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Introduccidn: Estudios recientes apoyan un papel importante del virus del papiloma
humano (HPV) en carcinomas epidermoides de orofaringe (OPSCC), aunque la incidencia
varia ampliamente dependiendo de la ubicacion geografica y el periodo de tiempo
estudiado. La implicacion del HPV en los tumores de cabeza y cuello no orofaringeos es
incierta.

Objetivo: El objetivo de esta tesis fue determinar la prevalencia de infeccion por HPV en
carcinomas epidermoides de orofaringe, laringe (LSCC) e hipofaringe (HPSCC) en el norte
de Espafia, y estudiar las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los tumores
asociados y no asociados al HPV a fin de observar las diferencias existentes entre ellos.

Material y métodos: se recopilaron datos clinicos y se estudiaron muestras histoldgicas
embebidas en parafina, de 248 pacientes consecutivos tratados quirdrgicamente para
OPSCC (140 de amigdalay 108 de base de lengua) entre 1990y 2009, y de 124
pacientes consecutivos tratados quirdrgicamente de carcinomas epidermoides de
laringe (62 casos) e hipofaringe entre 2002 y 2007. Las muestras fueron
histomorfoldgicamente evaluadas, y la expresion proteica de p16 y p53 se analizd
mediante estudio inmunohistoquimico. La deteccidén del ADN del HPV de alto riesgo se
realizd mediante GP5+/6+-PCR e hibridacidn in situ (ISH). En los casos positivos para el
HPV, se realizé una RT-PCR del ARNm de E6. Resultados: en OPSCC treinta casos (12%)
fueron positivos para la inmunotincion de p16, de los cuales ocho (3,2% de la serie total)
fueron positivos para HPV tipo 16 por
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genotipado de los productos GP5+/6+- PCR. Todos los tumores HPV GP5+/6+ -PCR
positivos fueron p53-negativos, siete tenian una morfologia basalioide y siete
también fueron positivos para HPV por ISH. La presencia de HPV se correlaciond
inversamente con el consumo de tabaco y alcohol (p <0,001), pero no con la edad al
diagndstico de OPSCC. La supervivencia global fue mejor en el grupo HPV positivo,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p = 0,175).

En LSCC y HPSCC diecisiete casos (14%) fueron positivos para la inmunotincion de
p16, de los cuales 2 (1 en laringe y 1 en hipofaringe, 1,6% de la serie total)
resultaron positivos para el ADN del HPV por GP5+/6+-PCR posterior. Ambos casos
contenian HPV tipo 16 y mostraron expresion de ARNm de E6 de HPV16.

La tincidn positiva de p16 mostré una sensibilidad del 100% para detectar tumores
HPV-positivos, pero no demostrd una adecuada especificidad, ni valor predictivo
positivo en nuestro medio. Dicha determinacidon tampoco mostré un valor
prondstico en ninguna localizacion estudiada. La ausencia de expresién de p53
estuvo presente en el 100% de los casos de OPSCC HPV-positivos. Se asocié de
forma estadisticamente significativa con la ausencia de recidiva tumoral en todas
las localizaciones estudiadas, y con una mejor supervivencia de forma significativa
en LSCCy HPSCC.

Conclusion: el HPV muestra una baja implicacién en la carcinogénesis de los
carcinomas epidermoides de orofaringe en el Norte de Espaia pero con tendencia
creciente, estando presente en un 1,8% en la década 1990-1999 aumentando hasta
un 6,1% de los casos en la década 2000-2009. El HPV solo estd involucrado
ocasionalmente en la carcinogénesis de los carcinomas epidermoides de laringe e
hipofaringe en el Norte de Espaia.
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RESUMEN (en Inglés)

Introduction: Recent studies support an important role for human papillomavirus
(HPV) in oropharyngeal squamous cell carcinomas (OPSCC), although the incidence
varies widely depending on the geographic location and time period studied. The
significance of HPV in non-oropharyngeal head and neck cancers is uncertain.

Objective: The aim of this Doctoral Thesis was to determine the proportion of HPV in
oropharyngeal, laryngeal (LSCC) and hypopharyngeal (HPSCC) squamous cell
carcinoma in northern Spain, and to study the clinical and histopathological
characteristics of the HPV-positive and HPV-negative tumors in order to observe the
differences between them.

Material and Methods: Clinical records and paraffin embedded tumor specimens of
248 consecutive patients surgically treated for OPSCC (140 tonsillar and 108 base of
tongue) between 1990 and 2009, and 124 consecutive patients surgically treated for
laryngeal (62 cases) and hypopharyngeal (62 cases) SCCs between 2002 and 2007
were retrieved. OPSCC, LSCC and HPSCC cases were histomorphologically evaluated,
and protein expression of p16 and p53 was analyzed by immunohistochemistry.
Detection of high-risk HPV DNA was performed by GP5+/6+-PCR and in situ
hybridization (ISH). In HPV-positive cases, RT-PCR of mRNA E6 was analyzed.

Results: in OPSCC thirty cases (12%) were positive for p16 immunostaining, of which
eight (3.2% of the total series) were found positive for HPV type 16 by genotyping of
GP5+6+-PCR products. All HPV GP5+/6+-PCR-positive tumors were p53-
immunonegative, seven had a basaloid morphology and seven were also positive by
HPV ISH. Presence of HPV correlated inversely with tobacco and alcohol consumption
(p <0.001), but not with age of onset of




.

; Universidad de Oviedo
Ty Universida d"Uviéu
S Vicerrectorado de Organizaci6én Académica University of Oviedo

a8 ®a® s

Vicerrectordu d'Organizacién Académica
Vice-rectorate for Academic Organization

OPSCC. Overall survival was better in the HPV-positive group, although not
statistically significant (p = 0.175). In LSCC and HPSCC seventeen cases (14%) were
positive for p16 immunostaining, of which 2 (1 larynx, 1 hypopharynx, 1.6% of
total series) were found positive for HPV DNA by subsequent GP5+/6+-PCR. Both
SCCs contained HPV type 16 and showed HPV16 E6 mRNA expression.

Positive staining of p16 showed a sensitivity of 100% to detect HPV-positive
tumors, but did not demonstrate an adequate specificity or positive predictive
value in our environment. P16 also did not show a prognostic value in any studied
location. The absence of p53 expression was present in 100% of OPSCC HPV-
positive cases. It was associated in a statistically significant way with the absence
of tumor recurrence in all the studied locations, and with a better survival in LSCC
and HPSCC.

Conclusion: OPSCC patients in northern Spain demonstrated a low involvement of
HPV, increasing from 1.8% in 1990-1999 to 6.1% of cases in 2000-2009. HPV is
only occasionally involved in laryngeal and hypopharyngeal SCC patients in
northern Spain. P16 does not show adequate specificity or VPP for the detection
of HPV-positive tumors in our environment.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN Investigacién en Cancer
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1.INTRODUCCION






I. Epidemiologia de los tumores de laringe, hipofaringe y

orofaringe

Los tumores de cabeza y cuello suponen la quinta causa mas comun de cdncer
a nivel mundial, con una incidencia anual estimada superior a los 500.000
casos en todo el mundo, incluyendo 274.850 casos de cancer de cavidad oral,
159.363 casos de cancer de laringe y 52.100 casos de cancer de orofaringe().
En el afio 2013 se estimé una incidencia superior a 53.000 casos y 11.000

muertes solo en EEUU por esta enfermedad(2).

a) Epidemiologia del cancer de laringe

La laringe es un érgano Unico, de localizaciéon
central, situado anterior a la faringe y eséfago
y en el cual reside la funcién fonatoria del ser
Supraglotis A humano. Se divide en tres regiones:
' supraglética, glética y subgldtica (Figura 1). La
region supraglética comprende la epiglotis,
los repliegues aritenoepigléticos, los
aritenoides, las bandas y los ventriculos
laringeos. La regién gldtica consta de las
cuerdas vocales y comisuras anterior vy

posterior. La regidén subgldtica es el espacio

] ; ue queda bajo las cuerdas vocales se
Figura 1: corte sagital de la q q . y

laringe. satin sha. Head & Neck Surgery extiende hasta el borde inferior del cartilago
and Oncology. 4th Edition

cricoides.




El cancer de laringe es el tumor maligno mas frecuente de los tumores de
cabeza y cuello en Espafia, uno de los paises con mayor incidencia, donde
supone entre el 2,2% y el 4,8% de todos los cdnceres nuevos diagnosticados,
y entre el 1,5% y el 2,5% de las muertes producidas por tumores malignos).
En una serie de 2500 carcinomas de cabeza y cuello publicada en nuestro pais

en 2001 suponen un 51,9% del total).

Es un cancer evitable, y tiene un excelente prondstico cuando es tratado en
estadios iniciales, por lo que es imprescindible insistir en prevenir el consumo
de tabaco y alcohol (los dos principales factores de riesgo), y en el diagndstico

precoz.

El 99% son carcinomas epidermoides, y el grupo de pacientes mds afectado
son los varones (95%) en la sexta década de la vida. La localizacion mas
frecuente es la glotis (60-65% del total), seguida de la supraglotis (30-35%)

siendo menos frecuentes a nivel de subglotis (5%).

El cancer de laringe presenta su maxima incidencia en los paises
mediterraneos, sobre todo cuando se analizan las cifras en varones. En el
Norte de Europa es donde se halla la mayor incidencia en el sexo femenino.
Estas variaciones, reflejan los distintos habitos de tabaquismo y consumo de

alcohol en las distintas zonas geograficas(.s).




b) Epidemiologia del cancer de hipofaringe

La hipofaringe es la region mas inferior de
la faringe comenzando a nivel del borde
de la epiglotis y finalizando a nivel del
borde inferior del cartilago cricoides,
donde se continla con el esdfago
cervical. Los senos piriformes, la pared
posterior faringea y el area postcricoidea
son las sublocalizaciones

tres que

comprende la hipofaringe (Figura 2).

Los tumores de hipofaringe son tumores

relativamente frecuentes, aunque

presentan notables variaciones entre

- Opening of
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Figura 2: corte coronal de la faringe. atin Shah, Head
& Neck Surgery and Oncology. 4th Edition.

paises. La incidencia en Espafia es aproximadamente 2 casos nuevos en

varones por 100.000 habitantes/afio y 0,2 casos nuevos en mujeres por

100.000 habitantes/afio.

En una serie publicada de 2500 tumores de cabeza y cuello diagnosticados en

nuestro pais entre 1984 y 1998, la hipofaringe fue la cuarta localizacién en

importancia con el 9% de los carcinomas (225 casos)).

Son consideradas regiones de alto riesgo para el cancer de hipofaringe el

centro y sur de Europa, Brasil y partes de Extremo Oriente y Africa

subsahariana-s). Varios estudios han mostrado la influencia de la raza y el

sexo en el cancer de hipofaringe, siendo mas altas las tasas de incidencia en

varonesy en laraza negra(9).




La mayoria de tumores de hipofaringe son también carcinomas epidermoides,
y menos de un 2% de los tumores originados a este nivel presentan otras

histologias.

c) Epidemiologia del cancer de orofaringe

La orofaringe comienza en la cara anterior del pilar anterior amigdalino y se
extiende en sentido posterior. Incluye el paladar blando, la fosa amigdalina, la
pared posterior faringea y el tercio posterior de la lengua (base de lengua, por

detras de la “V” lingual) (Figura 3).

Los tumores de orofaringe son
descritos clasicamente como
el tercer tumor mas frecuente
de los localizados en cabeza y
cuello, tras laringe y cavidad

oral. En una serie extensa

publicada en nuestro pais en

2001 suponen un 17,7% del
Figura 3: corte sagital de la orofaringe.

Jatin Shah. Head & Neck Surgery and Oncology.4th Edition total@4). Son mas frecuentes en

la quinta década de la vida y tienen una distribucion por sexos muy

predominante en varones (16/1).

Histdricamente los tumores de base de lengua eran los mas frecuentes dentro
de la orofaringe, seguidos por amigdala y paladar blando. Esta distribucion en
cuanto a frecuencia global de tumores de orofaringe, y a frecuencia relativa
dentro de las sublocalizaciones anatémicas ha cambiado, como veremos, a lo
largo de las ultimas dos décadas por la aparicidn de nuevos factores de riesgo

qgue han tomado gran importancia.




Il.  Etiologiay factores de riesgo clasicos

En cuanto a la etiologia, los factores y mecanismos implicados no son del todo

conocidos, aceptandose la teoria multifactorial de la carcinogénesis.

El consumo de tabaco y de alcohol son los principales factores de riesgo para

desarrollar un cancer de laringe, hipofaringe y orofaringe.

El tabaco es el principal agente relacionado con el cancer de laringe. El humo
del tabaco contiene agentes cancerigenos como hidrocarburos aromaticos
policiclicos y nitrosaminas, que suman su accién al efecto irritativo local y de
inflamacidn crdnica que ejerce sobre la mucosa laringeaqo). En el caso de los
tumores de orofaringe, asi como en los de cavidad oral, el tabaco mascado
también se ha mostrado como un importante factor de riesgo, prueba de ello
es la mayor incidencia de estos tipos de tumores que se viene observando de

forma clasica en el sudeste asiatico y Australia.

El alcohol es un co-carcindégeno que en el caso del cancer de laringe potencia
su desarrollo facilitando la accion carcinogénica del tabaco, aunque parece
que en los casos en los que afecta a la supraglotis podria comportarse mas
como carcindgeno directoa1). Ademas de actuar como disolvente de agentes
cancerigenos del humo del tabaco, el etanol parece intervenir en los
microsomas hepaticos comprometiendo el metabolismo de dichas sustancias

carcinogénicas(12).

Mientras que el consumo de tabaco influye por igual para todas las
sublocalizaciones del cancer de laringe, el consumo de alcohol se relaciona en

mayor medida con los tumores laringeos de localizacién supragldtica y con los




tumores de hipofaringe y orofaringe, siendo menor la asociacidn hallada con

los tumores de glotis y subglotis(11,12).

Hasta 2001, la incidencia de tumores de cabeza y cuello diagnosticados en
nuestro medio no relacionados con los factores de riesgo clasicos suponia tan

solo un 4% en laringe y orofaringe y un 1% en hipofaringe).

Aparte de estos dos factores de riesgo suficientemente contrastados, se ha
relacionado el cdncer de laringe y faringe con determinadas sustancias de
exposicion laboral (asbesto, niquel, polvo de madera, polvo de

cemento...)(0,13), carencias vitaminicas y déficits nutricionales(a).

Existen estudios que han relacionado el reflujo gastroesofagico(s) con el
desarrollo de cancer de laringe, una vez corregido el efecto de alcohol y

tabaco, aunque esta hipdtesis no estd suficientemente contrastada(is).

Tan solo un 20-30% de los individuos sometidos a estos factores de riesgo
desarrolla un cancer de laringe, hipofaringe u orofaringe por lo que debe
existir una susceptibilidad individual al efecto carcinogénico de los mismos,

gue vendria genéticamente determinadaiz.1s).




lll.  Unvuelco epidemioldgico

En las uUltimas tres décadas ha habido un cambio importante a nivel mundial
en la epidemiologia del cancer de cabeza y cuello. Mientras la exposicién a
mutagenos quimicos como tabaco y alcohol permanecia como el factor de
riesgo mas comun para el desarrollo de estos tumores, en este periodo de
tiempo ha habido una rapida e intensa expansion epidemioldgica de un
subtipo de tumores de cabeza y cuello no relacionados con los factores de
riesgo clasicos, y que ha adquirido una dimensién global. Estos tumores, son

los relacionados con la infeccion por el virus del Papiloma Humano (HPV).

En las ultimas tres décadas, a pesar del descenso en las tasas de tabaquismo
en paises desarrollados, ha habido un estancamiento, seguido de un sensible
incremento en la incidencia de cdncer de orofaringe, particularmente entre
varones blancos de mediana edad, muy a menudo no fumadores ni
bebedores, o no grandes fumadores, en comparacién con los pacientes
tradicionalmente asociados a este tipo de tumor y al resto de tumores de
cabeza y cuello (pacientes grandes fumadores y bebedores). Este vuelco
epidemiolédgico hoy se atribuye a la infecciéon por el virus del Papiloma
Humano (HPV), el virus esencial en la etiologia del carcinoma de cérvix

uterino(19).




IV.  Elvirus del Papiloma Humano: papel en los CECC

El virus del Papiloma Humano (HPV, del Inglés Human Papillomavirus),
descubierto en 1950, es un virus de ADN, sin envoltura, pequefio, que infecta
células de epitelios escamosos. Se han aislado mas de 200 tipos de HPV, y

existen evidencias de la existencia de algunos tipos no aislados aun.

Los diferentes tipos de HPV dan lugar a un largo espectro de lesiones
epiteliales, la mayoria de ellas consistentes en hiperplasias epiteliales
benignas (verrugas o papilomas) con un bajo potencial maligno. Existe un
subgrupo de HPV’s denominados “de alto riesgo” que se asocian con la

aparicion de lesiones cancerosas en diferentes epitelios.

En el afio 2003 Mufioz et al(20) clasificaron los diferentes genotipos aislados de
HPV, estableciendo como HPV de alto riesgo los tipos 16, 18, 31, 33, 45, 51,52,
56, 58, 59, 68, 73 y 82, por ser detectables en lesiones intraepiteliales de alto
grado o carcinomas invasivos; los HPV 26, 53 y 66 como potencialmente de
alto riesgo pero con un papel oncogénico peor establecido y los HPV 6, 11, 40,

42,43, 44,54,61,70 72, 81 y 89 como de bajo riesgo oncogénico.

Las infecciones por HPV de alto riesgo son asintomaticas y la gran mayoria de
los individuos expuestos aclaran la infeccion y nunca desarrollan un
carcinoma. Una pequefia fraccién de las personas infectadas con estos HPV de
alto riesgo desarrollard un tumor maligno, normalmente afios después de la

infeccidn inicial.

La exposicion al HPV es muy comun, con una prevalencia puntual estimada en
muestras genitales del 43-62% y una prevalencia a lo largo de la vida del
individuo muy alta(1,22). Es trasmitido por contacto sexual y contacto intimo

piel con piel. La literatura muestra que en un momento puntual, el 7% de la




poblacién tiene una infeccidn oral u orofaringea por HPV(23,24). La mayoria de
las infecciones son eliminadas por el sistema inmune pero solo la mitad de los
pacientes con una infeccion conocida por HPV en cualquier lugar del
organismo desarrollan anticuerpos anti-HPV. La tasa de exposicidn oral al virus
a lo largo de la vida es desconocida, pero se estima que del 65-100% de los
adultos activos sexualmente han estado expuestos al HPV en alguna

localizacién anatémica (oral- orofaringea, genital o anal)@1,22).

Los varones tienen una mayor probabilidad de presentar una infeccién oral
por el virus(a). Esto se explica porque la mucosa genital femenina presenta
una mayor carga viral que la mucosa o piel genital masculina y por tanto en

una relacién sexual oral el hombre tiene una exposicion mayor al virus.

Basdndose en evidencias moleculares y epidemiolégicas, la International
Agency for Research on Cancer, reconocio en 1995 que los HPV tipos 16 y 18,
considerados de alto riesgo, eran carcinogénicos en humanoszs). Juntos, esos
dos tipos de HPV son responsables del 70% de los casos de cancer de cuello
de utero(s), siendo esta neoplasia, la mas fuertemente asociada a la infeccién
por HPV. Los HPV 16 y 18 ademas se asocian con otros tumores anogenitales
(vulvar, anal y cancer de pene)@r), y lo que mas nos interesa en relacién con el
presente trabajo, con algunos carcinomas epidermoides de cabeza y cuello

(CECC)(29).

Evidencias clinicas, epidemioldgicas y moleculares muestran que la infeccion
por HPV’s de alto riesgo especialmente HPV 16 se relaciona con el desarrollo
de carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC) en individuos sin
exposicién a los factores de riesgo clasicos para esta enfermedad (consumo

de tabaco y de alcohol)29,30).

La incidencia de cancer de amigdala y base de lengua en EEUU se incremento

un 2,1% y un 3,9% respectivamente, desde 1973 a 2001 en varones y mujeres




de raza blanca de entre 20 y 44 afios(1,125). Este incremento en la incidencia
de cancer orofaringeo ha sido paralelo al incremento de ciertas practicas
sexuales en la poblacién tipicamente asociadas a la transmisién sexual del
HPV(30,31). Valga como ejemplo un estudio francés, que muestra que la
prevalencia a lo largo de la vida de relaciones sexuales orales se ha

incrementado en la poblacién desde un 50% en 1970, a un 90% en 2006(32).

Varios estudios sugieren que la infeccion del epitelio de la mucosa orofaringea
por el HPV es transmitida sexualmente, y que el riesgo de infeccién oral por
HPV aumenta con un mayor numero de parejas sexuales y con un mayor
numero de parejas sexuales orales a lo largo de la vida. Esto se confirma en
un estudio caso-control del afio 2007 que demuestra que el riesgo de cdncer
orofaringeo (OPSCC) aumenta de forma significativa en individuos con un alto
numero de parejas sexuales vaginales (>26) y de parejas sexuales orales (>6)
con unos Odds Ratio de 3,1 y de 3,4 respectivamente(o) concluyendo que hay
una fuerte asociacidn entre los habitos sexuales, la infeccidon por HPV vy el
riesgo de OPSCC en pacientes sin historia de tabaquismo o consumo de

alcohol(3o,33).

Del mismo modo, marcadores de infeccién por HPV como la seropositividad
para HPV-16 L1 y E6 se han asociado con un incremento del riesgo de

OPSCCz4).

En 1983 fue propuesto por primera vez el HPV como un factor etioldgico en
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello por Syrjanen et al, en tumores de
cavidad oral(ss,36) y en 1985 fue detectado por primera vez el ADN del HPV 16
en un carcinoma invasivo de cabeza y cuello@?). Desde entonces, las
secuencias de ADN de HPV 16 han sido detectadas repetidamente en una

proporcién variable de CECC que va desde el 10% al 100%ss). Esta disparidad
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parece reflejar las diferentes localizaciones anatémicas de los tumores

estudiados y las distintas técnicas usadas para aislar el ADN viral.

Andlisis retrospectivos han demostrado el claro cambio en la epidemiologia de
los CECCen EEUU en las ultimas 4 décadas. Entre 1973y 2003, se ha observado
una reduccion del 1,85% anual en la incidencia de CECC asociados a los
factores de riesgo clasicos, paralelamente al aumento en la incidencia de los

CECC asociados al HPV de un 0,8% anual(3g). Esto ha sido paralelo al descenso

en las tasas de tabaquismo durante el periodo(o).

El incremento en los tumores asociados al HPV ha sido tan importante que
algunos autores han llegado a plantear la existencia de una epidemia en
cuanto a la distribucién del virus HPV. En un estudio publicado sobre la
prevalencia de infeccién por HPV en 271 casos de OPSCC entre 1984 y 2004
en USA, se observa un incremento temporal desde un 13,6% en la década de

los 80’s hasta un 72,7% en los 2000(41).

En una revisién sistematica publicada en 200542) se recoge que la prevalencia
de infeccidn por HPV en OPSCC era del 35,9% a nivel mundial, y que esta
prevalencia era mucho mayor en USA (47%), que en Europa (28%). Tres afios
después, se publica una nueva revisidn@s) en la que se muestra un pequefio
cambio en la prevalencia de infeccion por HPV en OPSCC hasta un 38,1%.
Estudios mas recientes, sin embargo, sugieren un aumento importante en la
prevalencia de infeccidon por HPV en estos tumores. Un estudio retrospectivo
sueco, muestra un progresivo incremento en las cifras de deteccion de HPV en
carcinomas epidermoides de amigdala usando el mismo método de deteccidn,
a lo largo de las ultimas tres décadas: 23,3% en 1970’s, 29% en 1980’s 57% en
1990’s, 68% entre 2000 y 2002, 77% entre 2003 y 2005 llegando a un 93%

entre 2006 y 2007 44).
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Un estudio publicado en The New England Journal of Medicine en 2010 recoge
una prevalencia de HPV en carcinomas de orofaringe del 63,5% en 323

pacientes@s).

A pesar del gran énfasis que ha puesto la comunidad cientifica internacional
en la implicacién de la infeccion por HPV en la etiologia de los carcinomas
epidermoides de orofaringe (OPSCC) y en el aumento en la incidencia de este
tipo de tumor, los datos publicados sobre la presencia del virus en otros
tumores de cabeza y cuello muestran unas cifras mucho menores. Una
revisién de 60 estudios publicados utilizando PCR para detectar y genotipar el
HPV en biopsias de tumores de cabeza y cuello demuestra una mayor
prevalencia de infeccidn por HPV en OPSCC frente a carcinomas epidermoides

de laringe (LSCC) y de cavidad oral (OSCC) (37,5% vs 24% vs 23,5%)(42,43).

Un meta-andlisis publicado en 2013, estima una prevalencia de infeccidn por
HPV a nivel mundial en carcinomas epidermoides de orofaringe de un

47,7%4s).

Hay autores que hablan de la existencia de una fase de latencia para los otros
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello y preconizan un futuro
incremento en las tasas de infeccidon por HPV en los mismos en el futuro, que

emule la evolucidn observada en los OPSCC.

El HPV tipo 16 es el genotipo mas prevalente en los tumores de cérvix uterino
y también en los CECC, siendo detectado en mas del 90% de los CECC HPV
positivos(9). EI HPV tipo 18 es detectado solo en un 2,8% de los OPSCC HPV

positivos2).
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V. Ciclo Biolégico del HPV:

El proceso tumorigénico llevado a cabo por los HPV de alto riesgo ha sido

estudiado desde el punto de vista molecular en tumores de cérvix uterino.

El genoma del HPV esta contenido en
una molécula de ADN circular, de doble
cadena, de un tamaio de 8000 pb que
codifica mds de 10 proteinas, unas
denominadas de traduccién temprana
(E), y otras de traduccion tardia (L). Solo
una de las dos cadenas es transcrita a

ARNm.

El genoma se divide en tres porciones
(Figura 4): una regién de 4000 pb que
codifica proteinas implicadas en |la
replicacion del ADN viral y en la

transformaciéon celular (region E), una

Figura 4: genoma del HPV 16

Figura tomada de Ref. 91

region de 3000 pb que codifica las proteinas estructurales de las particulas

virales (region L), y una regidon de 1000 pb no codificante que contiene

elementos iniciadores de la replicacién del ADN viral y elementos reguladores

de la transcripcidnr).

A través de heridas o abrasiones el HPV infecta las células epiteliales basales,

que son las Unicas del epitelio con capacidad de replicarse. Tras la infeccién el

ADN viral se mantiene en el nucleo de las células basales infectadas en forma

de un bajo nimero de copias en forma de plasmidos), sin que se produzca la

integracién del ADN del virus en el genoma celular.




Las células epiteliales realizan un proceso de diferenciacion a medida que se
desplazan desde la membrana basal hacia la superficie del epitelio. Este
proceso de diferenciacion lleva asociado la pérdida de capacidad de
replicaciéon, algo caracteristico de los queratinocitos diferenciados de los

estratos superficiales.

Es durante este proceso cuando el ADN viral se replica hasta dar lugar a un
gran numero de copias en las células, ya diferenciadas, que se encuentran
cerca de la superficie epitelial9). En estas células superficiales es donde se
produce la transcripcion y traduccién de los genes de la region L, que codifican
las proteinas estructurales L1y L2, que constituyen la cdpside de las particulas
virales y que determinan el subtipo de virus HPV. El genoma viral amplificado
es encapsulado por las proteinas de la capside para formar y liberar los

provirus(so), perpetuando asi el ciclo vital del virus.

La replicacién del genoma del HPV es dependiente de la maquinaria de
replicacion de la célula huésped. A pesar de que las células diferenciadas de
los estratos suprabasales del epitelio normalmente no son capaces de permitir
la sintesis de ADN, es en esas células en las que se produce la replicaciéon del
ADN viral. Esto es asi debido a que las proteinas virales E6 y E7 crean en las

células infectadas un estado que permite la replicacion(a).
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La proteina supresora de tumores p53 actla incrementando sus niveles en
respuesta a dafios en el ADN y evitando la progresién del ciclo celular hacia

Fase S en el punto de control existente al final de Fase G1.
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Figura 5: esquema de actuacion de oncoproteinas E6 y E7 del HPV de
alto riesao riesao  Fiaura tomada de Ref. 81

La oncoproteina E6 del HPV se une a la proteina supresora de tumores p53 e
induce su degradacidn mediante un proceso de ubiquitinizacién2-54). E6
promueve la inmortalidad de la célula a través de otros mecanismos como

incrementar la actividad de la telomerasas).




E2F es un factor de transcripciéon necesario para la sintesis de ADN, que es
inhibido por la forma hipofosforilada de la proteina Rb (pRb). La existencia de
sefiales mitogénicas en la célula produce un aumento en la actividad de
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las cuales promueven la
fosforilacién de pRb, que pasa a estado hiperfosforilado. El paso a estado
hiperfosforilado de Rb conduce a la liberacién de E2F permitiendo a la célula

la entrada en fase S.

La oncoproteina E7 del HPV se une a la proteina supresora Rb y a proteinas
relacionadas, desestabilizando su funcidness7). Fundamentalmente lo que
hace es unirse a la forma hipofosforilada de Rb conduciendo a la degradacién
de la misma, de manera que no puede fijar el factor E2F y la célula escapa al
control en G1 produciéndose el paso a la fase S de forma incontroladass.s9)

(Figura 5).

La proteina p16 es un inhibidor de las CDKs, que en la célula sana se encuentra
inhibido por la actividad de pRb. La degradacion de pRb llevada a cabo por la
oncoproteina E7 produce una sobreexpresion de pl6é como efecto
indirecto(eo). E7 asimismo estimula las ciclinas E y A conduciendo el ciclo a Fase
S, sorteando los efectos inhibidores de la replicacion que normalmente lleva a

cabo p16s) (Figura 6).

E7 también se une a otras proteinas de control del ciclo celular y reparadoras

del ADN (p21, otras CDK) que conducen a la célula a fase Su).
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Figura 6: reentrada en ciclo celular producida por E6 y E7

Ambas, E6 y E7, interaccionan con otras dianas moleculares y juntas
promueven la progresién del ciclo celular propiciando la reentrada en el ciclo
celular de queratinocitos diferenciados postmitéticos, permitiendo asi la

replicacion del ADN viral en queratinocitos diferenciados(2.63).

La expresion continuada de los genes E6 y E7, provoca inestabilidad gendmica,
debida en parte a la capacidad de las oncoproteinas virales de anular las vias
moleculares de los genes supresores de tumores. Ademas E6 interfiere con
las enzimas reparadoras del ADN y E7 puede producir alteraciones
cromosomicas estructurales y numéricas interfiriendo en la sintesis del

centrosomace4,65).

Las proteinas E1 y E2 son también necesarias para la replicacion del ADN viral.

E1l es una helicasa dependiente de ATP que inicia la replicacion viral en




cooperacion con E2. E2 puede actuar como represor de la transcripcidn de E6

y E7, y tiene un papel esencial en la segregacidn de los plasmidos viraless,67).
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VI. Diferencias entre HPV de alto y bajo riesgo carcinogénico

El efecto de desestabilizacién de los mecanismos de control del ciclo celular
mediado por las oncoproteinas virales, no se produce en la misma medida en

todos los HPV.

En las infecciones por HPV de bajo riesgo la expresidon de E6 y E7 es controlada
de forma estricta y eficaz, manteniendo unos niveles de expresidon en las
células basales infectadas muy baja. Esta baja expresion tan solo limita la
diferenciacién de las células basales para mantener un reservorio de infeccion
y conduce a las células de los estratos suprabasales a un estado que permite
la replicacién con el objetivo de llevar a cabo la amplificacidon de su genoma'y

completar su ciclo vital, pero no conduce a la divisién celulares,s9).

La expresion de E6 y E7 en estas células basales no estd del todo clara, y
aunque se cree que se produce expresion a bajo nivel(zo), la expresién de E1y
probablemente E2 seria suficiente para el mantenimiento del genoma viral
plasmidico en la capa basal epitelial(71) y para facilitar la correcta segregacion

del genoma viral durante la division celular(z7,7s).

De esta forma en las infecciones por HPV de bajo riesgo no se estimula la
proliferacidn celular basal y parabasal de forma importante (Figura 7). E1y E2,
se mantienen en niveles de expresion altos(72-76) por activacién de su promotor
especifico, y logran la cooperacidn entre célula huésped y virus para replicar
los plasmidos virales. E2 es un importante represor de la expresion de E6y E7,
por lo que su nivel de expresion es fundamental para el control de dichas
oncoproteinas. No estd del todo claro si existe una limitada replicacion del

ADN de la célula huésped paralelo a la amplificacién viral, aunque existen
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trabajos que sugieren que al igual que para otros virus, la replicacién celular

esta inhibida(ze-so).

En las infecciones de bajo riesgo, tras la fase de infeccion productiva, el
sistema inmune del huésped fundamentalmente a través de la respuesta
celular adaptativa mediada por los linfocitos T, logra aclarar la infeccidn,
pudiendo persistir una infeccién crdonica con muy baja carga viral, y sin
expresion de proteinas virales en un nimero reducido de células basales

infectadas (latencia)u).

En las infecciones por HPV de alto riesgo se estimula la proliferacion de las
células basales infectadas y se inhibe la diferenciacion de las mismas (Figura
7). Se produce una desregulacién de la expresion génica viral, que lleva a una
sobreexpresion de E6 y E7 progresivamente cada vez mds intensa, con las
consecuentes alteraciones a nivel de sus dianas intracelulares p53 y pRb. De
este modo, se acumulan anomalias cromosdmicas y mutaciones puntuales en
la célula basal infectada, que son las que van dando lugar al fenotipo

neopldsico(a).

En la mayoria de los casos, el proceso carcinogénico HPV-mediado implica el
mantenimiento de una expresion alta constante de E6 y E7. Varios estudios
han demostrado que la inhibicion especifica de E6 en lineas celulares de

cancer HPV-mediado conduce a la apoptosis celular(s2,s3).
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Figura 7: diferencias entre HPV de alto y bajo riesgo carcinogénico Figura tomada de Ref. 91

Uno de los factores que contribuyen a la desregulacidon de la expresion del
genoma de los HPV de alto riesgo es que en ellos se produce la integracion del
genoma viral en el ADN de la célula huésped. El proceso por el que se
desencadena la integracién del pldsmido viral no se conoce por completo,
pero se cree que la desregulacidon del genoma viral que se produce en los HPV
de alto riesgo, contribuye a ello. El fallo en la expresidn de E1 se ha visto en
cultivos celulares que evita el mantenimiento del estado plasmidico y conduce

a la integracién del genoma viral en el ADN de la célula huéspedsa).

Para la integracidn, el genoma viral circular casi invariablemente se linealiza a
nivel de la regién E1-E2, dando como resultado la delecién de una parte o de
todas las secuencias de E1 y/o E2. Los genes E6 y E7, y en la mayoria de los
casos, la region de control larga (LCR) que contiene la mayoria de las sefiales
reguladoras necesarias para las actividades bioldgicas del genoma viral, se

mantienen en la seccién de ADN viral integrada (Figura 8).
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Figura 8: esquema de linealizacion del genoma plasmidico del HPV de alto riesgo previo a
la integracién en el cromosoma de la célula huésped Figura tomada de Ref. 85

En estudios en lineas celulares de cancer de cuello de Utero se ha observado
gue estas secuencias integradas se expresan, dando lugar a oncoproteinas E6
y E7 a partir de ARNm’s quiméricos célula huésped-viruss). Como fruto de la
integracion viral se va perdiendo la represion que ejerce E2 a la expresion de
E6y E7, progresivamente los niveles de estas aumentan(ss). Del mismo modo,
la pérdida de la funcién de E1, continda favoreciendo la integracion de los
plasmidos, los cuales cada vez suponen una menor cantidad del genoma viral.
Las secuencias integradas de HPV-16 pueden ser contiguas, o pueden
contener deleciones internas, duplicaciones o reordenamientos de secuencia,

lo cual intensifica la desregulacion de la expresién génica viral.

Asimismo la integracidn del HPV-16 conduce a la delecién de algunas
secuencias cromosOmicas e inevitablemente da como resultado una
desestabilizacidn cromosdmica y produce cambios en la expresidn génica de
la célula huésped que pueden suponer pérdidas o ganancias de funcidn
potencialmente carcinogénicas(e-87,94). EIl mecanismo de la integracion del
HPV no esta claro, pero se piensa que involucra un paso de recombinacion

insercional de tipo no-homdlogo utilizando parches cortos de secuencias
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homdlogas entre el genoma viral y el sitio de integracién cromosdémica para

estabilizar de forma transitoria la secuencia integrante.

Ademas los HPV de alto riesgo, parece que son capaces de evadir el control
del sistema inmunolégico alterando la via de respuesta al interferdn,
reduciendo la expresién de los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de tipo | y alterando la produccién de antigenos
virales(s). Se ha observado en estudios que estos virus también reducen la
expresion de genes con funciones en el reconocimiento de patdgenos
intracelulares y en la deteccién de acidos nucleicos no propios como TLR3,
RIG-1 y MDA59). La expresion de los TLR se incrementa en las lesiones en
proceso de regresion y para TLR9 se ha observado una respuesta diferencial

entre la infeccion por virus de alto y bajo riesgo(eo).

Hoy dia sabemos ademas, que E6 y E7 se regulan de forma diferente tanto a
nivel de expresion génica, como a nivel de su funcidn en los HPV de alto y bajo
riesgo carcinogénico. En estos HPV de bajo riesgo E6 y E7 tienen un promotor
especifico para cada gen, mientras que en los HPV de alto riesgo su ratio de
expresion se determina por “empalme alternativo” lo cual hace mas facil la
desregulacidni). Asimismo, en los HPV de bajo riesgo, E6 no es capaz de
incrementar la actividad de la telomerasa, y E7, aunque si se une a Rb, no es
capaz de producir su degradacidn(92). La activacién de la telomerasa es un paso
fundamental en la inmortalizacién celular llevada a cabo por HPV en estudios
in vitro(es), por lo que la ausencia de dicha capacidad en los HPV de bajo riesgo
supone una merma muy importante de su potencial oncogénico. Asimismo, la
falta de esta capacidad hace mucho mas dificil su estudio en modelos
celulares, de lo que se deriva el peor conocimiento de los mecanismos

implicados en el ciclo vital de estos virus(o).
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VII. Implicaciones clinicas de los tumores asociados al HPV

Fruto de la inactivacidn de las vias moleculares de p53 y de pRb mediada por
las oncoproteinas virales E6 y E7, se obvia la inactivacién mutacional de los
genes TP53 y RB1 en los CECC asociados al HPV. De esta manera, el HPV se
relaciona con CECC sin alteraciones en los genes TP53 y RB1, pero que
presentan bajos niveles de las proteinas p53 y pRbs). Por el contrario, la
proteina supresora tumoral pl6 (codificada por el gen CDKN2A) estd
sobreexpresada en los CECC asociados al HPV debido a la pérdida de inhibicion

que ejerce pRb sobre él(s).

Por el contrario, los CECC asociados a los factores de riesgo clasicos (tabaco y
alcohol), se relacionan con disminucion de la expresion de p16 y con estados
mutados del gen TP53 (que suele manifestarse como sobreexpresion de la
proteina p53)©7). El dafio oncogénico clasico es atribuido al exceso de
exposicién a tabaco y alcohol, que provoca una inactivacién mutacional de
TP53 y RB1 de forma progresiva en miultiples pasos transformando el epitelio

normal en uno displasico y finalmente produciendo un carcinomages).

Un elemento diferenciador importante entre ambos tipos de tumores se halla
en el estado de expresién de la proteina p16. La sobreexpresion de p16 ha sido
hallada de forma repetida en numerosos estudios como marcador de
asociaciéon con el HPV, en cambio la pérdida de expresién de dicha proteina es
un evento carcinogénico temprano en los CECC asociados a tabaco y

alcohol(99).

La deteccion del ADN del HPV en las células tumorales no prueba asociacion
causal, ya que solo el ADN transcripcionalmente activo es bioldgica vy

clinicamente relevante. Por tanto, debe demostrarse la expresién del ARNm
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de E6 0 E7, lo que es técnicamente complejo. Sin embargo, la sobreexpresion
de p16 en tumores HPV-positivos se asocia a actividad transcripcional del ADN
viral, y por tanto a relacion etioldgica entre la infeccion y el desarrollo del
tumoroo). Por ello la expresién de pl6 se suele emplear como un marcador
indirecto de infeccién por el HPV, aunque no todos los casos pl6-positivos

tienen infeccién por el HPV.

Diferenciando tumores HPV-negativo/p16 no expresada, HPV-positivo/p16 no
expresada y HPV-positivo/p16 sobreexpresada, este uUltimo grupo tiene una
supervivencia a los 5 afios del 79% (frente a 20% y 18% de los otros dos grupos)
y una recurrencia local del 14% (frente al 45% y 74%), por lo que el prondstico
de los tumores relacionados con el HPV es significativamente mejor,

reduciéndose el riesgo de muerte entre un 60 y un 80%95,100).

El mejor prondstico que presentan los tumores asociados con el HPV puede
ser atribuido a la ausencia de “cancerizacién del campo”, algo que si presentan
los tumores asociados a los factores de riesgo cldsicos, y que consiste en
multiples insultos genéticos tempranos en multiples células epiteliales
sometidas al influjo carcinogénico constante del hdabito tabaquico y del
alcohol, y que permite el desarrollo de tumores multifocales(i01). Ademas, la
respuesta apoptdtica inducida por los agentes quimioterdpicos y las
radiaciones parece estar intacta en los tumores asociados al HPV, ya que no
hay mutacién inactivadora de los genes TP53, RB1 ni de las vias que estos

controlan@o1-102).

Los CECC asociados a tabaco y alcohol son mas frecuentes en varones,
mientras que varones y mujeres tienen el mismo riesgo de desarrollar un CECC
asociado al HPV. Ademas los individuos que desarrollan un CECC asociado al
HPV son a menudo no fumadores ni bebedores y una media de 5 afios mas

jévenes que los sometidos a los factores de riesgo clasicos(103).
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Los CECC asociados al HPV presentan unas caracteristicas clinicas
diferenciadoras: en un estudio en carcinomas de orofaringe se observé que
los tumores primarios tienden a ser mas pequefios que los relacionados con
el tabaco (T1-T2 49% vs T3-T4 20%; p=0,001), presentan una mayor extensién

N (p=0,001) y suelen aparecen en individuos sanos (ECOG=0; p=0,002)04).

El Princess Margaret Hospital estudid la tasa de metastasis a distancia en
tumores de orofaringe tras tratamiento con quimio-radioterapia, observando
una mucho menor tasa de M+ en los tumores HPV-positivos. La supervivencia
a 2 afos tras aparicion de metastasis en los tumores HPV-positivos fue de un

11% frente a un 4% para los tumores HPV-negativos(os).

Esta misma institucidn en 2013 realizé un estudio sobre 493 casos de CECC
N2-3 tratados entre 2003 y 2009, hallando que las metdstasis ganglionares en
los tumores HPV-positivos eran de mayor tamafio (2,9 vs 2,5 cm), con mayor
probabilidad eran quisticas (38% vs 6%) y respondian mejor al tratamiento tras

36 semanas (90% vs 70%)0s).
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VIII. Métodos de deteccion de HPV

Actualmente no existe un método estandar para detectar el HPV en muestras
obtenidas de la practica clinica. Las estrategias existentes varian tanto en el

disefo, como en las dianas a las que se dirigen:

- ADNde HPV

- ARNm de E6y E7 (post-integracion y transcripcion del ADN)

- Oncoproteinas virales E6 y E7 (post-traduccion del ARNm viral)

- Alteraciéon de la expresion de proteinas celulares (como la

sobreexpresion de p16)

El valor de un test de deteccion de HPV reside en su capacidad de detectar la
presencia de HPV y reconocer su papel clinicamente relevante en el proceso
tumorigénico. Un test puede ser muy sensible para detectar la presencia de
trazas de ADN de HPV, pero no tiene valor clinico si no es capaz de distinguir
una infeccion incidental (virus contaminante), de un agente oncoldgico activo.
La deteccién de productos de la actividad transcripcional del ADN del virus es
considerado como el método de deteccion “Gold Standard” de un virus HPV
con un papel tumorigénico. En ausencia de métodos inmunohistoquimicos de
deteccion de E6 y E7, la deteccidn de sus transcritos a ARNm es el estandar
frente al cual la sensibilidad y especificidad de otros métodos de deteccion es

establecida.

Hasta ahora la deteccién de ARNm de E6 y/o E7 requeria la extraccion del ARN
de tejido fresco o congelado y su amplificacion mediante PCR, técnica
compleja y solo realizable en laboratorios de investigacion, por lo que no es

aplicable a la practica clinica diaria. El objetivo de la comunidad internacional
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ha sido encontrar un test con la fiabilidad y reproducibilidad de dicho método,
pero usando técnicas menos complejas y trasladables al laboratorio

diagndstico disponible en la practica clinica.

a) Deteccion de ADN de HPV mediante PCR

La amplificacion de ADN mediante PCR (del Inglés Polymerase Chain Reaction),
o Reaccidon en cadena de la Polimerasa, es una técnica capaz de amplificar
secuencias de ADN especifico contenido en una muestra bioldgica que
contiene tipos celulares heterogéneos. La prueba puede orientarse a
amplificar secuencias de ADN altamente conservadas y compartidas por
multiples tipos de HPV, o a secuencias especificas de ADN que permitan el
genotipado del virus presente en la muestra. Es la prueba que muestra una
mayor sensibilidad: puede detectar secuencias de ADN de HPV que estén

presentes en una cantidad hasta de una copia de genoma viral por célula.

Los inconvenientes de la técnica son la gran facilidad de contaminacion
cruzada de las muestras que requieren de una manipulacidn meticulosa en el
laboratorio, incluyendo una separacidn fisica del lugar donde se procesan
muestras orofaringeas y ginecoldgicas. Ademas no permite evaluar la
relevancia clinica o biolégica del virus(07). No permite saber si el virus esta
actuando como promotor de la transformacién maligna o si es un virus
transcricionalmente silente que no ha influido en el proceso tumorigénico.
Este problema ha sido puesto de manifiesto en estudios que han mostrado la
discordancia significativa entre la deteccion de ADN y la deteccion de ARNm

de E6/E7 que define las infecciones clinicamente relevantes(10s,109).

La capacidad de esta técnica para detectar infecciones bioldgicamente

relevantes podria mejorarse estableciendo unos umbrales de carga viral que
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discriminasen mejor las infecciones relevantes. Estudios han mostrado que los
tumores con una mayor carga viral detectada por PCR de ADN tienen una
mayor probabilidad de expresar ARNm de E6/E7 y se relacionan con mejor
prondstico clinico@10,111). Para algunos autores uno de los factores que
contribuirian notablemente a mejorar el uso de esta técnica en la practica
clinica seria por tanto el establecimiento de unos umbrales de carga viral a

partir de los cuales tomar la infeccidn como clinicamente relevantei2).

b) Deteccion de ARN de HPV mediante RT-PCR

La deteccion del ARNm de E6/E7 constituye el “Gold Standard” para el
diagndstico de una infeccién biolégicamente activa por HPV en ausencia de
pruebas inmunohistoquimicas de deteccion de E6 y E7. Hasta hace poco era
imprescindible la extraccidon del ARN de muestras de tejido fresco o congelado,
pero su adaptacidon a muestras fijadas con formalina y embebidas en parafina
ha expandido su aplicaciéon a muestras clinicas. No obstante, continua siendo
una técnica compleja reservada para el laboratorio de investigacion(os).
Conseguir su sensibilidad y especificidad para el diagndstico de HPV mediante
técnicas mas sencillas realizables en el laboratorio de anatomia patolégica

sigue siendo el objetivo a lograr.

c) Hibridacién “in situ” (ISH) de ADN del HPV

La hibridacién “in situ” de ADN es una técnica de amplificacion de sefial que
utiliza sondas de ADN marcadas complementarias a secuencias diana de ADN
viral. Las sondas marcadas, se unen a las secuencias especificas de ADN viral
tipo-especificas, a secuencias consenso compartidas por multiples tipos de

HPV, o pueden ser mixtas, en una reaccidn Unica que cubre un amplio espectro
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de tipos de HPV. Dada la mayoritaria implicacion del HPV 16, una ISH con
sondas de ADN tipo 16-especificas, detectard mds del 90% de los carcinomas

asociados al HPV.

d) Hibidacién “in situ” (ISH) de ARNm del HPV

Se han desarrollado en los ultimos afios sondas de hibridacion de ARN
complementarias al ARNm de E6/E7 que permiten la visualizacién directa de
los transcritos de ADN viral en tejidos procesados. Esta prueba alcanza la
sensibilidad del estudio inmunohistoquimico de pl6 en muestras de
carcinomas de orofaringe fijadas en formalina y embebidas en parafina y

supera el de la ISH de ADN(113-116).

Podria convertirse en un test ideal para detectar el HPV en muestras clinicas,
ya que confirma la presencia de un virus integrado y transcripcionalmente
activo, permitiendo la visualizacion de los transcritos directamente en

secciones de tejido, pero aln no existe una gran difusidn de la técnica.

e) Tincion inmunohistoquimica de pl16 como marcador de

infeccidon por HPV

La inmunotincién de p16 se ha considerado como un marcador razonable de
infeccidn bioldégicamente activa por HPV(120), basdndose en la relacidn entre la
expresion de las oncoproteinas virales y la desregulacion de la via molecular
de RB1 o como un método complementario de deteccién de HPV en OPSCC
basandose en la alta correlacidn entre la deteccion de HPV y la sobreexpresion
de p16(110.117-119). La simplicidad, bajo coste y alta sensibilidad de la IHQ han

hecho que se haya considerado el reemplazo de la ISH y PCR por dicho estudio




como un test auténomo e independiente para la deteccidn de infeccion por
HPV(118). Al mismo tiempo, la ausencia de un mecanismo directo y exclusivo
de relacién entre la integracion del ADN viral y la expresidon de p16 pone en

duda su uso como test Unico.

f) Algoritmos Diagndsticos

Las estrategias de deteccion multimodales buscan utilizar las fortalezas de
cada test individual en combinacion, para optimizar la fiabilidad en el
diagndstico del estado de la infeccidn. Estas estrategias utilizan un algoritmo
diagndstico en varios pasos, que comienza por el estudio IHQ de p16. Aquellos
tumores de orofaringe que presentan positividad para pl6 son
posteriormente analizados con un método de deteccién mas riguroso como
ISH@a21) o PCR@og). Otros estudios abogan por un triple método usando
inmunohistoquimica de p16, PCR de ADN de HPV, e hibridacién “in situ” de
HPV, o imnunohistoquimica de p16 y evaluacidn histolégica de diferenciacion

basalioide(20).

Sin duda estos algoritmos permiten un analisis mds fiable del estado de
infeccion por HPV. Asimismo representan una desviacion de la tendencia
creciente a la simplicidad, reduccidon de coste y rapidez que se busca en
practica clinica diaria. Serian deseables sin duda alguna cuando no sea
permisible un margen de error, como a la hora de seleccionar candidatos para

una desintensificacién terapéutica(i12).




g) Evaluacién microscopica:

Los tumores asociados al HPV tienen caracteristicas microscdpicas distintivas,
las cuales pueden ayudar al diagnéstico de dicha asociacidén(i23). Los tumores
HPV se originan en las criptas amigdalares. La implicaciéon de la superficie
amigdalar generalmente es un fenédmeno secundario que refleja la extensién
del proceso tumoral desde las criptas amigdalares colonizando la superficie
epitelial. La transicidon entre el carcinoma escamoso asociado al HPV y el
epitelio adyacente tiende a ser abrupta, sin zonas de transicidon que contengan
lesiones epiteliales precursoras. Ademas la progresion histolégica a través de
fases secuenciales de displasia que culminan en un carcinoma in situ y
finalmente en un carcinoma invasivo que caracteriza a los tumores no
relacionados con el HPV generalmente no es evidente en los tumores

asociados al HPV.

Cuando infiltran, lo hacen con un crecimiento de sabanas, cintas o |6bulos de
células tumorales. El crecimiento invasivo del tumor no genera una reaccion
desmoplasica estromal importante. A pesar de ello, los nidos celulares estan
a menudo rodeados por una zona de células linfoides. El grado en el que esos
I6bulos de células tumorales se introducen en las células linfoides, como un
tumor que infiltra entre linfocitos o TILS (del inglés, Tumor Infiltrating
Lymphocytes) es muy variable. Cuando los TILS son numerosos, y se rompen
los I6bulos tumorales en cuerdas celulares y células individuales toma un
aspecto linfoepitelial similar al del carcinoma indiferenciado de

nasofaringe(124).

A nivel citolégico las células tienen una relacién nucleo-citoplasma alta, un
citoplasma de aspecto sincitial sin puentes intercelulares y no presentan
queratinizacion citoplasmicaa22). Estas caracteristicas celulares aportan un

aspecto basalioide(23,120). En las metdastasis ganglionares, la presencia de




degeneracién quistica es un hallazgo comun que a veces parece remedar la

formacidn de criptas amigdalares(24).

Las caracteristicas morfoldgicas macro y microscépicas de los tumores
orofaringeos asociados al HPV estan presentes de forma consistente y deben
ser un elemento a considerar a la hora de iniciar los estudios de deteccion de
HPV e incluso de interpretar sus resultados. Atendiendo a esto seria
planteable repetir el test utilizado o elegir modalidades alternativas de estudio
de detecciéon de HPV si se encuentran resultados contradictorios entre las

pruebas de deteccidn y los hallazgos histolégicos(112).







2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Existen ciertos tumores de orofaringe que guardan una relacién etioldgica con
el HPV, pero no se conoce la proporcidon de tumores de orofaringe atribuibles
a esta etiologia en la poblacidn asturiana y los datos relativos al resto de
Espafia son muy escasos. Por otra parte, también se ha relacionado, aunque
de forma menos consistente, la infeccién por el HPV con un subgrupo de
carcinomas de laringe e hipofaringe, no existiendo tampoco datos en la
poblacién asturiana ni espafiola. Seria de esperar que el porcentaje de casos
de carcinomas de estas localizaciones en nuestros pacientes fuese similar al

de las regiones geograficas vecinas (sur de Europa).

Estos tumores relacionados con el HPV presentan unas caracteristicas clinicas
y pronésticas diferentes a aquellos no relacionados con el HPV, pero no se ha
demostrado en todas las localizaciones de cabeza y cuello, ni en todas las areas

geograficas.







B. Objetivos:

1- Determinar la presencia de infeccién activa por el HPV en carcinomas
de orofaringe, laringe e hipofaringe tratados en el Hospital Universitario
Central de Asturias, para conocer si existe una relacién etioldgica de dichos

tumores con la infeccion por el HPV.

2- Comparar las caracteristicas clinicas y evolucién de los tumores en
funcién de la presencia de infeccidn por el HPV a fin de determinar el

significado pronéstico de dicha infeccidn.







3. MATERIAL Y METODOS
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l. Pacientes

Recolectamos muestras tisulares de 372 pacientes con el diagndstico de
carcinoma epidermoide primario tratados quirdrgicamente en el Hospital
universitario Central de Asturias entre 1990 y 2009. De ellos, 62 casos (17%)
correspondian a tumores de laringe, 62 (17%) a tumores de hipofaringe
(muestras recogidas para ambas localizaciones entre 2002 y 2007) y 248 (66%)
a tumores de orofaringe (muestras recogidas entre 1990 y 2009). En todos los
casos se habia obtenido consentimiento de los pacientes y la recogida de las
mismas se hizo siguiendo las recomendaciones del comité de ética del
hospital. Dado que han sido los tumores de orofaringe los que
especificamente se han relacionado con el HPV en otros estudios, en este
vamos a analizar por separado los tumores de localizacion orofaringea y los de

no-orofaringea.

a) Carcinomas de orofaringe

Se recolectaron muestras tisulares de 248 pacientes con diagndstico de
carcinoma epidermoide de orofaringe procedentes de exéresis quirurgica
llevada a cabo en el Hospital Universitario Central de Asturias entre los afios
1990 y 2009. De ellos, 140 casos correspondian a tumores de amigdala y 108
a tumores de base de lengua. Las caracteristicas clinico-patoldgicas se

muestran en la tabla 1.
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Tablal: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes incluidos

Orofaringe No Orofaringe
Ndmero Total 248 124
Edad (afios) 58 (30-85) 60
Género Hombre 239 (96%) 119 (96%)
Mujer 9 (4%) 5 (4%)
Localizacién A 130 Amigdala  (52%) 62 Laringe (50%)
B 108 Base Lengua (48%) 62 Hipofaringe (50%)
Tabaco No 7 (3%) 5 (4%)
1-50 pag-afio 131 (53%) 71 (57%)
>50 pag-afio 105 (42%) 48 (39%)
Desconocido 5 (2%) 0
Alcohol No 9 (3%) 17 (14%)
<50 gr/dia 17 (7%) 26 (21%)
51-100 gr/dia 62 (25%) 36 (29%)
>100 gr/dia 155 (63%) 45 (36%)
Desconocido 5 (2%) 0
Estadio | 6 (2%) 12 (10%)
Il 21 (8%) 3 (2%)
1 41 (17%) 23 (19%)
\Y 180 (73%) 86 (69%)
T 1 18 (7%) 17 (14%)
2 60 (25%) 18 (15%)
3 82 (33%) 44 (35%)
4 88 (35%) 45 (36%)
N 0 62 (25%) 40 (32%)
1-3 186 (75%) 84 (68%)
Grado Bien 113 (46%) 34 (27%)
Moderadamente 90 (36%) 55 (45%)
Pobremente 44  (18%) 35 (28%)
Desconocido 1 (0%) 0
Radioterapia No 82 (33%) 58 (47%)
Si 166 (67%) 66 (53%)
Recurrencia No 99 (40%) 47 (38%)
Local 47 (19%) 9 (7%)
Regional 19 (8%) 12 (10%)
Metdstasis a distancia 38 (15%) 30 (24%)
Local+ Regional 31 (13%) 6 (5%)
Local + regional + metastasis 14 (5%) 20 (16%)
Segundo No 212 (86%) 112 (90%)
Primario Si 28 (14%) 12 (10%)
Curso Clinico Vivo sin tumor 54 (22%) 34 (27%)
Muerto por la enfermedad 131 (53%) 72 (58%)
Muerto otra causa 47 (19%) 15 (12%)
Pérdida de seguimiento 8 (3%) 3 (3%)




Todos los pacientes presentaban un tumor primario Unico y no habian recibido
ningun tratamiento previo a la cirugia. Solamente 9 pacientes eran mujeres, y
la edad media al diagndstico era de 58 afios (rango de 30 a 85 afios). Todos los
pacientes salvo 7 eran fumadores, de ellos 131 eran fumadores moderados

(1-50 paquetes-afio), y 105 grandes fumadores (>50 paquetes-afio).

El estadio del tumor fue determinado de acuerdo al sistema TNM de la UICC
(72 Edicidn): 6 tumores correspondian a Estadio I, 21 a Estadio Il, 41 a Estadio
Ill, 153 a Estadio IVay 27 a Estadio IVb. Ningun paciente presentaba metdstasis
a distancia en el momento del diagndstico. El 67% (166) de los pacientes
recibieron radioterapia postoperatoria. El grado de diferenciacion de los
tumores estudiados correspondia a 113 bien diferenciados, 90
moderadamente diferenciados y 44 pobremente diferenciados segin la

clasificacidon de Broders (un caso no fue clasificado).

b) Carcinomas de laringe-hipofaringe

Igualmente recolectamos muestras de 62 casos de carcinomas epidermoides
de laringe y 62 casos de hipofaringe con las caracteristicas de extensién
tumoral (T), presencia de ganglios linfaticos afectados (N), grado de

diferenciacion (G) y estadio seguin se recogen en la tabla 1.

Todas las muestras analizadas habian sido obtenidas a partir de material
procedente de la exéresis quirdrgica del tumor, siendo la técnica de exéresis
utilizada (laringectomia total o parcial) y el tratamiento complementario a la
cirugia administrado (RT) el indicado a la extensidn que presentaba el tumor
en el momento del diagnéstico. Del total, 66 pacientes (53%) recibieron RT

complementaria.
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Todos los pacientes tenian un Unico tumor primario y no habian recibido
tratamiento previo a la cirugia. De toda la serie, solo 5 pacientes eran mujeres,
y la media de edad fue de 60 afios. Todos los pacientes excepto 5 eran
fumadores (N=119; 96%) de los cuales 71 eran fumadores moderados (1-50
paguetes-afio) y 48 eran grandes fumadores (>50 paquetes-afio). Ademas 107

pacientes eran bebedores habituales.

El estadio de los tumores fue determinado de acuerdo a la clasificacion TNM
de la UICC (72 edicién): 12 tumores correspondian a Estadio |, 3 a Estadio Il, 23
a estadio Ill y 86 a estadio IV. Ninguno de ellos presentaba metastasis a
distancia en el momento del diagndstico. El grado de diferenciacién de los
tumores estudiados correspondia a 34 bien diferenciados, 55 moderadamente
diferenciados y 35 pobremente diferenciados segun la clasificacién de

Broders.
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Il.  Construccion de Matrices tisulares

Las muestras fueron revisadas por un patdlogo, que seleccioné las dareas mas
representativas de cada tumor, de las que se obtuvieron 3 cilindros de 1 mm
de didmetro de cada caso para construir 14 matrices tisulares que contenian
todos los casos. Ademads de las muestras tumorales, en cada matriz se incluyé
mucosa faringea normal como control negativo y muestras de carcinoma de
cérvix HPV-positivo como control positivo. Las matrices tisulares fueron

construidas por el personal del Banco de Tumores del HUCA-IUOPA.

lll.  Inmunotincién de p53y p16

Las matrices tisulares fueron cortadas en secciones de 4 micrometros y
pegadas en un portaobjetos siliconizado (Dako). Las secciones fueron
desparafinizadas en xileno y rehidratadas con un gradiente de alcoholes. La
recuperacion del antigeno fue llevada a cabo usando un tampdn de citrato y

calentando la preparacién durante 5 minutos.

La tincidn se realizé a temperatura ambiente en un Dispositivo Automatico de
Tincién (Dako Autostainer), usando el Envision peroxidase mouse system
(Envision Plus, Dako). Los portaobjetos fueron colocados en una solucion de
perdxido de hidrégeno al 3% durante 20 minutos y luego se les dejé reaccionar
con un anticuerpo monoclonal IgG anti p53 (clon DO-7, Dako) en dilucién 1:50
durante 30 minutos, o con el anticuerpo monoclonal IgG anti-p16 (CINtek,

Roche Diagnostics) en dilucién 1:100 durante 30 minutos.

La Inmunodeteccién se llevé a cabo por medio del sistema Envision Plus,
utilizando diaminobenzidina (DAB) como sustrato cromégeno (Dako). El paso

final fue la contratinciéon con hematoxilina durante 1 min.
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Después de la tincidn, los portaobjetos fueron deshidratados nuevamente a
través de un gradiente de alcoholes y se finalizd la preparacion colocando un

cubreobjetos utilizando un medio estandar.

Para p53 se utilizé como control positivo una muestra de adenocarcinoma de
colon que se sabia que expresaba p53. Para pl6 se empled como control
positivo una muestra de carcinoma de cérvix uterino. Como control negativo

se incluyé una muestra de la preparacién no expuesta al antisuero.

Las preparaciones fueron observadas al azar, por dos investigadores, sin
conocer datos clinicos de las muestras que observaban. En el caso de p53 la
puntuacién de tincion asignada fue dada en base al porcentaje de células con
tincién nuclear (0-100%), considerandose positivos los casos con mas del 10%
de las células teiiidas. En el caso de p16 se considerd tanto la tincién nuclear
como la citoplasmatica, considerandose negativos (0) los casos sin tincion,
tincion débil (1+) los casos con tincion nuclear o citoplasmatica débil o en
menos del 75% de las células, y tincion fuerte (2+) los casos con tincidn intensa
y difusa (>75% de las células) nuclear y citoplasmatica. Cada investigador
asignd una puntuacion de tincion y los casos discordantes fueron puntuados

por consenso. El grado de discordancia fue menor del 5%.

Iv. Extraccion del ADN tumoral

Se obtuvieron ademas otros dos cilindros de 2 mm de cada muestra tumoral
para llevar a cabo el aislamiento del ADN tumoral, usando un punch estéril
desechable para cada caso evitando asi la contaminacién cruzada. Se tuvo
especial cuidado al tratarse de ADN procedente de muestras fijadas en
formalina y embebidas en parafina, ya que este puede estar parcialmente

degradado y entrecruzado. Aplicamos un elaborado protocolo especialmente
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disefado para muestras embebidas en parafina(is,126-127), que consistia en
desparafinizacién en Xileno, lavados con metanol para eliminar cualquier
resto de Xileno e incubacién durante 24 horas en una solucién 1 mol/L de
isocianato de sodio para reducir los cruzamientos. A continuacidén las muestras
fueron digeridas durante 3 dias con altas dosis de proteinasa K (2 ug/uL
anadidos diariamente). Finalmente la extraccion del ADN fue llevada a cabo
usando el GIAamp DNA mini Kit (Qiagen GmbH), siguiendo las instrucciones
del fabricante. La calidad del ADN asi extraido se comprobdé mediante la

amplificacion por PCR del gen de la 3-globina.

V. Deteccion del ADN de HPV y Genotipado por GP5+/6+-PCR-EIA

y ensayo Luminex

El ADN de HPV de alto riesgo fue aislado segun se ha descrito en trabajos
previos@os,126). EIl ADN aislado fue sometido a PCR con los cebadores
degenerados de consenso GP5+/6+, que amplifican la regidén conservada del

gen L1 de forma que detectan la amplia mayoria de los serotipos de HPV.

Posteriormente se sometié a enzimo-inmuno-analisis (EIA) para detectar 14
tipos de HPV de alto riesgo (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68). El genotipado de los casos positivos en el EIA se llevd a cabo por
hibridacion, empleando la plataforma Luminex. Los casos positivos al realizar
la PCR con los cebadores GP5+/6+, fueron sometidos para confirmacién
adicional a una PCR especifica para HPV 16 usando cebadores localizados en
el gen E7 (fw: GAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT, y re:
TTGTACGCACAACCGAAGC). En todos los experimentos se realizaron en

paralelo reacciones sin afiadir muestra alguna para descartar contaminacion.
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VI. Deteccion de ARNm del gen E6 del HPV-16

Los casos positivos en EIA fueron sometidos a la deteccidn del ARNm del HPV-
16 como ha sido descrito previamente(io9). Brevemente, tras la extraccién de
ARNm del tumor, se realizd la amplificacién mediante RT-PCR de la variante
mas comun de ensamblado del ARNm del gen E6, empleando los cebadores

fw: TTACTGCGACGTGAGGTGTA y re: GGAATCTTTGCTTTTTGTCCS.

VII. Deteccion de ADN del HPV mediante hibridacion “in situ”:

Para una mayor seguridad en la deteccidon del ADN viral se llevd a cabo
también una hibridacidn “in situ” con sondas de ADN de HPV biotinilado que
reaccionaba con los tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
y 68 (kit Y1443, Dako,) en secciones de tejido fijados con formalina e incluidos

en parafina.

Secciones de tejido de 4 micrémetros fueron desparafinizadas en xileno,
rehidratadas con alcohol y secadas al aire. Las secciones fueron luego tratadas
con proteinasa K para que las muestras de ADN fueran accesibles a las sondas
biotiniladas, y posteriormente fueron nuevamente deshidratadas mediante
un gradiente de alcoholes. A continuacién las sondas de ADN fueron anadidas

a la preparacion y se colocé un cubre-objetos.

Las sondas y el ADN diana fueron desnaturalizados colocando los portaobjetos
en una superficie calentadora plana a 922C durante 5 minutos. Tras la
desnaturalizacion, los portaobjetos fueron colocados en una cdmara humeda
pre-calentada a 372C durante 16 horas para que se produjese la hibridacion.
La deteccion de la sonda hibridada, se llevd a cabo usando el GenPoint
Detection System (K0620, Dako) siguiendo las instrucciones proporcionadas

con el kit.




Como control positivo se emplearon muestras de carcinoma de cérvix uterino
positivas para el HPV-16. Los resultados fueron evaluados por dos
observadores independientes. La tincién focal con Diaminobenzidina en el

nucleo de las células tumorales se considerd HPV positivo.

VIll.  Andlisis estadistico

Todas las comparaciones llevadas a cabo se realizaron utilizando el test
estadistico Chi cuadrado de Pearson y la estimacidn de la supervivencia se
llevé a cabo mediante el método de Kaplan-Meier. Las diferencias entre
supervivencias se analizaron con el método de rangos logaritmicos. Un valor
de p inferior a 0,05 es considerado como estadisticamente significativo. Todos

los datos fueron analizados con la ayuda del software estadistico SPSS 19.0.
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I.  Carcinomas de la Orofaringe:

Treinta (12%) de los 248 casos estudiados mostraron expresion de p16: 15
presentaban una tincién débil (1+) y 15 una tincion fuerte (2+) (Figura 9). La
expresion positiva de p53 fue hallada en 145 de 246 casos evaluables (58%)
(Figura 9). Once casos (4%), presentaron una tincion fuerte (2+) para pl6 y
negatividad para p53, que es el perfil inmunohistoquimico asociado a la

infeccion activa por el HPV.

Siguiendo el protocolo de Smeets et al(09), la deteccién del ADN del HPV por
PCR con GP5+/6+ fue llevada a cabo en los 30 casos que presentaron
inmunotincién positiva para p16 (tanto 1+ como 2+), y se obtuvieron 8 casos
positivos. De ellos, seis estaban localizados en la amigdala y los otros dos en
base de lengua. Todos los casos positivos contenian ADN del HPV tipo 16 y
presentaban inmunotincion positiva fuerte (2+) para pl6 y eran negativos
para p53. Todos los casos positivos fueron confirmados mediante la

determinacidn por RT-PCR del ARNm del gen E6 del HPV-16.

Adicionalmente, se realizé hibridacién “in situ” (ISH) para detectar el ADN de
HPV en los 248 casos, siete de los cuales fueron positivos, coincidiendo con los
positivos por PCR, mientras que uno de los casos positivos por PCR fue

negativo por ISH.




ISH

p53

Figura 9:

A: Carcinoma de cérvix uterino HPV-positivo: p16 2+, p53-, ISH+ (100x)
B: Carcinoma de orofaringe HPV-positivo: p16 2+, p53-, ISH+(100x) / C: idem (200x)

Las caracteristicas detalladas de los casos HPV-positivos se muestran en la

tabla 2.

Histolégicamente, siete de los casos positivos por PCR presentaban un patrén

de diferenciacion basalioide (Figura 9C).




Tabla 2: Resultado de genotipado de HPV; HPV ISH; IHQ de p16 y p53, y examen
histoldgico de los casos HPV G5+/6+-PCR positivos.

Localizacion GP5+/6+-PCR IHQ
A/B Tipo HPV ISH P16 P53 Histologia
1 A 16 pos 2+ 0 B
2 A 16 pos 2+ 0 B
3 A 16 pos 2+ 0 B
4 A 16 pos 2+ 0 B
5 A 16 Neg 2+ 0 B/Q
6 A 16 pos 2+ 0 B
7 B 16 pos 2+ 0 B
8 B 16 pos 2+ 0 Q

Leyenda: A/B: Amigdala/Base de lengua; ISH: Hibridacién in situ;
IHQ:Inmunohistoquimica; B: diferenciacién basalioide; Q: diferenciacién
gueratinizante;

La relacion entre el estatus GP5+/GP6+-PCR del ADN del HPV vy las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores se recogen en la tabla 3.
Todos los pacientes HPV-positivos eran hombres, y predominaban los tumores
de amigdala. Aunque la edad media de los casos HPV-positivos era
ligeramente inferior, las diferencias no fueron significativas. La presencia del
HPV se correlacionaba inversamente con el consumo de alcohol y tabaco
(p<0,001). Tres de 8 (37,5%) casos HPV-positivo eran tumores en estadios
tempranos (I, IlI), mientras que entre los HPV negativos, solo 24 casos de 240
(10%) correspondian a dichos estadios (p=0,045) No se hallaron diferencias
significativas en cuanto a la clasificacion T, afectacion de ganglios linfaticos o

grado de diferenciacion.




Tabla 3. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los casos HPV-positivos

HPV neg HPV pos P Estadistico
Numero Total 240 8
Edad (afios) 58 (30-85) 56 (38-80) 0,326 T test
Género Hombre 231 8 1,000 Fisher
Mujer 9 0
Localizacion Amigdala 134 6 0,472 Fisher
Base de Lengua 106 2
Tabaco No 5 2 <0,001 Pearson
1-50 pag-afio 125 6
>50 pag-afio 105 0
Desconocido 5 0
Alcohol No 6 3 <0,001 Pearson
<50 gr/dia 15 2
51-100 gr/dia 59 3
>100 gr/dia 155 0
Desconocido 5 0
Estadio | 5 1 0,121 Pearson
Il 19 2 0,045 Fisher (1+11 Vs
1l 40 1 I1+1Va+IVb)
IVa 149 4
IVb 27 0
T 1 17 1 0,407 Pearson
2 56 4 0,113 Fisher (T1+2
80 2 Vs T3+4a+4b)
4a 84 1
4b 3 0
N 0 59 3 0,416 Fisher
1-3 181 5
Grado Bien 109 4 0,209 Pearson
Moderadamente 89 1
Pobremente 41 3
Desconocido 1 0
Radioterapia No 78 4
Si 162 4
Recurrencia No 95 4 0,717 Fisher (No Vs
Local 47 0 Si)
Regional 18 1
Metdstasis a dist. 37 1
Local+ Regional 29 2
Local + regiona | + 14 0
metdstasis.
Segundo Primario No 212 8 0,603 Fisher
Si 28 0
Curso Clinico Vivo sin tumor 54 5 0,175 Mantel- Cox
Muerto por enfermedad 131 3
Muerto otras causas 47 0
Pérdida de seguimiento 8 0




En cuanto al curso clinico de la enfermedad, aunque el porcentaje de recidivas
en los pacientes HPV-positivos fue menor (4/8, 50%) que en los HPV-negativos

(145/240, 61%), las diferencias no fueron significativas (p=0,717).

De forma similar, la supervivencia especifica para enfermedad fue mejor en el
grupo HPV positivo, a pesar de que no se alcanza significacion estadistica
debido al bajo nimero de casos HPV positivos (p=0,175; Figura 10). Sin
embargo la supervivencia global si fue significativamente mejor en los casos
HPV-positivos (p=0,031; Figura 10). Esto puede ser debido a que ninguno de
los pacientes con tumores HPV positivos desarrollaron un segundo tumor

primario.
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Figura 10: Supervivencia global (izquierda) y especifica (derecha) de los tumores HPV-
positivos (1) y HPV-negativos (0)




Para analizar posibles tendencias temporales en cuanto a la incidencia del HPV

en nuestros casos, los pacientes se categorizaron en dos grupos de acuerdo al

momento de diagndstico: 166 pacientes diagnosticados entre 1990-1999 y 82

pacientes entre 2000-2009. La proporcidn de casos HPV positivos mostré un

incremento desde un 1,8% a un 6,1%, mientras que el porcentaje de grandes

fumadores descendié desde un 49% a un 29%. El consumo importante de

alcohol permanecio estable en un 60-64% vy la proporciéon de tumores de

amigdala cayo de un 63% a un 44% (Tabla 4). El resto de parametros evaluados

no mostrd ninguna tendencia temporal (edad al diagndstico, clasificacion-T,

clasificacion-N, recurrencia, y desarrollo de segundo primario).

Tabla 4: Distribucién de tumores HPV-positivos, grandes fumadores y bebedores y
localizacidon en amigdala en las dos décadas: 1990-1999 y 2000-2009.

1990-1999 2000-2009 P Estadistico
N =166 N =82
HPV positivo 3(1.8%) 5(6.1%) 0.120 | Fisher
Tabaco > 50 pag-afio 81 (49%) 24 (29%) 0.009 | Pearson
Alcohol > 100gr/dia 106 (64%) 49 (60%) 0.991 | Pearson
Localizacién en Amigdala 104 (63%) 36 (44%) 0.006 | Fisher

La relacién entre la expresion de las proteinas pl6 y p53 y las caracteristicas

clinico-patolégicas de los tumores estudiados se muestra en la tabla 5.




Tabla 5: Caracteristicas clinico-patoldgicas en relacion a la expresidon p53y pl16

Parametro Total P16 P Total P53 P

casos positivo casos positivo

*
Localizacion
- Amigdala 140 22 (16%) | 0,05 138 80(58%) | 0,8
- Basedelengua 108 8 (7,5%) 108 65 (60%)
Clasificacion T
- T1-T2 78 12 (15%) | 0,51 77 51(66%) | 0,28
- T3 82 10 (12%) 82 46 (56%)
- T4 88 8 (9%) 86 46 (53%)
Clasificacion N
- NO 62 6 (10%) | 0,65 60 33 (55%) | 0,55
- N1-3 186 24 (13%) 186 112
(60%)
Diferenciacion
- Bien (G1) 113 15 (13%) | 0,73 112 62 (55%) | 0,34
- Moderado (G2) 90 9 (10%) 89 52 (58%)
- Pobre (G3) 44 6 (14%) 44 30 (68%)
Estadio
- - 27 4(15%) | 0,74 26 16 (61%) | 0,9
- 41 6 (15%) 41 23 (56%)
- W 180 20 (11%) 179 106
(59%)

Recidiva#
- No 99 13 (13%) | 0,69 98 66 (67%) | 0,03
- Si 149 17 (11%) 148 79 (53%)

# Agrupando cualquier tipo de recidiva

Las Unicas asociaciones que se encontraron fueron la expresion de p16 con la
localizacién amigdalar y la de p53 con menor recurrencia tumoral. En cuanto
alarelacion de la expresidn de p16 con el curso de la enfermedad, observamos
qgue los casos pl6 positivos presentan una ligera mejor supervivencia

especifica y global que los p16 negativos, aunque sin diferencias significativas

/I * 246 casos evaluables

(p=0,56 y p=0,24 respectivamente; Figura 11).
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Figura 11: Supervivencia global (izquierda) y especifica (derecha) de tumores p16

positivos (1) y p16 negativos (0)

Y respecto a la influencia de la expresién de p53 en el prondstico, los casos
con expresién positiva de p53 mostraban una mayor supervivencia especifica
y global, concordante con la asociacién con un menor nimero de recidivas,
pero tampoco las diferencias alcanzaron la significacién estadistica (p=0,08 y

p=0,31 respectivamente; Figura 12).

Los pardametros clinico patoldgicos que se asociaron con una menor
supervivencia especifica fueron la localizacién en base de lengua (aunque no
significativo, p=0,16), el tamafo tumoral avanzado (p=0,001), la presencia de
metastasis ganglionares (p<0,001), y el estadio tumoral avanzado

(p<0,001)(Figuras 13 y 14).
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Figura 12: Supervivencia global (izquierda) y especifica (derecha) de tumores p53
positivos (1) y p53 negativos (0)
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(derecha)
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Figura 14: Supervivencia especifica en relacion con metastasis ganglionares
(izquierda) y estadio (derecha)

Il. Carcinomas de Laringe e Hipofaringe:

De los 124 casos estudiados de estas localizaciones, 17 tumores (14%)
mostraron positividad para p16 en el analisis inmunohistoquimico: 9 con una
tincion débil (p16 1+), que correspondian a 7 tumores de laringe y 2 de
hipofaringe, y 8 con una tincidn fuerte (p16 2+), 7 de laringe y 1 de hipofaringe.
73 de los 119 casos evaluables (61%) mostraban una tincidn nuclear de la
proteina p53 en mas del 10% de las células de la muestra. Tres casos (2,5%)
presentaban tincién p16 positivo 2+ y p53 negativo (patrdn tipico asociado al
HPV). En todos los casos se realizd andlisis mediante ISH y en ningln caso se

detectd el ADN del HPV (Tabla 6).




Tabla 6: Resultados de inmunohistoquimica e hibridacién “in situ”

Expresion P53 (*)

Expresion P16

Deteccion ADN viral ISH

Negativo Positivo | Negativo Positivo | Negativo Positivo
N2 Casos 46 73 107 17 124 0
% 39 61 86 14 100 0

(*) Solo se obtuvieron datos de 119 casos

En los casos p16 positivos se realizé la deteccion del ADN del HPV por PCR
GP5+/GP6+. En 2 de ellos, que presentaban tincidn fuerte (p16 2+), se detectd
el ADN del HPV (1,6% del total de la serie). Ambos contenian HPV tipo 16 tras
el genotipado, y fueron positivos para la deteccién del ARNm del gen E6 del

HPV-16 mediante RT-PCR.

Los casos HPV-positivos correspondian a dos pacientes varones. Uno de 85
afios, fumador de 90 paquetes-aifo, con un tumor de laringe pT3NO bien
diferenciado p53 positivo, el cual no presenté recidiva tumoral falleciendo por
otra causa a los 4 afios. Y el otro de 80 afios, fumador de 50 paquetes-afio,
con un tumor de hipofaringe pT3N3 pobremente diferenciado p53 negativo,
el cual presentd una recidiva tumoral precoz falleciendo a los 6 meses. Las
caracteristicas de tincion de dichos tumores se muestran en la figura 15. Dado
que solo estos dos casos fueron HPV-positivos no se pudo realizar correlacién

con las caracteristicas patoldgicas y evolucion de la enfermedad.
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Figura 15: Ejemplos de ISH y expresion de p16y p53.
A: carcinoma de cérvix uterino HPV-positivo (p16 2+, p53-, ISH+)
B: carcinoma de laringe HPV-positivo (p16 2+, p53+, ISH-)

C: carcinoma de hipofaringe HPV-positivo (p16 2+, p53-, ISH-)

Si se analizo la relacidn entre la expresion de las proteinas p16 y p53 vy las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores estudiados. Estudiamos la
asociaciéon con el tamafio tumoral (T), la presencia de metastasis ganglionares
(N), el grado histoldgico del tumor (G), el estadio, y el desarrollo de recidiva
local, regional y de metastasis. Los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 7.




Tabla 7: Relacién de la expresion de p16 y p53 con los parametros clinico-patolégicos
en los tumores de laringe e hipofaringe

Parametro Total P16 P Total P53 P

casos | positivo casos positivo

*

Localizacion
- Laringe 62 14 (22%) | 0,007 58 37 (64%) 0,7
- Hipofaringe 62 3 (5%) 61 36 (59%)
Clasificacion T
- T1 17 5(29%) 0,077 15 7 (47%) 0,57
- T2 18 0 16 11 (69%)
- T3 44 7 (16%) 43 28 (65%)
- T4 45 5(11%) 45 27 (60%)
Clasificacion N
- NO 40 10 (25%) | 0,023 35 24 (68%) 0,41
- N1-3 84 7 (8%) 84 49 (58%)
Diferenciacion
- Bien(G1) 34 5 (15%) 0,24 31 19 (61%) 0,7
- Moderado (G2) 55 10 (18%) 54 35 (65%)
- Pobre (G3) 35 2 (6%) 34 19 (56%)
Estadio
- 12 4 (25%) 0,14 10 6 (60%) 0,3
- 3 0 1 1 (100%)
- m 23 4 (17%) 22 17 (77%)
- W 86 9 (10%) 86 49 (57%)
Recidiva#
- No 47 8 (17%) 0,43 42 31 (74%) 0,049
- Si 77 9 (12%) 77 42 (54%)

* En 5 casos no se pudo valorar la tincién adecuadamente. // # Agrupando cualquier tipo de recidiva




La positividad para p16 fue significativamente mas frecuente en los tumores
de localizacion laringea (P=0,007), y los tumores sin metastasis ganglionares
(P=0,023). En relacion con p53, no se halld ninguna asociacion significativa,
salvo la asociacidn con una menor frecuencia de recidivas tumorales en los

casos p53 positivos (P=0,049).

En cuanto al valor prondstico de la expresidon de ambas proteinas, la expresion
positiva de p16 parece relacionarse con una mayor supervivencia, aunque las
diferencias no alcanzan la significacion estadistica (P=0,127; Figura 16). La
presencia de p53 nuclear en > 10% de las células se asocia con una mayor

supervivencia, siendo las diferencias significativas (P=0,041; Figura 16).
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Figura 16: Supervivencia especifica en funcidn de la expresion de p16 (izquierda) y p53
(derecha). 0: Expresion negativa; 1: Expresion positiva.




Como es habitual en estos tumores, el pardmetro que se asocia de forma mas
significativa con una peor supervivencia es la presencia de metastasis
ganglionares (P<0,000; Figura 17). También se aprecia un peor prondstico a
medida que se avanza en la clasificacién T (P=0,028; Figura 17). Los tumores
localizados en la hipofaringe presentan un peor prondstico (P=0,001; Figura
18), y los casos pobremente diferenciados también muestran una

supervivencia significativamente disminuida (P=0,019; Figura 18).
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Figura 17: Supervivencia especifica en funcion de la clasificacion T (izquierda) y N
(derecha). En la clasificacion T se agrupan los casos T1-T2 (1) frente a los T3 (3) y T4

(4). En la clasificacidon N los casos NO (0) frente a los N1-N3 (1).
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5. DISCUSION
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En las dltimas dos décadas, se han publicado multiples estudios sobre la
prevalencia de infeccién por HPV en carcinomas epidermoides de orofaringe
(OPSCC), con resultados muy variables, que van desde un 17% hasta un

93%(41,44,126,128).

Esto no es mas que un reflejo de que en estas décadas, los estudios para la
deteccién del HPV en los tumores de cabeza de cuello han sido indisciplinados
y no sistemdticos, y ello ha derivado en una gran heterogeneidad de

resultados en la literatura.

Establecer cuando y por qué estudiar la implicacion del HPV en un
determinado tumor es el primer paso a llevar a cabo, y es algo en lo que no se

ha profundizado suficientemente en muchos casos.

Ello ha llevado a que en la practica clinica, el estudio de infeccién por HPV en
algunos centros asistenciales no se realice nunca y en otros se realice de forma
indiscriminada, sin tener en cuenta la localizacién anatémica, los hallazgos
microscopicos de la muestras estudiadas, la relevancia clinica derivada de la
positividad para dicho estudio y otros factores que influyen en la significacion

de la deteccién del virus en una determinada muestra tumoral.

Relevancia del estudio de HPV en los tumores de cabeza y cuello:

Los médicos clinicos no hemos sido capaces de establecer marcadores
prondsticos mas alla del estadio tumoral para los tumores de cabeza y cuello.
Numerosos estudios han investigado el valor prondstico del indice de
proliferaciéon celular (Ki67), p53, apoptosis, aneuploidia, sobreexpresién de
EGFR y otros marcadores de actividad bioldgica, pero ninguno se ha mostrado

como consistente a través de multiples estudios(129-132).




El HPV se ha demostrado como un poderoso biomarcador que condiciona un
mejor prondstico, con menor riesgo de progresion y muerte, y mayor
sensibilidad a radiacién con o sin quimioterapia asociada en tumores de
orofaringe(9,45,133). Este valor prondstico ha sido reconocido mediante la
inclusion en la Ultima edicion del sistema de clasificacion TNM (82 Edicidn,
diciembre 2016) de una clasificacion diferenciada para los tumores de

orofaringe p16 positivos (como marcador indirecto de infeccidn por el HPV).

En la practica clinica, ademds se estd usando como marcador de origen
orofaringeo en grandes tumores con extensién local que invaden
localizaciones anatémicas préximas y en aquellos que se presentan como

metastasis linfaticas cervicales(3as).

El objetivo en el futuro es poder realizar un tratamiento mas individualizado
en base al estatus HPV, ya que su positividad justifica una menor dosis de

quimioterapicos y/o radiaciones (desintensificacion terapéutica)ass).




I.  Infeccidn por HPV en carcinomas de la orofaringe

A lo largo de la ultima década se ha recopilado gran cantidad de informacion
sobre el papel que el HPV juega en el proceso carcinogénico de los tumores de

cabezay cuello y suimplicacién en el mismo a lo largo de los cinco continentes.

En cuanto a la prevalencia de infeccidon del virus en tumores de cabeza y cuello,
recogemos una serie de estudios relevantes, que merecen un analisis

detallado.

Kreimer et al, en 2005(42) realizan una revisién sistematica de 60 estudios
basados en deteccién y genotipado de HPV por PCR. Se incluyeron 5.046 casos

de carcinoma de cabeza y cuello.

Hallaron una prevalencia total de infeccién en carcinomas de cabeza y cuello
del 25,9% (95% IC 24,7-27,2). La prevalencia fue significativamente mas alta
en carcinomas de orofaringe (35,6%) que en carcinomas de cavidad oral

(23,5%) o laringe (24%).

Se detecta HPV 16 en el 86,7% (95% IC 82,6-90,1) de los casos positivos en
orofaringe (30,9% del total de casos de orofaringe); En carcinomas de mucosa
oral en el 68,2% (95% IC 64,4-71,9) de los casos positivos (16% del total de
carcinomas orales) y en carcinomas laringeos en el 69,2% (95% IC 64,0-74,0)

(16,6% del total de carcinomas de laringe).

Se detecta HPV 18 en el 1% del total de carcinomas de orofaringe (2,9% de los
casos HPV positivos)/ el 8% de carcinomas de cavidad oral (34,5% de los casos

HPV positivos) y el 3,9% de carcinomas de laringe (17,2% de los HPV positivos).




Detectan infecciones multiples en un 3,6%, y en la mayoria de ellas coexistia

otro tipo de HPV con el HPV tipo 16.

En el subanalisis por regiones:

- En carcinomas de orofaringe la prevalencia de infeccion fue
significativamente mas alta en Norte América (47%), que en Europa
(28,2%). En Asia la prevalencia fue del 46%(N=54).

- En carcinomas orales la prevalencia fue similar en Europa (16%) y
Norte América (16,1%) pero significativamente mayor en Asia (33%).

- En carcinomas de laringe la prevalencia fue de 21,3%, 13,8% y 38,2%

en Europa, Norteamérica y Asia respectivamente.

De los 60 estudios recogidos, solo 5 en cavidad oral, uno en orofaringe y 3 en
laringe contaban con una N superior a 100 casos. Estos estudios tendian a
mostrar una prevalencia de HPV inferior a la media. Los autores recogen un
posible sesgo de seleccidén de casos en algunos de los estudios incluidos en el

analisis.

La explicacion bioldgica de por qué el HPV tiene preferencia por la orofaringe
no esta clara. La similaridad entre la yuxtaposicidon de epitelio escamoso y
tejido linfatico existente en las amigdalas, parece tener propiedades similares
a la unién escamoso-columnar del cuello uterino donde se originan la mayoria
de tumores HPV-asociados del tracto genital femenino a pesar de la ubicuidad

del virus en la vagina y vulva de las mujeres sexualmente activas.

Mehanna et al, en 2013@46), realizan un meta-analisis sobre las Ultimas dos
décadas, que recoge la prevalencia a nivel mundial, por continentes, y
realizando un andlisis de tendencia temporal, contraponiendo los carcinomas

de orofaringe al resto de tumores de cabeza y cuello.




Incluyen 269 estudios, con un total de 19368 pacientes.

Estiman una prevalencia mundial de infeccién por HPV en carcinomas
epidermoides de orofaringe en las ultimas dos décadas de un 47,7%, pasando
de un 40,5% antes del afio 2000, a un 64,3% entre 2000y 2004y a un 72,2% a
partir de 2005.

Lo mas interesante es que en el analisis por regiones, se observa un ritmo de
incremento en la deteccion de HPV mucho mayor en Europa, donde las cifras
se han doblado (35,3% / 59% / 73,1% respectivamente en cada periodo), que
en Norteamérica (50,7% / 67,6% / 69,7%).

En cuanto al resto de tumores de cabeza y cuello no orofaringeos las cifras

permanecen mucho mas estables:

- La prevalencia mundial hallada en las ultimas 2 décadas es de un
21,8% (22,2% antes del 2000/ 17,2% entre 2000 y 2004 y 6,1% a partir
de 2005).

- Por regiones, la evolucién en Norteamérica ha sido hacia cifras de
deteccion menores (14,1% antes del 2000 y 9,8% entre 2000 y 2004
respectivamente) y manteniéndose estables y sensiblemente mas
altas en Europa (23,6% antes del 2000/ 23,2% entre 2000 y 2004), con
una caida al 11,7% a partir de 2005.

Para tumores orofaringeos HPV positivos, recogen una proporcién de HPV tipo
16 del 95,7%. Para los tumores no orofaringeos el HPV tipo 16 estaba presente

en el 73,9% de los casos HPV positivos.

Analizaron la prevalencia de HPV en funcién del método de deteccidn del ADN

de HPV:

- PCRen 78 estudios (3347 casos) = prevalencia de HPV del 44%.




- ISH en 17 estudios (1254 casos) = prevalencia de HPV del 58,8%.
- Al ajustar por el periodo en el que se realizé la prueba no se hallan

diferencias significativas.

También quisieron analizar el posible sesgo producido por la mejora en la
sensibilidad de las técnicas llevadas a cabo a la hora de detectar el ADN del
virus comparando la prevalencia hallada por los estudios previos al 2005
(37,1%) con la hallada por los estudios posteriores a esta fecha (44,7%), sin

hallar diferencias significativas.

Observaron, que los estudios que utilizaban muestras procedentes de tejido
fresco congelado no mostraron diferencias en la prevalencia hallada, respecto
de aquellos que utilizaban muestras embebidas en parafina y fijadas con

formalina.

También clasificaron los estudios basados en PCR en funcién de la sensibilidad
de la PCR y de los cebadores utilizados en los distintos estudios y no hallaron
diferencias significativas en la prevalencia hallada por los estudios basados en
una PCR clasificada como de sensibilidad baja o media (52,7%) frente a los que

utilizaban una PCR con una sensibilidad alta o muy alta (39,4%).

Para estos autores el incremento en las cifras de deteccién de HPV en Europa
ha sido real, y no lo consideran secundario a un aumento en la sensibilidad de
las técnicas para detectar el virus y por tanto actualmente la diferencia entre

Europa y Norte América no existe.

No consideran, dada la tendencia temporal que muestran los estudios, que
estemos viviendo una fase de latencia en laimplicacién del HPV en los tumores
no orofaringeos, sino que el virus tiene una especial predileccidon por esta

localizacién.




La conclusidon a la que llegan estos autores es que los pacientes con estos
tumores son mas jévenes, tienen mejor prondstico y tasas de supervivencia
mayores, por lo que supondrdn un mayor coste a los sistemas de salud, que
deberan darles soporte durante mucho mads tiempo. Para estos autores seria
aconsejable establecer algin programa de cribado eficaz y coste-efectivo, y la

elevada tasa de deteccién del virus podria justificar la vacunacién en varones.

Ndiaye et al, en 2014@ss), publican un nuevo metaanalisis incluyendo 148
estudios de 44 paises, sumando 12.163 casos de carcinoma epidermoide de
cabezay cuello, estimando una prevalencia global de infeccion por HPV de un
45,8% en tumores de orofaringe, un 22,1% en tumores de laringe e

hipofaringe y de un 24,2% en tumores de cavidad oral.

Cuando los estudios se restringen a aquellos que estudian la existencia de una
infeccion oncoldgicamente activa por HPV 16 en carcinomas de orofaringe, la
prevalencia se reduce a un 39,8% cuando se estudia la expresién de ARNm de

E6/E7 y a un 39,7% si se estudia la sobreexpresion de p16.

Por regiones, la prevalencia de infeccion por HPV tipo 16 en tumores de
orofaringe es mayor en Norte América (54,7%), que en Europa (36,2%). En Asia
se recoge un 45,1% y en Oceania un 42,1%. En América Central y Sudamérica

se recoge una prevalencia sensiblemente mas baja, de un 14,9%.

Un dato muy interesante que se recoge en este nuevo analisis es la gran
heterogenidad existente entre los diferentes estudios Europeos, atendiendo
a criterios geograficos. Se diferencian subregiones Europeas, con una
prevalencia de HPV 16 muy diferente siendo de un 51,1% en el Norte, 32,6%
para Europa Central y del Este, 32,5% para Europa Occidental y 21,9% en el

sur de Europa donde se recoge una menor prevalencia.




En este contexto epidemioldgico nos propusimos estudiar el papel del HPV en
los carcinomas epidermoides de orofaringe, laringe e hipofaringe en nuestro

medio.

En nuestro estudio hemos utilizado el protocolo de Smeets et al(109), método
basado en la combinacidn de tincidon inmunohistoquimica de p16 seguido de
amplificacion por PCR del ADN del HPV con cebadores GP5+/GP6+ en los casos
p16 positivos, que ha sido validada comparando los resultados con RT-PCR de
E6/E7 tanto en muestras congeladas como fijadas en formalina e incluidas en
parafina, mostrando una concordancia del 98%a26). Asimismo completamos el
estudio realizando un estudio de tincion IHQ de p53, e ISH de ADN en todas
las muestras. En los casos positivos por PCR de ADN de HPV, realizamos una

PCR de ARNm de E6 para confirmar la actividad transcripcional del virus.

El presente estudio evalud todos los parametros expuestos en los algoritmos
previamente mencionados y detectd un total de un 3,2% de casos positivos
para HPV por GP5+/6+ PCR en una serie de 248 casos de carcinoma
epidermoide de orofaringe diagnosticados entre los afios 1990 y 2009 en

Asturias.

Comparando las dos décadas se aprecia un incremento en la positividad para
HPV desde un 1,8% a un 6,1% que supone una tasa de deteccidén superior al
triple en tan solo una década, y que estd en concordancia con los estudios
epidemioldgicos de tendencia temporal llevados a cabo en metaanalisis (42 4s).
Asimismo en series individuales, incluso con tasas de deteccion proporcional
mucho mayores a la que nosotros hallamos, el incremento es muy similar: un
estudio en Holanda(z2s) que utiliza el mismo protocolo de deteccién que
nosotros, detecta un incremento desde un 5,1% a un 29% entre 1990 y 2010,
y un estudio en Australia@ss) un incremento desde un 20,2% a un 63,5% entre

1995 y 2010.




AUn asi, la prevalencia de infeccién hallada por nuestro estudio esta entre las

mas bajas de todas las recogidas en la literatura(ai,42,44,46,126,128,136).

El incremento en la prevalencia de tumores asociados al HPV, se ha visto
acompafiado de una reduccién en la incidencia global de cancer de orofaringe,
que podemos atribuir a la progresiva reduccién del porcentaje de fumadores
en todos los grupos de edad, que se recoge en nuestra serie y que se viene
observando a nivel nacional desde 1987(137,138). No podemos tomar como
verdad absoluta este descenso tan marcado (N=166 en los 1990 frente a N=82
en los 2000) en la incidencia de cancer de orofaringe en nuestro medio, ya
gue existen otros centros hospitalarios dentro de nuestra drea geografica que
pueden haber prestado atencién a parte de los casos incidentes y haber
guedado por tanto fuera de este analisis. Asimismo a partir del ano 2005 se
instaura un protocolo de tratamiento conservador para carcinomas de cabeza
y cuello a base de quimiorradioterapia que también reduce el numero
absoluto de tumores que se tratan mediante cirugia y por tanto no son

incluidos en el presente estudio.

Las cifras recogidas en el registro de tumores del Hospital Universitario Central
de Asturias (HUCA) desde el afio 1997 hasta el afio 2009, muestran una
evolucidn bastante estable durante las dos décadas, con un muy leve
incremento de incidencia, sobre todo debido a un aumento en los tumores de

amigdala en el sexo femenino.

Si observamos un aumento en la incidencia de tumores de amigdala en ambos
sexos a partir de 2010. Curiosamente la incidencia de cancer de amigdala en
mujeres presenta un incremento marcado a partir del afilo 2010, donde solo
en los primeros 5 afios (2010-2015; N=39), se triplica el nimero de casos
recogidos durante toda la década anterior (2000-2009; N=14). No obstante el

porcentaje relativo de casos en mujeres frente a hombres, se muestra mas




estable en la comparacién con la década previa, observandose solo un discreto
incremento. Probablemente el aumento en el nimero absoluto observado
sea resultado de la unificacion del registro de tumores y la suma de casos

incidentes de otras areas sanitarias.

En cualquier caso, en contra de lo observado en Estados Unidos(zs) y en
algunas series en Europa, como en Suecia, donde la incidencia viene
incrementandose a ritmo vertiginoso desde 1990w4,139), 0 en Inglaterra (con
un incremento de un 58% entre 1995 y 2010)a40) en nuestro medio la
incidencia de cdncer de orofaringe no esta aumentando sensiblemente,
porque ya era muy alta, asociada a las elevadas tasas de tabaquismo vy
consumo de alcohol de la poblacién, lo que hace dificil sacar conclusiones

sobre el papel del HPV en la incidencia de este tipo de tumor.

En 2008, un 27,8% de la poblacién Asturiana fumaba(41), y la modalidad de
consumo intenso era la mayoritaria, superior al 50%, con tan solo un 17,9% de
los fumadores con un consumo de tabaco moderado. En el 2012, aunque el
porcentaje de fumadores diarios se reduce discretamente a un 25,4%, el
porcentaje de fumadores intensos, de mas de un paquete diario, se reduce
sensiblemente a un 30% del total@142). A nivel nacional segun la encuesta de
salud, en 2006, los fumadores de un paquete diario o mas suponian solo un
11% de la poblacién, con reduccidn a un 8% en 2011137). Esto muestra que el
consumo de tabaco en Asturias permanece alto respecto al conjunto del pais,
y lleva un ritmo de descenso paralelo aunque discretamente superior a la

tendencia nacional, acercandose paulatinamente a sus cifras.

En cuanto al consumo de alcohol, las cifras muestran aliin un mayor consumo
en nuestro medio, respecto al resto del pais. Segun se recoge en la encuesta
de salud de 2012 el 14,8%, de la poblacidon asturiana declara haber consumido

alcohol a diario en los uUltimos doce meses frente al 13,7% de la media nacional




y un 26,6% de manera bastante habitual (entre uno y cuatro dias a la semana),
frente a un 21% de la media nacional(137,142). El consumo diario, se ha reducido
casi un 10% desde 2008, por lo que la tendencia es similar a la observada con

el tabaquismo.

De mantenerse esta tendencia, no seria raro que se mantuviese un paulatino
descenso en la incidencia del cancer de orofaringe, debido al descenso en la
incidencia de tumores relacionados con los factores de riesgo clasicos, y sera
necesario analizar la evolucion de la incidencia de tumores asociados al HPV.
Nosotros detectamos un aumento desde 3 casos, asociados al mismo en la
década de 1990 a 5 casos en la década de los 2000, por lo que la incidencia
de carcinoma de orofaringe asociado al HPV ha aumentado un 60% en nuestra
serie, en una década, desde 0,075 casos por 100.000 hab/afio en los 1990
hasta 0,125 casos por 100.000 hab/afio en los 2000, teniendo en cuenta una
poblacién de referencia para nuestro hospital de 400.000 habitantes vy
suponiéndola estable a lo largo de estas décadas. Aun asi, el HPV en nuestro
medio actualmente tiene un papel pequefio en cuanto a la incidencia global
de carcinoma de orofaringe, y es necesario observar su evolucidn en los afos

venideros.

A la hora de observar las cifras globales de infeccién por el HPV en los grandes
metaanalisis publicados, hay que tener en cuenta que tienen limitaciones que
hay que considerar, como son la heterogeneidad en los métodos de deteccion
del HPV, en muchas ocasiones la utilizacidon de un test (PCR de ADN) que no
permite diferenciar un virus contaminante de un virus con actividad
carcinogénica, y la heterogeneidad en las poblaciones que se incluyen en el
analisis. Como resultado tienden a una sobreestimacion del papel del virus en

los tumores de cabeza y cuello.




En un nuevo y reciente metaanalisis, publicado por Castellsagué et al(143), la
proporcién de carcinomas de orofaringe atribuidos al HPV se reduce desde un
22,4% cuando se basa solo en la deteccidn de ADN de HPV mediante PCR, a
un 18,5% cuando se toman en cuenta la expresion de ARNm de E6/E7 y

sobreexpresion de p16, lo cual apoya lo anteriormente expuesto.

A la hora de considerar medidas preventivas de salud publica, como la
implantacién de un programa de vacunacidn es mucho mas conveniente
basarse en estudios que determinen la carga de carcinomas de orofaringe
atribuida al HPV, que tiene mucha mas relacién con la incidencia de tumores
asociados al mismo, que con la proporcidn asociada al mismo en una
determinada poblacién(44). Por ejemplo, una poblacidn con alta incidencia de
carcinomas de orofaringe, pero una baja proporcién atribuible al HPV puede
tener una mayor carga de enfermedad atribuible al HPV, que otra poblacién

con una incidencia baja pero alta proporcién atribuible al HPV.

Muy pocos estudios previos en poblacidon espafiola sobre prevalencia de
infeccidn por HPV en carcinomas de cabeza y cuello se han publicado hasta el
momento, entre ellos uno que incluia pacientes de Barcelona, Granada y
Sevillaq4s) y otro en 15 pacientes en Oviedo(i46). Ambos estudios recogieron la
presencia de HPV tipo 16 en el 13,5% de los casos. Probablemente la
proporcién que detectamos actualmente es inferior debido a los métodos
empleados en esos estudios, basados Unicamente en la deteccién de material
genético del virus por PCR sin tener en cuenta el papel carcinogénico del

mismo con otros marcadores de actividad bioldgica.

No nos parece probable que los hallazgos de nuestro estudio reflejen una
infraestimacion, ya que se ha realizado una triple metodologia de deteccion,

y los diferentes analisis realizados son concordantes.




En un estudio reciente en nuestro pais, publicado en 2014(147), en una cohorte
de 93 pacientes tratados en Madrid entre 2002 y 2008 de carcinoma de
orofaringe en estadios Il a IV, se recoge una tasa de prevalencia de infeccién
por HPV de un 26,7%. En este estudio, la tasa de hallazgo de ARNm de E6 de
HPV en muestras fijadas con formalina e incluidas en parafina es solo de un
10%, y se atribuye el resultado a la degradacién del mismo a lo largo del
tiempo en las muestras procesadas, y a problemas técnicos en su extraccion.
Se toma por tanto como marcador de asociacion al virus la sobreexpresién de
pl6 en las muestras, tomando como punto de corte una tincién intensa,
nuclear y citoplasmatica en mas del 70% de las células, basandose en la alta
correlacién de esta determinacion con la presencia de un virus biolégicamente
activo y oncolégicamente relevante. Desde nuestro punto de vista, y en base
a nuestros resultados, no podemos tomar como cierta esa estimacion. El valor
predictivo positivo (VPP) de una prueba de cribado, como podriamos
considerar a la determinacidn de p16, depende, aun siendo muy sensible la
misma, de la prevalencia en la poblacién estudiada de la enfermedad en
cuestion. Sin hallar la prevalencia de infeccidn de tumores de orofaringe
asociados al HPV en nuestro medio, no podemos utilizar la sobreexpresion de
p1l6 como un test con alto VPP. Nuestros resultados demuestran que el valor
predictivo positivo de la tincidn intensa, nuclear y citoplasmatica de p16(2+),
gue podria asemejarse a una tincion superior al 70% de las células en la escala
utilizada en dicho estudio, no tiene un alto VPP en nuestro medio, ya que tiene
una muy baja especificidad (hallamos 7 casos p16 2+/HPV negativo, frente a 8
casos pl16 2+/HPV +), por lo que no podriamos estimar la prevalencia de
infeccidn por HPV basandonos en esta determinacién. Nuestros resultados en
la década 2000-2009, coincidente con el periodo de inclusidn de los casos de
este estudio, un 6,1% de tasa de deteccién del virus, se asemejan bastante
mas a la deteccidén que este grupo hace mediante PCR de ARNm (10%), que a

su estimacion en base a p16. Desconocemos la validez de dicho resultado dado




gue lo excluyen de su andlisis por imposibilidad de testar sus resultados con la
expresion de ARNm de otros tres genes control (B-actina, GAPDH y B-2-

microglublina).

Una explicacion posible para la baja proporcion detectada en nuestra serie,
puede ser una baja exposicion al HPV, debido a una presencia inferior del virus

en la poblacidn del Norte de Espaiia o a un comportamiento sexual diferente.

En cuanto a la difusidn del virus en nuestro medio, y tomando como origen de
la infeccién orofaringea las practicas sexuales de riesgo, como se ha propuesto
por la comunidad cientifica internacional, existen estudios sobre la infeccién

por HPV en muestras cervicales, que podemos utilizar como referencia.

Un reciente metaanalisis de los estudios europeos publicados entre 1995 y
2009 estimé que la prevalencia de HPV en muestras cervicales, mediante PCR,
en mujeres con resultados citoldgicos normales es del 14,2% (IC del 95%, 14,1-
14,4), pero observando gran variabilidad entre diferentes regiones y
observandose una prevalencia menor en el sur de Europa (9%)(4s), lo que
apoyaria una menor difusién del virus en nuestro pais. Otros estudios, recogen
una prevalencia de infeccidn baja, como el de San José et al49) que halla un
3% en poblacidn de Barcelona en 2003 y Agorastos et al(150), que halla un 5,9%
en Grecia en 2009. Esto confirma la variabilidad entre regiones en cuanto a la
presencia del virus y la tendencia a una difusidn baja en poblaciones del Sur

de Europa.

En un estudio publicado en 2008 (de Ofia et al), que estudié la prevalencia de
infeccidn por HPV en los 15 afios previos (1992-2007) en muestras cervicales
de poblacién femenina del Norte de Espafia (Asturias y Lugo), se recoge una
prevalencia de infeccién por el HPV del 30% en todo el periodo, con un
descenso gradual a lo largo del tiempo en cada subperiodo analizado, y

también un descenso progresivo en los pacientes de mas edad, dentro de los




diferentes grupos, estando en el ultimo periodo estabilizada en torno a un

25%(@51).

En 2012 Castellsagué et al@152), hacen un estudio de prevalencia de infeccion
cervical por HPV en Espaia, participando 3261 mujeres sin alteraciones en la
citologia, de las 17 comunidades auténomas, hallando una prevalencia
estandarizada por edad del 14,3% para el conjunto del pais, concordante con
otros estudios en poblaciones europeas. El nimero de participantes incluidos
de cada Comunidad Auténoma se determind en base al censo poblacional de
cada una de ellas, para conseguir una muestra representativa. A pesar de que
los autores recogen que el estudio no tiene suficiente potencia estadistica
como para establecer diferencias entre las distintas Comunidades Auténomas,
en el mismo se recoge una prevalencia de infeccion por HPV estandarizada por
edad en Asturias de las mas bajas del pais (inferior al 10%), quedando solo por
debajo de ella, Castilla y Ledn y Cantabria, curiosamente con proximidad
geografica a nuestra drea de estudio. Teniendo en cuenta que la prevalencia
de infeccion recogida en este estudio en otras Comunidades Auténomas casi
triplica la hallada en Asturias, este estudio podria apoyar una baja difusién del
virus en nuestro medio que contribuyese (no de forma exclusiva), a la baja

prevalencia de infeccién por HPV hallada en carcinomas de orofaringe.

El estudio de de Ona(s1), aun permitiendo obtener muchas mas conclusiones
en relacion al papel del HPV en nuestro medio, incluye en el analisis pacientes
que en el momento de su inclusidn ya tienen alteraciones citoldgicas, algo que
se ha demostrado asociado a la presencia del virus en un alto porcentaje de
los casos y que el estudio confirma, pero puede suponer una sobreestimacion
en cuanto a la difusion del virus en la poblacién general femenina de Asturias,

y crear un sesgo en la comparacion con otras dreas geograficas.




Otro estudio realizado en nuestro medio(s3), sobre prevalencia de infecciéon
por HPV en carcinomas de mucosa oral, no detecta el ADN del virus por PCR
ni ISH en ninguno de los 125 casos analizados, siendo concordante con los

resultados que presentamos en este trabajo.

En el reciente metaanalisis de Castellsagué et al@43), se recoge la gran
variabilidad entre las diferentes regiones analizadas, mostrando una
prevalencia de infecciéon por HPV en carcinomas de orofaringe para el sur de
Europa sensiblemente mas baja que en otras regiones Europeas y a nivel
mundial, de entre el 7,6 y el 9,4% cuando se consideran estudios que asocian
PCR de ADN y pruebas de actividad carcinogénica del virus (ARNm de E6 y/o
sobreexpresion de p16). Estas cifras estan mucho mas proximas a las que
nosotros detectamos en la década 2000-2009 que las previamente recogidas

en otros metaanalisis.

Otra razdn para la baja proporcién hallada puede ser la particular composicién
de los pacientes de nuestra serie, que difiere en varios aspectos respecto de

otras series publicadas:

- la proporcion de hombres frente a mujeres es mucho mas alta,
- la proporcidn de grandes fumadores y de grandes consumidores de
alcohol es més elevada, y

- los tumores muestran una clasificacion Ty N relativamente mas alta.

En todo caso, los pacientes de la serie han sido incluidos de forma consecutiva
por lo que son representativos de los pacientes con cancer de orofaringe de

nuestro medio.

Un estudio publicado en 2011 por Ribeiro et al(154), basado en la deteccion de
ADN de HPV en carcinomas de cabeza y cuello utilizando el cebador

PGMY09/11 para L1 en 507 carcinomas de cabeza y cuello dio como resultado




una prevalencia del 0,6%. Completaron el estudio con una PCR tipo-especifica,
para E7 de HPV16 en 197 tumores de orofaringe, laringe y cavidad oral,
hallando una prevalencia del 3,1% en global y un 4,4% en tumores de
orofaringe. El porcentaje de nunca fumadores (3,4%) y nunca bebedores
(2,7%) en su serie fue como en la nuestra, muy baja, en comparacion con otras
series que hallan una prevalencia de infeccion por HPV mucho mayor. Por
ejemplo de Souza et al@o), hallan un porcentaje de tumores de orofaringe
asociados al HPV de un 62,5%, en una serie en la que el 44% de los pacientes
eran no fumadores, y el 15% no bebedores. Herrero et al@145) en un estudio de
la IARC, hallan un porcentaje muy alto de tumores asociado al HPV, también
en una serie con un 9% de no fumadores y 15% de no bebedores. Podria ser
por tanto que en areas geogréficas donde los habitos toxicos cladsicamente
asociados a este tipo de tumores aun estdan muy presentes en la poblacién, la

tasa de tumores asociados al HPV permanezca baja.

Sin embargo, el numero absoluto de tumores relacionados con la infeccién por

HPV es también muy bajo en nuestra serie.

Estudios sobre la relacién entre el habito tabdquico, y el HPV en cuanto al
riesgo de desarrollo de carcinoma de orofaringe ya se han publicado y en ellos
se llega a la conclusidon de que son factores de riesgo independientes(ss), y
que tendrian un efecto sumatorio en cuanto al riesgo de aparicidn de un
carcinoma de orofaringe, y en cuanto al prondstico del mismo, una vez

desarrollado.

Ang et al, en su estudio de 2010@s) llega a la conclusion de que el habito
tabaquico es un factor prondstico independiente del status HPV,
incrementando el riesgo de muerte y de recidiva o muerte por tumor, un 1%
por cada paquete-afio adicional de exposicion al mismo que presente el

paciente, siendo este incremento igual para tumores HPV-positivos, como




para tumores HPV-negativos. Categoriza a los pacientes como de bajo riesgo
(tasa de supervivencia global del 93% a 3 afios), de riesgo intermedio (tasa de
supervivencia global a 3 afios del 70,8%) y de alto riesgo (tasa de supervivencia
global a 3 afios del 46,2%). Los tumores HPV positivos, serian de bajo riesgo
salvo los fumadores con una categoria N alta (N2b o N3), que pasarian a ser
de riesgo intermedio. Los tumores HPV negativos serian todos de alto riesgo,

salvo los no fumadores con una categoria T baja.

Una posible fuente de subestimacién, dada la particular composicion de
nuestra serie, podria encontrarse en que la contribucion a la cascada
carcinogénica de los factores de riesgo clasicos, diferenciase una subclase de
tumores, en los que existiese una infeccién por el HPV, pero esta no fuese
identificada por nuestro protocolo, al producirse una inactivacién mutacional
de la via molecular del gen CDKN2A, que impidiese la sobreexpresién de p16,
a pesar de la desregulacién de la via molecular de pRb ejercida
simultdaneamente por la oncoproteina E7 del HPV de alto riesgo. Durante estas
décadas, se ha tendido a dicotomizar los tumores de orofaringe, considerando
dos vias carcinogénicas independientes, una asociada al virus del papiloma, y
otra la clasica producida por insultos genéticos sucesivos desencadenados por
la exposicion a los carcindégenos del tabaco y del alcohol. Si en estudios como
el previamente citado, se establece y demuestra un riesgo de recidiva y
muerte superior en tumores HPV-positivos en relacién a la exposicion al
tabaco, no es descabellado pensar que pueda existir una base molecular que
lo justifique y que esos influjos carcinogénicos independientes, no sean
dicotémicos, sino cooperativos. Estudios en esta linea pueden contribuir a

arrojar una mayor luz sobre esta cuestion.

En todo caso, dado que aparte de la determinacion por PCR en los tumores

p16 positivos, en nuestro estudio realizamos ISH en todos los casos, con alto
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grado de concordancia con los resultados basados en PCR, la probabilidad de

falsos negativos por la hipdtesis expuesta nos parece baja.

Y ademds comparando los casos segun el afio de diagndstico se observa un
incremento en la infeccidn por HPV (desde 1,8% a un 6,1%) y una disminucion
en la proporcién de grandes fumadores concordante con lo recogido en la

literatura(o).

Los carcinomas epidermoides de orofaringe HPV positivos han sido descritos
como portadores de caracteristicas Unicas: menor edad al diagndstico, menor
exposiciéon a tabaco y alcohol, menor clasificacién T, mayor clasificacidon N,
menor diferenciacién, menor frecuencia de segundos primarios y sobre todo,
mejor prondsticous). Parece ser que la mayor supervivencia es debida a una
mejor respuesta al tratamiento radioterdpico, con o sin quimioterapia
asociadase). Sin embargo, también con tratamiento quirurgico aislado, los
carcinomas epidermoides de mucosa oral HPV positivos han mostrado un

mejor curso clinico(is7).

El analisis estadistico en nuestra serie se ve obstaculizado por el desbalance
entre los casos HPV positivos (n=8) y los casos HPV negativos (n=240), pero
nuestros datos muestran menor consumo de alcohol y tabaco, menor estadio
tumoral, mejor supervivencia especifica para enfermedad y menor desarrollo
de segundos tumores primarios en los pacientes con tumores HPV positivos,
lo cual es concordante con los datos publicados en la literatura. Ademas 7 de
los 8 casos HPV positivos muestran el patron de diferenciacion basalioide que
se ha asociado a la infeccién por HPV(120). En nuestra serie no se detecta una
menor edad al diagndstico o una mayor clasificacién N en los casos HPV

positivos.

El hecho de no hallar diferencias en cuanto a la categoria N podemos atribuirlo

a la baja prevalencia de tumores asociados al HPV en una cohorte extensa, con
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una proporcién de casos N2 y N3 muy alta (mas de un 50% del total de la serie
presenta una categoria N2b o superior) y donde solo un 24,5% de los casos

HPV-negativos son NO.
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Il. Infeccion por HPV en carcinomas epidermoides de laringe e

hipofaringe

El papel de la infeccion por HPV en otras localizaciones del tracto aerodigestivo
superior distintas a la orofaringe (cavidad oral, laringe e hipofaringe) ha sido
recogido en numerosos estudios, pero existe una gran controversia en cuanto
a su papel en la carcinogénesis. La significacidon de la infeccién por HPV en

tumores de cabeza y cuello no orofaringeos es incierta.

A pesar de haber sido eclipsada por la implicacién demostrada del HPV en la
carcinogénesis de tumores de orofaringe, la localizacién cldsica de la infeccién
por HPV en el tracto aerodigestivo superior ha sido la laringe, donde los HPV
de bajo riesgo, tipos 6 y 11, se relacionan con la aparicidon de papilomas

(papilomatosis laringea).

La tasa de tumores de laringe e hipofaringe positivos para HPV varia

ampliamente en la literatura, desde un 0% hasta un 75%42,154,159-165).

En el caso de los carcinomas escamosos de laringe, los estudios con un mayor
numero de casos analizados muestran una prevalencia de infeccion por HPV
inferior a la media, y que va desde un 7,4% (Gungor et al, 2007) hasta un 58,8%
(Ma et al, 1998)166-172), estimandose en torno a un 25% en el metaanalisis de

Kreimer et al y otros similares llevados a cabo(42).

De forma similar, algunos estudios han investigado la relacién entre la
infeccidon por HPV y los carcinomas de hipofaringe, con gran variabilidad de

resultados(2,154,159,173).

Esta disparidad se ha relacionado con variaciones geograficas y con los

distintos métodos de deteccién del HPV. Ademas la presencia de ADN del HPV
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no indica necesariamente que el virus esté produciendo o contribuyendo al
desarrollo o a la progresion del tumor. El ADN viral puede tener un papel
silente y puede ser detectado en células no tumorales y en tejido normal del
tracto aerodigestivo superior(ise-161). La prevalencia de infeccién por HPV en

mucosa laringea normal se ha visto que es superior al 19%(160,174-177).

Nuestro estudio, basado en el protocolo de Smeets et al@os,126) ya
previamente mencionado, detecta un 1,6% de casos positivos mediante PCR
de HPV con cebadores especificos GP5+/GP6+ en una serie de 62 carcinomas
epidermoides de laringe y 62 carcinomas epidermoides de hipofaringe.
Realizamos ISH en los 124 casos, no detectando ningun caso positivo por
medio de esta técnica, demostrandose asi la mayor sensibilidad de la PCR para
la deteccion del ADN del HPV. Esta prevalencia de infeccion esta entre las mas
bajas de toda la literatura, pero en concordancia con un reciente estudio de
prevalencia de HPV en dos regiones de alta incidencia de tumores de cabeza 'y

cuello (América latina y Europa Central)is4) y con otras series recientes(162-165).

En un estudio publicado en 2012 en el que se analizaron 73 casos de tumores
de laringe e hipofaringe mediante amplificacion de ADN por PCR e hibridacién
“in situ” de ARNm de E6 y E7, solo se hallaron dos casos positivos (2,7%), que
correspondian ambos a tumores de laringe, siendo todos los casos de tumores
de hipofaringe negativos. Esos dos casos presentaban sobreexpresidon de
pl6@avs). Es importante resefiar, que al detectar ARNm se estd evaluando la
actividad bioldgica del virus de forma directa, y no tan solo de forma indirecta
mediante la deteccidn de sobreexpresidén de p16. La conclusién a la que llegan
estos investigadores es que el HPV es poco frecuente en carcinomas de laringe
e hipofaringe y ponen en duda un papel etiolégico del mismo en estos

tumores.
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Los datos procedentes de nuestro estudio no distan mucho de lo hallado por

este grupo de investigacion.

En un estudio previo en nuestro Hospital llevado a cabo en pacientes tratados
entre 1991 y 1993, ninguno de los 13 casos de tumores de laringe y 2 de los
13 casos (13%) de tumores de hipofaringe analizados mostraron la presencia
de ADN de HPV 16(46). Probablemente la proporcidn que detectamos
actualmente en tumores de hipofaringe sea menor debido a los métodos
aplicados en dicho estudio para establecer la infeccién por HPV, que no
permitian diferenciar una infeccién silente de una con implicacidn

carcinogénica.

No nos parece probable que nuestros resultados reflejen una infraestimacién
dado que los diferentes andlisis realizados son concordantes entre si: una
pequefia proporcion de tumores del total de la serie mostraron el patrén
inmunohistoquimico tipico de los tumores asociados al HPV, positividad para
pl6 y negatividad para p53, y en ninguno de los casos fue positivo el estudio
mediante ISH. Ademas nos parece probable que en los dos casos detectados
como positivos, el HPV no esté etioldgicamente relacionado con el tumor, ya
gue ambos son pacientes mayores (> 80 afios), muy fumadores, ninguno
mostré un patrén de diferenciacidon basalioide, y en el caso de laringe HPV
positivo, p53 fue positivo en la IHQ. Todas estas caracteristicas son opuestas
a las que se describen en la literatura como asociadas a los tumores

relacionados con la infeccién por HPV.

La presencia de ADN de HPV en algunos tumores puede deberse a la existencia
de una infeccién silente, que tiene una muy baja carga viral que solo puede
ser detectada por una técnica de alta sensibilidad como la PCR, como se ha

demostrado en un estudio reciente en carcinomas epidermoides de laringe,
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donde en solo 4 de 13 tumores HPV positivos por PCR se detectaba un virus

transcripcionalmente activo(ie2).

Esto también se demuestra en el reciente metaanalisis de Castellsagué et
alass), en el que se reduce a un 1,5% los casos de carcinoma de laringe
relacionados con el HPV desde un punto de vista carcinogénico, cuando aparte
de la deteccidn de ADN del virus por PCR, se analizan marcadores de actividad

biolégica como expresion de p16 y deteccion de ARNm.

Un resultado muy interesante es el que obtienen Wendt y Nasman, en
2013(179). Publican una tasa de deteccidn de ADN de HPV en 109 tumores de
hipofaringe de tan solo un 6,4%, y solo en un 3,6% del total era detectado HPV
tipo 16. Es de remarcar, que estos mismos autores recogen una prevalencia
de infeccion por HPV en tumores de orofaringe de un 79% para casos
correspondientes a los mismos afios de estudio (2000-2007), por lo que
evitamos el sesgo relativo a la variabilidad geografica en la difusién del virus o
habitos sexuales, y nos permite observar la relativamente baja implicacién del
virus HPV en carcinomas de hipofaringe respecto a la localizacidon en
orofaringe, en un area geografica con alta difusion del virus. La menor tasa de
deteccion de HPV tipo 16 en tumores de cabeza y cuello no orofaringeos HPV
positivos ha sido observada en otras series y recogida en metaanalisis, como
el de Mehanna, en 2013, donde el HPV tipo 16 suponia el 73,9% de los casos

HPV positivos, frente al 95,7% en los tumores de orofaringes).

Estos resultados en conjunto sugieren que el HPV no juega un papel
determinante en el desarrollo de tumores de laringe e hipofaringe, y los
resultados que hallamos en nuestro medio estan en concordancia con la
literatura. Una posible explicacién a la baja proporcion hallada en nuestra

serie particular, puede estar en una menor presencia del virus en la poblacion
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general del Norte de Espaifa o a unos habitos sexuales diferentes en la

poblacién, como ya se comenté para los tumores de orofaringe.

El analisis estadistico estd sesgado en nuestra serie debido al disbalance entre
los casos HPV positivos (N=2) y HPV negativos (N=122), y por ello no podemos

establecer correlaciones prondsticas.
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.  Valor de pl6 como marcador de infeccion por HPV en

carcinomas de cabeza y cuello

P16 es un inhibidor de las quinasas dependientes de Ciclinas (CDK), 4 y 6,
codificado en el gen supresor de tumores CDKN2A, localizado en el brazo corto
del cromosoma 9 humano, en la regidn 9p21. En los tumores no relacionados
con el HPV, p16 suele aparecer con niveles bajos o indetectables de expresion,

por inactivacion epigenética o mutacional de su gen codificante(iso).

La inactivacién del gen CDKN2A, que conlleva la pérdida de la funcién de p16,
por delecion homocigética, la metilacién de su promotor, mutacion puntual o
reordenacidn génica ocurre hasta en un 80% de los casos de tumores de
cabezay cuello, lo que resulta en la ausencia completa de la expresion de dicha
proteinacsi). Ademas, la expresidn de p16 es baja o indetectable en las células

normales, y limitada al ndcleos2).

En los tumores relacionados con el HPV, la inactivacion funcional de Rb
ejercida por E7, produce la liberacidon del factor transcripcional E2F del
complejo proteico E2F-Rb promoviendo la progresion del ciclo celular y al
mismo tiempo produce una sobre-expresion del gen CDKN2A al desinhibirse
la transcripcion el mismo, dando como resultado una sobreexpresion de
p16(183-185). Por lo tanto, como la integracidn y transcripcion del genoma viral
es previa a la sobreexpresion de esta proteina, el aumento de la expresion de
plé en tumores HPV-positivos es relativamente facil de detectar y ha
demostrado ser un marcador sustituto razonable de la infeccion

bioldgicamente activa por HPV.

Dada esta relacion entre los tumores HPV-positivos y la sobreexpresiéon de

p16, esta proteina ha sido usada como marcador de infeccion por HPV de alto
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riesgo(ise), para confirmar y estadificar neoplasias intraepiteliales@s7) y para
predecir progresion o regresion de neoplasias de bajo grado(ss) en tumores
de cuello de Utero. Igualmente, debido a la relacion demostrada hoy dia entre
un subtipo de tumores de cabeza y cuello y el HPV, se ha estudiado y hallado
esta expresidn de p16 en muchos tumores de cabeza y cuello y se ha sugerido,
de forma tedrica, que se debe a la disfuncion de Rb llevada a cabo por E7,
proponiendo la sobreexpresién de p16 como un marcador sustituto razonable
de la infeccién bioldgicamente activa por HPV en los tumores HPV-

relacionados.

Wang et al, en 2013 (189) realizan una revisién de los estudios publicados los 5
afnos previos que recogen expresion de pl6 y deteccién de ADN de HPV por
PCR o ISH@90-199). Encuentran que la sensibilidad de pl6 para predecir
deteccién de ADN de HPV varia desde un 46% a un 93% entre estudios. A pesar
de la relacién establecida entre sobreexpresién de p16 e infeccién por HPV,
de un 3 a un 51% de los tumores HPV negativos expresaban p16,yde un 2 a
un 54% de los tumores HPV positivos no expresaban pl6. Hay que tener en
cuenta que en los estudios incluidos en este analisis habia tumores de
diferentes localizaciones y los criterios para considerar positividad de pl6

variaban.

En relacién con la deteccion de ADN del virus por ISH, p1l6 muestra una
excelente sensibilidad pero baja especificidad (casos p16-positivo/HPV no
detectado suponen del 18 al 51%)190,192,197,199). Con PCR ocurre algo similar
pero a lainversa, debido a la elevada sensibilidad de la deteccién del virus por

PCR (casos p16-negativos/HPV detectado suponen del 25-54%)(193,196,198).

De todos los estudios incluidos en el analisis de Wang, el de Thavaraj et al@94)
muestra una excelente concordancia entre expresion de p16 y deteccion de

ADN de HPV, pero tomando como positividad para p16 cuando es una tincidn
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difusa, nuclear y citoplasmatica y supera el 70% de las células, y ademas
teniendo en cuenta que en esta serie los tumores incluidos son en su mayoria

pobremente diferenciados.

Rischin et al@00) compararon la deteccidon del ADN del HPV mediante PCR y la
expresion de p16 mediante tincion inmunohistoquimica, y encontraron que el
10,8% de los tumores eran pl16-positivos aunque la deteccion de ADN de HPV
por PCR fue negativa. Esto mismo se observé en el estudio RTOG 0129, que
mostré que la discrepancia era del 18,8% de casos pl6-positivos/ HPV

negativos por ISH.

Por tanto, existen en la literatura estudios multiples que demuestran la no
idoneidad del uso de p16 como un marcador sustituto Unico de la infeccién
por HPV, por insuficiente sensibilidad(198,201-203) o)

especificidad(109,198,200,202,203).

Se debe tender a mejorar el uso de p16, y establecer unos criterios, que lo
hagan lo mas util posible disminuyendo el nimero de los casos de pl6-

positivo/HPV-negativo, sin aumentar los casos de p16-negativo/HPV-positivo.

Uno de los factores que pueden haber llevado a discordancias en cuanto al
valor de la expresidon de p16 como marcador sustituto de la infeccidn por HPV,
es el punto de corte de tincion inmunohistoquimica que se defina para

caracterizar un tumor como p16-positivo, o como p16 sobreexpresado.
En la literatura encontramos numerosos ejemplos diferentes de clasificacion:

Klaes et al@o4) clasificaron la tincién de p16 como: negativa (< 1% de células
positivas), esporadica (< 5% de células positivas), focal (< 25% de células
positivas), y difusa (> 25% de células positivas) . Encontraron una correlacién

significativa entre la presencia de ADN del HPV de alto riesgo y la expresion de

110



pl16 difusa e intensa. Este es el criterio de patrén de tincion mds extendido y

gue mas estudios recogen.

Utilizando los mismos criterios histoldgicos que Klaes et al, Hoffmann et al
informaron que el 81,2% de los casos con deteccidon positiva de ADN del HPV
eran pl6 positivos, pero que el 48,2% de los casos negativos para ADN del
HPV, también eran p16 positivos, incluidos 3 casos con tincidn difusa de p16.
Ademas, no pudo detectar expresion de pl6 en 3 de 14 lesiones de la serie,
qgue contenian ADN y ARN del HPV. Concluyeron que el estado de expresion
de p16 aislado, es inadecuado para identificar infecciones biolégicamente

activas o inactivas de HPV en cancer de cabeza y cuello(os).

Otros estudios han definido la expresion de p16 en tumores cuando es fuerte
y difusa (citoplasma y nucleos), y cuando se tifien = 70% de las células (126,206),
mientras que Fischer et al evaluaron tumores como p16 positivos cuando = 5%

de las células eran inmunopositivas(2o7).

Estos diversos sistemas de puntuacion pueden conducir a discrepancias
significativas entre los estudios en cuanto al valor de sensibilidad vy

especificidad de p16 para caracterizar un tumor como HPV positivo.

Como se observa en la revision de Wang(is9) la modificacion de los criterios en
cuanto a porcentaje e intensidad de tincion para establecer la positividad y/o
sobreexpresion de p16, le afiade mas valor a esta determinacién. Variando
estos puntos de corte podemos modificar la sensibilidad y especificidad de la
prueba segln mas interese en cada caso. En los casos en los que se aplica un
protocolo diagndstico interesa establecer un punto de corte de positividad de
pl6é que la haga muy sensible, para posteriormente aplicar un test mas

especifico(io9).
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Begum y Westra, en 2008 ya analizaron la cuestién de establecer un valor de
corte especifico para la positividad de p16, y concluyeron que una tincién por
encima del 75% de las células de la muestra, o una tincién por encima del 50%
combinada con dreas confluentes de positividad de tincién superiores al 25%,
era un punto de corte adecuado para definir la positividad de p16 en relacion

con la infeccién por HPV(20s).

Larsen en 2014209), realizd un analisis de la sensibilidad de p16 para predecir
la infeccion por HPV en tumores de orofaringe en funcion del criterio de
sobreexpresion utilizado. Se incluyeron 39 estudios, que basaban la deteccién
de ADN de HPV en PCR, ISH, o ambos y establecian sobreexpresién de p16 de
forma cuantitativa (porcentaje de células tefiidas) o verbal (tincidn difusa e

intensa).

La correlaciéon entre deteccién de HPV y sobreexpresion de pl6 fue
numéricamente mayor, cuando esta sobreexpresidn se definid como “tincidn
igual o superior al 70% de las células” con una sensibilidad de 0,927 (IC del
95%: 0,793-0,974) para identificar casos HPV-positivos. La definicidn verbal
“tincién difusa e intensa”, mostrd una sensibilidad de 0,791 (IC del 95%: 0,608-
0,888) y la definicién establecida en “tincidn entre el 5y el 69% de las células”
mostré una sensibilidad de 0,894 (IC del 95%: 0,805-0,942). La tasa de falsos
positivos fue inferior para la definicion verbal (0.059; IC del 95%: 0.031-0.112)
que para la definicion “tincién superior al 70% de las células” (0.201; IC del

95%: 0.12-0.337).

A pesar de mostrar mayor correlacién entre sobreexpresiéon de pl6 vy
deteccion de HPV cuando se definia como “tincién igual o superior al 70% de
las células”, no hallan diferencias significativas entre las diferentes
definiciones de sobreexpresion de pl6 en cuanto a su sensibilidad para

predecir la existencia de infeccién por HPV.
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A esta misma conclusién llega un reciente estudio, que compara la sensibilidad
de distintos puntos de corte de tincién (>25% de las células tefiidas, >50% de
las células tefiidas y >75% de las células tefiidas), sin hallar diferencias
significativas en cuanto a la sensibilidad y especificidad para diagnosticar una
infeccion por HPV como test Unico43), y finalmente deciden utilizar el valor

inferior (>25% de las células teiidas) para su analisis.

Sin embargo, los puntos de corte por encima del 70 o 75% de las células se
han ido imponiendo en los ultimos afos, siendo usados de un modo cada vez
mas frecuente en comparacidn con, por ejemplo, los valores superiores al 10%

como definicion "validada" de sobreexpresion de p165,195,210).

En un estudio retrospectivo de La sociedad Danesa de Oncologia de Cabezay
Cuello (DAHANCA), el punto de corte de tincién de pl16 para definir
sobreexpresion, se cambid en una Carta al Editor después de la publicacién,
desde el 10% de las células inicial, a un 70% de las células tras la

rectificacion( ).

Nosotros realizamos nuestro estudio basandonos en el protocolo de Smeets
et al(109), validado para la deteccién de tumores de orofaringe asociados al HPV
en muestras fijadas con formalina y embebidas en parafina con un sensibilidad
del 96% y una especificidad del 98% en comparacién con el Gold Standard.
Dicho protocolo estd basado en un estudio inmunohistoquimico que
considera p16 positivo aquellas muestras que presentan tincidon nuclear y
citoplasmatica moderada e intensa presente en mas del 70% de las células(i2s).
El protocolo se completa con un estudio de deteccion de ADN del HPV por PCR
utilizando los cebadores GP5+/6+, en los casos p16+. En los casos negativos

con esta modalidad de PCR, se aplica una PCR especifica para HPV16.

Modificamos los criterios de tincion de pl6 hacia una escala verbal,

estableciendo tres categorias: pl6 negativos, los casos sin tincidn, tincidn
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débil (1+), los casos con tincion nuclear y citoplasmatica no intensa o inferior
al 75% de las células y tincion fuerte (2+), los casos con tincion nuclear y
citoplasmatica difusa e intensa en mas del 75% de las células. Esto lo hacemos
ya que nos interesan unos criterios de positividad de p16 que doten a dicha
determinacién de la mayor sensibilidad, a pesar de perder especificidad,
puesto que posteriormente vamos a realizar el test especifico en los casos con

tincidn de p16 positiva (1+y 2+).

En nuestra serie, 30 casos de 248 carcinomas de orofaringe (12%) fueron p16-
positivos, 15 casos (6%) con una tincién débil (1+) y 15 casos con una tincion
fuerte (2+). De ellos, en 8 (3,2% del total de carcinomas de orofaringe) se
detecté ADN de HPV mediante PCR con cebadores GP5+/6+, y en 7 se detectd
ADN de HPV por hibridacién in situ. Todos los casos HPV-positivos
presentaban una tincidon de pl16 positiva intensa(2+). En nuestra serie por
tanto la concordancia de la tincion positiva intensa en mas del 75% de las
células (2+) con la presencia de HPV de alto riesgo es baja, un 53% con PCR y
un 46% con ISH. Esto esta en concordancia con lo recogido por otros autores
para esta determinacién, una alta sensibilidad pero una baja especificidad.
Nuestros resultados por tanto no apoyan el utilizar esta determinacion de

forma aislada como un marcador de infeccién por HPV.

En cuanto a los tumores de laringe e hipofaringe 17 de 124 casos mostraron
positividad para p16 en el analisis inmunohistoquimico, 9 con una tincién débil
(p16 1+), que correspondian a 7 tumores de laringe y 2 de hipofaringe, y 8 con

una tincion fuerte (p16 2+), 7 de laringe y 1 de hipofaringe.

Entre los casos p16 positivos, en 2 de ellos, un caso de laringe y un caso de
hipofaringe, que presentaban tincidn fuerte (p16 2+), se detecté ADN de HPV
por PCR GP5+/6+ (1,6% del total de la serie para ambas localizaciones). Ambos

contenian HPV tipo 16 tras el genotipado, y fueron positivos para RT-PCR de
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ARNm de E6. Ninguno de los casos mostré ADN de HPV por ISH. En estas
localizaciones, la concordancia con la tincion intensa de p16 (2+) con PCR fue
muy baja, (12,5% en laringe y 33,3% en hipofaringe). Esto estd en

concordancia con lo hallado por otros autores(62,212-213).

Chung et al@i4) analizaron datos combinados de casos de carcinomas
epidermoides no orofaringeos de los ensayos RTOG 0129, 0234 y 0255, y
detectaron que el 17,1% de los casos de carcinoma epidermoide de laringe y
el 16,4% de los casos de carcinoma epidermoide de hipofaringe eran pl6
positivos, con una concordancia con la deteccidon de HPV baja, de 0,52 en

laringe y 0,54 en hipofaringe.

En otro estudio de 324 pacientes con carcinoma de laringe, Young et al(215)
observaron que el 6% de los casos eran positivos para pl6 con un valor
predictivo positivo (VPP) de infeccién por HPV de solo el 50%. Wilson et al(1s)
demostraron de forma similar que el 33% de los pacientes con tumores de
hipofaringe eran p16 positivos, con un VPP para la deteccion de HPV del 38%.
Resultados similares se hallan en un estudio reciente, con un VPP de deteccion
de HPV del 30% para la expresion de pl6 en carcinomas de laringe e

hipofaringe(217).

La discrepancia podria surgir de la pérdida de pRb sin infeccién por el HPV o
por anomalias moleculares ain desconocidas en la regulacion del ciclo celular
pRb/p16. En un estudio limitado, se demostré que aproximadamente el 10%
de los tumores de cabeza y cuello negativos para HPV presenta pérdidas de
pRb por aneuploidia, lo que no puede diferenciarse a través del estudio
inmunohistoquimico de expresidn de p16 de la pérdida de pRb como resultado

de la infeccién por HPV(21s).

Esto no hace mas que profundizar en la necesidad de asociar al estado de p16,

otras caracteristicas tanto clinicas como epidemiolégicas para estratificar en
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gué pacientes esa positividad de pl16 es relevante y debe ser estudiada mas

profundamente.

Particularmente es importante tener en cuenta el origen anatémico del
tumor. En localizaciones anatdmicas tales como la laringe o la cavidad oral,
que no son preferentemente dianas del HPV, la probabilidad de que la
sobreexpresidon de pl6 refleje la presencia de HPV transcripcionalmente

activo es muy baja62,212-213).

Para algunos autores, para poder ser considerado como sustituto de otros
tests, el estudio inmunohistoquimico de p16 debe ser informado atendiendo

a consideraciones histolégicas, anatémicas y clinicas(i20).

- P16 podria prescindir de otros tests confirmatorios cuando la tincién
es fuerte, nuclear y citoplasmatica en al menos un 70% de las células
tumorales. Una tincion débil o focal deberia apoyarse de otros
métodos de deteccién complementarios.

- La sensibilidad y especificidad de p16 como marcador razonable de
infeccién por HPV solo es valida en localizaciones orofaringeas, nunca
fuera de esta localizacion.

- La inmunohistoquimica debe informar ademas de las caracteristicas
histoldgicas tipicas asociadas a los tumores HPV-relacionados. Una
sobreexpresidon de pl6 sin caracteristicas histoldgicas tipicas, o la
presencia de estas sin estudio inmunohistoquimico positivo,
requeriria de un test adicional.

- Debe usarse como un marcador prondstico en carcinomas de
orofaringe, y cualquier decision clinica basada en el establecimiento
de infeccidn por el HPV requiere de métodos mas estrictos de

deteccion.
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A pesar de estas limitaciones de la determinacion aislada de p16, la nueva
clasificacion TNM establece la nueva categoria para clasificar a los tumores
orofaringeos basandose en la determinacién de esta proteina . Sin embargo,
basandonos en nuestros hallazgos y lo anteriormente expuesto, es posible

que esta nueva clasificacién no sea adecuada en todas las areas geograficas.
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IV. Valor de pl6 como marcador prondstico en carcinomas

epidermoides de cabeza y cuello

a) Carcinomas de la Orofaringe:

Aparte de como marcador de infeccion biolégicamente activa por HPV se ha
investigado el valor prondstico de la sobreexpresién de p16 en los tumores de
cabeza y cuello. Dado que esta sobreexpresién en carcinomas de orofaringe
se ha demostrado asociada en un porcentaje importante de los casos a la
infeccién por HPV, y los tumores HPV relacionados han demostrado tener un
mejor prondstico, se ha investigado el valor de la sobreexpresién de p16 como

marcador prondstico aislado en carcinomas epidermoides de cabeza y cuello.

En muchos de los estudios publicados se investiga como marcador prondstico
el estado de infeccién de HPV y sobreexpresiéon de pl6 en conjunto, pero
existen algunos que centran su objetivo en la sobreexpresion de p16 de forma

independiente.

Rischin(zoo0) et al, en 2010, publican parte de los resultados del ensayo clinico
de fase Ill RTOG 0202, en el que estudian la respuesta de tumores de
orofaringe en Estadio Il y Estadio IV a quimiorradioterapia concomitante
convencional (platino + 70 Gy) frente quimiorradioterapia con platino en
menor dosis y un agente sensibilizante a la hipoxia, Tirapazamina. Estudiaron
expresion de p16 y deteccion de ADN de HPV mediante ISH y PCR. La expresién
de p16 fue puntuada semicuantitativamente por un patélogo segin la
intensidad de la tincién en el nucleo celular y el citoplasma. La intensidad se
puntué como 0 (ninguna), 1 (débil), 2 (moderada) o 3 (fuerte), con 0 0 1
puntuacion definida como negativa y 2 o 3 definida como positiva. De 185

casos analizados, 106 (57%) segun esta escala de intensidad de tincion fueron
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positivas para pl6. Los pacientes con pl6-positivo de forma significativa,
presentaron menor categoria T, mayor categoria N, mayor estadio, eran mas

jévenes, y tenian una menor tendencia a ser fumadores actualmente.

La supervivencia global fue superior en el grupo p16-positivo en comparacion
con el grupo pl6-negativo, con tasas de supervivencia a los 2 afios de 91% y
74%, respectivamente (HR= 0,36; IC del 95% 0,17-0,74; p=0,004). La
supervivencia libre de recidiva también fue superior, con tasas de
supervivencia a los 2 afios de 87% y 72%, respectivamente (HR=0,39; IC del

95% 0,20-0,74; p=0,003).

El analisis dentro de cada brazo de tratamiento demostré que, en el brazo de
control, las tasas de supervivencia global a los 2 afos fueron del 89% en los
pacientes con tumores pl6-positivos y del 68% en los pacientes con tumores
pl6-negativos (HR=0,34; IC del 95% 0,14-0,86; p=0.021). En el brazo de la
Tirapazamina, las tasas de supervivencia global a los 2 afios fueron de 94% y
80%, respectivamente (HR=0,36; IC del 95% 0,11-1,18; p=0.094). La prueba de
interaccion entre pl6 y el brazo de estudio no fue estadisticamente

significativa (p=0.95).

Observaron una mayor incidencia de fracaso locorregional en tumores pl16-
negativos y no se observaron apenas diferencias en cuanto a fracaso a

distancia.

Aunque no hubo diferencias significativas en el grupo con p16 positivo, hubo
una tendencia a un mejor control locorregional con Tirapazamina en los
pacientes con pl6 negativo. Este hallazgo es consistente con el andlisis del
ensayo DAHANCA que utiliza otro sensibilizador de células hipdxicas,
Nimorazol, que hallé un mejor control locorregional cuando este farmaco se

afiadio a la radioterapia, pero se restringio a los pacientes p16-negativos(219).
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Ang et al en 2010@s), publican los resultados respecto a los tumores de
orofaringe, del ensayo clinico randomizado RTOG 0129, llevado a cabo por el
Radiation Therapy Oncology Group, para comparar el efecto de tratamiento
de quimiorradioterapia convencional, frente a quimiorradioterapia con
fraccionamiento acelerado en tumores de orofaringe, laringe, hipofaringe y
cavidad oral en Estadio Ill y IV. Se estudia en estos tumores la presencia de
ADN de HPV mediante ISH y la sobreexpresion de p16, definiendo la misma
como la tincién intensa, difusa, nuclear y citoplasmdatica en mas del 70% de las
células. Observan que para tumores de orofaringe, la positividad de p16 se
asocia de forma estadisticamente significativa con un mejor prondstico,
mostrando una tasa de supervivencia global a 3 afios del 83,6% frente al 51,3%
de los tumores pl16-negativo, con un riesgo relativo para muerte de 0,29, y
para recidiva o muerte de 0,33. La tasa de supervivencia libre de progresion a

3 afos es del 74,4%, frente al 34,4% en los p16 negativos.

Rosenthal et al, en 2015@20), hallan que los tumores de orofaringe p16-
positivos tienen mejor prondstico, con una mejor supervivencia global y
especifica para enfermedad y mejor control locorregional tanto en pacientes
tratados con RT como en los tratados con RT + cetuximab. No encuentran

asociacion entre la expresidn de p16 y el efecto de tratamiento.

En 2016, Shedghizadeh et al@21), publican un metaanalisis sobre el valor
prondstico de p16 en tumores de orofaringe, donde tras el analisis estadistico,
y basandose solo en estudios con un bajo riesgo de sesgo(s,200), la expresion
de p16 muestra un valor prondstico independiente con una tasa favorable de
supervivencia global (Riesgo relativo de 0,304). Asimismo presentan una tasa

de supervivencia libre de enfermedad mejor (Riesgo relativo de 0,351).
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La mayoria de estudios existentes se centran en el valor prondstico de pl16
tras tratamiento con radioterapia o quimiorradioterapia. Algunos estudios lo

han estudiado también en relacion a tratamiento quirdrgico.

En el estudio de Fischer et al@207) hacen un analisis del valor pronéstico de
expresion de pl6 tras tratamiento (Cirugia +/- RT frente a RT+/-QT
concomitante), en 365 pacientes con tumores de cabeza y cuello incluyendo

orofaringe, cavidad oral, laringe e hipofaringe.

La existencia de tincidn nuclear en un nimero superior o igual al 5% de las
células se considerd p16-positivo. La intensidad de tincidon no se evalud. Los
tumores p16-positivo no se asociaron a menor categoria T ni mayor categoria
N, tampoco se asociaron con desdiferenciacién, ni con recidiva, tomando

datos de todas las localizaciones en conjunto.

Sus datos si muestran un valor prondstico favorable de los casos p16-positivo
(supervivencia a 5 afios del 59,2% en tumores p16-positivo, frente al 39,2% en
pl6-negativo). Analizando la serie se observa que en ella hay una gran
proporcién de tumores de hipofaringe pl6-negativo (33 de 38 para esta
localizacién), que tienen un peor prondstico y pueden alterar los resultados
de supervivencia favoreciendo a los tumores p16-positivo en la comparacién,

mucho mas frecuentes en otras localizaciones.

No observan diferencias significativas de supervivencia en cuanto a p16 en
cavidad oral, laringe e hipofaringe de forma aislada. Si en orofaringe donde la
supervivencia a 5 afos fue del 26,8% en tumores p16-negativo, frente a 57,1%

en tumores p16-positivo.

En cuanto al tratamiento en el analisis multivariante, ajustando en cuanto a
T, Ny tratamiento, en el global de tumores de cabeza y cuello, p16 no muestra

valor prondstico. En el caso de los tumores de orofaringe, p16 muestra un
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valor pronéstico independiente, tomando como valor positivo la tincién en un

5% de las células.

En nuestra serie, 30 de 248 tumores de orofaringe presentaron expresion
positiva de p16, 15 con una tincidn debil (1+), y 15 con una tincidn difusa e
intensa en mas del 75% de las células (2+) mostrando una ligera mejor
supervivencia especifica y global sin hallar significacién estadistica (p=0,56 y

p=0,24 respectivamente).

No observamos asociacidon de p16 con ningln parametro clinico (tamario del
tumor, metastasis ganglionares o a distancia, recidiva, grado de
diferenciacion, ni estadio tumoral), por lo que nuestros datos no apoyan un

valor pronéstico independiente a la expresion de pl6.

Esta discordancia con lo hallado por otros grupos de investigacién, podria
deberse a que nuestra serie se compone de pacientes tratados mediante
cirugia, mientras que la mayoria de los estudios publicados que observan un
valor prondstico positivo para la expresidn de p16 se basan en tratamientos a

base de radioterapia con o sin quimioterapia asociada.

Otra causa posible de la discordancia de nuestros resultados, podria ser que
dado que la existencia de un tumor HPV-asociado se acompafa de expresién
de p16, en las series publicadas que contengan una elevada proporcién de
tumores HPV-positivos, con un mejor prondstico demostrado, esta positividad
para HPV sea un factor de confusién que confiera el mejor prondstico a los
tumores p16-positivos. En cualquier caso en nuestro medio p16 no presenta

un valor pronéstico independiente en carcinomas de orofaringe.
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b) Carcinomas de Laringe e Hipofaringe

En nuestra serie obtuvimos expresion positiva de p16 en 14 casos de laringe
(22,5% del total) y 3 casos de hipofaringe (4,8% del total) por lo que parece
que la expresién de p16 es mas frecuente en tumores de laringe que en los de
hipofaringe. No podemos relacionar esta expresién de pl6 con la accién del

HPV, ya que la deteccion de este fue negativa en la mayoria de los casos.

En los casos de laringe, 7 casos presentaron una tincién débil (p16 1+) y 7 casos
presentaron una tincion fuerte (p16 2+). En carcinomas de hipofaringe 2 casos

presentaron una tincion débil (p16 1+) y 1 caso una tincion fuerte (p16 2+).

Segun los estudios previos realizados por otros grupos, pl6 se encuentra

inactivada en un 80% de los carcinomas escamosos de cabeza y cuello(22,223).

Smiegel et al(224), realiza un estudio en el que asocia la pérdida de expresion
de p16 en carcinomas epidermoides de laringe, con la deteccién de pérdida
de heterozigosidad en el gen CDKN2A en un 73% de los casos e
hipermetilacion de su promotor en el 80,95% de los casos. Y ademas observa
qgue a mayor grado tumoral, mayor numero de alteraciones a nivel del gen
CDKN2A aparecen, resultados que apoyan el importante papel en el proceso

carcinogénico en tumores de laringe que parece jugar este gen.

En nuestra serie, teniendo en cuenta lo anterior, p16 se encuentra inactivada
en un 77,5% de los tumores de laringe, por lo que los datos son congruentes
con los existentes en la literatura, y en un 95,2% de los tumores de
hipofaringe, sublocalizacién en la que encontramos una frecuencia de
inactivacién mayor. Podriamos justificar esa mayor tasa de inactivacion de p16
en hipofaringe en nuestra serie por la gran proporcion de grandes fumadores,

asociacion con inactivacién de p16 ya descrita en otras series(22s).
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En el analisis estadistico que realizamos para relacionar la expresién de pl16
con las caracteristicas clinico-patoldgicas y prondsticas de los tumores
estudiados, vimos, que los tumores p16 negativos presentaban de forma

significativa mayor frecuencia de ganglios afectados por el tumor.

Esto probablemente se deba a la mayor frecuencia de positividad para p16 en
los tumores de laringe, que suelen presentar menor incidencia de metdastasis
ganglionares. El resto de asociaciones fueron todas no significativas. Se
observa en nuestra serie una mejor supervivencia en los tumores pl6
positivos, aunque las diferencias no alcanzan la significacion estadistica,

probablemente por el escaso nimero de casos p16 positivos.

Kalfert et al2s), realizan un estudio en 55 casos de carcinomas de laringe
gléticos, hallando expresion de pl6 en 15 pacientes (25,9%), tomando como
positividad cualquier tincién. La expresién de pl6 se asocid de forma
significativa (75% Vs 18%) con los pacientes no fumadores y no hallaron
relacion con metdstasis ganglionares, estadio tumoral, o grado de

diferenciacion.

Koscielny et al226), en 2007, publican un estudio sobre la tasa de inactivacion
de pl16 en tumores de cabeza y cuello, concretamente en 67 tumores de
orofaringe, laringe, hipofaringe y cavidad oral. Encuentra una tasa de
inactivacion de p16 en torno a un 50% en orofaringe, hipofaringe y laringe, y
solo una tasa menor en cavidad oral (11%). Este estudio no halla asociacidn

con caracteristicas clinicas, ni implicaciones en la supervivencia global.

Danahey et al@27), encuentran un mayor numero de recurrencias en
carcinomas de cabeza y cuello en relacidn con la inactivacién de p16 en una

pequeina muestra de 26 pacientes.
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Meshman et al(217), en 2016, realizan un estudio de expresién de p16 en 33
carcinomas epidermoides de laringe e hipofaringe, tratados con cirugia +/- RT
y RT +/- QT concomitante. Hallaron positividad de p16 en el 45% del total,
25% en tumores de hipofaringe y 50% en tumores de laringe y no encuentran
diferencias significativas en cuanto a supervivencia global, ni control
locorregional. Los criterios de tincidn positiva no parecen sobreestimar la
positividad de pl6 en este estudio ya que solo consideraron positividad

cuando la tincién estaba presente en mas del 70% de las células.

Young et al21s), en 2015 sobre una muestra amplia de 307 casos de tumores
de laringe, hallan expresion de p16 en el 20% de los casos, y una asociacién de
positividad de p1l6 con el sexo femenino, y con la afectacién de ganglios
linfaticos, discordante con nuestros resultados, ya que nosotros hallamos una
mayor presencia de afectacién de ganglios linfaticos en tumores pl6-
negativos. La supervivencia global no se ve afectada por el estado de expresién
de p16 siendo del 79% a 2 afios en ambos grupos, ni la supervivencia libre de

recidiva (79% Vs 66% a 2 afios en p16-positivo Vs p16-negativo).

Chung et al@14), analizan los datos de los ensayos clinicos RTOG 0129, 0234 y
0255, incluyendo 356 casos de carcinomas epidermoides de cavidad oral,
laringe e hipofaringe, y tomandolos todos en conjunto, los tumores pl6-
positivo muestran una mejora en la supervivencia (riesgo relativo de 0,63 y
0,56 respectivamente para supervivencia libre de progresidn y supervivencia
global). No asi cuando se analizan de forma independiente, donde los tumores
de laringe no muestran diferencias significativas, y los de hipofaringe
muestran una mejor supervivencia libre de progresién (riesgo relativo=0,33)
sin significacién en cuanto a la supervivencia global. A tener en cuenta que la
N mas pequefia analizada fue precisamente la localizacion en hipofaringe
(N=61), frente a laringe (N=181) y cavidad oral (N= 80) lo que hace tomar con

cautela las conclusiones a las que llegan los autores.
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En conclusidn, la literatura muestra que la sobreexpresidon de p16 en tumores
de laringe e hipofaringe, no parece relacionarse con la infeccion por el HPV, y
no parece estar relacionada con un beneficio en cuanto a la supervivencia o
mejor prondstico clinico. La asociacién con determinadas caracteristicas
clinicas que se recogen en algunas series, como la nuestra, probablemente se

deba al azar.
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V. Valor de p53 en el estudio de infeccion por HPV y como
marcador prondstico en carcinomas epidermoides de laringe,

hipofaringe y orofaringe.

P53 es el producto proteico de un gen supresor de tumores localizado en el
brazo corto del cromosoma 17 (17p), denominado TP53. TP53 esta formado
por once exones, de los cuales el primero no es codificante. La proteina p53
consta de 393 aminoacidos y comprende 4 regiones funcionales con
diferentes funciones. Una vez activada, la proteina p53 puede inducir la

parada del ciclo celular y la muerte celular.

P53 tiene una vida media muy corta, y es dificil de detectar en tejido sano. La
proteina andmala, bien por mutacién especifica del gen codificante para la
misma, por ausencia de degradacidn o por unidn a otras proteinas permanece
mas tiempo en el tejido y por tanto es detectada en el estudio IHQ. En la
interaccion con el HPV, la oncoproteina E6 se une especificamente a p53
acelerando su degradacién por un proceso de ubiquitinacion, por lo que en los
tumores en los que el HPV es oncoldgicamente activo los niveles de p53 son

indetectables.

La mutacion de TP53 y la consecuente inactivacion, supone una pérdida de
funcién. Normalmente en un gen supresor de tumores, la mutacién del mismo
debe producirse en los dos alelos, ya que la expresion de la mutacién es
recesiva. En los tumores de cabeza y cuello, basandose en estudios en lineas
celulares, se ha propuesto que la mutacién en un alelo, produce que el alelo
nativo sea borrado, y por tanto el fenotipo mutado se exprese. Las mutaciones

en TP53 se encuentran en un 40-50% de los tumores de cabeza y cuello(22s).
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El tipo mas frecuente de mutacién es la missense mutation, donde se cambia
una o mas bases de un coddn desencadenando un cambio en el aminoacido
gue codifica. Concretamente en la region central de unidn especifica al ADN
de la proteina es donde se han identificado mas mutaciones, suponiendo mas
del 79% de todas las identificadas(22s). Como estas mutaciones se producen
fuera del dominio de tetramerizacion, la mayoria de p53 mutantes pueden

formar tetrameros(229).

En tumores de cabeza y cuello la mayoria de las mutaciones descritas se
producen en los exones localizados entre el 5 y 8. Diferentes mutaciones,
pueden alterar diferentes propiedades de p53, como su capacidad de unién al
ADN. Asimismo también existen situaciones en que una proteina p53 no
mutada presenta una mayor estabilidad, dadas las complejas relaciones de

regulacién de la misma.

En numerosos estudios, se ha demostrado que en tumores que albergan un
estado nativo del gen TP53, y por tanto una proteina p53 no mutada, esta
puede ser igualmente no funcionante. Esto es lo que sucede en los tumores
asociados a la infeccidn por el HPV de alto riesgo, donde la oncoproteina E6
compite con MDM2 por la unidn a p53, se une a ella y activa una ubiquitin-
ligasa celular, que desencadena la ubiquitinacién de p53 y su degradacién en

el proteosomagzso).

La proteina mutada normalmente tiene una mayor vida media, lo que hace
que sea facilmente detectada por IHQ. Los anticuerpos utilizados en el estudio
IHQ reconocen tanto la p53 mutada, como la nativa, y no hay manera de
diferenciarlas mediante este estudio. Cuando una p53 nativa se estabilizay es
retenida en los tejidos y por tanto detectada en la IHQ, es importante tener
en cuenta que es una proteina anémala, no activa, bien por unién a otras

proteinas que han provocado su retencidn o a estar parcialmente degradada.
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Hay una buena correlacidon entre sobreexpresiéon de p53 y mutacién de
p53(231), pero no es del 100%, ya que hay mutaciones que pueden desembocar
en la ausencia de deteccién de p53, bien por ser formas truncadas no reactivas
a los anticuerpos o por suponer la mutacion una ausencia total de expresion

de la proteina(s2).

Dado que en epitelios escamosos sanos, p53 es normalmente indetectable, se
han realizado estudios orientados a determinar si la expresidon de p53 se
relaciona con las caracteristicas clinico-patoldgicas y con el prondstico en
tumores de cabeza y cuello, pero no se ha logrado establecer una relacién
clinico-patolégica y prondstica de forma consistente entre estudios en base a

la expresion de p53.

En carcinomas epidermoides de laringe se han realizado multiples estudios,
algunos de los cuales han hallado relacién entre la expresién de p53 con un
peor prondstico(2ss,234). Otros muchos estudios, no han llegado a establecer
ninguna relacién significativa, y otros han hallado resultados contradictorios,
por lo que la inconsistencia de los resultados no ha permitido conferir un valor

prondstico a esta proteina en estos tumores.

Ademas fruto de la complejidad de la regulacion de la expresidn de p53, el
estudio inmunohistoquimico positivo no siempre se relaciona con la existencia
de una proteina p53 mutada de forma directa, tal como se comentd, lo cual

complica el establecimiento de conclusiones sélidas.

En nuestra serie, en carcinomas de laringe e hipofaringe, en cuanto a p53,
observamos un patrén de tincidn nuclear en mas del 10% de las células
(relacionado con estados mutados del gen TP53) en 73 casos (58,9%),
correspondiendo a 37 casos de tumores de laringe y 36 casos de tumores de
hipofaringe. En tumores de orofaringe, hallamos este patrén de tinciéon de

p53 en 145 casos (58,4%), sin observar diferencias entre las sublocalizaciones
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“amigdala” (58%) y “base de lengua” (60%). En numerosos estudios publicados
en la literatura, se recogen unas cifras de mutacion de p53 en carcinomas
epidermoides de cabezay cuello de en torno al 50%235,236) por lo que nuestros
resultados son congruentes y ligeramente elevados. No se observan

diferencias entre todas las localizaciones y sublocalizaciones estudiadas.

No podemos relacionar la ausencia de expresién inmunohistoquimica de p53
con la infeccidn por el HPV, ya que este es positivo en un porcentaje muy bajo
en el total de la serie, y hallamos una expresién de p53 concordante con un
estado nativo del gen TP53 en otros muchos tumores no relacionados con el
HPV. Es importante remarcar, que todos los casos de carcinomas de orofaringe
de nuestra serie en los que detectamos la presencia del HPV siguiendo nuestro
protocolo de deteccidn, el patrén inmunohistoquimico de p53 es congruente
con lo esperado para estos tumores, con ausencia de expresion
inmunohistoquimica de p53, que se asocia a un estado nativo del gen TP53y
a la degradacion de la proteina por la interaccién con E6. Estos resultados
estan en concordancia con lo publicado para los tumores HPV-relacionados,

apareciendo en el 100% de los casos de nuestra serie en orofaringe.

En el reciente metaandlisis de Castellsagué et al(143), se analiza la concordancia
de la ausencia de expresion de p53 en los tumores HPV-positivos estando
presente en un 92,8% de los mismos, por lo que nuestros resultados son
congruentes. Dada la simplicidad del estudio se podria plantear su uso en la
practica clinica para completar el estudio inmunohistoquimico de un tumor de
orofaringe pl6-positivo, dada la escasa especificidad mostrada por esta
determinacidn en nuestro medio, y de confirmarse la ausencia de expresion

de p53, proceder a la deteccion del HPV de forma mas especifica (PCR o ISH).

En el dnico caso HPV-positivo de carcinoma de laringe, en cambio, observamos

expresion positiva de p53, incongruente con lo esperado para un tumor HPV-
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relacionado, por lo que nos reafirma en la idea de la no implicacién
carcinogénica del virus en los casos HPV-positivos no orofaringeos de nuestro
estudio, y en el papel escasamente relevante del HPV en este tipo de tumores.
Esto también es congruente con los resultados de Castellsagué et al(143), donde
hallan una ausencia de expresion de p53 solo en el 69,6% de los casos HPV-

positivos en esta localizacion.

En el analisis estadistico que realizamos para relacionar el patrén de tincion
nuclear de p53 con las caracteristicas clinico-patolédgicas de los tumores
estudiados, observamos que los casos sin recidiva tumoral (analizando los
datos de recidiva local regional y locorregional de forma global) presentan una
mayor positividad para p53, de forma estadisticamente significativa tanto
para laringe e hipofaringe como para orofaringe. Esta asociacion del estado
mutado de p53 vy la aparicidn de menos recidivas tumorales ya ha sido vista en
otros estudios publicados en la literatura, aunque otros estudios encuentran
lo contrario, y la mayoria no encuentra ninguna relacién, por lo que
probablemente se deba al azar, ya que no hemos hallado otras asociaciones

entre la expresidn de p53 y los pardmetros clinico-patoldgicos.

Los tumores con tincidon inmunohistoquimica concordante con un estado
mutado de p53 de nuestra serie, también muestran una tendencia a presentar
una mayor supervivencia especifica y global sin hallar diferencias significativas
para todas las localizaciones. Como se comentd con anterioridad, el estado del
gen TP53 y la expresion de la proteina p53, y su relacién con el prondstico del
tumor ha sido estudiada en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello
obteniéndose resultados heterogéneos. Existen publicaciones en las que se
estudia la expresion de p53 en los carcinomas epidermoides de cabezay cuello
y su relacidn con el prondstico del tumor, llegando a la conclusién de que la

expresion de p53, no produce un cambio en el prondstico si se analizan los
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carcinomas epidemoides de cabeza y cuello globalmente, pero si empeora el

prondstico si se analizan solo carcinomas epidermoides de laringe(237).

En nuestra serie, tanto en tumores de laringe e hipofaringe como de
orofaringe, se observa una tendencia a una mejor supervivencia en los
tumores p53-positivos, siendo las diferencias significativas en los carcinomas
de laringe e hipofaringe (p=0,041) y mostrando una evidencia menor en
tumores de orofaringe (p=0,08). No obstante existe controversia y datos
contradictorios en la literatura(ss). Algunas investigaciones sugieren que el
valor pronéstico hallado para los tumores laringeos puede reflejar el hecho de
gue estos epitelios estan expuestos fundamentalmente al efecto
carcinogénico del tabaco, mientras que los tumores que ocurren en la cavidad
oral y la orofaringe estan asociados con un rango mas amplio de factores de

riesgo como el alcohol, el HPV y las bacterias.

En cuanto a la importancia prondstica de las mutaciones en el gen supresor
TP53, los resultados publicados difieren de unos estudios a otros(2ss). Algunos
estudios lograron establecer relaciéon prondstica negativa con mutaciones
especificas localizadas en el dominio de unién al ADN(239,240), pero esta
asociacion no se ha confirmado en estudios mas amplios. Sin embargo, en
otros estudios, cuando se restringe el analisis a tumores con mutaciones que
provocan un cambio importante en la proteina p53, estas mutaciones se
convierten en una variable independiente asociada a una mayor
supervivencia(s7). El patrén de tincidn nuclear de p53 se asocia a un estado
mutado del gen TP53, por lo que el resultado obtenido en nuestro estudio de

una mayor supervivencia seria congruente con lo publicado.

Las evidencias acumuladas, y el paulatino esclarecimiento del papel de otras
proteinas de la familia de p53, como las proteinas p63 y p73, sugieren que

tratar de estudiar la expresidon de p53 como marcador prondstico aislado es
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demasiado simplista, sobre todo porque esta via molecular casi siempre se ve
alterada en la cascada carcinogénica, muchas veces de forma indirecta por
efecto de otras mutaciones, incluso cuando la proteina p53 y su gen

codificante es de tipo nativo(241).
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6. CONCLUSIONES
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La infeccidn por HPV de alto riesgo tiene un papel pequefio pero con
tendencia creciente en la carcinogénesis de los carcinomas de
orofaringe de nuestro medio, estando presente en un 1,8% de los
casos diagnosticados en la década 1990-1999, aumentando hasta un
6,1% en la década de 2000-2009.

La infeccion por HPV de alto riesgo no parece tener un papel
oncolégicamente relevante en los tumores de laringe e hipofaringe en
nuestro medio.

El serotipo presente en todos nuestros casos es el HPV-16,
confirmando que es el mds frecuentemente asociado con los
carcinomas de cabezay cuello

Los tumores de orofaringe asociados al HPV presentan un patrén de
expresién inmunohistoquimica de pl6 y p53 caracteristico, que
consiste en una sobreexpresién de pl6, con una tincién difusa e
intensa en mas del 75% de las células y ausencia de expresién de p53.

La sobreexpresion de pl6 muestra una sensibilidad del 100% en la
deteccion del HPV, pero no muestra una adecuada especificidad ni un
alto valor predictivo positivo para predecir la infeccién por HPV de alto
riesgo en carcinomas epidermoides de orofaringe, laringe e
hipofaringe en nuestro medio, por lo que no es recomendable basar
decisiones terapéuticas en esta determinacion de forma aislada.

Los tumores de orofaringe asociados a la infeccién por el HPV en
nuestra serie muestran una mejor supervivencia, aunque sin alcanzar
la significacion estadistica.

La expresion de p16 no muestra un valor prondstico independiente en
ninguna de las localizaciones estudiadas.

La expresion de p53 se asocia de forma estadisticamente significativa
con la ausencia de aparicién de recidiva tumoral en todas las
localizaciones estudiadas. Consecuentemente la expresion de p53 se
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asocia a una mayor supervivencia, aunque solo alcanza la significacién
estadistica en carcinomas de laringe e hipofaringe.
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