las cadenas de ADN, frecuentemente localizadas en Ja zona cercana al promotor

de los genes, y que habitualmente no se encuentran metiladas (Herman y Baylin 2003).

Se ha observado que existe una correlacién entre la densidad de residuos de citosina
metiladas y la actividad transcripcional (Kass y cols. 1997). La unién covalente de un grupo
metilo al carbono 5 del anillo de citosina, no afecta el apareamiento de bases, pero
interfiere la unién ADN-proteina, reduciendo la afinidad de factores de transcripcion a la

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

Las enzimas encargadas de la union 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 esta encargada de metilar ADN hemimetilado; es decir,
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mantiene los patrones de metilacion, mientras que las otras dos son responsables de la

metilacion de nove del ADN (Cho y cols. 2004).
1.2.7.3 Metilacion en el promotor de genes y cancer

Estudios previos han demostrado que existe una correfacidn cercana entre la
metilacion y el silenciamiento de un gran namero de genes relacionados con los procesos
carcinogénicos (Esteller 2008, Robertson 2005, Strathdee y Brown 2002). En los procesos
neoplasicos las alteraciones en la metilacion inician principalmente con una hipometilacion
global, seguida de una hipermetilacidn que especificamente se localiza en las islas CpG de

los promotores de genes (Feinberg y Tycko 2004).

El silenciamiento por metilacién en el promotor de diversos genes es el evento
epigeneético frecuentemente asociado a multiples neoplasias malignas tales como: céncer
gastrico (Kim y cols. 2010), céncer hepatico (Li y cols. 2010), cancer de mama (Karray-
Chouayekh vy cols. 2009) y cancer de cabeza y cuello (Steinmman y cols. 2009, Zou y cols.
2009), dentro de los cuales se encuentran los carcinomas de eséfago (Wang vy cols. 2009,
Guo y cols. 2006) y los de cavidad bucal (Czerninski y cols. 2009, Viswanathan y cols.

2003).

1.2.7.3.1 Metilacion de genes en cincer de cabeza y cuello

En los diversos tipos de cancer de cabeza y cuello (CCyC) la metilacién de la regién
promotora de diversos genes ha sido reportada como uno de los mecanismos
frecuentemente ligado a su inactivaciéon (Cuadro 2). Entre los principales genes se
encuentran aquellos que participan en la regulacion del ciclo celular como el gen p/6, que

se¢ ha reportado metilado en los tumores de cabeza y cuello en frecuencias que varian del 5
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al 88% (De Schutter y cols. 2009, Wang y cols. 2008). Otros genes involucrados en Ja
regulacion del ciclo celular son el gen p/4 y el gen p/3, que se han reportado metilados del
7 al 43% (Guo y cols. 2006, ishida 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 reparacton 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 cols.
2001). La importancia de este gen radica en la reparacion del genoma cuando el ADN sufre
dafios por alquilacion, ya que es capaz de eliminar los grupos alquilo localizados en la
posiciéon O° de la guanina, lo cual permite mantener la estabilidad gendmica (Steinmman y

cols. 2009, Rosas y cols. 2001).
1.2.7.3.2 Metilacion del gen AMLHI en cancer de cabeza y cuello

Otro importante gen de reparaciéon de ADN que presenta metilacién en su promotor
es el gen AMLH], perteneciente al sistema de reparacion de bases mal pareadas (MMR). Su
silenciamiento por metilacién impide eliminar los enlaces base-base erréneos, facilitando la
transformacion maligna de las células epiteliales, al acumular mutaciones génicas (Fleisher
y cols. 2000). Diversos estudios (Zuo vy cols. 2009, Sengupta y cols. 2007, Demokan vy cols.
2006, Liv y cols. 2003, 2002) han analizado el estado de metilacion del gen AMLH! en
tumores de cabeza y cuello, mostrando una amplia variedad en las frecuencias de
metilacién de este gen. La frecuencia de metilacién del gen AMLH en CCyC se ha
reportado desde un 32 hasta un 92% (Liu y cols. 2002, Zuo y cols. 2009), para el cancer de

esofago las frecuencias van del 3 al 62% (Tzao y cols. 2005, Wang y cols. 2008).
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Son escasos los estudios que han analizado la asociacion entre el patrdén de
metilacidén del gen AMLHI y el cincer de cavidad bucal, Viswanathan y cols. (2003)
reportaron una frecuencia del 8%, por otro lado, Czerninski y cols. (2009} encontraron que
el 17% de los casos de céancer bucal incluidos en su estudio mostraban metilacion en el
promotor del gen AMLH/. Las caracteristicas de los estudios enfocados al analisis del
patron de metilacion del gen AMLH en los diferentes CCyC se muestran en el Cuadro 3.
Viswanathan y cols. (2003) realizé un estudio en el que se incluyeron 99 pacientes con
cancer bucal de la India, para determinar el estado de metilacion del gen HMLH/se utilizo
una enzima de restriccion (Hpall), en este estudio no se aporto informacion sobre las
caracteristicas de los casos incluidos, por otro lado no se analiz6 la asociacion con oras
variables. Por su parte, Czerninski y cols. (2009) en Israel, incluyd para su estudio 28 casos
de cancer bucal, sin diferencias en sexo (50%hombres, 50% mujeres}, la mayor parte de su
poblacion estudiada se encontraban en un rango de edad mayor a los 50 afios (24/85%).
Mediante el uso de MSP se¢ analizd ¢l estado de metilacion de dos genes reparadores de
dafic al ADN que pertenecen al sistema MMR, el gen AMLHIy del gen AMSHZ, la
frecuencia de metilaciéon para ambos genes fue del 50%, de forma individual para el gen
hMLHI la frecuencia fue del 17%, y para el gen AMSHZ det 36%, una muestra presentd
metilacién en ambos genes. Adicionalmente, por inmunohistoquimica, se evalto la
expresion de ambas proteinas, sin embargo, su analisis no permitio que los resultados se
presentaran de forma clara. En este estudio, al igual que el anteriormente mencionado, no

se realizaron evaluaciones con las condiciones clinico-patoldgicas de los casos incluidos.
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Cuadro 2. Genes frecuentemente metilados en cancer de cabeza y cuello

Autoriafin i pii plo Al E-Cuddering
* Sanchez y col 2000 » 2% i

Rosas y col 2001 , 47%

Hasegawa y col 2002 32% 36%

Liuy col 2002

Ogi y col 2002 14% 9% 29%

Liuy col 2003 3

Viswanatharn y col 2003 ) 23% 23% 35%

Kulkarni y col 2004 sn 67%

Wong y ¢ol 2004 20% 42%

Ishida y col 2005 43% » 74% 5

Puri y col 2005 ] 36%

Tran y col 2005 ; 63% -

Tzao y col 2005 SN

Demokan y col 2006 L

Guoy col 2006 7% 17% 50% 14% 31%

Kato y col 2006 K 51% S0 1

Calmon y col 2007 30% ' 63%

Chen y col 2007 NPl =13 21%

Righini y col 2007 11% 18% 29% 11%

Sengupta y eol 2007 i

Wang y col 2008 ' 88%

Czeminski y col 2009

De Schutier y col 2009 5% 13%

Ohia y col 2006* 64%

Steinmann y col 20067 60%

Wang y col 2009 54% 68%

SC=sm datos

DAPK
18%
33%
24%
7%

68%
20%

24%

81%

27%

11%

67%

MGMT hMLHT

33%

23%
92%
50%

41% 8%

5%

26%

30% 23%
62%
47%

16% 33%

56%

29%, 2%

‘ 23%

27% 3%
17%

42%

~1

53% 69%

RAS

5%

93%

20%

2%

18%



Cuadro 3. Metilacion del gen AMLH/ en tumores de cabeza y cuello

Auto/afio Pais Aducstras Casos 1 Edad Tab: Alc Tumar Modulos  Etepa clinica Hx Met
EU CCyC 13* - s = — - . . . 9707,
Liu /2002
Viswanathan/2003  India CB 99+ 8%
Liu /2003 EU CCyC 16* - - — — - —— — - 500
Demokan/2006 Turquia CCyC 116+  88%M >4591% 84% 29% --- NO 73% -1V 56% - 47%
Tzao/2005 China CE 60* 95%M - --- --- T3-467% NO 58% [-IT 65% 62%
Guo/2006 China CE 69% e -—- - - 33%
Sengupta/2007 India CCyC 123+ 69%M  =»5053% 60%  --- - -— HI-1V 54% -~ 23%
Wang/2008 China CE 123+ 65%M >6061% 45% 4d3% TI1-254% NQ 53% --- --- 3%
Czerninski/2009 [srael cB 28* 50%M >50 85% - -—- - - --- MB2%  17%
Zu0/2009 EU CCyC 120+ 95%M >6545% 67% 56% TI1-234% NGO 58% [I-IV 60% - 32%
Gonzilez/20109 México CB 51+ 51%M »>5084%  51% 45% TI1-253% NO 63% HI-IV 63% B92% 74%

'Bloque de paraﬁna,_- lejido fresco, M=Masculino, B=Bien diferenciado, M=Moderadamente diferenciado, Hpall=Enzima de restriccion, MSP=PC
metilacidn, fPresente estudio, DI=Datos incompletos.



2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

. Existe una asociacion entre la metilacion del promotor del gen AMLH]T y \a falta de
expresion de su proteina, con la presencia de CByO, y si existen interacciones con el

consumo de tabaco, alcohol e infeccién por VPH-167
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien, los antecedentes de consumo de tabaco, alcohol e infeccion por VPH han
sido factores de riesgo altamente asociados con los procesos carcinogénicos de la cavidad
bucal y orofaringe, existen reportes de CByO sin la historia de estos factores de riesgo
asociada, lo cual propone la blisqueda vy el analisis 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 anélisis del estado de metilacién en el promotor de un gen reparador de dafio
al ADN en un grupo de individuos con y sin CByO de la poblacién mexicana, aportaria
informacion importante del papel que desempefian los procesos epigenéticos en la

carcinogeénesis de cavidad bucal y orofaringe.

4. JUSTIFICACION

En la basqueda de posibles biomarcadores que se encuentren retacionados con el
desarrollo de CByO, la presente investigacion propone analizar el patron de metilacion en
el promotor de un gen reparador de ADN, el gen AMLH]I, que es un gen que participa en el
mecanismo de deteccion de dafio al ADN, siendo este evento uno de los primeros

mecanismos que se desencadenan durante la carcinogénesis de la cavidad bucal vy
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orofaringe. Adicionalmente, se propone evaluar si existe una correlacidon de la metitacion
del gen hMLHI con la falta de expresion de su proteina, asi como determinar si existe
alguna asociacion con los factores de riesgo de consumo de tabaco, aicohol e infeccién por

VPH en el CByO.

Son escasos los estudios sobre cancer bucal en los que se ha evaluado el estado de
metilacion de los genes reparadores de dafio al ADN, y que hayan determinado la
asociacion con los factores de riesgo y las caracteristicas clinico patolégicas en un grupo de
pacientes con CByOQ. El gen AMLHI es un gen que participa de forma importante en los
procesos de reparacién de dafio al ADN, su funcién 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 dafios al ADN, la ineficaz participacion del gen
hMLH! en la reparacion 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 hMLH I 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 inactivacién del gen AMLFH! se encuentra
relacionada con el desarrollo del CByO, lo cual permitiria ampliar el conocimiento sobre la

conducta bioldgica de este tipo de neoplasias.

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

de la terapia epigenética en los casos de CByO que presenten metilacién del gen hMLHI,
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aunado al probable factor pronéstico que el estado de metilacidén pudiera representar en el

CByO.

El presente proyecto permitird continuar con la linea de investigacién relacionada
con biomarcadores y céncer bucal, que se ha desarrollado en la Universidad Autdnoma

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

5. HIPOTESIS

La metilacion en el promotor del gen AMLHI y la expresion de su proteina, se
asocia con la presencia de cancer bucal y orofaringeo, asi como con los factores de riesgo:

tabaco, alcohol y VPH.

6. OBJETIVO GENERAL

Estimar la asociacion de la metilacién en el promotor del gen AMLHI y la expresion
de su proteina con la presencia de CByO y su posible relacién con la infeccién por VPH-16

y el consumo de tabaco y alcohol.

6.1 Objetivos particulares

- Determinar el estado de metilacion en el promotor del gen AMLH! y la expresién de
su proteina en CByO.

- Estimar la asociacion de la metilacién del gen AMLHI y la expresion de su proteina
con la etapa clinica del CByQ.

- Estimar la asociacién de la metilacidn del gen AMLH1 y la expresién de su proteina
con el CByO y con el consumo de tabaco, alcohol e infeccion por VPH.

- Estimar la asociacion del tabaco vy alcohol con el CByO,
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- Estimar la asociacion de la infeccion con VPH con la presencia de CByO.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Diseinio del estudio

Estudio de casos y controles pareado por edad y sexo, que se desarrollé en un
periodo de dos afios, con la participacion del Departamento de Cabeza y Cuello del INCan,
el Laboratorio de Histopatologia de la UAM-X, el Laboratorio de Toxicologia Ambiental
de] INCan, el Departamento de Oftalmologia del Hospital “Dr. Manuel Gea Gonzélez” y la

Clinica Estomatologica “Rafael Lozano” de la UAM-X.

Para el propdsito del presente estudio y con base en la Clasificacién Internacional de
Enfermedades de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO 1992) se utilizo el término
de cancer bucal para referirse al carcinoma escamocelular localizado en la mucosa bucal
(mucosa yugal y mucosa labial), el piso de boca, los dos tercios anteriores de la lengua
(dorso y bordes laterales), el paladar duro y el proceso alveolar (CO1-C06). El término de
cancer orofaringeo se utilizd 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 inclusién de los casos

» Pacientes mayores de 18 afios, con diagndstico histolégico de CByO primario, que
no hayan recibido tratamiento médico previo (cirugia, quimioterapia o radioterapia).

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

e Pacientes con CByO que hayan sido tratados (cirugia, radio o quimioterapia).
e Pacientes con neoplasias malignas de glandulas salivales, melanoma, linfoma o
sarcoma bucal.

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

7.2.3 Criterios de inclusion de los controles

¢ Individuos mayores de 18 afos, sin CByO, pareados por edad (considerando + 5
afios) y sexo con los casos.

e Que acepten participar en el estudio, mediante Ja firma de carta consentimiento.

7.2.4 Criterios de exclusion de {os controles

o Individuos con neoplasias malignas o historia de ellas.

e Individuos con desérdenes potencialmente malignos.

Individuos con alteraciones sistémicas que afecten la respuesta inmune.

Los casos contaran con cuatre controles cada uno y seran seleccionados de dos fuentes
diferentes:
[. Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez™
Se incluyeron a los pacientes del Servicio de Oftalmologia del Hospital General “Dr.

Manuel Gea Gonzdlez”, se selecciond este servicio, debido a que brinda atencion médica a

personas con un nivel socio-econémico comparable al de los pacientes que acuden al

35



INCan y que pertenecen al grupo de poblacién no derechohabiente, ademas, 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. Clinica Estomatoldgica “Rafael Lozano” de la UAM-X.

Se incluyeron a los pacientes que acuden a esta clinica estomatolégica para solicitar
atencién dental, ya que los pacientes gque solicitan servicio dental en esta clinica
generalmente pertenecen al grupo de personas sin seguridad social y son semejantes en
condicion socioecondémica 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 seleccion que implica incluir controles hospitalarios.

7.3 Variables

Las variables consideradas fueron:

Variable dependiente: metilacion del gen AMLHI.

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

consumo de tabaco y alcohol, cédncer bucal y orofaringeo, caracteristicas clinicas vy
localizacion del CByO, etapa clinica del paciente, de acuerdo al American Joint Comitee on
Cancer (AJCC), grado histologico del CByO, presencia de VPH, y expresion la proteina

hMLHI.

36



7.3.1 Criterios operacionales

Consumo de tabaco: Para el andlisis del consumo de tabaco se clasifico a los

pacientes en tres categorias, 1) No fumadores (aquellos que nunca han fumado
regularmente), 2) Fumadores (individuos que han fumado por lo menos 1 cigarrillo por dia
durante el ultimo afio), y 3) Ex-fumadores (individuos que por lo menos hayan fumado un
cigarrillo al dia durante un afio y que no han fumado en el ultimo afio) (SS, ENA 2003). Se
registrd también si se utilizaban cigarrillos con o sin filtro. Para los pacientes fumadores y
ex-fumadores, se registrd 1a edad de inicio del habito y se calculé el tiempo durante el cual
han mantenido ¢l habito (meses). Posteriormente, se calculé el nimero de paquetes (20
cigarrillos por paquete) que consumio por aflo y se calculd el total de cigarrillos.

Consumo de alcohol: Se cuantificd en unidades de bebida (UB) la cantidad de

alcohol que se ingirié por semana, de acuerdo al tipo de bebida que fue consumida, y
tomando en cuenta el contenido de etano] 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 promedic de consumo por UB fue de 30 ml, para vino de 125 ml,

y para cerveza y pulque de 130 ml.

Se clasifico a los pacientes en tres categorias: 1) No bebedores (aquellos que no
toman alcohol 0 que toman menos de una copa por semana), 2) Bebedores (individuos que
han ingerido mas de una copa a la semana por un afio), y 3) Ex-bebedores (individuos que
no han ingerido mas de una copa por semana durante ¢l afio previo al examen bucal) (SS,
ENA 2003). El grupo de ex-bebedores que refieran mas de 10 afios sin el habito, fueron re-

clasificados como no bebedores. Para los fines del analisis estadistico las categorias de
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fumador y exfumador fueron agrupadas como hébito positivo, de igual forma para las

categorias de bebedor y exbebedor.

7.3.2 Ficha de recoleccion de datos

W

Ficha para los casos (Ficha lcasos)

Ficha para los controles (Ficha 2 controles)

7.4 Analisis estadistico

Para describir Jas caracteristicas de los casos y los controles, se analizaron las
variables mediante medidas de tendencia central y de dispersién. Para la comparacion entre
variables se utilizaron las pruebas de X* y exacta de Fisher, seglin aplicaba en cada caso.
Con un modelo de regresién logistica condicional se estimo Ja asociacion entre la presencia
de CByO vy los factores de riesgo, asi como la razdn de momios y sus intervalos de

conflanza al 95%.
7.4.1 Tamaino de la muestra

El tamaiio de la muestra se calcul¢ considerando un disefic de casos y controles
pareado, cuatro a uno, para un nivel de confianza del 95% y un poder (1-B) del 80%,
suponiendo una prevalencia de metilacién en los controles del 15% y del doble en los casos

con CByO.

7.5. Procedimientos clinicos

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

cuello del INCan, se realizé un interrogatorio para obtener una ficha de identificacién que
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contenta datos socioecondmicos, antecedentes heredo-familiares, caracteristicas clinicas de
la lesiéon (color, textura, apariencia, extension, tamano y localizacién), con los que se
realizo la estadificacion de acuerdo a criterios establecidos por el AJCC, sintomatologia
asociada al padecimiento, fecha de inicio y tiempo transcurrido para la obtencién del
diagndstico, historia de consumo de tabaco y alcohol. Para los controles solo se registraron
datos socioeconémicos, antecedentes heredo-familiares, historia de consumo de tabaco y

alcohol.

Se realiz6 un examen bucal, tanto para los casos como para los controles,
registrando en la ficha de identificacion las lesiones bucales que se encontraron presentes,
en el Anexo de zonas anatdmicas se enlistan los puntos a considerar en la exploracion

bucal.

La obtencion de ADN en los casos, se realizé mediante tres cepillados citologicos
de la mucosa bucal, de la zona mas representativa de la lesion, por medio de un cepillo
citologico estéril de nylon, que posteriormente fue introducido en un tubo cénico de
polipropileno de 15 ml con 8 ml de un preservador celular comercial (Precervcyt, Cytyc
Corporation, USA). En los controles la obtencién de ADN se realizo mediante tres
cepillados citoldgicos de la mucosa bucal, de una zona topografica equivalente a la del
individuo afectado (caso), por medio de un cepillo citolégico de nylon estéril, que
posteriormente fue introducido en un tubo con 8 ml de Precerveyt. Adicionalmente, en los
casos se tomo una biopsia, tratando de que la toma fuera durante el procedimiento

quirdrgico para el diagndstico confirmatorio.
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El tejido obtenido de la biopsia fue dividido en dos partes, una parte fue utilizada
para la confirmacion del diagndstico y para evaluar que mas del 90% de la muestra incluida
correspondiera a c€lulas tumorales, la otra seccion se congeld a -20°C y fue almacenada,
para los estudios moleculares posteriores. Las biopsias obtenidas fueron procesadas en el
laboratorio de Histopatologia del INCan y en el laboratorio de Histopatologia de la UAM-
X. Los diagnésticos histopatologicos fueron realizados por un patélogo del Departamento

de Patologia General del INCan y corroborados por dos patdlogas bucales de la UAM-X.

7.6 Procedimientos de laboratorio

7.6.1 Extraccion y purificacion de ADN

Todos las soluciones utilizadas en los siguientes procedimientos fueron soluciones
de grado biologia molecular (libres de ADNsas y ARNsas), adicionalmente, para la
extraccidn y purificacion de ADN se utilizoé el kit comercial de Wizard” Genomic ADN

Purification Kit- Promega.

Cepillado citoldgico (casos v controles): El tubo conico de 15 ml con las muestras

citologicas fue colocado en un vortex (Bio-Rad BR-2000) durante 10 segundos, para
separar el material obtenido del cepillo citologico 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 desechd 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 pl de buffer de lisis nuclear (incluido en el Kit} y se traspasd la

muestra a un microtubo de 1.5 pd.
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Muestras tisulares de CByQ: Se colocaron 20 mg de tejido en un microtubo de 1.5

pl con 400 pl de buffer de lisis nuclear (incluido en el kit), se tritur6 el tejido mediante un
homogenizador de tejidos (OMNI Tissue homogenizer-TH), posteriormente ambas
muestras (citolégicas y tisulares) fueron aforadas a 600 pl con el buffer de lisis nuclear, las
muestras se colocaron en el vortex (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 pl de solucion ARNasa (de un stock de 20 mg/ml)
(Invitrogen®) y fueron incubadas a 37° C durante 30 minutos, posteriormente se afiadieron
20 pl de proteinasa k (de un stock de 20 mg/ml} (GibcoBRL®) y se incubaron a 65° C en un
termoblock durante | hora. Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente y se
afiadieron 200 pl de solucion precipitadora de proteinas (incluida en el kit), se colocaron en
el vortex 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 ul y se agregaron 600 pl de isopropanol al 100%, se invirti6 el tubo varias veces y se
colocaron las muestras en la centrifuga por 15 minutos a 16,000 g, se desecho el
sobrenadante, se agregaron 600 pl de etanol al 70%, se invirtid 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 vacidé se aspird 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 afiadieron 100 pl de solucion 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 fotoespectrometro (Bekman DU 650} utilizando una dilucién 1:200,
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finalmente las muestras del ADN obtenido fueron almacenadas a -20°C para los analisis
posteriores.

Se realizé la extraccion y purificacion ADN de todas las muestras incluidas en el
estudio (biopsias y cepillades citoldgicos): 51 muestras de tejido de CByQ, 153 cepillados
citologicos de casos de CByO (3 por caso) y 612 cepillados citologicos de 204 controles (3

cepillados por control).

7.6.2 Reacciones de PCR

Para la realizacién de las reacciones de PCR que a continuacion se describen, se
utilizo el ADN de las muestras incluidas con una concentracion de 100 ng/ul,
adicionalmente, se realizd la cosecha y extraccién de ADN de diversas lineas celulares, que

fueron utilizadas como controles positivos para dichos procedimientos.

Los oligenucleotidos utilizados se describen en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Secuencias de oligonucleétidos utilizados y producto esperade.

Gen Secuencias Producto
B globina
GH20 5°-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-¥
PC04 5°-CAA CTT CATCCA CGT TCA CC-3° 260 pb
hMLH] metilado
sentido 5'-GGAGTGAAGGAGGTTACGGGTAAGT-3¢
antisentido  5*-AAAAACGATAAAACCCTATACCTAATCTATC-3 184 pb
hMLH1 no metilado
sentide 5°-TTT TGA TGT AGATGT TTT ATT AGG GTT GT-3°
antisentide 5°-ACA CCT CAT CAT AAC TAC CCA CA-3° 124 pb
MYO9/MY 11
MYQ09 5°-CGT CCA AAA GGA AAC TGA GC-¥°
MY11 5-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GC-3° 450 pb
GP5+HGP6+
sentido 5’-CGT CCA AAA GGA AACTGA GC-3°
antisentido  5°-GCA CAG GGA CAT AAC AAT GC-¥ 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
FO46 5 TTG AAC CGA AACCGGTTAGT
R590 5 TCA TGC AAT GTA GGT GTA TCT CC3’ 500 pb

7.6.2.1 Amplificacién del gen B globina

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

a la amplificacién de un fragmento del gen B-globina, que es un gen altamente conservado

en las c€lulas humanas, utilizando un par de oligonucledtidos previamente descritos (Saiki

y cols. 1985).

La reaccion de PCR para la amplificacion del gen B-globina se llevé a cabo en un

volumen final de 30 pl, la cual contenia: 3 ul de buffer 10X, MgCl; 3 mM, dNTPs 2 mM,

oligonucledtidos GH20 y PC04 10 pmol, Ampli Taq Gold (dpplied Biosystems) 1.5 u/ul, se

aforo con agua y 2 pl de ADN de las muestras obtenidas.



Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94° C
por 7 minutos necesario para la activacién de la Taq polimerasa, posteriormente: 40 ciclos a
94° C por 30 segundos (desnaturalizacion), a 55° C por 30 segundos (alineacion), a 72° C
por 45 segundos (extension) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extension final).

Para la reaccion de PCR descrita se utilizaron sistematicamente los siguientes
controles: ADN de la linea celular CaSki, proveniente de cancer de cérvix VPH-16 como
control positivo y el control de reactivos de PCR sin ADN.

El gen B globina se logré amplificar en todas las muestras incluidas en el estudio

(muestras tisulares y cepillados citologicos).

7.6.2.2 Analisis del patrén de metilacion del gen AMLHI

Para determinar el estado de metilacién del gen AMLHI en todas las muestras se
realizd un PCR especifico para metilacion (MSP), previa modificacién con bisulfito de
sodio.

7.6.2.2.1 Modificacion del ADN con bisulfito de sodio

La modificacién del ADN fue realizada utilizando el siguiente kit comercial: EZ
ADN Methylation Kit™ (ZYMO-RESEARCH cat D5001). En un microtubo de 1.5 ul se
colocaron 3 pg de ADN, 10 ul de buffer de dilucion-M (incluido en el kit) y se aforé con
agua estéril a 50 pl. Se incubé la muestra en un termoblock (Dri-block DB-2) a 37 °C por
15 minutos. Posteriormente, se afiadieron 150 ui de reactivo de conversion CT (incluido en
el kit), se agito la muestra, se incubd en condiciones de oscuridad a 50 °C por 24 horas y se
colocd en una cubeta con hielo por 10 minutos. Para desulfonar la muestra, se utilizdé una
columna (incluida en el kit), con la cual se minimizé la pérdida de ADN durante el

tratamiento de limpieza. En fa columna soportada por un tubo colector de 2 ml, se
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colocaron los 200 pul de la muestra, previamente trabajada, se adicionaron 600 pl de buffer
de unién M (incluido en el kit), se colocaron tas muestras en un centrifuga (Biofuge fresco
Heraeus—Sorvall® de 24 plazas) por 1 minuto a 16,000 g, y se decanté el sobrenadante. Se
afiadieron 200 pl de buffer de lavado (incluido en el kit) a la columna y se centrifugd la
muestra durante | minuto a 16,000 g. Se colocaron 300 pl de buffer de desulfonacién M
(incluido en el kit) y se incubd por [5 minutos a temperatura ambiente para posteriormente
centrifugar por | minuto a 16,000 g. Se colocaron 200 pl de buffer de lavado y se
centrifugd durante 1 minuto a 16,000 g, se realizo un segundo lavado con 200 pl de buffer
de lavado, se centrifugd durante | minuto y se eliminé el contenido del tubo colector.
Finalmente, se adicionaron 10 pl de buffer de elusién (incluido en el kit) y se centrifugd por
1 minuto a 16,000 g, la muestra obtenida en el tubo colector correspondié al ADN

modificado con el cual se procedid a realizar el MSP.

7.6.2.3 PCR especifico para metilacion (MSP)

La amplificacion del ADN modificado fue realizada utilizando un juego de
oligonucledtidos para un fragmento de regién metilada y otro juego para la regidén no

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

hMLHI no metilado. La reaccién de PCR para la regién no metilada se llevé a cabo

en un volumen final de 25 ul, la cual contenia: 2 ul de buffer 10X, MgCl; 2 mM, dNTPs 2
mM, oligonucleotidos sentido (S) y antisentido (AS) 10 uM, Ampli Taq Gold (4dpplied
Biosystems) 1.5 u/pl, se aforo con agua y finalmente se agregaron 3 pl de! ADN

medificado.
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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 activacion de [a Taq polimerasa, posteriormente: 35
ciclos a 94° C por 35 segundos (desnaturalizacion), a 57° C por 35 segundos (alineacién), a
72° C por 45 segundos {extension) y un ultimo ciclo a 72° C por 7 minutos (extension
final).

hMLH I metilado. 1.a reaccion de PCR para la regidon metilada se llevo a cabo en un

volumen final de 25 ul, la cual contenia: 2.5 ul de buffer 10X, MgCl; 2.5 mM, dNTPs 2
mM, oligonucleotidos para AMLA! metilado (sentido-antisentido) 10 uM, Ampli Tag Gold

(Applied Biosystems) 1.5 u/ul, se aforo con agua y se agregaron 3 pl del ADN modificado.

Las reacciones de MSP fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 95°
C por 12 minutos, necesario para la activacion de la Taq polimerasa, posteriormente: 35
ciclos a 94.5° C por 30 segundos (desnaturaliacion), a 59° C por 30 segundos (alineacion),
a 72° C por 60 segundos (extension) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos (extension
final).

Para las reacciones de MSP descritas se utilizaron sistematicamente los siguientes
controles: ADN de la linea celular SW48, proveniente de cancer de colon y descrita como
metilada para el gen AMLHI (Deng y cols. 1999} v el control de reactivos de PCR sin

ADN.

7.6.2.4 Amplificacion de VPH

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

Juegos de oligonucledtidos: primeramente se utilizaron los oligonucledtidos universales
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MY09/MY11, que se encuentran localizados dentro de la region L1 del genoma del VPH,
que incluye los nucleétidos 6722 al 7170 del VPH-16, y las regiones correspondientes a
otros tipos virales. Estos oligonucleétidos son capaces de detectar mas de 25 tipos virales
del VPH, amplificando un fragmento aproximadamente de 450 pb (Manos y cols. 1989).

La reaccion de PCR para MY09/MY 1 lse llevo a cabo en un volumen final de 30 pl,
la cual contenia: 3 ul de buffer 10X, MgCl; 3 mM, dNTPs 2 mM, oligonucledtidos MY09 y
MY 11 10 pmol, Ampli Taq Gold (4dpplied Biosystems) 1.5 u/pl, se aforo con agua y
colocarén 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 activacion de la Taq polimerasa, posteriormente: 40
ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalizacidn), a 55° C por 30 segundos (alineacion) a

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

Posteriormente se utilizaron los oligonucledtidos GP5+/GP6+ localizados dentro de
la secuencia reconocida por los oligonucledtidos MY09/MY 1l que pueden detectar los
tipos virales 6, 11, 16, 18, 31, 33 y 32 del VPH (de Roda y cols. 1995). Para esta
determiancion la reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 ul, la cual
contenia: 6 ul de buffer 10X, MgCl> 4 mM, dNTPs 2 mM, oligonucledtidos GP5+ y GP6+
10 pmol, Ampli Taq Gold (4pplied Biosystems) 1.5 w/ul, se aforo con agua y agregaron 2

ul de ADN.

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

C por 7 minutos, necesario para la activacién de la Taq polimerasa, posteriormente: 40
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ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalizacion), a 48° C por 30 segundos (alineacidn), a
72° C por 45 segundos (extension) y un ciclo final a 72¢ C por 7 minutos (extension final).
Adicionalmente, se utilizaron los oligonucledtidos PGMY, localizados dentro de la
region L1 del genoma del VPH (Coutlée y cols. 2002). La reaccién de PCR se llevo a cabo
en un volumen final de 30 pl, la cual contenia: 3 pl de buffer 10X, MgCl, 3 mM, dNTPs 2
mM, oligonucledtidos PGMY(S) vy PGMY(AS) 10 pmol, Ampli Taq Gold (Applied

Biosystems) 1.5 u/ul, se aforo con agua y finalmente se agregaron 2 ul de ADN.

Las reacciones de PCR fueron programadas de la siguiente manera: Un ciclo a 94°
C por 7 minutos, necesario para la activacién de la Taq polimerasa, posteriormente: 40
ciclos a 94° C por 30 segundos {desnaturalizacion), a 55° C por 30 segundos (alineacién), a

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

Finalmente, se utilizaron los oligonucledtidos para el Gen E6 del VPH-16. La
reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 30 pl, la cual contenia: 3 ui de
buffer 10X, MgCl; 2 mM, dNTPs 2 mM, oligonucledtidos F046 y ARS90 10 pmol, Ampli

Taq Gold (4pplied Biosystems) 1.5 u/pl, se aforo con agua y se agregaron 2 pl del ADN.

Las reacciones de PCR fueron programadas de la sigutente manera: Un ciclo a 94°
C por 7 minutos, necesario para la activacién de la Taq polimerasa, posteriormente: 40
ciclos a 94° C por 30 segundos (desnaturalizactén}, a 50° C por 30 segundos (alineacion), a
72° C por 45 segundos (extension) y un ciclo final a 72° C por 7 minutos {extensién final).
En las reacciones de PCR descritas para la determinacion de la presencia de VPH se
utilizaron sistematicamente los siguientes controles: ADN de la linea celular CaSki,

proveniente de cancer de cérvix VPH-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
electroforests en gel de agarosa al 2% tefiido con | pl de bromuro de etidio [10 mg/ml),
utilizando 5 pl [0.5 pg] de un marcador de tamafio de 100 pb de un stock de 0.1 pg/l
(Trackit ™ 100 bp ADN ladder—lnvotrogenm), se cargaron 4 ul de la reaccion de PCR con
I ul de buffer de carga [2X] (10X BlueJuice™ Gel loading Buffer- Invotrogen™) por
carril, y se corri¢ el gel en una camara de electroforesis horizontal (Horizon® 58) a 100
voltios por 45 minutos aproximadamente, y finalmente el gel fue visualizado mediante luz
UV en un fotodocumentador (El Logic 200. System Imaging Kodak).

7.6.3 Analisis de expresion de la proteina hMLH1

7.6.3.1 Inmunohistoquimica

El analisis de la expresién de la proteina hMLH! se realizé mediante la técnica de
inmunohistoquimica. Se realizaron cortes histologicos de 2 a 3 um y se colocaron en
laminillas con poli-lisina que fueron colocadas en una estufa por 30 minutos a 60° para
fundir la parafina de las muestras. La hidrataciéon de las muestras se inicié eliminando Ja
parafina restante introduciendo las muestras en xilol, primero por 5 minutos y después por
30 segundos, posteriormente se termind la hidratacién introduciendo las muestras en
alcohol anhidro absoluto, luego a 96, 80, 70, 50% respectivamente, y finalmente en agua

destilada.

Para realizar el desenmascaramiento de epitopes, se colocaron las muestras en un
vaso de coplin de polipropileno de alta densidad con citrato de sodio pH 6.0 (Antigen
retrieval citra plus 1X BioGenex®). Se realizd un precalentamiento por 5 minutos de la olla
express para microondas, posteriormente se coloco el vaso de coplin con las muestras y se

reprogramo el microondas por 5 minutos més, se dejaron enfriar las muestras a temperatura
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ambiente y se lavaron las muestras con dos bafios de agua destilada, se incubaron las
muestras con peroxido de hidrogeno al 0.9% por 5 minutos, se lavaron con PBSTIX por 4
minutos y se colocaron 100 ul del anticuerpo primario anti MLH1 (Purified mouse anti-
MLH! monoclonal antibody-BD Pharmingen™) dilucion 1:50 en PBSTIX, se dejo a
temperatura ambiente por 30 minutos y se lavaron las muestras con PBST. Posteriormente,
se colocaron 100 pl del polimero MACH4 Mouse (HRP-Polymer Biocare Medical
MHRP520L) y se incubaron las muestras por 25 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron las muestras con PBSTIX, y se colocaron 100 pl del polimero MACH4
Mouse/Rabbit (HRP-Polymer Biocare Medical MHRP520L) vy se incubaron las muestras

por 25 minutos a temperatura ambiente, finalmente se lavaron las muestras con PBST1X.

Para el revelado de las muestras se colocaron 40 ul de cromogeno (Inmunodetector
3’3 diaminobencidina (DAB) cromdgeno Bio SB®) en | mi de buffer mouse/rabbit (DAB
polidetector Bio SB®), se monitorearon las muestras al microscopio hasta observar reaccion
positiva en el tejido control (hiperplasia fibrosa de mucosa bucal), posteriormente se
lavaron las muestras con agua corriente y fueron tefiidas con hematoxilina de Gill virada
con hidréxido de amonio (0.37 M), finalmente se deshidrataron las muestras realizandose

barios que fueron desde agua destilada hasta alcohol absoluto.

7.6.3.2. Conteo de expresion celular de la proteina hMLH1

El porcentaje de células positivas fue realizado con base en un estudio previo
(Bologna-Molina y cols. 2008). De cada laminilla fueron seleccionados 5 campos al azar;
se tom6 una microfotografia de cada campo (amplificaciéon 400x), posteriormente se

coloco sobre cada microfotografia una gradilla con 20 celdillas para realizar el conteo por
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celdilla de las células neoplésicas positivas a la tincidon de inmunohistoquimica con el
anticuerpo anti hMLH1. Para el conteo de expresién celular se realizd la suma total de los
5 campos, obteniéndose el porcentaje total de la expresion de la proteina hMLH | en cada
uno de los casos (células neoplasicas positivas/total de células neopiésicas = porcentaje
total de expresion de la proteina hMLH1}. Se consideré unicamente la positividad de los

nicleos celulares, la presencia del infiltrado inflamatorio no fue considerada para este fin.

8. RESULTADOS

Durante ¢l 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 (Q;-Q; 55-70) afios, y 204 controles con una mediana de edad de 63

(Q,-Q; 54-70) afios.

8.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Las caracteristicas demograficas y clinicas 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 caracteristicas de los 51 casos de CByQO se detallan en el Cuadro 6. La zona
anatomica mas afectada por cancer 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
existia compromisos hacia base de lengua y en 5 hacia piso de boca. La encia fue el
segundo sitio frecuentemente afectado, observandose en 16 (31%) de los casos; 13 casos
afectando la encla inferior y tres casos en la encia superior. La orofaringe fue afectada

Unicamente por un caso localizado en ta amigdala. Referente a las etapas clinicas en 32
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(63%) de los casos fueron diagnosticados en etapas avanzadas de la enfermedad (EC IlI-
IV). La mayor parte de los casos (92%) fueron clasificados histolégicamente como bien

diferenciados.

8.2 Asociacion de factores de riesgo con CByQ

El consumo de tabaco y alcohol fueron los factores de riesgo mas fuertemente
asociados con la presencia de CByQ, el 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 reporto en 23 (45%) de los casos y en 30 (15%) de los controles (p=0.046).
Adicionalmente, también se encontré asociacion entre la historia familiar de cancer v la

presencia de CByO (49% vs 25% p=0.001).

Los resultados del anélisis de regresion logistica 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 cancer se encuentran asociados con la
presencia de CByO. Por otro lado, de acuerdo a las RM ajustadas por tabaco, alcohol e
historia familiar de céncer los individuos con estos factores de riesgo presentan un riesgo
mayor de presentar CByO (2.60, 334 y 245, respectivamente), con significancia

estadistica solo para alcohol e historia familiar de cancer.

8.3 Analisis del promotor del gen AMLHI

Todas las muestras incluidas (casos y controles) fueron sometidas al andlisis del
promotor del gen AMLHI, de las 51 muestras de los casos, 38 (74%) mostraron metilacion

de] promotor del gen AMLHI; por otro lado, ninguna de las muestras de los controles
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mostrd metilacidén en el promotor del gen AMLH/. En la Figura 5 se observan muestras

representativas con resultados del anélisis por MSP para el gen hMLH]1.

En el presente estudio se observé que un alto porcentaje de las muestras de los casos
con metilacion en el promotor del AAM/LH/! correspondian al sexo femenino (23/60%), en
comparacion con el género masculino (15/40%) (p=0.018). No se observaron diferencias
entre el estado de metilacion y el uso de tabaco (p=0.199), consumo de alcohol (p=0.207),
historia familiar de cancer (p=0.349) y grado histolégico (p=0.561). Por otro lado, en lo que
respecta al tamafio de las lesiones, 24 {63%) de los casos metilados correspondian a
tumores T1 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 registré que 12

{92%) se encontraban en etapas clinicas avanzadas de la enfermedad (p=0.018) (Cuadro 8).

C Caso-11 Caso-23 Caso-36 Caso-48 Caso-28 Ctl-12-4
I | T U U A U R I I
MT M N M N M N M N M N M N M NCR
200 pb M: 182 pb

Figura 5. Muestras representativas de resultados de MSP para el gen hMLH1 en muestras de casos y
controles. Las lineas M y N corresponden a metilado ¥ no metilado, respectivamente. C-controles de lineas
celulares SW48 para metilado y MCF7 para no metilado. CR-control de reactivos de PCR, sin ADN.

8.4 Expresion de la proteina hMLH1

La falta de expresion de la proteina hMLH! fue observada en 12 (23%) de los casos
de CByO. Como se muestra en el Cuadro 9 no se observaron diferencias significativas entre

la expresién de la proteina y el uso de tabaco (p=0.324), el consumo de alcohol (p=0.336),
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la historia famitiar de cancer (p=0.324) y el grado histologico (p=1.000). Respecto al
tamafio del tumor, todas las muestras negativas a la expresion de la proteina correspondian
a la clasificacion T1-T2 (p<0.0001). Por otro lado, [a ausencia de expresion de la proteina
solo fue observada en las etapas clinicas tempranas de la enfermedad, (EC ! y 1[)

(p<0.0001).

Como se muestra en la Figura 6 la expresion de la proteina hMLHU es
predominantemente nuclear. En los casos positivos se observo que las células neoplasicas

presentaban un intenso marcaje nuclear.

Figura 6. Tincién de inmunohistoquimica para hMLHI. (a) Control positivo, hiperplasia
fibrosa que muestra tincién nuclear intensa en las células epiteliales {400x). (b, ¢) Células
neoplésicas de carcinoma bucal con expresién nuclear positiva (400x). (d) Expresion negativa de
células neoplasicas de cancer bucal {400x).

Con respecto al conteo celular, la mediana del porcentaje de células neopldsicas
positivas fue significativamente mas alta en los casos bien diferenciados en comparacion

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 metilacién (p=0.815)

(Cuadro 10).

En el Cuadro 11 se muestran los resultados del analisis de regresion logistica
multiple, observandose que al realizar el ajuste por sexc y uso de tabaco se obtuvo una RM
de 19.11 con un IC 95% 1.88-193.63, (p=0.013) para metilacion del AMLHIy la ausencia

de expresion de la proteina en etapas clinicas tempranas de la enfermedad.

8.5 Determinacioén de la infeccion por VPH en CByO

La presencia de VPH unicamente fue observada en un caso de cancer de orofaringe,
lo cual representd el 2% del total de las muestras incluidas, se determind que este
correspondia a VPH de alto riesgo, resultando positivo al gen E6 del VPH-16. E! los
controles la prevalencia de VPH fue del 0.5% (1/2004), que de igual forma que el caso, fue

VPH-16.
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Cuadro 5. Caracteristicas clinico-demogréaficas de los casos y controles

Casos Controles
(n=51) (n=204)
n (%) n (%) *p
Sexo
Masculino 26 (51) 104 (51)
Femenino 25 (49) 100 (49) 1.00
Mediana de edad (afios) 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 cdncer
Negativo 26 (31) |54 (75)
Positivo 25 (49) 50 (25) 0.001

*p=X2
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Cuadro 6. Caracteristicas clinico-patolégicas de 51 casos de cancer bucal y orofaringeo

n (%)

Localizacion

Lengua (borde lateral) 31 (61)

Encia 16 (31

Paladar 2 (4

Mucosa bucal 1 (2)

Amigdala ] (2)
Nédulos

NO 32 (63)

NI 19 (37)
Tamaio

T1/2 (< 2-4 cm) 27 (53)

T3/4 (> 4 cm) 24 (47)
Etapa clinica

/I (Temprana) 19 37)

[II/TV (Avanzada) 32 (63)
Grado histolégico

Bien diferenciado 47 (92)

Moderada y pobremente diferenciado 4 (8)
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Cuadro 7. Razén de momios e intervalos de confianza 95% para cancer bucal y orofaringeo
p hd g

RM Crudas D RM Ajustadas* P
(95% 1C) (95% IC)
Tabaco
No 1.00
Si 5.66 (2.48-12.92) <0.0001 2.60 (0.95-7.08) 0.060
Alcohol
No 1.00
Si 7.75(3.21-18.72) <0.0001 3.34 (1.16-9.58) 0.025
Historia familiar de cancer
Negativa 1.00
Positiva  3.32(1.69-6.52) <0.0001 245(1.16-5.18) 0.019

*Ajustada por tabaco, alcohol e historia familiar de cancer.
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Cuadro 8. Factores de riesgo y caracteristicas clinico-patologicas de acuerdo con el estado

de metilacion del gen AMLH en cancer bucal y orofaringeo

Metilado No metilado
(n=38) (n=13)
(%) n (%) o

Tabaco

No 21 (55) 4 (3

Si 17 (45) 9 (69) 0.199
Alcohol

No 23 (60) 5 (38)

Si 15 (40) 8 (62) 0.207
Historia familiar de céncer

Negativa 21 (55) 5 (38)

Positiva 17 (45) 8 (62) 0.349
Grado histolégico

Bien diferenciado 34 (89) 13 (100)

Moderado/pobremente diferenciado 4 (1) 0 (0) 0.561
Tamafo de tumor

T1/2 (<2-4 cm) 24 (63) 3 (23)

T3/4 (> 4 cm) 14 (37) 10 (77) 0.023
Etapa clinica

/11 (temprana) 18 47 1 (8)

I[/1V (avanzada) 20 (53) 12 (92) 0.018
Expresion de proteina

Negativa 12 (32) 0 ()}

Positiva 26 (68) 13 0.023

(100)
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Cuadro 9. Factores de riesgo y caracteristicas clinico-patoldgicas de acuerdo con la

expresion de la proteina hMLHI en cancer bucal y orofaringeo

Positiva Negativa
(n=39) (n=12)
n (%) n (%) p
Tabaco
No 21 (54) 4 (33)
Si 18 (46) 8 (67) 0.324
Alcohol
No 23 (39) 5 (42)
Si 16 (41) 7 (58) 0.336
Historia familiar de cancer
Negativa 18 (46) 8 (67)
Positiva 21 (54) 4 (33) 0.324
Grado histologico
Bien diferenciado 36 (92) L1 (92)
Moderada y pobremente diferenciado 3 % ] (8) 1.000
Tamano tumor
T1/2 (<2-4 cm) 15 (38) 12 (100}
T3/4 (> 4 cm) 24 (62) 0 (0) <0.0001
Etapa clinica
/I (temprana) 7 (18) 12 (100)
III/IV (avanzada) 32 (82) 0 (@ <0.0001
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Cuadro 10. Diferencias en la expresion de la proteina de acuerdo al grado histologico en
CByO

Expresion de hMLHI (%) P
Grado histolégico n= Media Mediana
+ DS (Min-Max)
Bien diferenciado 34 836+7.1 84.2(63.9-94.3y 0.004
Moderado/pobremente diferenciado 4 59.6 + 4.1 61.5 (54.9-62.5)

*p=Wilcoxon—Mann—Whitney
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Cuadro 11. Razén de momios e intervalos de confianza 95% de cancer bucal y orofaringeo

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 clinica

HI/IV (avanzado)  1.00

/11 (temprano) 19.11 (1.88-193.63) 0.013

*Ajustada sexo, tabaco y etapa clinica.
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9. DISCUSION

La presente investigacién representa un estudio de casos y controles pareado por
edad y sexo, este disefio es considerado una estrategia muestral, que nos permite evaluar un
evento de interés con base en la presencia (caso) o ausencia (control) del mismo, y que
representa una herramienta Gtil para estudiar problemas de salud poco frecuentes y de larga

evolucion, como lo es el CByQO (Lazcano-Ponce y cols. 2001).

9.1 Caracteristicas clinico patolégicas 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 cancer bucal la zona anatdmica predominantemente afectada, de acuerdo a
diversos estudios (Watanabe vy 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 asociacion, lengua fue afectada en

el 61% de los casos de cancer bucal incluidos.

Estudios previos realizados en la Ciudad de México reportaron que el diagnéstico
del CByO se realiza de forma tardia, lo cual repercute en el prondstico y en la calidad de
vida de los pacientes (Anaya-Saavedra y cols. 2008, Frias y cols. 1997, Ramirez-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 CByQ son diagnosticados en
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etapas clinicas avanzadas de la enfermedad (etapas Il y [V), en el presente estudio el 62%
de los casos incluidos al momento del diagnostico se encontraban en estados avanzados de
la enfermedad, por lo cual el CByO sigue representando un problema importante de salud

publica.

Por otro lado, con relacidn a los antecedentes familiares de céncer, diversos estudios
han demostrado que representan un importante factor de riesgo para el desarrollo de CByO,
en este estudio se observd que los pacientes con historia familiar de cancer mostraban un
riesgo de 3.2 veces mayor de presentar cancer en comparacion con Jos controles (Anaya-
Saavedra y cols. 2008, Garavello y cols. 2008, Brown y cols. 2001, Goldstein y cols.

1994).

9.2 Metilacién del gen hMLHI1 v expresion de su proteina en cancer bucal y

orofaringeo

En el presente s¢ analizd el estado de metilacion del gen AMLH/ en casos de CByO
de reciente diagnéstico atendidos en el [NCan comparandose con un grupo control pareado
por edad y sexo, y representa la primera investigacion realizada en poblacion mexicana que
sugiere una fuerte tendencia de asociacion entre la metilacion del gen AMLHI y el cancer

bucal y orofaringeo.

Diversos estudios han reportado una asociacién entre la inactivacién del gen
hAMLHI por metilacién de su promotor y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello, entre
los cuales se encuentran los carcinomas de eséfago y los de cavidad bucal, en el presente
estudio la frecuencia de metilacion de} gen AMLHI en cancer bucal fue del 74%, la cual es

mayor a la reportada en algunos estudios sobre tumores de cabeza y cuello donde las

&4



frecuencias van del 23% al 50% (Liu y cols. 2003, Sengupta y cols. 2007), de igual forma
que en los casos de cancer de eséfago cuyas frecuencias de metilacidn se han observado de!
3 % al 33% (Wang y cols. 2008, Guo vy cols. 2006) y con respecto al cancer bucal las
frecuencias reportadas son menores y varian 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 esdfago se reporté una
frecuencia del 62% (Tzao y cols. 2005) y en tumores de cancer de cabeza vy cuelio del 69%
(Steinmann y cols. 2009). En contraste, Liu y cols. (2002) reportaron una frecuencia mayor
de metilacion en el gen AMLHT (92%) para tumores de cabeza y cuello. La diversidad entre
las frecuencias reportadas para la metilacion del gen AMLH! en las diversas neoplasias de
cabeza y cuello pueden atribuirse a diferencias entre las poblaciones estudiadas, al nimero
de muestras incluidas, al disefio de estudio, ast como al método utilizado para el analisis de

promotor del gen.

Un hallazgo importante en el presente estudio fue la asoctacién entre la metifacién
del gen AMLHI y el sexo femenino (p=0.018), la frecuencia mayor de metilacién en
mujeres con cancer bucal también fue descrita por Czeminski y cols. (2009). Por otro lado,
Hong y cols. (2005) reportaron de igual forma esta asociacidn entre la metilacion y el sexo
femenino en un estudio realizado en pacientes con céncer gastrico. Este hallazgo se sugiere
la evaluacion de otras vartables que pudieran estar involucradas en esta asociacidn, 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 condicidn.
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El estado nutricional es un punto clave en los procesos carcinogénicos, en especial
Ja deficiencia de algunos nutrientes como el hierro y los folatos que se han relacionado con
la presencia de eventos neoplasicos. La deficiencia de hierro se encuentra asociada
principalmente con la anemia ferropénica, y existe evidencia de la asociacidon de este tipo
de déficit alimenticio con algunos procesos carcinogénicos, como el cancer gastrico y el
cancer bucal (Wolach y cols, 1998, Rennie y cols. 1984). Desde 1919 se ha reportado la
asociacién entre la deficiencia de hierro y la presencia de algunos tipos de cancer, el
sindrome de Plummer Vinson, también conocido como sindrome de Paterson-Kelly, es un
sindrome caracterizado por presentar anemia ferropénica crénica, cambios atréficos en las
membranas de |a mucosa bucal, glosofaringeas y esofagicas acompafiadas con disfagia, asi
como la presencia de coiloniquia, en algunos casos estos sintomas se encuentran aunados a
la presencia de algunos tipos de neoplasias, como el cancer gastrico, el esofagico y el bucal
(Kim y cols. 2005, Jessner y cols. 2003, Watts 1961). Desde que se describid por primera
vez este sindrome se asocio con mayor frecuencia a las mujeres de mediana edad, y rara

vez ha stdo observado en los hombres.

Por otro lado, las deficiencias en folatos también se encuentran asociadas con
ciertos desdrdenes, el acido folico es crucial para la sintesis del ADN y puede regular la
metilacion 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 metilacién del ADN (Scott 1999).

Se ha demostrado la participacién de los niveles hormonales en los eventos

epigenéticos, un estudio reciente (Papoutsis y cols. 2010} realizado con células de cancer de
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mama, reportd que existe un silenciamiento epigenético por metilacion en el promotor del
gen BCRAI, que es un gen reparador de dafio al ADN, esta modificacion epigenetica se
encuentra relacionada con cierta competencia entre el receptor de hidrocarburos aromaticos
policiclicos y el receptor de estrogenos, la represion de este Gltimo receptor pudiera
conducir ciertos mecanismos que favorezcan la metilacion del gen BCRAJ, no se han
realizado estudiados que evalien si el gen AMLHI pudiera ser silenciado epigenéticamente

por el receptor de estrogenos, y se este cambio favorece procesos carcinogénicos.

Existen controversias respecto a la asociacion entre la metilacion del gen AMLHI y
el consumo de tabaco y alcohol, algunos estudios realizados en pacientes con cancer de
esofago y de cabeza y cuello han encontrado esta asociacion (Wang y cols. 2008, Demokan
y cols. 2006, Pun 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 metilacidn del promotor de! gen AAMLH] en comparacion
con los pacientes que no tenian dicho hébito (p=0.001). En el presente estudio no se

observo asociacidn entre metilacion y el consumo de tabaco y alcohol.

La presencia de metilacion en aquellos tumores menores a 4 cm (T1/T2) mostro
diferencia estadisticamente significativa (p=0.023), 24 (63%) de los tumores que mostraron
metilacion del gen hMLH1 correspondian a una estadificacion T1/T2, en contraste con 10
(77%) de los casos no metilados que correspondian a T3/T4. Opuesto a estos hallazgos,
Wang y cols. {2009) no encontraron asociacion entre el tamafio del tumor y la metilacion

del gen RAMLHI.
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Existe evidencia de que la metilacién en el promotor del gen #MLH/ se encuentra
asociada con la disminucion en la expresion de su proteina en carcinomas de eséfago y de
cabeza y cuello (Tzao y cols. 2005, Nunn y cols. 2003). Sin embargo, en el presente estudio
no se observd dicha asociacidn, en 26 (68%) de los casos metilados se observo la expresion
de la proteina hMLH1. Por su parte, Liu y cols. (2003) también observaron que no existia
correlacidn entre la metilacion del promotor de AMLI! y [a expresion de su proteina. Por
otro lado, Czeminski y cols. (2009) reportaron que dos de sus casos que presentaban
metilacién del promotor AMLH! resultaron moderadamente positivos para la expresion de

su proteina.

La falta de asociacion entre el estado de metilacién y la expresion de la proteina
puede ser atribuida al hecho de que la metilacion puede provocar el silenciamiento de solo
uno de los alelos y con este hecho no necesariamente se afectaria la expresion de la
proteina, debido a que el otro alelo permanece no metilado y puede expresar su proteina,
otra posibilidad de la falta de correlacion entre la metilaciéon y la expresion de proteina,
puede ser un evento genético, ya que las mutaciones en el gen AMLFH repercuten en su
adecuada expresién (Czerninski y cols. 2009), En cancer de colon el gen AMLH! presenta
altas tasas de mutaciones (Peel y cols. 2000, Aaltonen y cols. 1994), en CByO no existen

estudios que hayan reportado la presencia de mutaciones para este gen.

Los casos de CB que presentaron metilacion del promotor del gen AMLHI y que
resultaron negativos a la expresién de {a proteina correspondian a etapas tempranas de la
enfermedad (1 y II). Este hallazgo sugiere que la metitacidn es un evento temprano y que tal
vez pueda mantenerse durante la progresién del tumor. Los resultados del anélisis multiple

de regresiéon logistica mostraron una RM de 19.11 (IC 1.88-193.63 p=0.013) para la
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metilacion del gen AMLH! y la ausencia de expresién de su proteina desde las etapas
clinicas tempranas de la enfermedad (etapas I y Il), controlando el analisis por sexo y
tabaco, con estos hallazgos podemos sugerir que la metilacion 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 esofago y cabeza y cuello no encontraron relacion entre la
metilaciéon del promotor de AMLH! y la etapa clinica de los tumores incluidos. En
contraste, Tzao y cols. (2005) reportaron que si existe asociacién entre la metilacién del
gen AMILHI y la disminucidn en la expresién de su proteina con etapas tempranas de la
enfermedad (p=0.024, p<0.0001, respectivamente), sugiriendo que la pérdida de expresion

de la proteina hMLH! por metilacion de su promotor es un evento temprano en los tumores

de esofago.

En este contexto, existen otros estudios realizados en carcinomas de cavidad bucal,
eséfago y cabeza y cuello en los que se evaluaron otros genes reparadores de ADN, como
el gen hAMSHZ2 y el gen MGMT en los cuales |a correlacion entre el estado de metilacién y la
etapa clinica de los tumores no fue observada (Otha y cols. 2009, Zuo y cols. 2009,

Demokan y cols. 2006).

En este estudio el estado de metilacion del gen AMLH! fue analizado mediante la
técnica de MSP, que es un método simple y especifico para determinar el estado de
metilacién de las regiones gendmicas ricas en dinucledtidos CpG localizadas en el
promotor del gen. Este método es mas sensible que el Southern blot, mediante el MSP se

facilita la detecciéon de un pequeflo numero de alelos metilados, para su estudio es

&9



suficiente con una pequefia muestra de ADN (Herman y cols. 1996), este método es
considerado bésicamente una prueba cualitativa, mas que cuantitativa (Xiong y Laird
1997). Para obtener un andlisis mas preciso del estado de metilacién de las islas CpGs y
definir su ubicacion el método que se debe seleccionar es la secuenciacion genomica

(Herman y cols. 1996).

En un estudio realizado en lineas celulares de cancer de colon {(Deng y cols. 1999)
se utilizo el método de secuenciacién para analizar el estado de metilacién de los sitios
CpG ubicados en el promotor del gen AMLHI, lo cual permitié identificar los sitios claves
en el promotor que inhiben |a expresion de su proteina, lo cual es un hallazgo importante
que permite de forma parcial explicar la falta de correlacion entre el estado de metilacion y
la expresién de la proteina reportada por estudios previos (Liu y cols. 2003, Czemninski y
cols. 2009), en los cuales al utilizar el método de MSP unicamente se indica si se encuentra
metilacion del gen hAMLH/{ o no, con lo cual no es posible determinar cuales son los sitios
en el promotor que se encontraban metilados, y si estos sitios ejercian un papel represor en

la expresion de la proteina.

El analisis de la expresion de la proteina hMLH! fue realizado mediante la técnica
de inmunohistoquimmica, que es considerado un método econdmico para determinar la
presencia de la proteina. 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 analizd un importante nimero de muestras control,
las 204 muestras incluidas no mostraron metilacion en el promotor del gen hMLHI. En

algunos estudios previos (Czeminski y cols. 2009, Wang y cols. 2008, Tzao y cols. 2005)
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se incluyeron muestras de tejidos normales para analizar el estado de metilacidn del gen
hMLHI y de forma similar con los resultados del presente estudio fueron reportados como
no metilados. El estado de no metilacién en todas las muestras control incluidas sugieren
que la metilacién del gen AMLH/ pudiera representar una posible marca especifica de

malignidad.

A pesar de la alta frecuencia de metilacion en las muestras estudiadas, un
importante porcentaje de estas muestras presento expresion de la proteina hMLHT (76%),
lo cual podria sugerir que la expresiéon de la proteina tiene una participacion relevante en
estos procesos carcinogénicos, y puede no estar ligada al estado de metilacion en el
promotor de gen, lo cual sugiere que la expresién de la proteina hMLH [ podria ser utilizada
también como un biomarcador complementario con el estado de metilacidn del gen en los

tumores de cavidad bucal y orofaringe.

La analogia 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 relacién a este
contexto, estudios previos realizados en céancer de cérvix (Ciavattini y cols. 2005,
Kwasniewska y cols. 2002), también evaluaron la participacion del gen AMLH/ en las
neoplasias cervicales, por su importante desempefio en el sistema MMR, vy han reportado
que existe una fuerte asociacidn entre la presencia de la expresion de la proteina hMLHI y
los carcinomas invasivos de cérvix. Ciavattini y cols. (2005) analizaron mediante
inmunohistoquimica la expresion de la proteina hMLHI en Jesiones NIC (neopiasia
intraepitelial cervical) y carcinomas de cérvix, comparandolos con muestras de cérvix

normal, los hallazgos muestran diferencias estadisticamente significativas entre la
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expresion de la proteina hMLHI1 en las NIC y los carcinomas, en comparacion con las
muestras de tejido normal (p=<0.0001, p=0.0009, respectivamente), lo cual sugiere que esta
asociacion puede observarse desde las etapas tempranas de la carcinogénesis de cérvix. Por
su parte, Kekeeva y cols. {2006) reportaron una frecuencia de metilacién del gen AMLH]T en
51% de las muestras de NIC [l estudiadas, lo cual sugiere que de igual forma que en CByO

en cancer de cérvix la metilacion del gen AMLHT es un evento epigenético temprano.

Finalmente, otro aspecto importante de resaltar en este estudio, es el porcentaje de
metilacién del gen hMLHI] observado en aquellos casos que no presentaban los
antecedentes de tabaco, alcohol ni infeccion por VPH, que fue del % y que deja sobre la
mesa mas incognitas sobre la carcinogénesis del CByQ, con los resultados de este trabajo
queda el antecedente de que la metilacion del gen hMLH!1 y la expresion de la proteina
juegan 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, alcohel y la infeccion
por VPH, sin embargo, es necesario realizar mas estudios que permitan consolidar estos

hallazgos y que analicen otros mecanismos que aun no se han identificado.

9.3 Infeccion por VPH y cancer bucal y orofaringeo

Estudies previos (Anaya-Saavedra y cols. 2008, Ha y Califano 2004) han
demostrado que existe una asociaciéon entre la presencia de VPH y el céncer bucal y
orofaringeo, especialmente con los VPH de alto riesgo {VPH-AR), reportandose RM de 5.8

y 6.2 respectivamente.

La asociacion del VPH y cancer bucal y orofaringeo se incrementa principalmente
cuando se involucran zonas anatdmicas especificas, como son la base de lengua y las
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amigdalas (Hansson y cols. 2005, Kreimer y cols. 2005, Syrjanen y cols. 2005). En este
mismo sentido, Hanson y cols. (2005) reportaron una razén de momios mayor para los
carcinomas de orofaringe con VPH-AR (RM 230 IC 95% 45-1200), adicionalmente, en
otro estudio se observd que el riesgo de cancer orofaringeo en pacientes con VPH-AR fue

de 12.3 (D"Souza y cols. 2007).

En la presente investigacion 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. St
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%) vy
fueron VPH negativos, el caso que fue positivo para VPH se localizaba en la mucosa de
orofaringe, y correspondia a una lesion ubicada en la amigdala, y adicionalmente resultd ser

positivo a VPH-AR (VPH-16).

Se ha reportado que existe una mayor asociacién de VPH en los carcinomas de
orofaringe, las frecuencias para este tipo de neoplasia van del 36 al 73% (Machado y cols.
2011 0, Kreimer y cols. 2005), en comparacion 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 cols.
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2004, Guerrero y cols. 1992). Adicionalmente, para garantizar la efectividad en la
determinacién de la presencia del VPH se incrementd la capacidad de deteccién con el uso
de cuatro juegos de oligonucledtidos especificos para la deteccion del VPH (MY09/MY ] 1,
GP5+/GP6+, PGMY y E6 del 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-analisis (Kreimer y cols. 2005) que incorporo 60 estudios realizados en
25 paises que incluian mas de 5000 muestras de carcinomas de cabeza y cuello, se
determind la presencia de VPH en el 26% de las muestras de cancer de cabeza y cuello y en
el 36% de las muestras de erofaringe mediante el uso del método de PCR. Por otro lado, un
estudio reciente °® evalud la efectividad del método de PCR en comparacion con la
hibridacién in situ, donde se observo una sensibilidad del 90% para la técnica de PCR,
confirmando que esta técnica es adecuada y econdmica para evaluar el estado del VPH en

los carcinomas orofaringeos, comparable con la sensibilidad de la hibridacidn in situ.

La afinidad del VPH por el tejido amigdalino, que histolégicamente corresponde a
un epitelic 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 comparacion con los carcinomas localizados en otras zonas
anatoémicas de la cavidad oral. El epitelio de la amigdala y la base de lengua se caracterizan
por presentar invaginaciones que exponen a las células epiteliales basales, que son el blanco

especifico de la infeccion por VPH (Gillespie y cols. 2009).

Diversas caracteristicas se han establecido para diferenciar los CCyC VPH positivos

de los negativos, entre las cuales se encuentran factores moleculares, epidemioldgicos y
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clinicos con lo que se refuerza la teoria 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 caracteristicas clinico patoldgicas de la mayoria de los casos incluidos en este
estudio y que resultaron VPH negativos concuerdan con las caracteristicas que han sido
descritas para los pacientes con cancer bucal VPH negativos, principalmente la
correspondiente a la localizacidén anatomica de la lesion, en este estudio el 98% de los
tumores fueron localizadas en cavidad bucal, en lo que respecta a los factores
epidemioldgicos, los casos corresponde a pacientes fumadores y bebedores, adicionalmente
el 82% de estos pacientes fueron mayores de 50 afios. Por otro lado, solo un caso resulté
positivo a VPH-AR con caracteristicas clinico-demograficas coincidentes con las
reportadas para los carcinomas de orofaringe VPH positivos, entre las que destacan: < 50
afios de edad, sin antecedentes de tabaco y alcohol, con afeccion de la zona amigdalina,

aunado a la presencia de nédulo linfatico y con la presencia de metastasis.

La baja prevalencia de VPH 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 infeccion por VPH en el CByO, entre
las cuales destacan las siguientes: con respecto a la muestra de ADN, el método de
extraccién y purificacion, asi como su conservacion de la muestra representa en punto muy
importante a considerar, debido a gque se ha demostrado que varia entre los diferentes
estudios (Dahlgren y cols. 2004, Roman y Fife 1989), el aspecto étnico y geografico de ta
poblacion de estudio (L.i y cols. 2007, 2004, 2003, Kreimer y cols. 2005, Herrero y cols.

2003), el nimero de muestras analizadas (Kreimer y cols. 2005), el sitio anatémico de la
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muestra (Kreimer y cols. 2005, Herrero y cols. 2003, Li y cols. 2003), el método de
deteccion utilizado (Campisi y cols. 2007, Ha y Califano 2004, Remmerbach vy 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 contaminacién de las muestras (Ha y Califano 2004, Roman v

Fife 1989).

Cabe mencionar, que en el presente estudio se tratd de controlar al maximo aquellas
variables que por condiciones técnicas pudieran repercutir en los resultados, como lo fue la
toma de muestras, en la cual se asegurd que la toma fuera realizada Unicamente del sitio
afectado sin involucrar zonas anatémicas diferentes, por otro lado, el andlisis de las
muestras fue realizado en un laboratorio que ne manejaba muestras de VPH, con lo que se
asegurd que no existiera contaminacidon por VPH en las muestras analizadas. A este
respecto se ha demostrado que incluso en las lineas celulares puede existir contaminacién
por VPH, ejemplo de ello son las lineas celulares Hep 2, proveniente de cancer de laringe, v
la linea celular KB, que cormresponde a cancer de lengua, en las que se ha demostrado la
presencia de VPH-18, probablemente asociado a contaminacion en estas lineas celulares

con el VPH (Ogura y cols. 1993).

En relacion a los hallazgos descritos por estudios previos (Anaya Saavedra y cols.
2008, Ibieta y cols. 2005) realizados en el INCan, en Jos cuales las prevalencias de VPH
asociados con el cancer bucal fueron de 43 y 42%, respectivamente, cabe mencionar que en
el estudio de [bieta y cols. (2005) la determinacién de la presencia de VPH fue realizada en
muestras tisulares de cancer bucal, a diferencia del estudio de Anaya Saavedra y cols.

(2008) donde la determinacion del VPH fue realizada en cepillados citolégicos, de la
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misma forma que fue realizada en la presente investigacion. Si bien las técnicas de
recoleccion de las muestras fueron similares en el presente estudio y en el descrito por
Anaya Saavedra y cols. (2008), algunas variaciones que pudieran haber influido en la
diferencia de ios resultados reportados son las siguientes: la fuerza aplicada en la toma del
cepillado citolégico, asi como el nimero de veces que fue girado el cepillo sobre la mucosa
bucal para la obtencién de muestras, otro aspecto a considerar es el mangjo,
almacenamiento y preservacién de las muestras, donde la temperatura juega un papel
importante en su preservacion. Finalmente, otro punto importante es que el procesamiento

de las muestras fue realizado en laboratorios diferentes.

Es importante destacar la historia natural de la infeccion por VPH, estudios previos
(Smith y cols. 2007, Ferreccio y cols. 2004) han demostrado que a lo largo de la vida Ja
infeccién por VPH presenta una curva bimodal, con un pico en las primeras décadas de la
vida, un decremento posterior a fa infeccidn inicial, un nuevo incremento entre la tercera y
quinta década de la vida, probablemente por la posible reactivacién o reinfeccién con el

VPH, y finalmente un decremento en las dltimas décadas de la vida.

El incluir en el presente estudio el analisis de la variable de infeccidén por VPH, fue
considerado tomando en cuenta dos importantes condiciones biologicas en las que se ve
involucrado el VPH en el CByO, la primera: por su importante papel como factor de riesgo
relacionado con la 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 metilacion de algunos

genes en procesos neoplasicos (Laurson y cols. 2010, Burgers y cols. 2007, Lin y cols.
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2005). Esta asociacion se ha demostrado en casos de cancer de pulmén, en los que se
observd que el gen pl6 presentaba metilacion por el efecto de E6 y E7 (Lin y cols. 2005).
En la presente investigacion, debido a la baja prevalencia de infeccion por VPH no fue
posible determinar si existia alguna asociacion entre la infeccion del VPH y el estado de

metilacion del gen AMLH I 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 disefio de casos y controles predispone
(Lazcano-Ponce y cols. 2001), se pueden generar frecuentemente sesgos de informacion,
debido a que la exposicion a factores de riesgo, en la mayoria de los casos, se mide,
reconstruye o cuantifica, después del desarrollo de la enfermedad, por otro lado, el sesgo de
recuerdo o confusion puede relacionarse con las variables relacionadas con la enfermedad,

como ocurre con los antecedentes familiares.

Otra limitante del disefio, es la falta de seguimiento en los pacientes, con el cual se
podria evaluar si los cambios epigenéticos en las etapas clinicas tempranas de la
enfermedad persisten o se adquieren en las etapas avanzadas. La segunda condicion esta
relacionada con los aspectos que surgen a lo largo del estudio y que son observados en los
resultados. Con el estudio histolégico de las muestras incluidas se traté de asegurar que mas
del 90% de [a muestra correspondiera a células tumores, o cual tendria mas certeza si se
hubiese utilizado microdiseccién en las muestras, con lo que se garantizaria el 100% de la

muestra corresponde a células tumorales.
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El analisis de secuenciacion en las muestras permitiria determinar [a localizacion de
las islas CpGs metiladas en el promotor del gen hMLHI, con lo que se sustentaria la razén
por la cual se observd expresion de la proteina en algunos casos metilados. No se obtuvo
informacion sobre factores nutricionales en la muestra estudiada, el antecedente de mayor
metilacion en mujeres, no puede sustentarse de forma contundente, debido a que no se
analizaron variables que pudieran estar asociadas con esta condicion, como lo es el aspecto

nutricional.

El tamafio de muestra, representd otra limitante del presente estudio, el CByO es
una condicidn poco frecuente, la inclusion de pacientes puede verse limitada por diversas
cuestiones, como lo es la etapa clinica en la que el paciente se presenta a este centro de
referencia, en condiciones avanzadas de la enfermedad la obtencidn de muestras es
practicamente imposible, por otro lado, la obtencion de muestras adecuadas, incluyendo
viabilidad, tamario y criterios histolégicos, también representd una limitante de] presente
estudio, por otro lado, el factor tiempo también es importante, el periodo de inclusion fue
corto y solo se logro la inclusion 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 pequefia (51 casos) se presenta otra limitante,
intervalos de confianza son muy grandes, que si bien a pesar de ser una muestra pequefia se
alcanzé la significancia estadistica, 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 metilacién observado en los casos de CByO en
este estudio, pudiera estar asociado con inestabilidad gendmica, por lo tanto, el analizar si
existe esta alteracién gendmica permitiria determinar si este tipo de inestabilidad es la

causa del alto porcentaje de metilaciéon reportado en este estudio.

10. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten aportar las siguientes
conclusiones:

* La asociacidn entre la metilacion en el promotor del gen AMLHI y la ausencia de

expresion de su proteina con el cancer bucal, es un evento epigenético que juega un

papel importante desde las etapas tempranas de la carcinogénesis bucal.

e La metilacion del gen AMLH! y la falta de expresidén de su proteina,
independientemente del consumo de tabaco y alcohol, representan un mecanismo

altamente asociado con el desarrollo det CByO.

e La presencia de la metilacion en el gen AMLH/ desde las etapas tempranas de la
enfermedad, sugiere la posible aplicacion de terapia epigenética en este tipo de

tumores.

o La metilacion del gen AMLHI se encuentra altamente asociada con el sexo

femenino.

s La baja prevalencia de VPH asociado con el CByO en la presente investigacién, no
permite determinar la presencia de algan tipo de asociacion con las variables

analizadas en este estudio.
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o 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.

e Los antecedentes familiares de cancer en primera linea representan un importante

factor de riesgo asociado con la presencia de CByO.

11. PERSPECTIVAS
Con los resultados descritos surgen nuevas incognitas, ¥ a continuacion se enumeran
algunos puntos que seria conveniente tomar en cuenta para la realizacion de futuros

estudios.

e Incluir en estudios posteriores la determinacion de los factores nutricionales, para
poder evaluar el impacto que puedan tener sobre los eventos epigenéticos, en

especial sobre la metilacion de genes en los casos de CByO.

e Incluir el andlisis de muestras con desordenes potencialmente malignos que
permitan confirmar que los eventos epigenéticos pueden ser utilizados como
indicadores de diagndstico temprano, lo cual repercutiria en el tratamiento oportuno

del CByO.

» Realizar estudios de seguimiento que permitan evaluar si la presencia de la
metilacion 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 nimero importante de muestras de CByO con infeccion por VPH que
permitan definir si existe una asociacién entre la presencia del virus y el estado de

metilacion.

e Tomando en cuenta que no se ha reportado la presencia de mutaciones del gen
hMLHI en CByO, realizar el analtsis del gen en la bisqueda de posibles mutaciones

que pudieran estar asociadas con el desarrollo del CByO.

e Apnalizar si la asociacidn entre la metilacion del gen AMLHI y el sexo femenino,
descrito en este estudio, tiene implicita la participacion hormonal o simplemente
pudiera estar relacionada con los factores nutricionales, con lo cual se dilucidaria si
es un hallazgo relacionado a género o si anicamente fue una tendencia en este

estudio.

12. POSIBLES APLICACIONES

Los resultados del presente estudio permiten sugerir probables aplicaciones de los
hallazgos descritos. La presencia de metilacién en el gen AMLH! en las etapas clinicas [ y
Il del CByO, pudiera ser utilizada como un marcador de diagnéstico clinico temprano, por
otro lado, el uso de la terapia epigenética en los casos de CByO que presenten metilacion
del gen AMLHI podria 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, considerando de esta forma que la metilacion del gen

hAMLHI podria ser utilizada como probable factor prondstico del CByQ.
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Areas topograficas de la mucosa bucal
El examen bucal se Ilevard a cabo de acuerdo al siguiente orden topografico:

1. Mucosa labial superior ¢ inferior

Area de la mucosa bucal que se extiende del borde bermellén a 1 cm. de la parte mas
profunda del surco bucal y lateralmente a una linea trazada verticalmente a los angulos de
la boca.

2. Surco bucal superior e inferior

Area entre la linea mucogingival y una linea imaginaria que corre paralela y que esta
ubicada a | 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 linea media que une a la mucosa labial con la
mucosa alveolar.

5. Paladar duro

Area triangular comprendida entre el proceso alveolar superior y limitado posteriormente
por la unién con paladar blando.

6. Paladar blando

Area limitada en su parte anterior por la unién con paladar duro y en la parte posterior con
los pilares anteriores, amigdalinos e incluyendo la Uvula.

7._Amigdalas

Tejido linfoide localizado por detras de los pilares anteriores del istmo de las fauces.

8. Base del dorsc de la lengua

Area rectangular a la V lingual y entre los dos pilares anteriores.

9. Tercio medio lingual

Area triangular posterior a la punta de la lengua limitada atras por el surco terminal y a los
lados por los bordes laterales linguales.

10. Punta de ]a lengua

Area circular con un radio aproximadamente de | cm., ubicado en la parte mas anterior de

la misma.
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11. Bordes laterales derecho e izquierdo

Area rectangular que comienza posterior a la punta de la lengua, se extiende atras y cubre
un centimetro 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

Area triangular cuyo vértice est4 localizado en el frenillo lingual y cuya base estd formada
por un area comprendida por la linea marginal que va de las caras distales de los caninos
inferiores.

14. Frenillo lingual

Banda continua de tejido blando localizada en la linea media, y que une a la parte central de
la lengua con el piso de la boca.

15. Encia libre

Parte coronaria no insertada que rodea al diente a modo de manguito y forma el surco
gingival.

16. Encia adherida

Limitada por la unién mucogingival y por la linea del surco gingival libre.
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Ficha 1 casos

Relacion del estado de metilacion del gen AMLHI con la expresion de su proteina, y su
asociacion con tabaco, alcohol e infeccion por VPH-16 en cancer bucal y orofaringeo.

Estudio de casos y controles.
CASOS

DATOS GENERALES

Caso () Institucion: Fecha: ID:

Nombre del paciente:

Expediente: Género: Edad: (_/ 7 )

CONSUMO DE TABACO

e No fumador ( )
* Fumador ( ) Edad de inicio Duracién del habito

Con filtro { ) Sinfiltro ( )
Cantidad de cigarrillos por dia
Paquete de 20 cigarrillos por afio Total de consumo

e Exfumador ( ) Edad de injcio Duracién del habito
Confilro { ) Sinfilro ( )

CONSUMO DE ALCOHOL

* No bebedor ( )

e Bebedor { ) Edad de inicio Duracién del habito
Cantidad unidades de bebida (UB) por semana
Consumo de UB por afio Total de consumo

e Bebedor ( ) Edad de inicio Duracién del hibito
Cantidad unidades de bebida (UB) por semana

Consumo de UB por afio Total de consumo

Vino { )Licor{ )Tequila( )Cerveza ( ) Pulque( )Mezcal{ ) Otros
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EXAMEN BUCAL

Sintomatologia asociada:

Lesion basica: Forma:
Numero: Superficie:
Localizacion:

Tamafo:

Consistencia:

Extensién:

Color:

Fecha de inicio:

Tiempo de evolucion:

ESTADIFICACION AJCC

_T- TUMOR PRIMARIO N-NODULOS LINFATICOS REGIONALES
™ Sin cn.leno Para su determinacion NX Sin criterio para su determinacion l
10 Sil .evu.ienc:]a de Bistol NO Sin evidencia de tumor i
Lis Ca i siiu NI Unilateral <3 cm
Tl <2 cm N2a | Unilateral, Gnico de 3 a 6 cm
12 | Zadem N2b | Unilateral, matiple > 6 cm
LE] >4.cm = - N3a | Maltiples uni, bi o contralaterales
it >4 e wasivo N3b_ | Bilaterales, tinices o maltiples > 6 cm
| N3¢ | Contralateral unico
ESTADO DEL PACIENTE - :
HO Actividad normal ESTADIFICACION GRUPAL
Hl | Sintomatico ambulatorio I T1,NO.MO
H2 Ambulatorio 50% sin asistencia 2 T2,NO.MO
H3 Ambulatorio 50% con asistencia 3 T3 NO.MO
H4 | Necesita hospitalizacién T1,T2,T3.N1,M0
4 T4,N0 o N1,M0
Cualquier T, N2 o N3, MO
| Cualquier T, Cualguier N. Ml
- G- GRADO TUMORAL
Gl Bien diferenciado
G2 Moderadamente diferenciado M-METASTASIS A DISTANCIA
G3 Pobremente diferenciado MX | No evidencia clinica
MO Sin metdstasis
M1 | Con metéstasis a sitios especificos
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Ficha 2 controles

Relacion del estado de metilacion del gen AMLH{ con la expresion de su proteina, y su

asociacion con tabaco, alcohol e infeccion por VPH-16 en cdncer bucal y orofaringeo.

Estudio de casos y controles.

CONTROLES

DATOS GENERALES

Control () Institucién: Fecha: 1D:

Nombre del participante:

Expediente: Género: Edad: ( 1 /)

CONSUMO DE TABACO

e No fumador ( )
e Fumador ( ) Edad de inicio Duracién del habito

Confiltro { ) Sinfiltro ( )
Cantidad de cigarriilos por dia

Paquete de 20 cigarrillos por afio Total de consumo

e Exfumador ( ) Edad de inicio Duracion del habito
Con filtro { ) Sinfiftro ( )

CONSUMO DE ALCOHOL

e No bebedor { )
s Bebedor ( ) Edad deinicio Duracién del habito

Cantidad umdades de bebida (UB)} por semana
Consumo de UB por afio Total de consumo

¢ Bebedor { ) Edad de inicio Duracion del habito
Cantidad unidades de bebida (UB} por semana

Consumo de UB por afio Total de consumo

Vino ( ) Licor{ ) Tequila{ )Cerveza( ) Pulque( )Mezcal{ )Otros

Examen bucal:

Antecedentes familiares:

Informacién adicional:
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ARTICLE INFO SUMMARY

Arncle history: Prometer methylation is believed 1o inactivate the expression of hMLH1. This process has been impli-

Recerved 31 iul_)f 200 cated in the tumorigenesis of oral squamous cell carcinoma (OSCC). Thus, the aim of this study was to

Received in revised form 4 Ocrober 2010 determine the profile of hMLH1 methylation and protein expression in OSCC, The matched case-control
- < 0

AtcenLed’S Omobet L0ID study included 50 OSCC cases and 200 controls, with a median of age 64 (Q,-Q 54-71) years. Protein

Availabls e xoo S ‘ o iz h
il expression was determined by immunohistochemical staining, and bMLH1 gene promorter methylation

. was analyzed by methylation-specific potymerase chain reaction {MSP) A conditional logistic regression
Keyveords: model for risk factors was bullt ror OSCC cases and matched contrats. Promoter methylation of hMLH 1
ral squamous cell carclroma i : - . %
hMLH1 methylation was detected in 387(76?») 0SCC cases, but in none of the cantrel samples. Of the 38 QSCC samples with
promoter methylation. 12 (32%) were negative for hMLHT protein, and corresponded to early clinlcal
stages [10 in stage 1 and 2 In stage 11 A1l 12 unmcthylated samples showed positive stamn for hMEH 1.
Multiplie logistic regression analysis showed an OR of 1654 {IC 95%: 1.69-161.68, p= 0.016) far methyl-
anon of the hMLH1 gene and earty stages of OSCC. adjasting by gender and tbacco use. This study
showed a high frequency ol h(MLH] promoter methylatien that occurred in mast of the early stage cases
and in about half of the late stage cases. It Is proposed that hMLH1 promoter mechylation is an early event
that is maintained during tumor progression.

£ 2010 Elsevier Lid. All nghtx reserved

Introducton 05CC." 7" The aim of this study was to determine the methylation
status and protein ¢xpression of RMLH1L 1n OSCC and thesr correla-
Oral squamous cell carcinoma (OSCC), the eighth most commaon tion with clinical parameters.

cancer among men and the thirteenth most common among wo-
men in the world.' consdrutes <1% of all malignant neoplasias in
Mexico? Recently, an analysis of oral and oropharyngeal cancer
mortality trends in Mexico reported that during 1979-2003,
15,576 deaths attributable ro this malignancy ocaurted.® The most
important risk factors for OSCC development are wbacco and alco-
hol consumprion.®

Carcinogenesis is a complex process, characterized by the accu-
mulation of genetic” and epigenetic alterations.® Several studies
have reported a direct association between inactivation of the
hMLH1 gene by promoter methylation and gastric,” heparic.®
breast.® and esophageal cancer (EC).™ The hMLH1 gene belongs
to the human DNA mismatch repair (hMMR) systermn, and is essen-
tial in reducing the accumulation of mutations and maintainng
genomic stability,!! The methylation sratus and protein expression
of hMLH1 has becn analyzed also in head and neck cancer
{HNC)'-'5;  nevertheless, few studles bave analyzed it in

Materials and methods
Study design

The case-control study was conducted from December 2007 to
Decermber 2009 at the Instituto Macional de Cancerotogia (INCan),
Hospital General Dr. Manuel Cea Gonzdlez {DMGG). and Clinica
Esromatolégica Rafael Lozano (CERL) of the Universidad Auténoma
Metropolitana Xochimifco. Mexico City. The study was approved hy
the Erhics Commicree of each participating: every participant pro
vided an informed written consent before hisfher parricipation
enrollment. The stmady design (inclusion and exclusion criteria),
and labaratory procedures (sample callecnion and DNA extraction)
were based on a previous study performed by our research group.'”

Study subjecrs

= Corresponding author, Address: San Fernando Mo. 22, Tlalpan. 14080 México, . )
U.F. Mexico. Tel: +52 55 5628 0462; fax; +52 55 S628 042 Fifty patients with newly diagnosed. histologically confirmed
E-mail address: claudia garciac#salud gob.mx (C.M Gardfa-Cusllar) 0OSCC, who attended an oncological referral center in Mexico City
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(IMCan). were included inrhis study. Eligibte OSCC patients had no!
received any previous treatment (chemotherapy. radictherapy,
andjor surgery). Patients with a history of a malignant neoplasia
were excluded, Oral cancer was defined according 10 the Interna-
rional Classification of Diseases and comprised malignancies of
the tongue, gingiva. Moor of the mouth, palate, buccal mucosa,
and retromolar arca {1CD-10 rubrics CO1-CO6).4" The clintcal stage
(TNM) was defined according to the American Joint Committee on
Cancer (AJCC) criteria.®’

Two hundred contrels {matched by gender and age [+5 years|)
were selected from two sources: the Ophthalmology Service of
the Hospital General DMCG, and the dental clinic CERL In both
contral groups, exclusion criteria comprised a personal history of
any type of cancer, as well as the presence of porentially malignant
oral disorders.

Data collection

A questionnaire thar included demographic charactenstics {age
and gender), history of tobacco use and alcoho! consumption, and
fanuly history of cancer was applied to cases and controls. Tobacco
and aleohal variables were measured aceording to a previous
study.'® Famly history of cancer inciuded first- and sccond-line
relarrves. In OSCC parients, data related to 5hape and size of the le-
sion, and clinical stage were also regisrered.

Sernple collecrron and DNA extraction

Cytotogical brushing for DMA collection was performed in cases
from the OSCC site, and in contrels from the oral location of their
corresponding case. Using a commergially avadable nylon conical
cyrtobrush fLanceta HC, México), samples were taken applying gen-
tle pressurer the brush was repeatedly rotated over the oral
MUCosa

In OSCC patients, an incisional biopsy was performcd and dv-
vided into two sections, one for histepathological and ionmunohis-
tochermucal studics, and the other for DMNA assays.

Al tissue and cytological samples were maintained In Prece-
mvCyt solution (Cytryc Corporadon, Mariborough, MA, USA) and fro-
zen at —20 °C untl analysis. DNA was purified using the Wizard
Genomic-DNA Purification kit (Promega, Madison, WL USA}
according to manufacturers Instructons. Briefty, the samples were
incubared at 65 °C for 4 h with nuclear Iysis solution and 20 pl of
proteinase K (20mgfmi); an addirional incubation was performed
for 30 min at 37 °C with 3 pl of RNAse solution (Invitrogen,
Cartsbard, CA, USA)L All samples were quantified with a spectro-
photometer, In order to verify the DNA integrity, the constitutive
[-globin  gene was amplified using the pnmers PCO4
(5 CAACTTCATCCACCTTCACC-3') and GH20 (¥CAACAGCCAAG-
GACAGGTAC3 L M?

DNA bisuifite modification and methylation-specific-PCR (MSP)

Methylation-specific PCR (MSP) was used to identify DNA
methylation partems within the CpG Islands of hMLH1.2? DNA
was modified wrth sodium bisulfite with the EZ-DNA mcthylation™
Kit (Zymo Research. Orange CaA, USA), according to manufacturer's
protocel. Amplification of the hMLH1 gene for methylated reacrion
was done uslng the primer sequence 5 -ACCTAGACCTTTTATTAGG
GTCGC-¥ {sense) and 5'-CCTFCATCCTAACTACCCCCG-3' { Anrisense );
and for unmethylated reaction through the primers 5 -TTTTGATG-
TACATGTTTTATTAGCGTTGT-3 {sense} and ¥-ACCACCTCATCATAA
CTACCCACA-3 (antisense), as described™

The PCR conditens were similar except for the annealing term-
perature for methylated (59 °C) and unmethylated reactions (57 “C)
The colon cancer cell line SW44d, obtaioed from the American

Type Culture Collection (ATCC, Rockviile, MD, USA} was used as
methylated control*® DNA from normal lymphocytes was used
as unmethylated control.® A mix that contained all the PCR re-
agents except DNA was included as negative control. Each PCR
praduct was directly icaded onto 2% agarose gel. visualized under
UV illumination. The resultant PCR amplicon size was 182 base
pairs {bp) for methylated and 124 bp for unmethylated DNA.

{mmunohistochemical staining

In the OSCC samples, immunohistochemmical (JHC) staining was
performed on formalin-fixed, paraffin-embedded tissucs secnoned
ar 5-pm intervals, using a moncclonal antibody against hMLH)
protein (PharMingen, San Diego, CA, USA} at a 1:50 dilution. The
epithelium obtained from oral fibrous hyperplasia was used as pe-
sitive control. Phoromucrographs (40= ) were taken, with a camera
(Olympus C-7070 Otympus Imaging America Inc., Melville, NY,
USA), from five randomly selected Relds per case. Each image
was rransferred to a grid and the number of cells counted. The
labeling index was expressed as the percentage of positive cells
{number of positive tumar cellsftotal number of tumor cells) in
each case studied, according to a previous study.””

Searistical analysis

Demographic data of the patients and controls were described
as frequencies and means for caregorical and continuous variables,
respectively. Current and former tobacco and alcohol categories
were grouped as positive habit. Conditional logistic regression
analysis was carried out for the matched OSCC cases and controls.
Odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (Cl) were con-
structed, Atting in both bivariate and multivanarte rmodels, Dummy
variables were used te estimate ORs for categorical variables of
exposure.

The DMA methylation findings were reporied as a dichotomous
variable. Unconditional logistic regression was used to estimate
the associahon between DMA merhyladon status and selected
independent variables, at a significant level of p < 0.05. The statis-
tical analysis was carried out using the STATA program v.10 (Srara
Corporarion LP, College Station, TX. USA)

Results

A total of 250 subjects were enrolled in this matched case-
conoral study (50 cases and 204 controls). Fifty OSCC patients were
included: 25 women with a median age of 67 (Q,-Qy, 57-69) years.
and 25 mcn with a2 median age of 60 (Q-Qy. 48-7 1) years. The two
hundred controls included 100 women with a median age of G5
{Q,-Ch. 56-70 years) and 100 men wath a median age of 61 (Q; -Qy,
49-72 years).

Clinical characteristics of CSCC patients are summarized in
Table {. As expected. tobacco and alcohol use was strongly associ-
ated with Q5CC (52% cases vs. 2 1% controls, and 46% cases vs. 14%
controls. p < 0.0001, respectively), An asscciation between OSCC
and family history of cancer was ideatified (p = 0.002). Table 2
shews the resulrs of the multiple conditional logistic regression
model: the adjusted ORs indicate that smokers and alcohol con-
sumers were 2.89 and 3.86 times more likely to present OSCC,
respectvely. In addition, famlly history of cancer was associated
with O5CC (OR 2.28)

Promater methylarion analysis for the hMLH T gene

Promoter methylation of hMLH1 gene was detected in 38 (76%)
OSCC cases; all 200 conrol samples were unmethylated. A significant

|| .oratoncology 20101000
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Table 1
Clinicopathalogical characteristics of patients with oral squamous
cell carcinoma

Characteristics Patients (n = 50)

o X
Site
Tongue (lateral borders) i1 (62}
Gingiva 16 (32)
Palate 2 {4)
Buccal mucosa 1 (2]
Shape
Tumeor with ulceradon 20 (40)
Tumor 17 [34)
Uleer 13 (26)
Kodal vinge
NO 32 (64}
N1 13 (36}
Tumor seage
T1{2 {<2-4 cm) 6 (32)
T3/ (>4 cm} 24 (48)
Cimical stage
(1l leary) 19 138)
WV (advanced} 31 162}
Higological grade
well differentiated 46 (92}
Modetately/ poorty defferentiated 4 {8)

Tabic 2
Crude and adjusted OR for selected risk fyorors In matched oral squarmins cell
carcinoma cases and controls.

Crude OR* (953 CI) p Adjusied OR® (955 ) p

Tobacco wse

No 1.00

Yes' 657 (2.76-15.65) <00001 2.8%9(1.03-809) 0.042
Alcohol e

No 1.00

Yes* 930 (3.66-23.61)  <Q0001  3.86 (1.30-11.48) anis
Family history of cancer

Megative 100

Pogitve 3.20(1.62-633) o.om 228 {1.05-4.93) a036

Condittonal logistic regression OR

" Adjusted by family history of cancer, tobacco use, and alcohol consurmnpsion
¢ Including current and former fobacco smokers

4 Including current and former alcohiol drinkers.

higher percentage of methylaton was found 1n women {23% or
60%) than m men (15% or 40%) {p = 0.018). Fig. 1A shows the meth-
ylatien status of hMLH 1 by MSP in representative samples of cases
and controls.

As shown in Table 3, 11 {82%) unmethylated samples were 1n
advanced stages of the disease {p= 0018}, All 12 unmethylared
samples showed positive stain for hMLH1: of the 38 methylated
samples, 26 (68%) were positive for hMLH1 protein expression. It
1s inreresting to note that 12 (32%) of the 38 OSCC hMLH1 methyl-
ared samples showed negauve stain for hMLH1, and corresponded
to carly clinical stages (10 samples in stage Il and two samples 1o
stage |} No significant differences were Yound between methylared
and unmethylared samples according ro obacco use (p= 0.100)
alcohol consumpdon (p =0.183). family history of cancer (p =
0,514}, histological grade (p= 0.560), and nodal stage (p = 1.000),

The bivariate analysis did not show a significant assonatian be-
tween methylarion and alcohol consumption (p = 0.108) or family
history of cancer (p = 0.414). A marginally significant assoclation
was detected wirh gender {p ~ 0.055) and tobacco use (p = 0.078).
The results of the multiple logistic regression analysis revealed

an OR of 1854 {IC 95%: 1.69-161.68, p= 0.016) for hMLH 1 methyl-
aron and early stages of the disease. adjusted by gender and
fobacco use.

hMLH ] protem expression

Expression of hMUH1 protein was absent In 12 (24%) of the 50
0SCC samples analyzed. As shown in Table 3. all sampies that
showed negative expression of hAMLH 1 protein corresponded {0 no-
dal stage NO (p = 0.002). The 12 OSCC samples that were negarive
for hMLH 1 protein corresponded to early clinical stages. in contrast
with the 7 {18%) positive cases that were in early stages of the dis-
ease (p<0.0001). No significant differences were found betwern
methylated and unmethylated samples acconding to tobacco use
(p =0.100), alcohol consumpnon (p=0.183), family history of
cancer (p=0514), hisrological grade (p=0.560), or nodal stage
(p= 1.000).

The hMLHI staning in OSCC was predominately nuclear
(Fig, 1B). The medlan of the percentage of positlve stained cells
in the samples cxamined was significantly higher in well differen-
tiated O5CC than in moderately or poorly differentiated samples
(84.2%, Q,-Q5, 79%-88% vs. 61.5% Q,-Q, 55%-62%) (p=0.004)
No associarion was detected between the percentage of positive
stained cells and the merthylation condition (p = 0.851).

Discussion

Thys study analyzed the methylarion status of hMLH1 in 50 pa-
tients with newly diagnosed O5CC, from a reference hospital in
Mexico City, and 10 200 age- and gender-matched controls. Sitm-
larly to others studies,'*" tobacco and alcohol consumption was
associated with OSCC.

A scrong association between hMLH1 methylation and OSCC
was observed: merhylation was idantified in 76% of OSCC cases.
in contrast with the toral absence of hMLH1methylation in the
contral group. The overall hMLH1 methylanion rate observed in
our study was higher than the 8% and 17% reported in OSCC,'7'®
the 23% and 50% in HNC.'>?® or the 3% and 33% estrmated for
EC'™**. but it was similar to recent reports on EC (62%)* and
HNC (69%)."% In contrast, Liu er al.'® have reported a higher fre-
quency (92%) of hMLH1 merhylaticn in HNC. The wide range of
methylation values reported in the hMLH1 gene could be artnb-
uted o differences in patients’ characteristics, and the dmverse
validity of the techniques used to identify methylaton cvenrs.

In this study, a significant association between hMLH1 methyl-
ation and females was revealed. comparable to Czerninski et al.'”
Methylation of hMLH1 occurred similady more frequently in wo-
men with gastric cancer {p < 0.05)."

In concordance with recent reports,'®'** hMLH1 methylaton
in HNC and EC was not associated with tobacco or alcohol con-
sumption. Nevettheless, Sengupta et al.™® found that a significant
proportion (64%) of smokers exhibited hMLH1 methylation. com-
pared with non-smokers (35%) (p = 0.001) in HNC

The study design used in the current study is appropriate for
low incidence diseases, such as OSCC; however, this nype of design
has limitadons: the parbicipanrs were not followed: rherefore it
was nar possible ro establish the progression of epigenetic changes
from early to advanced stages. Nevertheless, the resulrs (ndicate
that hMLH1 methylation occurred in the majority (95%) of the
early stage cases and in about a half of the advanced cases: the lo-
gisdc regression madel, adjusted for tobacco and gender, showed a
16.28 OR, indicating thar early stage padents were more Jikely to
show hMLH1 methylation. Thus, our findings suggest that mechyl-
arion of hMLH! is an early event. probably maintained during
tumor progression

| oraloncatogy 2010,10.002
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Figure | {A) Representative examples of MSP for OSCC. Lanes (M) and (U} correspond 10 methylated and unmethylared reacnions. respectively. (C) Controls SWad cell hine
methylated conrrol. and normal lymphocy tes unmethylated controd, {RC) reagents control of PCR: cases 11,23, 36. and 48 were methylated samples; case 28 and <ti-control
12-4 were unmethylated samples. (B) Immunohistochemical staining of hMLH1. (a) Positive control showing intense nuclear staining of epthelial cells from orat fibrous
hyperplasia. (b and ¢) Nuclear expression in neoplastic epithelial cells Fram QSCC. (d) Negative expression of hMILHL in OSCC Original magnafication 400 «

Table 3

Clinicopathalngical characreristics acoarding to hMLH1 methylatlon status and protein expression in aral squamous cell carcinoma cases.

hAH I merhyladon status

Irmmunostalning

Methylated (n = 38) Unmethylated {n=12) P Positive (7 = 38) Negative (n = 12) p
n (%) a (%) n {%) n (%)
Nedai stage
NO 24 (63) 8 (67) 20 {53y 12 £100)
N1 14 (37) 4 31 1.000 18 (47} 0 ) 0002
Tumior stage
TIT2 (<2—4an} 24 (63) z {an 14 (37) 12 (109)
T3{T4 (>4 cmn) 14 (37} 10 {33) 0.007 24 {63) [ (o) 0.0001
Clinical stage
il 18 (47) 1 (&) 7 (18) 12 (100}
I, 20 (53) il {92) 0.013 n {82) Q {0} <0.0001
Protein expresyion
Negative 12 (a2) ) (M
Positive Pac (68} 1z 1100} 0.047

© p = Fisher's exaer rest.

Previous studies'®'*'* have not identified a relationship be-
tween methylation of hMLH1 and dinical stages. However, in EC,
Tzao et al*® described the association benween methylation
(p=0.024) and suppressed hMLH1 expression (p < 0.0001) in early
clinical stages. suggesting that the loss of hMLH1 protein by meth-
ylation is an earty event On the other hand, no significant correia-
rion between clinical srages and methytaton status has been
reparted in other DNA repair genes, such as hMSHZ and MGMT
in aral, head and neck. and EC 0478

A reduced profein expression associated with hMLH1 nrethyla-
rion in HNC* and EC*? has been reported. However, In this study. a
mismatching bebtween methylation and protein expression of
hMLH1 was exbibited: 68% methylated cases demonstrated
positivity fot hMLHI1 protein cxptesslon. This mismarching has
also been teported by Liu et al..'> who indicated that promoter
methylanon did not correlate with hMLH? expression. Moreover,
Czerninski et al.'” did not Aind matching berween rhe expression
of the gene and the methylation starus In rwo patients with
OSCC who were moderately positive for hMLIH1 protein and

demonstrated methylation. A lack of an unequivocal association
berwecen the methylaton status and protein immunohistostaining
may be amributed to the fact that silencing of one allele by
methylation does not necessarily affect the protein expression of
ancther unmethylated allele; an altemative explanation could be
related ro the genetic events irvelved 1n hMLH1 gene muration '’

In this study, the methylation profile was analyzed by MSP a
simple, sensitive, and spexific method for determining the merhyl-
ation status of virtually any CpG-rich genomic region. This rech-
nigue is noticeably more sensitive than Southem blot analysis,
facihrating detection of low numbers of methylated alleles and
DNA analysic from small samples?? It is essennally considered a
qualitative, rather than a quantitative method.* A technique that
can provide a more precise analysis for most CpG sites within a
defined region is genomic scquencing”® Deng et al.?” through
genromic sequennancn, identified key methylated sites in the
promoter regien that inhibited hMIH] expressicn in colorectal
cancer cell lipes, thus explaining partaliy the mismatching
detecred in this and orher studies, ™'’

T
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Iz 15 important to highlight that in the 200 contral samples,
hMLH1 promoter was found unmerhytated, m actordance with
ather studies''’? that have analyzed normal tissues. The pres-
ence of hMLH1 unorethylared in all control samples could indicare
thar the methyfarion of hMLH1 represents a specific marker of

malignancy.

In conchusion, our results suggest that hMLH1 methylation 18 a
cammon finding In OSCC, signifying that the loss of hMLH) gene s
probably involved in the tumorigenesis of this cancer. Premoter
methylation is one of the mechanisms responsible for the inactiva-
tion of hMLH1 protein expression and 1t is a potensial molecutar
marker for OSCC. Further research is required to etucidate this as-
pect, including analysis of other DNA MMR genes, and study of
porentially malignant oral disorders and OSCC samples. Genomic
sequencing could bring a berter understanding of the role of the
MMR system in the cardnogenesis of OSCC.
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VPH y los Carcinomas de
Cavidad Bucal y Bucofaringe

L

Resumen
L CANCER DE LA VIAS AERODIGESTIVAS
superiores (CVADS) representa la sexta ma-
lignidad mids comun, con upa incidendia anual
aproximada de 400,000 personas en ¢l mundo.
Aungque los principales factores de riesgo para el CVADS
siguen siendo la exposicion al tabaco y alcohol, el virus del
paplloma humano (VPH) recientemente se ha encontra-
do ascciado en la etiologia del 20 al 25 % de jos CVADS,
Abs tract principalmente los ubicados en la bucofaringe. En huma-
UATTTC Yisthe sieth sHest oo nos of VPH es causa de cincer por expresar dos oncopro-
teinas virales: E6 y E7. Los estudions han demostrado que
E6 y E7 se unen directarnente a varias protefnas del hos-
pedero, como p53 y pRb, para contribusr a la inestabilidad
genética. El tipa de VPH de alto riesgo mids asociado con
cancer de las vias nerodigesti\'.u superiores es VPH-16. La
positividad a VPH de alto riesgo se asocia a una expresion
disminuida de los genes p33 y pRb, la sobreexpresién de
p 16y ladismioucion dela expresién de EGFR, y un patron
de expresidn genética diferente respecto a los pacientes
con CVADS negativo a VPH dealto riesgo, esto conduce a
la conclusion de que se trata de una entidad dlinica distinta.
Ademis de las diferencias etiolégicos, los cinceres VPH-
positivos son clinicamente diferentes en COMparacion con
los cinceres de VPH negativos en relacion con la respuesta
al tratamiento y la supervivencia, siendo la positividad a

VPH un biemarcador prondstico fvorable..

Palabras Clave: cincer de vias aerodigestivas superiares,
Virus de! Papilonm hurena, tratamiento, prondstico, etioio-g{a
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Introdirceion
El cincer escamoso de las vias aerodigestivas supe-
riores {CE-VADS) (cen frecuencia deneminado en
torma imprecisa, cincer de cabeza y cucllo), repre-
senta 2 a 3% de las maligmidades diagnosticadas en
nuestro pais (1). Aunque es relativamentc raro, se
trata de una entidad importante, ya que su pronos-
tico es malo y las secuelas del tratamicnrto suelen ser
devastadoras. Hasta 60% de lo casos son diagnosti-
cados en ctapas avanzadas (ECIIT y TV) y el pronds-
tico de supervivencia oscila entre 10y 40% a Sanos,
dependiendo el sitio especihico y su resecabilidad
(2). En tanto que el tratamiento en etapas avanza-
das es@ compuesio de combimaciones de cirugia,
radioterapia y quimioterapia. esta combinacion de
tratamientos con frecuencia produce pérdidas fun-
cionales severas y significativo deterioro estético.

Dentro del CE-VADS, el cancer bucal y bucefaringeo
(CByBF) representan un grupo importante, ya que
dan cuenta del 50% de las malignidades de esta region
{que tambi¢n incluye a la laringe, hipofaringe, fosas
nasales, senos paranasales y ¢l esdfago cervical). Con
frecuendia, estas neoplasias son estudiadas en conjan-
to, ya que existe la nocion de que comparten aspectos
etiologicos, fisiopatolégicos, abordajes diagnosticos y
principios de tratamicnto, aunque evidencia reciente
sugierc que esto poadria no ser del wodo cierto.

Especificamente, la mayoria de los cinceres bucales
se desarrollan en la lengua movil (dos tercios anterio-
res de la lcngua) y el piso de {a boca, mientras que en
ka bucofaringe son muis comunes en la base delengua
(e} tercio posterior de la lengua) y la fosa amigdalina.
Aungue ¢n la fosa amigdalinaaumenta la proporcion
de linfornas, en conjunta, un 90% de los tumares son
carcinomas de células escamosas.

Coino ya mencionamos, los cinceres de la cavidad
bucal y la bucofaringe han sido asociados a los mis-
mos factores de riesgo y etiologicos, principalmente
los derivados de la exposicion al tabaco y el alcohol,
sinembargo, existe evidencia que sugiere que el virus

VPH ylo: Carcinenws de Cavidad

del papiloma humano {VPH) jucga un importante
papel en la patogénesis del carcinonma escamoso de
la cavidad bucal, y en especial de la bucotaringe. con
independencia de la participacion del tabaco, ¢l al-
cohol o ambos (3,4). Ain mis, podrian existir dos
perbles de pacientes con sus respectivas enfermeda-
des, aquellos asociados a la infeccion del VPH y los
relacionados a la exposicion al tabaco y alcohol. Los
primeros tendrfan una mejor respuesta al tratamien-
to y mejor prondsgico. S esto se corobora, tendria
profundas implicaciones cn 1a forma que se evalua a
los pacientes, se analizan los riesgos y bencficios para
tomar decisiones terapéuticas, y cn la interpretacion
de los resultados de los ensayos clinicos.

El objetivo de esta revision es presentar la informa-

cion disponible en relacion a la participacion del

VPH enlagénesis del CByBF y presentarun pano-
L

rama de las lmeas de investigacion relacionadas a

las implicaciones terapéuticas.

Humane ( VIPH )
Elvirus del papilomahumanc (VPH) forma parte de
la familia de los Papillomaviridae Es un virus epite-
lotropico que puede inducir lesiones hiperplasicas,
papilomatosas y verrucosas en el epitelio escamoso
cstratificado de la prel y las mucosas (5, 6).

Los VPH poseen una sola molécula de DNA de do-
ble cadena, formada por 8,000 parcs de bases aproxi-
madamente {7), que mide unos 50 nm de didmetro.
Sc ha reportado fa existencia de mas de 120 dpos
diferentes de VPH, sin embargo, solo se ha secuen-
ciado el genama completo de unos 100 tipos {8, 9y,

La organizacién genética de todos los VPH es sinu-
lar, fonnada por tres grandes regiones, una region
temprana ¢n la que se encuentran los genes respon-
sables de la transcripcion, replicacion y transtorma-
cion, conacidos como genes E (E1, E2, E4, E5, E6,
E7 y E8), una region tardia, que codifica dos protel-
nas de [a capside, LI mayar y L2 menor, y inatmentce
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una region larga de control, que contiene elementas
de regulacién para la transcripcién y replicacion
viral (3). Es importante scnalar que la informacion
genética s¢ encuentra codificada en una sola de las
cadenas de DNA, debido a que los genes tienen una
sola erientacién transcripcional (7) ( Figura 1).
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La transmisian de los VPH es diversa: puede ocurrir
en ¢l periodo perinatal ( 10), y mas adelante en lavida,
por contacto sexual (1) y auto inoculacién, {12)
aunque algunos autores sugieren ademas, una posible
transmision por saliva (13). La infecaion puede ad-
quirirse en diferentes etapas tempranas de la vida, ya
quc se ha demostrado la presencia de este virus en 6%
de la poblacion mfantil, 13% de los adolescentes y en
el 23% dela poblacién adulta {12).

Cada tipo de VPH se encuentra asociado con el desa-
rrollo de lesiones espediicas que sc localizan en sitios
anatérmucos definidos ded epitclio escamoso cutaneo y
mucoso (14). Los VPH se han dasificado cn dos gran-
des grupos, basados en el tipo y pronostico de la lesion
que son capaces de indudir después de la infeccién, en
virus de alto y bajo riesgo (13).

El cincer de cérvix se ha utilizado como modelo en
la patogénesis de Jas neoplasias malignas mediadas
por |2 inteccion del VPH. En el cincer cervical el ge-

¥ activa telomerasa

noma del VPH con frecuenaa se encuentra, aunque
no exclusivamente, integrado en el genoma de la cé-
lula huésped (16). La integracion del genoma viral
al DNA celular, provoca el rompimicnto del gen E2,
dando como resultado la perdida de control trans.
cripeional mediado por E2, llevando a una desregula-
cion de la expresion de fas oncoproteinas EG y E7 Ex
dear, la transeripcion de los oncogenes Eo y E7 ini-
cialmente es reprimida por la proteina E2 (17, 18).

Las infecciones por VPH con alta carga viral son
capaces de producir grandes cantidades de unida-
des de proteina E6 y E7, cuyzs acumulacion en pa-
cicntes con sistemas i'nmunolégicos incompeten-
tes al bloquear la accion de p53 y RBincrementa el
riesgo de transformacion maligna (193

La forma de replicacién del VPH es diferente depen-
diendo del tipo de lesiones; en las lesiones berugnas
el genena del VPH se integra de forma episomal ex-
tracromosémico {plismida) mientras que en las le-
siones malignas, como las del cérvix, el DNA viral se
integra cn el cromosoma del haspedero (7). Como
encl cancer cervical, en el CByBF clgenomadel VP H
puede encontrarse de forma eprsomal, integrado o de
arnbas formas {17, 18). Si bien, en algunas carcino-
mas de las VADS, principalmente los de amigdala,
no se aprecia integracidn del DNAVI'H, pero pucde
detectarse la expresion de los oncogenes virales, lo
cual indica que ta integracion del DNA-VPH no o5
un evento necesario para la carcinogénesis (17).

Con base en evidencia molecular y epidemiologica,
en 1995 la Agencia Internacional de Lnvestigacion
en Cincer (JARC) reportd el cfecto carcinogénico
delos VPH tipo 16 ¥ 18 en humanos (20). Por otro
lado, desde 1983, Syrjancn y cols (21), observaren
algunas caracteristicas mortologicas ¢ inmuno his-
toquimicas indicativas de infeccién por VPH en
los carcinomas bucales de célulus escamosas. Con
cl primer reporte de deteccion de VPH de alto ries-
go, en especial los tipos 16,31 y 33 en los CE-VADS
(22). sc inicio [2 basqueda de [a asociacién de este
biomarcador con la presencia de CE-VADS,
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Cdneer Bucal v Bucofarmgeo
En México, lainformacicn epiderﬁiolﬁgﬁm con relacion
al CByDF es escasa Segun el Registro Histopatolégico
dc Neoplasias de México en el ano 2002 se reportaron
820 casos de CB y 147 de [a BF de un total de 108,064
maligrudades, lo que signi,ﬁcé casi 196 de éstas, mientras
que el 739 de los casos ocurrié en la cavidad bucal y
25% en la orofaringe. La relacion hombre y mujer fue
de 1 4:1,enlacavidad bucal y 34:1, enla bucofaringe.

Estos indicadores se han mantenido constantes en los
anos recientes pero sin duda subestiman Ja verdadera
incidencia debido a que no proceden de un registro
con base poblacional. Aunque la tasa de mortalidad es
pequena, la letalidad es 2lta, ya que se estima que uno
de cada dos afectados muere por la entermedad (1).

Apesardesurelativa rareza, el CByBF en conjunto, esel
cincer mis frecuente del tracto agrodigestivo superior
y representan un problema dinico importante debido
aque cominmente se diagnostica en elapas avarzadas,
asociandose a un pronostico grave ¢ importantes se-
cuelas estéticas y funcionpales. En un estudio realizado
cn el lnstituto Nacional de Cancerologfa de México, se
reporté que la mixima frecuencia de CB ocurre entre
los 50 y 70 afos y Ja edad, en promedio alos 60 aios, y
en forma muy interesante, sin diferencias significativas
cntre géneros en cuanto a su frecuencia {23).

La acumulacién de diversos cunbios genéticos y
epigenéncos asociados con el desarrolle del cancer
de VADS sugieren dos diferentes vias moleculares
asocradas con la carcinogénesis, una asociada a la
exposicion de algunos agentes carcinogénicos pre-
sentes en el tabaco y alcohol, sin la participacion de
lainfeccion por VPH, y la otra exclusivamente con la
participacion del VPH (24) (Figura 2).

Preveilencia L{VL'/! Vi JJ""II

en Cancer Bucal y Bucofaringeo
Evidencia epidemiologica sugiereun pap;cl c:msa\l[ del
VPHenla génesis del cancer de VADS (4, 25, 26).
La detevcion de VPH ha sido reportada en aproxi-

VI'H y los Carcinormas de Cavidad Bucal y Brece

madamente 25% de los tumores de VADS (27). En
cdncer bucal y bucofaringeo, se han reportado fre-
cucncias de infecaion por VPH que varian del 0 a

1farin g

100% (19); esta diversidad probablemente se debe

a dhferencias co los métodos seguidos por los dife-

rentes estudios, entre las que destacan el nimero de

casos incorporados, el tipo de poblacién sujera a es-
tudio, ¢l método ysitio de recoleccién de fa muestr,

la técnica de extraceion de DNA, y el método mole-

cular unlizado para la deteccién del DNA viral.
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Han

Losmétedos usados para el diagnostico delainfeccion
por VIPH estén basados principalmente enladeteccion
del DINA viral y han sido agrupados en ensayos de alta
sensibilidad (PCR, 37.1%), ensayos de moderada sen-
sibilidad (Southern blot, 252%} y de baja sensibilidad
(hibndacion in situ o inmuno histoquirnica, 16.5%.)
(28). Actualmente la técnica muis utilizada para la de-
reccion de DNAVPH es la reaccién en cadena de la
pohnierasa (PCR), debido a su alta sensibilidad, acce-
sibilidad y bajo costo {29) (Figura 3).

Existe una asociacion nuls vigorosa con cincer de
la bucofaringe, ya que la posibilidad de deteccion
de VPH alcanza 50% o mds (30-33). L.a mayor fre-
cuencia se ha atribuido a la facilidad del acceso viral
a las células basales de las criptas amigdalinas v una
aparente predileccion por este sitio anatdmico. que
seria andlogo ala zona de ransformacion del cérvix.
Un metandlisis rcportd una fucrte asociacién en-
tre VPH-16 y cancer de amigdala (RR (3.1 1C95%
6.8-33.7) (34). En contraste, los resultados de los
estudios en relacién a la infeccion por VPH en el CB
muestran diferentes frecuencias pero estas parecen

Mditodo de
Deteccion

Esiudiv

Zeuss el al 199170 THQ
Lawton et al 100277 Australia PCR
N PCR

PCR

wartz etal 99838 PCRR
Smith et al 199836 PCR
Gillison et al 200026 PCR
Shima et al 200080 I PCR
Mork et al 200135 ¢ PCR
Schuartz et al 200181 PCR
Ibieta et al 200345 PCR
Ritchie et al 200382 USA PCR
srer 1] 200483 Suecia PCR
Kreimer et al 20052 PCR
Goran et al 200874 PCR
Koppikar ¢t al 2005%+ PCR
narstecdt et al 200630 Suecia PCR
Lou at al 200786 Taiwin PCR
Pintos et al 200787 Canadd PCR
Anaya et al 2008 1 _México PCR

sermenores (32, 35). En estudios cecientes utilizan-
do PCR varian del 4 al 71%, (25, 36). Eltipo 16 el
s frecuente, encontrandose en 16.5 al 90% de las
muestras positivas a VPH (37, 38).

Ademds de lo ya mencionado, la vanabilidad en las
prevalendgas reportadas pudiera ser ¢l resultado de
diferencias geograhicas, por ejemplo, en una pabla-
cion africana (39), se detecté DNAVPH en el 19 de
146 casos de CB, en Finlandia en ! 309 (40). cn la
India en el 7315 (33}, y en el 76% de fas encontradas
en Taiwan (41). Otro factor a considerar en [a varia-
bilidad de las frecuencias cs el tamario de la maestra:
el estudio que presenta el indice mids alto de deteccion
tene un namere muy redueido de pacientes (36), en
el que sc analizaron solo 14 muestras positivasa VPH,
delan cuales 10 (719) resaltaron positvas a VPH de
alto riesgo, en contraste, ¢l reporte del 4% provienc de
un estudio multicéntrico realizado en nueve paises y
que incluye 1,670 pacientes (25) (Cuadio 1).

En un estudio recicnte, realizado en el Instituto Na-
cional de Cancerologia de México (INCan), se ob-

Pres alencias de tumwones Jde cavidad bucad v bucofanng

Tipo Jde VPH

Frecuencia

12% 16,18,31,33
{9
11% 16

3% 16,158,353,
30 16
1% 16
21% 16,18,33
[1% 18,33,35
26%: 16,18,31,33.35,45,51,52.56,58
6% 1
314
F9% f
21% 16,18,33,39, 2
1949 16.31,51,53.55,58
43% 16,18,33

Cuadra 1 »




servé que en el 169 de los pacientes con céncer bu-
cal no existfa el antecedente de consumo de tabaco,
aleohol, o infeccion por VIPH, por otro lado el 53%
de los casos de cincer bucal con infeccion por VPH,
no tenian historia de consumo de tabaco y alcohol.
La prevalencia de VIPH para los casos de cincer bu-
cal fue de 43%, siendo [os tipos VPH- 1 6 y 1 8 los mias
frecuentes (55% y 18% respectivamente) (42). Estos
resultados coinciden con lo reportado por un estu-
dio previo realizade en el INCan, donde fa frecuen-
cia de VI'H asociada a CB fue del 42% (43).

EI VPH como Factor de Riesgo
Y ‘Ciu';.fi’ i L ‘ByBE
Datos epidemiclagicos han mostrado una diferencia
entre los casos de CByBF VPH 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 casas y controles reportd fa fuerte asocia-
cién de VPH con CByBF en pacientes con y sin expo-
sicion 2 fabaco y alcohol (4). Por otro lado, la conduc-
ta sexual también se ha reportado como un factor de
riesgo importante asociada con la presencia de VPH
en CByBF, siendo el comportamiento sexual y o nu-
miero de parejas sexuales uno de los principales facto-
res de ricsgo (RR 3.1; 1C 95% 1.5-6.5), otro aspecto
de tipo sexual que representa otra probable viaimpor-
rante deinteccaidn por VPH es la préctica de relaciones
oro-genitales (RR 3.4 1C 95% 1.3-8.8). Estudios ante-
riores han demostrade una asociacidon entre tabavo,
alcohol y conducta sexual con la presencia de CByBF
(38, 44). Otro cstudio reciente demostrd que la con-
ducta sexual y cl uso de mariguana estin asociados
con fa presencia CB y VPH- 16 positivo, mientras que
tabaco, alcohol y una deficiente higiene oral se asocio
con VPH negative {45). En an estudio de casos y con-
troles con hombres en edad escolar, se ha descrito que
el sexo oral y besar con la boca abierta, estin asociados
con cl desarrollo de infecciones con VIPH (46).
L e [.L'-;'.' ficds L"i." HIC(- Z-1:';'11."—1.“'!‘.{."&_?.";'&.(;."
Diversos cstudios han reportado la presen‘éia de
tumores de cavidad oral y bucofaringe asociados a

VPH en pacientes jdvenes {40 a 60 afos), en com-
paracidn con los pacientes con VPH negativo, que
en promedio son 5 anos mayores (>60 anos) (4,
47-49). En refercncia a la relacion hombre: mujer,
agunos estudios reportan que en turnores de VADS
cxiste un hgero predominio en hombres (3:1)
comparado con las mujeres (2, 45, 47). Un estudio
reciente reportd que log pacientes con tumores de
VADS positivos a VPH eran predominantemente de
raza blanca y con un alto nivel educativo y econdmi-
€0, en comparacian con los negativos a VPH (45).

Caracteristicas \ IIT;"".'\ Leldres
de la Infeccion por VPH
La inactivacién del p53 v pr son ev:zlatos comu-
nes en la mayaria de los tumores en cavidad oral ¥ la
bucofaringe, sin embarge 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
oncoproteinas E6 y E7, que inactivan la funcién de
p53 (50). Un estudio reciente reportd que el 57%
de tumores de amigdala VPH positivos presentaban
mutacion cn p53, en contraste con fos tumores VPH
negativos (57% vs 0% p= 0.008) (51). La proteina E7
tiene la capacidad de disminuir [a expresien de la a-
clinaD y de pRb, favoreciendo la expresiondep 1 Gen
los tumores VP H positivos de CE-VADS {50, 53).

Recientemente se ha reportado que un polimorfismo
en ¢l codon 72 de p33, modifica ¢l ricsgo de desarro-
llar cincer de células escamosas en bucofaringe; y se
sugnere que cste polimorfismo podria ser utilizado
come marcador de susceptibilidad a este tipo de cin-
cer, asocado a VPH 16, especialmente en pactentes
no fumadares {33). Por otro lado. la expresion de
p16 s¢ ve disminuida en tumores de cabeza y cuello
asociados a rabaco y alcohol, por una probable muta-
cién, delecion o metitacion de cste gen (54).

Con estos hallazgos sc fortalece la teoria de la exis-
tencia de las dos posibles mecanismos de carcinogé-
nesis en tumores de cabera y cuello, por un lade los
tumores de VADS VPH positivas cstin asociados

vs Carvinomus de Cavidad Bucal y Buvofur
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con un tipo silvestre de pS3, una baja regulacién de
ciclina D y pRb y una sobreexpresién de pl 6, mien-
tras que los tumores VP H negativos se caracterizan
por presentar, mutaciones de p53, un incremento en
fa ciclina D, un normal o incrementado nivel de pRb
yun decremento en la expresion de pl6.

En of contexto de los eventos epigenéticos, un estudio
reciente determind el estatus de fa metilacion global
del DNA en tumores de cavidad bucal, como evento
temprano de los procesos carcinogénicos de la cavi-
dad bucal, donde el indice de metilacién del DNA
fue de 428 (IC 95% 4.1-4.4), sin embargo, al buscar
asociacion de la metilacion global con otras variables
como tabaco, alcohol e infeccion por VPH los resulta-
dos no mostraron diferencia de signiftcancia estadisti-
ca{55). Laregulacion epigenética en lainfeccion por
VPH participa de forma trascendente en el proceso
de la carcinogénesis de CB. En un estudio realizado
en el INCan, se analizd el patron de metilacion del
VPH-16 en cincer de cavidad bucal, demostrando
que la metilacion 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 so estado de latencia (56).

ik | ! i ,'! ' I,,‘-."-'- POCUTON conl eSS
Las infecciones virales han sido refacionadas con el
desarrollo y propagacion de diversos tipos de cin-
cer. Reportes epidemiolagicos han demostrado que
la infeccion por el VPH pucde coexisur con otros
virus, entre los cuales se encuentran el virus de in-
munodeficiencia humana (VIH), y algunos de la
famulia de los herpes virus, como el VHHS y el virus
de Epstein Barr (VEB) (57, 58).

Virws ile Do .a’._l‘l. icnvig Homanag (VIH ).
Recientemente se ha reportado que lainfeccion por
el VIH esta fuertemente asociada con una alta preva-
lenea, incidencia y persistencia de la infeccion por
VPH, asl como con la persistencia y progresion de
lesiones escamosas intracpiteliales (59). Estudios
previos han reportado un incremento en el desarro-
lio de cincer de ano, cérvix, orofannge, penc, vagina

y vulva asociados con la infecaién de VPH entre pa-
cientes con VIH/SIDA, donde ¢l papel de la inmu-
nosupresién aun no esta bien definido (60, 61).

Un estudio reciente evalud la asociacién de diversos
tipos de cancer i situ e invasivos asociados a VPH
en pacientes con infeccion por VIH. observandose
un jncremento en el riesgo de presentar lesiones
malignas por la coinfecaion VPH/VIH. En lesiones
in situ el riesgo se incrementa para cancer de cérvix
(RR=46 1C 95% 4.3-5.0) y en hombres para cancer
anal (RR=60.1 1C 95% 49.2-72.2).

Por otro lado cn lesiones invasivas ¢ patron es muy
similar, afectando principalmente cérvix, pene y ang,
ademis de afectar otros sitios, como amigdala (RR=
2.6 1C 95% 1.8-3.8), vstos resultados pueden ser atri-
buidos a la gradual pérdida de control de los queratino-
¢itos que se encuentran infectados por el VPH debida
a una avanzada inmunosupresién por la infeccion del
VIH {62). Si bien se han reportado controversias entre
la presenciade cdncer de VADS y lainfeccion por VPH
en pacientes VIH+ (63), un estudio reciente describio
l2 asociacion de cincer de la bucofaringe con la pre-
sencia de infeccion por VPH en pacentes con VIH/
SIDA; ¢l ricsgo de presentar este tipo de neoplasia se
vio incrementado por la coexistencia de algunos facto-
res de niesgo, como el consimo de tabaco ylainmuno-
supresion atribuida alos pacienres VIH= (64).

ViFus Fpatein Barre (VEBR) La infeccion del vi-
rus de VEB ha sido reportada en coexistencia con
¢l VPH en algunos ripos de cdncer, como et adeno-
carcinoma de pulmén (63) y cincer de cérvi, aun-
que s¢ ha documentado que el VEB no cs un agente
comensal que frecuentemente sc encuentre en fas
lesiones malignas de cérvix (66). Un estudio recien-
te reporto la coinfeccién de VPH y VEB en | 7% de
lesiones intraepiteliales de alte grado (67).

Algunos cstudios han examinado la asociacion entre
los VPH de alto riesgo y o VEB con la progresian de
tumores de VADS, particulaments con los carcinomas
de nasotaringe (68). Un estudio reportd b presencia de
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VPH tipo 6, 11,16 en papilomas sinonasales donde el
VEB juega un papel importante cn su patogénesis (6%).

Prondstico y tratanuento
Un metandlisis reciente reporto elim pactocen la su-
pervivencia de los tumores de vias acrodigestivas
superiores con infeccion por VPH, demostrando
que los pacientes positivos para VPH tenian un
bajo ricsgo de muerte (meta RR 0.85 [C 95% 0.7-
1.0), asi coma un bajo riesgo de recurrencia (Meta
RR 0.62 IC95% 0.5-0.8) cn comparacion con pa-
cientes con CByBF negativos a VPH (70).

Datos sobre un cstudio prospectivo en fase 2, con-
firman quc la infeccion por VPH predice una mejor
respuesta a tratamicnto con quirmiolerapia y radiote-
rapia FEl estatus de VPH en tumores de orofaringe
fuc estadisticamente significativo en relacion con
la respuesta a la terapia de induccién (82% contra
55%), por otro lado, la sobrevida mejord cuando fue
evaluada alos 2 anos (95% contra 62%) y el riesgo de
progresion de la enfermedad fue 72% mas bajo de lo
observado en los pacientes con VPH negativo (47).

La evaluacién de la respuesta a la terapia, en otro
estudio en pacientes con cancer de bucofaringe, se
encontrd que la presencia de VPH-16 se asocio a
una mejor respuesta a la quimioterapia (p=0.001)
y a fa terapia combinada de quimioterapia con ra-
dioterapia (p=0.0005), asi como una mejor super-
vivencia (p=0.007) (71).En un estudio de i00 pa-
cientes con cancer de bucofa_r'mgc ¥ Co-expresion
de VPH/p16, se demostré que presentaban una
mejor supervivencia en comparacién con aquellos
pacientes con tunores VPH ncgativos, o positivos
pero que no cxpresaban pl6 (723, lo cual revalida
la correlacion exisrente cntre la expresién de VPH
y P16 (73). Estos resultados confirman que el esta-
tus de VPH cs un buen biomarcador pronostico cn
tumores dec cabeza y cuello. Si esto se corrobora,
tendria profundas implicaciones en la forma que
se evalaa a los pacientes, se analwan los ricsgos y
benehcios para tomar decisiones terapéuticas, y se
interpretan los resultados de los ensayos clfnicos.

VPH v los Carcinomas de Cavidad Bucal y Bucofuring.

Con ¢l desarrollo de las vacunas contra ¢l VPH se
espera cambiar el panorama cpidemiolégico de
cstas infeccioncs, st bien estas vacunas no son te-
rapéuticas si tiecnen un enfoque preventivo. Una de
cllas es tetravalente, especifica paralos VPH tipo 6,
11,16 ¥ 18, que previene principalmente las Jesio-
nes asociadas al contacto sexual, especialmente los
papilomas y las neoplasias malignas,

Aun no se ha demostrado un efecto positivo en la
aplicacién de cstas vacunas en [as neoplasias du las
VADS, sin embargo, considerando que Las vacunas
son capaces de ncutralizar los viriones de] VPH en
los tejidos del huésped, sc postula que pedria exis-
bir cierta proteccion para el desarrollo de aquelias
[esiones de cavidad bucal asociadas a los tipos 16 y
18, no obstante estos resultados solo se apreciarian
en estudios alargo plazo (74, 75).
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