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Distribucidn relativa de genotipos de virus papiloma humano
en muestras de carcinoma escamoso de laringe

Relative distribution of human papilloma virus in laryngeal squamous cell carcinoma
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RESUMEN

Introduccidn: La relacion entre virus papiloma humano (VPH) y cdncer escamoso
de la via aéreo-digestiva superior esta claramente establecida en la literatura.

Objetivo: El objetivo del presente trabajo es conocer la frecuencia de identificacion de ADN
de VPH y la distribucion relativa de genotipos en muestras de carcinoma escamoso de laringe.

Material y método: Se extrajo ADN desde muestras fijadas en formalina e incluidas
en parafina, de biopsias de carcinoma escamoso de laringe de pacientes operados en el
Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital San Juan de Dios. La deteccion de ADN
viral se realizé mediante PCR con partidores de consenso MY09/11, y la
genotipificacion se realizé mediante endonucleasas de restriccion Rsal. La calidad de la
muestra se controlé mediante amplificacion de (-globina.

Resultados: Se incluyeron 90 casos. En 24 de ellos (27%) se identifico la presencia de
ADN de VPH. Los genotipos mads frecuentes fueron VPH18 (7/24), VPH16 (5/24), VPH54 (2/
24). En 3 casos no se logrd identificar el genotipo. No se detectaron infecciones mdltiples.

Conclusiones: La presencia de genotipos de VPH de alto riesgo oncogénico
sugieren que el virus papiloma humano tendria un rol en la etiopatogenia de un
subgrupo de pacientes portadores de carcinoma escamoso de laringe.
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ABSTRACT

Introduction: Human papillomaviruses (HPV) have been detected in benign and
neoplastic laryngeal lesions, with variable frequency (20-60%). These viral agents are
proposed as an adjuvant or cofactor in head and neck carcinogenesis because of their
oncogenic properties.

Aim: The aim of this study was to identify HPV in laryngeal carcinoma samples and
to describe their genotype distribution.

Material and method: Tumor samples from patients with newly diagnosed laryngeal
carcinomas were collected, fixed in formalin and paraffin-embedded. HPV genome was
identified by use of polymerase chain reaction (PCR) using primers complementary to
the conserved region L1 (MY09-11). Genotyping was accomplished by restriction
fragment length polymorphism.

Results: 24 of the 90 samples were positive for HPV DNA (27%), all of the samples
were positive for human B-globin. The genotypes identified were HPV 16 (5 cases), HPV
18 (7 cases), and HPV 39, 45, 51, 58, 59, 61, and 66 (1 case each).

Conclusions: High-risk HPV genotypes were identified, suggesting a role of human
papilloma virus in the etiology of a subgroup of laryngeal squamous cell carcinomas.
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INTRODUCCION

El carcinoma escamoso de laringe constituye
aproximadamente 2% de los casos nuevos de neo-
plasias malignas al afio en Estados Unidos', y 4.500
personas mueren por esta enfermedad al afio. La
mayoria de los pacientes son hombres (relacién 8:1
entre hombres y mujeres), los factores de riesgo
mas conocidos son el habito tabaquico y el consu-
mo de alcohol'. En los Gltimos afios se ha reconoci-
do el rol del virus papiloma humano (VPH) en el
proceso carcinogénico de un grupo de tumores
escamosos de la via aéreo digestiva superior. Los
VPH son virus icosahédricos de doble hebra de
ADN, que contienen aproximadamente 8.000 pares
de bases. Su genoma se distribuye en genes de
expresion temprana (E) y tardia (L).

Entre los genes de expresion temprana se
reconocen los oncogenes virales E6 y E7, cuyas
proteinas interfieren con el normal funcionamiento
de las proteinas celulares p53 y pRb, respectiva-
mente. De esta forma se pierde el control de la
progresion del ciclo celular con la consecuente
proliferacién descontrolada e inmortalizacion celu-
lar. Esto permite ademads la acumulacion de even-
tos relacionados con inestabilidad genética que
contribuyen a la carcinogénesis?.

Entre los genes de expresion tardia cabe desta-
car L1 cuya secuencia génica posee regiones alta-
mente constantes en los distintos genotipos
virales, lo que permite su utilizacién en los ensayos
para identificar la presencia de ADN viral.

A la fecha se han descrito mas de 100 tipos
distintos de VPH (genotipos), los que se agrupan
en genotipos de alto y bajo riesgo oncogénico
segln su relacién epidemiol6gica con el cancer
cérvico-uterino. Los genotipos de alto riesgo (HR
VPH) mas frecuentes son VPH 16 y 18, los que se
detectan en 60% a 70% de los casos de cancer de
cérvix. Cabe destacar que la distribucidn relativa de
los genotipos de alto riesgo presenta una variacion
étnico-geograficas.

En carcinomas invasores de laringe la preva-
lencia de VPH varia entre 8% y 58,8%*". Esta
dispersion puede explicarse por la diferencia entre
técnicas empleadas para la identificacion del ADN
viral y por la escasa cantidad de pacientes y
muestras clinicas incluidas en los estudios. La
distribucidn relativa de genotipos no ha sido estu-
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diada en carcinomas escamosos de laringe, sélo
hay reportes que incluyen algunos genotipos mas
prevalentes en poblaciones anglosajonas*'® o don-
de se entrega la informacidn total para tumores de
cabeza y cuello sin detallar por zona anatémica™.
VVPH 16 parece ser el mas frecuente, al igual que en
carcinoma cérvico-uterino.

En publicacién previa de nuestro grupo se
describen los resultados de un nimero reducido de
pacientes'. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la presencia de ADN de VPH en muestras
de cancer escamoso de laringe, y establecer la
distribucidn relativa de los genotipos identificados
incluyendo una casuistica mayor.

MATERIAL Y METODO
Material de biopsias

Se incluyeron en el estudio las biopsias de 90
pacientes con diagndstico de carcinoma escamoso
de laringe, tratados en el Servicio de Otorrinolarin-
gologia del Hospital San Juan de Dios entre los
afios 2000y 2005. De ellos, 30 casos se reportaron
previamente'2. Todas las muestras se encontraban
fijadas en formalina e incluidas en parafina.

Extraccion de ADN

Se realizé extraccion de la parafina mediante trata-
miento con xilol y etanol. Se sometié a digestion con
proteinasa K por 3 horas a 55°C. El pellet resultante se
purificd mediante extraccién organica con una se-
cuencia de fenol, cloroformo y alcohol isopropilico.

Deteccién ADN de VPH por PCR (MY09/11)

La deteccion de VPH se realiz6 usando los
partidores de consenso MY09/MY11 que hibridan
con regiones genémicas correspondientes al gen
L1 de VPH.

El producto de PCR se analizd por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con
bromuro de etidio incorporado. Se visualizo la
banda amplificada de aproximadamente 450 pb en
un transiluminador U.V. (Vilber Lourmart), y se
fotografiaron las imagenes usando una cdmara
digital Nikon Coolpix 4500.
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Genotipificacion de VPH mediante uso de
endonucleasas de restriccion

La tipificacion de los VPH se realizd de acuerdo a la
técnica previamente descrita’?, que consiste en digerir
con la endonucleasa de restriccion Rsa | el producto
amplificado por PCR de la region L1. Los patrones de
digestion por Rsa | de la mayoria de los VPH son
caracteristicos para cada genotipo viral. Esto permite
realizar un procedimiento de genotipificacion “abier-
to” atodos los genotipos descritos, y no limitado a los
més frecuentes como seria al utilizar hibridacion con
marcadores especificos.

El producto de digestion fue analizado por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con
bromuro de etidio incorporado. Posteriormente se
visualizaron las bandas digeridas por medio de un
transiluminador U.V. (Vilber Lourmart) y se com-
pararon al patron de las mismas con los
estandares obtenidos por Villiers y cols.

PCR para B-globina humana
Para verificar la calidad del ADN obtenido, a cada
muestra se le determind la presencia de B-globina
humana mediante PCR.

Andlisis estadistico

Los resultados son analizados en forma descripti-
va. Se incluyeron todos los pacientes del periodo

de estudio, es decir, se trabajé con el universo
muestral del periodo.

RESULTADOS

Se incluyeron 90 casos de pacientes portadores de
carcinoma escamoso de laringe, cuyas caracteristi-
cas se observan en la Tabla 1. Se detect6 genoma
de VPH en 24 de las 90 carcinomas estudiados
(27%), 20 casos fueron pacientes de sexo masculi-
no y 4 de sexo femenino. No hubo diferencias
significativas con respecto a la presencia viral y
edad, habito tabaquico y estadio tumoral (Tabla 1).

La Figura 1 muestra la presencia de ADN de VPH
amplificado mediante PCR usando los partidores
MY09/11. Las muestras positivas muestran la pre-
sencia de fragmentos de 450 pares de base (bp), el
que no se observa en las muestras negativas. Todas
las muestras fueron adecuadas para el ensayo ya que
permitieron la amplificacion del gen de B-globina.

La Figura 2 muestra la presencia de genotipos
de VPH en los carcinomas laringeos estudiados. El
perfil de los fragmentos producto de la digestion
con la enzima de restriccion Rsal permite
visualizar la presencia de genotipos como VPH18
por su correspondencia con los fragmentos gene-
rados utilizando el ADN de células Hela que contie-
ne ADN de VPH18.

La Figura 3 muestra la distribucién de los
genotipos de VPH en los carcinomas escamosos.

Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes incluidos

VPH + V/PH - Total
n: 24 n: 66 n: 90
(27%) (73%) (100%)
Sexo
Femenino 4 (17%) 10 (15%) 14 (16%)
Masculino 20 (83%) 56 (85%) 76 (84%)
Tabaco
Si 19 (79%) 52 (79%) 71 (79%)
No 5 (21%) 14 (21%) 19 (21%)
Edad (afios)
Rango 29-85 30-86 29-86
Mediana 62 65 65
Estadio
Inicial (I'y Il) 7 (29%) 21 (32%) 28 (31%)
Avanzado (lll 'y IV) 17 (71%) 45 (68%) 62 (69%)
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Figura 1. Deteccién de ADN de VPH en muestras de carcinomas laringeos correspondientes a 6 casos. Gel de agarosa al 1,5%
mostrando la presencia del producto de PCR correspondiente a la regién L1 del genoma de VPH usando partidores MY09/11.
La flecha indica la banda de 450 bp en el control (C) y en los casos 1 al 4. Los casos 5y 6 son negativos.

Los genotipos més frecuentes fueron VPH18 (7/
24),VPH16 (5/24), VPH54 (2/24). En 3 casos no se
logré identificar el genotipo. No se detectaron
infecciones mdaltiples.

DISCUSION

El rol de VPH en la carcinogénesis de los tumores
escamosos de la via aéreo-digestiva superior ha
sido claramente establecido en los dltimos afios,
incluso se ha demostrado su rol como factor de
buen prondstico®.

La literatura reporta una prevalencia en torno al
25% de VPH en tumores de cabeza y cuello, pero
esta cifra puede variar entre 8% y 58%. Esto se
explica por las diferentes técnicas usadas para la
deteccion viral y por el nimero de casos incluidos.
Sdlo tres series reportadas incluyen més de 50
pacientes*'3'. En la primera de ellas, para un total
de 103 pacientes, la prevalencia de VPH fue de
6,8%", pero los autores emplearon PCR selectivo
para genotipos VPH 16, 18, 31, 33 y 45; excluyen-
do de esta forma otros genotipos, por lo cual la
prevalencia real de VPH podria estar subestimada.
En un segundo estudio se incluyeron 86 casos con
una prevalencia de 19% para VPH'. Finalmente un
tercer estudio incluy6 91 casos con una prevalen-
cia de 13%*. De un total de 5.046 casos agrupados
en un metaandlisis™, la prevalencia de VPH fue de
24% (IC 21,8-26,3).

En este trabajo escogimos una técnica basada
en PCR ya que es el método mas sensible. Como
partidores utilizamos MY09/11 que corresponden
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Figura 2. Identificacién de genotipos de VPH en muestras de
carcinomas laringeos mediante técnica de endonucleasas de
restriccion. Gel de agarosa al 1,5% donde se observa el
resultado de la digestion del amplificado de L1 con la
endonucleasa Rsal. El primer carril corresponde al patrén
de tamafio. Se muestra el resultado del control (HelLa) y de
dos casos (1'y 2), para todos ellos el primer carril corres-
ponde al amplificado de L1 sin digerir. El control correspon-
de a ADN de células HelLa lo que permite identificar la
presencia de VPH 18, con bandas en 135-125 bp, 85 bp y 72
bp. En los dos casos incluidos se observa el mismo patrén
de bandas que el correspondiente al ADN de células Hela.

a partidores genéricos y se ha demostrado que
amplifican en forma confiable un gran nimero de
genotipos de VPH, incluyendo todos los de alto
riesgo™. La limitacion de esta técnica puede ser el
tamafio del fragmento a amplificar: 450 bp. Las
muestras se encuentran fijadas en formalina lo que
fragmenta el ADN vy dificulta la extraccion de
fragmentos de mds de 200 bp. Sin embargo, la
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Figura 3. Distribucion de genotipos de VPH en carcinomas laringeos. VPHX: no identificado.

cifra obtenida en este experimento es muy cercana
al 25% que reporta el metaandlisis de Kreimer?.

Con respecto a la distribucion de genotipos de
VPH en tumores de cabeza y cuello existen pocos
reportes, y la mayoria utilizan técnicas que detec-
tan los genotipos de alto riesgo mas prevalentes.
En nuestra serie llama la atencién que el genotipo
mas frecuente fue VPH18 (7 casos, 33%), al
contrario que en otras series publicadas donde el
genotipo mas frecuente es VPH16 (en nuestra serie
corresponde a 5 casos, 24%). Sin embargo, son
series donde se incluyen tumores de la via aéreo-
digestiva superior, analizando en conjunto
orofaringe, hipofaringe y laringe, lo cual podria
tener un efecto en la distribucién de genotipos.

La variaciéon en la distribucion relativa de
genotipos también puede estar determinada por
factores étnico-geograficos. En carcinomas
escamosos de cuello uterino el genotipo mas
frecuente a nivel mundial es el VPH 16'. Sin
embargo, al realizar un analisis por continente, los
genotipos mas prevalentes de VPH pueden presen-
tar variaciones''®, La prevalencia de VPH16 y
VPH18 en carcinomas de cuello uterino en Europa
y Norteamérica es semejante (74% y 76% respecti-
vamente); en cambio, en Gentro y Sudamérica es
mas parecida a la de Asia (65% y 67%, respectiva-
mente), siendo la de Africa de distribuci6n interme-
dia (70%). Siendo los genotipos de VPH 16 y 18
los mas prevalentes en los carcinomas de cuello
uterino a nivel mundial, la frecuencia y distribucion
de los otros genotipos presenta una mayor varia-
cién en cuanto a distribucion y frecuencia por
continentes.

Si entendemos la fuente de infeccion de la via
aéreo-respiratoria fundamentalmente de origen ge-
nital, es comprensible que la distribucion de
genotipos sea semejante a la del carcinoma
cérvico-uterino.

El estudio de la distribucién de genotipos tam-
bién resulta relevante en el contexto de la vacuna
profilactica de VPH. En el comercio estan disponi-
bles dos vacunas: Cervirax™ (que protege contra
VPH 16 y 18) y Gardasil™ (que protege para VPH
6,11,16y 18).

El presente trabajo demuestra la factibilidad de
realizar estudios de identificacion de VPH en mues-
tras fijadas en formalina e incluidas en parafina en
nuestro medio. La frecuencia de identificacion viral
es similar a lo reportado en la literatura®. Con
respecto a los genotipos identificados, esta serie
incluye un nimero considerable de pacientes con
patologia tumoral de un solo origen en la via aéreo-
digestiva superior (la laringe) en comparacién con
otros estudios, lo que consolida la relacién
etiopatogénica de ciertos VPH en los carcinomas
escamosos de laringe.
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