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Introduccion

Generalidades
Historia

Desde hace aproximadamente 35 anos se conoce el papel fundamental del virus
papiloma humano (human papilloma virus, HPV) en el proceso carcinogenético
del carcinoma de cérvix uterino. Hoy en dia esta bien establecido que una
importante y heterogénea familia de HPV inducen carcinogénesis en humanos,
causando no solo la mayoria de carcinomas de cérvix, si no también en otras
localizaciones como la regién anogenital y carcinomas escamosos de cabeza y

cuello (CECC) en determinadas localizaciones como la orofaringe.

La primera referencia a la posible actuacién de un elemento infeccioso
relacionado con las practicas sexuales en relacion con los carcinomas de cérvix
fue publicado en 1842 por Domenico Antonio Rigoni-Stern. Este médico italiano
analizé los certificados de defuncion en mujeres de la ciudad de Verona durante
el periodo de 1760-1839, observando una alta frecuencia de carcinoma de cérvix
en mujeres casadas, viudas y prostitutas, pero su rara aparicibn en mujeres
virgenes y en monjas. Llegd a la conclusion que el desarrollo de este cancer
tenia que tener relacion con los contactos sexuales'. En la segunda mitad del
siglo XIX, los rapidos avances en bacteriologia intentaron ligar el cancer de
cérvix con una infeccion de transmision sexual, que no pudo ser comprobada
hasta finales de la década de 1960. En esa época, ademas del HPV, se propuso

como posible responsable la infeccion por el virus Herpes simple tipo 22°.

Los condilomas acuminados han sido documentados desde la época de
Hipdcrates, y las verrugas cutaneas desde el siglo | a.c. En 1891 Payne observo
que las verrugas cutaneas se podian transmitir, y en 1901 Heidingsfeld describid
la transmision de los condilomas acuminados a través del contacto sexual. En
1907 Ciuffo establecio la etiologia viral de las verrugas humanas. El primer virus
papiloma fue aislado por R. Shope en conejos en 1933. En 1949, Strauss y cols
aislaron el HPV como el agente responsable de las verrugas, y desde entonces
ha sido ampliamente reconocido como un virus con capacidad patégena®. Al
mismo tiempo Rous y cols®® demostraron de forma experimental el potencial

carcinogénico de los papilomavirus en la cola de conejos.
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En 1965 se publicaron las caracteristicas del virus como un virus de doble
cadena circular de ADN’, y en 1970 se evidencio la diversidad existente entre los
diferentes tipos de HPV. Una orientacién importante de la heterogeneidad de la
familia de los HPV se origind con los estudios de hibridacion, utilizando la
transcripcion in vitro del ARN y ADN del papiloma plantar y varias muestras

obtenidas de biopsias de piel, verrugas genitales y de cancer de cérvix®®.

Virus papiloma humano (HPV)

Los Papillomavirus son virus de pequeio tamafo, no cubiertos, con doble
cadena circular de ADN que infectan a mucosa y piel de animales. A pesar de su
pequeio tamafo, su biologia molecular es muy compleja. Tres oconcogenes,
ES5, E6 y E7, modulan el proceso de transformacién, dos proteinas reguladoras,
E1y E2, modulan la transcripcion y la replicacion, y dos proteinas estructurales,

L1 y L2, forman la capside viral'

. Las proteinas E1, E2, L1 y L2 estan
particularmente bien conservadas entre los miembros de una misma familia.
Ademas parece que el genoma del papillomavirus es bastante estatico, y los

cambios en las secuencias por mutacion o recombinacién son muy raros.

Existen unos 18 géneros con especificidad por diferentes especies y epitelios.
Los HPV son un subtipo que infecta de forma selectiva a la especie humana. Han

sido identificados mas de 100 genotipos de HPV'".
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Papillomavirus
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FIGURA 1: Arbol filogenético con 118 tipos de VPH (tomada de Villiers"").

La disponibilidad de la secuencia parcial o total del genoma sobre una amplia
variedad de tipos de HPV permitié establecer una nueva estructura taxonémica,
y abrir una ventana al estudio de la co-evolucion de los papillomavirus con
huéspedes primates. Evidencias preliminaries sugirieron que los tipos de HPV,

definidos por la secuencia de ADN también eran serolégicamente distintos.

Todos los papilomavirus comparten una estructura genética comun.
Originariamente los papilomavirus estaban agrupados con los polyomavirus en
una sola familia, la papovaviridae. Esta agrupacion se basaba en su estructura
similar: capside no envuelta y genoma de doble cadena circular de ADN.
Posteriormente se evidencio que se trataba de dos grupos de virus con diferente
tamafo y organizacion del genoma, y ningun nucle6tido mayor o secuencia de
aminoacidos similares, por lo que actualmente estan reconocidos por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus como dos familias separadas,

Papillomaviridae y Polyomaviridae.

Los HPV son de pequefio tamafio, de 52-55 nm de diametro, con una doble
cadena de ADN que forma un genoma circular con unas 8,000 pares de bases.
Cuentan con una capside icosahédrica compuesta por 72 capsdmeros
pentameéricos. Los capsomeros son protusiones de 11 a 12 nm de diametro, con
cabezas pentaméricas en forma de estrella. Los estudios de microscopia y la
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cristalografia de rayos X han demostrado que todos los HPV conservan
caracteristicas comunes. Los 72 capsdmeros son pentameros de la proteina

mayor de la capside y estan arregladas en un enrejado icosaédrico'?.

FIGURA 2: Imagen estructura de la capside de HPV (tomada de Zheng'?)

La capside contiene dos proteinas estructurales - (Late) L1 (55kDa; 95% del
total) y L2 (70 kDa; 5%), las cuales se ensamblan para formar los capsémeros.

En el interior de la capside se encuentra el ADN circular de doble cadena.

El genoma del papiloma virus esta formado por ADN circular de tamafio
aproximado 8 kpb asociado con histonas. El genoma viral esta dividido, en

general, en tres regiones principales:

- La region reguladora inicial “upsteram regulatory region” (URR) o
‘long control region” (LCR) que regula la transcripcién y

replicacion del genoma virico.

- La regién temprana “early” (E) que contiene 6 genes
E1-2-4-5-6-7,



Introduccion

La region tardia “/ate” (L) que codifica las proteinas estructurales

L1y L2, que son las proteinas de la capside mayor y menor.

» L1 se ensambla a viriones o particulas virus-like y cuenta
con epitomos de conformacion que son reconocibles por el

sistema antigénico.

» L2 actua en el ensamblaje y encapsulacion en el nucleo de

la célula huésped.

El genoma viral queda regulado por una porcién denominada URR, que regula
los genes tempranos y tardios. Las tres regiones en todo el virus papiloma estan

separadas por dos locus pA: locus pA temprano y pA tardio.

E6
URR
P E7
Late PolyA E
L1
E1
E2
Early PolyA
Early PolyA £58 Ea

FIGURA 3: Estructura genémica del HPV.

Tipos de virus

El Comité Internacional para la Taxonomia Viral, clasifica a los papilomavirus en

diferentes genotipos, subtipos y variantes segun el grado de identidad de su
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secuencia de nucledtidos en el gen L1. Los genomas del Virus Papiloma bovino
tipo 1 y el HPV-1 fueron los primeros en ser secuenciados completamente en
1982 por Chen y cols™ y Danos y cols™. A dia de hoy, han sido identificadas al
menos 200 cepas de HPV, de las cuales mas de 100 estan registradas en el

Gene Bank.
La mayoria de los HPV pueden clasificarse dentro de tres géneros:

- Alphapapillomavirus (a-HPV) que predominan en las mucosas,

como la genital y la oral.
- Betapapillomavirus (B-HPV) que predominan en la piel.
- Gammapapillomavirus (y-HPV) que predominan en la piel.

Dentro de estos géneros aparecen especies, y dentro de las especies podemos
identificar diferentes tipos. Las especies comparten un 60-70% del genoma, los
tipos un 71-89%, los sub-tipos un 90-95%, y las variantes un 95-98%. En la
siguiente figura se observa el género a-HPV, y como dentro de este género

existen 15 especies, y dentro de cada especie existen los diferentes tipos.

Genus
Alpha-papillomavirus

FIGURA 4: Parte del arbol filogenético donde se observa género a-HPV (tomada de ViI/iers”)

10
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Se han identificado variantes moleculares para casi todos los genotipos de HPV,
y estos en su mayoria se agrupan en arboles filogenéticos cuyas ramas o grupos
tienen una distribucidén geografica especifica para algunas de estas variantes.

En el tracto anogenital, uretra, piel, mucosa laringea, mucosa traqueo-bronquial
y mucosa oral se han detectado diferentes tipos de HPV. Estos HPV pueden
producir diferentes rangos de enfermedad: lesiones benignas (verrugas
comunes, verrugas genitales, papilomatosis respiratoria recurrente), lesiones
intraepiteliales de bajo y alto grado (SILs), y lesiones malignas. Basandose en la
asociacion epidemiolégica con el cancer cervical, los HPV se dividen en
genotipos de alto riesgo (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73 y 82) o de bajo riesgo (HPV-6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81 y 89). Los
tipos de alto riesgo también han sido asociados a carcinomas anogenitales o de

orofaringe.

En la siguiente tabla recogemos los tres principales géneros que afectan a los

humanos, con sus especies, tipos y caracteristicas principales.

Género Especie Tipo Caracteristicas

a-papilomavirus 1 HPV-32, 42 Lesiones benignas
mucosa oral o genital

2 HPV-10, 3, 28, 29, 78, Lesiones cutaneas
94 bajo grado
3 HPV-61, Lesiones mucosas

72,81,83,84,c62, d62, bajo grado
c86, d86,c87, d87, c89,

dd9
4 HPV-2, 27, 57 Verrugas comunes de
la piel
5 HPV-26, 51, 69, 82 Lesiones mucosa alto
grado

11
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B-papilomavirus

10

11

13

14

15

1

HPV-53, 30, 56, 66

HPV-18, 39, 45, 59, 68,

70, ¢85, d85

HPV-7, 40, 43, c91, d41

HPV-16, 31, 33, 35, 52,

58, 67

HPV-6, 11, 13, 44, 74

HPV-34

HPV-54

HPV-c90, d90

HPV-5

HPV-5, 8, 12, 14, 19, 20,
21,25, 36, 47, 93

HPV-9, 15, 17, 22,

23,37, 38, 80

HPV-49, 75, 76

HPV-c92, d92

12

Lesiones mucosa alto
grado

Lesiones mucosa alto
grado

Lesiones mucosa alto
grado y lesiones
cutaneas

Lesiones mucosa alto
grado-malignas

Lesiones benignas
mucosa

Lesiones mucosas,
alto riesgo

Lesiones mucosa de
bajo riesgo

Lesiones mucosa de
bajo riesgo

Lesiones mucosa de
bajo riesgo

Lesiones cutaneas
benignas pero se han
descrito malignas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas
benignas
Lesiones cutaneas

pre- y malignas



5 HPV-c96, d96
y-papilomavirus 1 HPV-4, 65, 95

2 HPV-48

3 HPV-50

4 HPV-60

5 HPV-88

Introduccion

Lesiones cutaneas
pre- y malignas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas

Los diferentes tipos de HPV cuentan con numerosas variantes. Las variantes del

HPV difieren en menos del 2% en la secuencia nucledtida de L1, pero

ligeramente mas en la regién larga de control (LCR), la cual, por no codificar

genes, estd menos restringida a producir mutaciones viables'. El analisis de

genes relacionados con la regulacién celular y viral del HPV-16, han demostrado

variaciones de la secuencia intratipo que pueden alterar sus propiedades

biolégicas16. Ademas, la variacion de la secuencia de nucledtidos se usa como

una herramienta importante para estudios epidemiolégicos de transmision y

persistencia del HPV'’,

13
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Historia natural de la infeccion HPV

Historia natural de la infeccidon en cérvix

La infeccién por el HPV es la enfermedad de transmision sexual mas
frecuente. Su prevalencia es muy elevada en varones y mujeres
sexualmente activos, y evoluciona de forma natural hacia la curacion
espontanea, la cual se observa en mas del 90% de los casos. En la
segunda década de la vida se estima una prevalencia del 20-25%, pero en
algunos grupos de adolescentes o de mujeres jovenes la infeccion llega a
afectar hasta a un 70% de los individuos'® En la tercera década la
prevalencia disminye considerablemente, y a partir de los 35 anos se

mantiene estable en unos valores préximos al 5%.

Se estima que el volumen de mujeres infectadas por el VHP en el mundo es
de alrededor de 300 millones, y unas 490.000 desarrollan cancer de cuello
uterino. A esta causistica deberiamos anadir 68.400 canceres de vulva,

vagina, ano, pene y cavidad oral atribuibles al HPV'®

La mayoria de las infecciones por HPV son subclinicas, detectables sélo
por cambios en la citologia o colposcopia, o bien latentes, detectables

unicamente por analisis del ADN viral.

La siguiente figura esquematiza la progresion de la infeccion cervical por HPV

hasta la aparicién del carcinoma invasivo.

Cofactores de adquisicion Cofactores de progresion Cofactores de invasion
Epitelio \ Infeccion HSIL e Carcinoma Y Carcinoma
normal por el VPH CIN2-3 microinvasivo invasivo

Resolucion

FIGURA 5: Historia natural de la infeccion cervical del virus del papiloma humano (HPV);

CIN: neoplasia intraepitelial; HSIL: lesiones intraepiteliales de alto grado; LSIL: lesiones

intraepiteliales de bajo grado’®.

14
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El virus se transmite con facilidad por el contacto sexual, probablemente a
través de erosiones minimas o imperceptibles de la piel o las mucosas. El
cuello uterino es especialmente vulnerable al contagio, probablemente a
través del epitelio metaplasico de la unidon escamoso-cilindrica. Los HPV
aprovechan la dinamica celular para replicarse, y en el cérvix se benefician
de la maduracién del epitelio metaplasico para expresar sus genes de
forma secuencial. En primer lugar, en las capas basales, se expresan los
genes tempranos (E1... E7), y después, en las capas superficiales mas
diferenciadas, sus proteinas tardias (L1 y L2), que forman parte de la
capside y permiten el ensamblaje de nuevas particulas virales que se
liberan y repiten el ciclo infeccioso®®. Ademas, el virus puede permanecer

latente en las células basales del epitelio.

El calculo de la duracién de la infeccion por el HPV varia segun se tenga en
cuenta la infeccién incidente (de reciente adquision) o la prevalente (cuyo
momento de la adquisicion se desconoce), y las posibles reinfecciones. La
duracion media de la infeccion por el HPV varia segun las diferentes series
de entre 6-12 meses®' y 2 afios?. La persistencia de la infeccion es mucho
menos frecuente que el aclaramiento. No hay acuerdo sobre el tiempo
necesario para considerar una infeccion como persistente. En la practica, la
persistencia se define como la deteccion del mismo tipo viral en 2 0 mas
determinaciones. La siguiente figura esquematiza la historia natural de la

enfermedad a nivel del cérvix*.

15
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FIGURA 6: Esquema de la historia natural de la enfermedad a nivel del cérvix (fomado de

Rodriguez®®)

Numerosos estudios epidemioldgicos y moleculares han evidenciado que la
persistencia de la infeccion por tipos de HPV de alto riesgo es
imprescindible para el desarrollo de lesiones intraepiteliales de alto grado
con fenotipo neoplasico (HSIL: CIN2 y CIN 3) y cancer invasivo a nivel del

Ceérvix.

Un 25% de las mujeres con infecciones transitorias por el HPV muestra
cambios citopaticos propios de las lesiones intraepiteliales de bajo grado
(CIN1) detectables en la citologia®*. Se ha observado que la lesion de CIN1
remite con particular frecuencia, en especial en adolescentes y mujeres
jévenes, en las que a los 12 meses han remitido el 61% de las lesiones y a

los 36 meses el 91%2°. La remisidn es menor en edades mas avanzadas.

En una revision sobre la historia natural de la CIN, Ostor y cols®

encontraron como las lesiones de CIN1 remiten espontaneamente en el
60% de los casos, persisten en el 30%, progresan a CIN 3 en el 10%, y
progresan a invasion en el 1%. En un estudio realizado en 1976 se estimé

que un 28-39% de las CIN3 no tratadas progresaban a cancer invasivo?’.

16
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Los analisis virolégicos parecen evidenciar que el aclaramiento de la
infeccion por el HPV precede a la remision de los cambios citolégicoszs. Al
afo, la tasa acumulada de aclaramiento de la infeccion por el HPV de alto
riesgo en las mujeres con CIN1 fue del 29%, lo que permitié predecir la
regresion de a citologia. Todas las mujeres que aclararon la infeccion por el
HPV lo hicieron dentro de los 40 meses de seguimiento, disminuyendo la
tasa de aclaramiento a medida que aumenta la gravedad de la lesion

intraepitelial.

La infeccidén por el HPV de alto riesgo se considera una causa necesaria,
pero no suficiente, de cancer cervical. La gran mayoria de las mujeres
infectadas por tipos de HPV nunca presentara cancer cervical. S6lo una
pequefia fraccion progresara a CIN2-3 y eventualmente a cancer. Esto
sugiere que hay otro cofactores que modulan el riesgo de progresién de
infeccion por HPV a cancer. Estos cofactores se clasifican en virales,

genéticos y medioambientales.
1. Cofactores virales de persistencia-progresion

a. Genotipo viral. Los HPV 16 y 18 tienen mayor riesgo de
progresion. EI 10% de las mujeres con HPV tipos 16 o 18
positivas presentaron un CIN3 a los 3 afos, y el 18-20% a los 10
afos. Por el contrario, la progresion a CIN3 de las mujeres con

otros tipos de HPV de alto riesgo fue del 3%%°.

b. Variantes del HPV. Minimas variaciones en la secuencia de
bases del ADN del HPV han permitido identificar variantes
genotipicas. Las variantes del HPV16 muestran diferencias
geograficas que se han relacionado con distintos riesgos de
cancer. Las variantes no europeas estan asociadas con un mayor
riesgo *. Se sugiere que las variantes pueden influir en la historia
natural de la infeccion por dos mecanismos: diferencias en su
capacidad funcional o evasion del sistema inmunitario del

huésped.

17



Introduccion

c. Carga viral. Es un marcador de infeccion persistente. Se ha

sugerido que una carga viral elevada indica una mayor
posibilidad de integracion del ADN viral en el genoma del

huésped.

Integracion. La integracion del ADN viral en el ADN del huésped
parece ser crucial en la transformacién maligna. Sin embargo,
algunos autores sugieren la idea de que el HPV16 es capaz de
inducir la transformacién maligna sin que haya integracion, lo que
indica que seguramente intervienen otros factores para que

ocurra esta transformacion®'.

Coinfeccion. Es discutible si la coinfeccién con otros tipos virales

aumenta el riesgo de progresion.

2. Cofactores genéticos de persistencia-progresion.

Las variaciones genéticas individuales de los genes
relacionados con la respuesta inmunitaria innata, humoral y
celular pueden influir en la persistencia de la infeccion por el
HPV y su progresion a cancer. En las superficies mucosas, la
primera linea de defensa frente a la infeccion es la respuesta
inmunitaria innata, mediada por las células natural killer (NK),
que induce la apoptosis de las células infectadas por el virus y
de las células tumorales. En la regulacion de la respuesta
inmunitaria celular y humoral intervienen los antigenos del
sistema de histocompatibilidad HLA (antigeno leucocitario
humano), entre otros. Los genes del sistema HLA han sido los
mas extensamente investigados. Las moléculas HLA
presentan los antigenos extrafios a los linfocitos T y, por ello,
desempefian un papel importante en la regulacion de la

funcién inmunitaria.

3. Cofactores medioambientales de persistencia-progresion.
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Paridad. Las mujeres con 3 0 4 embarazos tienen un riesgo 2,6
veces mas alto de presentar cancer que las nuliparas, y las
mujeres con 7 o mas partos tienen un riesgo 3,8 veces mayor>? El
motivo de esta asociacion esta poco claro. Las posibilidades
incluyen factores hormonales asociados con el embarazo,
traumatismo cervical en el parto, o mayor persistencia de la zona

de transformacion exocervical.

Anticonceptivos hormonales. Algunas investigaciones indican
que hay una relacion a largo plazo entre el uso prolongado de

anticonceptivos orales y la aparicion de cancer cervical.

Tabaco. El tabaquismo es uno de los cofactores ambientales mas
uniformemente identificados con el riesgo de padecer lesiones
precancerosas y cancer cervical. En mujeres infectadas por el
HPV el tabaco es el cofactor mas importante de progresion, con
un aumento del riesgo de 2-4 veces frente a las no fumadoras.
Las pacientes con CIN1 y fumadoras tienen mayor riesgo de
desarrollar CIN2-3, mientras que el cese del tabaco se ha

asociado con una disminucion del tamano lesional de la CIN.

Inmunodepresion. Las pacientes inmunodeprimidas tienen un
riesgo aumentado de cancer genital y anal respecto a las mujeres
sanas de la misma edad. Se sabe que la respuesta inmunolégica
deficiente al HPV predispone a la persistencia de la infeccion, si
bien se desconoce el mecanismo exacto por el que la

inmunosupresion aumenta el riesgo de cancer.

Infecciones asociadas. Las mujeres con coinfeccién por el HPV y
otro agente de transmision sexual, especialmente con el virus de
herpes simple tipo 2 (VHS-2), o Chlamydia trachomatis parecen
tener una mayor probabilidad de presentar cancer cervical que
las mujeres sin coinfeccion. Probablemente, el motivo esté

relacionado con una desregulacion de la inmunidad local.
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f. Nutricion y dieta. Un metaanalisis de 34 estudios® realizados en
pacientes con lesiones preinvasivas para valorar la eficacia de
las modificaciones de la dieta y de los suplementos dietéticos
junto al tratamiento estandar constato la limitada calidad de la
mayoria de los trabajos revisados para obtener conclusiones
validas. Ademas, descartd los posibles beneficios de una
modificacion de la dieta, en especial del uso de antioxidantes o

retinol, para prevenir la progresién de las lesiones premalignas.
4. Cofactores de invasion

La progresion de la neoplasia intraepitelial a cancer invasivo
requiere la expresion de factores angiogénicos que estimulan
la proliferacion de nuevos vasos. La angiogénesis, inducida
por el factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
otras proteinas, como la angiogenina (ANG), es fundamental
para el crecimiento del tumor, la invasion del estroma y las
metastasis.El inicio de la angiogénesis ocurre ya en la CIN y
esta asociada con la expresion del VEGF por el epitelio
anormal. Se ha sugerido que la expresion de VEGF podria ser

un marcador de progresion.
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Mecanismos de transmision. Historia natural de la infeccidon en orofaringe

En comparacion con los extensos datos disponibles de la transmision de las
infecciones por HPV por contacto sexual a nivel genital, se conoce poco
sobre la transmisién de las infecciones por HPV a nivel de las vias
aerodigestivas superiores. Por ejemplo, el periodo de latencia entre la
infeccion y el desarrollo de la enfermedad por HPV es completamente

desconocido.

Las practicas sexuales parecen ser las responsables de la adquisicion de la
infeccion de HPV anogenitales en la cavidad oral**®. El incremento de la
incidencia de carcinomas de orofaringe asociados a HPV esta
probablemente ligado a los cambios en las practicas sexuales. El ADN del
HPV fue detectado en la orofaringe de mujeres en un porcentaje
significativamente mayor, cuando presentaban al mismo tiempo lesiones
genitales causadas por HPV®. Segln un estudio de Herrero y cols® la
practica del sexo oral fue 3 veces mas frecuentemente en grupos con
carcinoma de orofaringe HPV+, que en grupos con carcinoma orofaringe
HPV-. Un estudio en sueco>® realizado entre los afios 1958 y 1996 estudid
de forma secundaria a los maridos de mujeres con carcinomas cervicales y
se observo que el riesgo de desarrollar carcinomas de orofaringe en los
maridos era significativamente mayor, asi como el riesgo en estas mujeres
de desarrollar carcinoma de orofaringe también era superior al resto de la
poblacién. En un estudio publicado por Hemminki y cols®, se observé como
las parejas de las mujeres con cancer de cuello uterino contaron con una
mayor incidencia de carcinoma de orofaringe que la poblacién general. La
infeccion oral por HPV persistente en uno de los cdnyuges se asocié con un

riesgo diez veces mayor de infeccién persistente en el otro conyuge*°.

El comportamiento sexual se ha asociado con una mayor prevalencia de
HPV oral, apoyando la transmisién sexual del virus. Puede ser dificil de
diferenciar cuales son los comportamientos sexuales para transmitir la
infeccion por HPV en la cavidad oral/orofaringe. En estudios transversales,
la prevalencia de infeccion por HPV esta fuertemente asociada al numero

de parejas con las que se practica sexo oral, lo que sugiere que el HPV
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puede ser transmitido por sexo oral. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para comprender la frecuencia con que se produce esta
transmision, y si el HPV se puede transmitir a nivel del tracto aerodigestivo
superior de otras maneras. Termine y cols*' en una revision de los datos
publicados en la literatura de la infeccion oral por HPV en mujeres con
infeccidn cervical, estimo6 una prevalencia de un 18,1%, sin que se pudiese

demostrar la asociacion con el sexo oral.

Actualmente no esta claro si el HPV se puede transmitir casualmente, es
decir, sin contacto sexual, a la cavidad oral. Besar en la boca (french
kissing) se asoci6 con la prevalencia de HPV oral en un pequeio estudio en
hombres*?, pero no en otros estudios en adultos, por lo que debe ser bien
evaluado. La infeccion es infrecuente en nifios**, incluidos los que nacen de

madres con infeccién vaginal por el virus*.

Estudios iniciales sobre la historia natural del HPV en las vias
aerodigestivas superiores sugieren que la persistencia del HPV es similar a
la conocida para la infeccién por HPV anogenital®**®. Sin embargo, son
necesarias mas investigaciones para comprender mejor la transmision de
las infecciones orales por HPV, y qué factores estan asociados a la

persistencia.
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Epidemiologia de los carcinomas de orofaringe HPV+

El HPV esta implicado casi en el 100% de los canceres de cérvix, en el 66% de
los anales, en el 43% de los de localizacion vaginal y/o vulvar, y en el 44% de los
de pene. Desde hace afios se conoce la implicacién del HPV en los carcinomas
de cabeza y cuello, especialmente en los localizados a nivel de la orofaringe, si
bien la incidencia de la infeccion por HPV en este tipo de tumores cuenta con una

elevada variabilidad en funcion de las series consultadas.

Son numerosas las publicaciones que desde los afios 1940 y 1950 discuten
sobre la malignizacion de las papilomatosis laringeas recurrentes a carcinomas
escamosos. Por otra parte, en 1975 Newell y cols*® observaron en mujeres con
el antecedente de carcinoma de cérvix un incremento 5-6 veces superior de

desarrollar un carcinoma en la cavidad oral.

Sin embargo, fueron Syrjanen y cols*® en 1983 los primeros en demostrar la
presencia de antigenos de HPV en lesiones premalignas de la orofaringe,
sugiriendo de la posible relacion entre la infeccidn por papilomavirus y el
carcinoma escamoso a dicho nivel. En 1985 se publicé la primera evidencia de la
presencia de HPV en carcinomas infiltrantes de la cavidad oral y la orofaringe,

identificandose los genotipos 16,11 y 27 como los asociados a estos tumores®.

Durante los siguientes afios se fueron confirmando estos datos. Se observé que
el porcentaje de pacientes con tumores relacionados con el HPV+ era variable,
con un rango de positividad para los carcinomas de orofaringe que oscilaba entre
el 25%-60%""°.

Se han sefialado diferencias notables en la penetracion de la infeccion por HPV
en los CECC en funcion de la localizacién del tumor. Kreimer y cols®* publicaron
en 2005 una revisidn global de la penetracion de la infeccion por HPV en 60
estudios, estableciendo una prevalencia media para los CECC del 25.6%, con
unos porcentajes de positividad significativamente superiores en los pacientes
con carcinoma de orofaringe, con un porcentaje de positividad del 35.6% frente a
los de los pacientes con tumores localizados en la cavidad oral y en la laringe, en
los que los porcentajes de positividad fueron del 23.55 y del 24.0%

respectivamente.
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Estados Unidos:

De acuerdo con estudios de la base de datos poblacional SEER, en Estados
Unidos la incidencia anual de cancer de base de lengua y amigdala en hombres
y mujeres de entre 20-44 anos se han venido incrementando de forma
progresiva entre los afios 1973 y 2001, mientras que en otras zonas de la faringe

y cavidad oral se mantuvieron estables o incluso disminuyeron®.
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FIGURA 7: Incidencia anual de ca base de amigdala, base de lengua y otras partes de faringe
entre los afios 1973-2001 (tomada de Shiboski®).

Chaturvedi y cols®® compararon, a partir de la informacién de la base de datos
SEER, las caracteristicas epidemiolégicas de los tumores relacionados con el
HPV de orofaringe con los no relacionados con el virus, en los pacientes
diagnosticados en Estados Unidos entre 1973- 2004. Los autores encontraron
un incremento en la incidencia de aparicion de los tumores en localizaciones
relacionadas con el HPV, que incluian la region amigdalar y la base de la lengua,
en tanto que las no relacionadas, que incluian el resto de localizaciones de
orofaringe y cavidad oral, contaron con una tendencia negativa en su incidencia

de aparicién, tal como muestra la siguiente figura.
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FIGURA 8: Incidencia decreciente de carcinomas localizacién no relacionados con HPV
(HPV-U), e incremento de incidencia de los tumores en localizaciones relacionadas con el HPV
(HPV-R) (Tomada de Chaturvedi®).

Los pacientes con carcinomas en localizaciones relacionadas con HPV fueron
diagnosticados a menor edad que en los pacientes HPV- (edad media al

diagndstico, 61.0 y 63.8 afos, respectivamente; p < .001).

Ante el aumento de tumores en esta localizacion, y los estudios que se realizan
relacionando el HPV con la patogenia de estos tumores, comienzan a publicar
numerosos estudios sobre la positividad del virus en estos tumores observando

un aumento significativo.

Recientemente, Stein y cols®” han elaborado un meta-analisis a partir de las
diferentes series publicadas en la literatura que aportan informacion relevante a
la incidencia de infeccion por HPV en los Estados Unidos en pacientes con
carcinomas de orofaringe. Los autores analizaron los resultados
correspondientes a un total de 30 estudios, y pudieron observar un aumento
progresivo en la frecuencia de positividad frente al HPV en este tipo de tumores a

lo largo del tiempo.
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FIGURA 9: Aumento progresivo en la frecuencia de positividad frente al HPV en carcinomas de

orofaringe en Estados Unidos (tomada de Stein”’).

De acuerdo con sus resultados, la frecuencia media de los tumores de orofaringe

en los pacientes diagnosticados durante el periodo anterior a 1990 fue del 20.9%

(1C 95%: 11.8-37.0%), para los diagnosticados durante el periodo 1990-1999 fue
del 51.4% (IC 95%: 45.4-58.2%), y para los diagnosticados a partir del afio 2000
alcanzo el 65.4% (IC 95%: 60.5-70.7%)
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FIGURA 10: Aumento de la frecuencia media de tumores de orofaringe en un meta-analisis

(tomada de Stein®).
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Europa:

La mayoria de estudios publicados realizados en Estados Unidos muestran unos
niveles de positividad HPV elevada (>50%) en los carcinomas de orofaringe. A
nivel europeo puede apreciarse una tendencia de acuerdo con la cual los paises
del norte de Europa contaron con una mayor frecuencia de aparicién de tumores
HPV+, en tanto que esta frecuencia para los paises meridionales fue mucho mas

reducida®®®".

Global:

En una revisién de 47 estudios llevada a cabo en el aino 2008 para evaluar la
frecuencia de tumores de cabeza y cuello HPV+, Termine y cols®? encontraron
una prevalencia global de carcinomas HPV+ del 38.1% (1C95%: 30.0-a 46.2%).
La frecuencia de tumores HPV+ fue superior en aquellos estudios que
determinaron la positividad a partir de PCR (39.9%, IC 95%: 30.2-49.8%) que en
aquellas que las determinaciones se realizaron en base a hibridacion in situ
(29.8%, IC 95: 15.8-43.8%).

En una de las revisiones mas extensas realizadas hasta el momento es la
publicada por Mehanna y cols® en 2013. Evaluaron un total de 269 estudios
realizados entre los afnos 1970-2010, que incluian informacién de un total de
19,368 pacientes. De acuerdo con sus resultados, la prevalencia agrupada
general de tumores HPV+ en pacientes con carcinomas de orofaringe fue de
47,7% (IC 95%: 42.9-52.5%). El porcentaje de positividad fue incrementando de
forma significativa a lo largo del tiempo, del 40.5% para los estudios publicados
con anterioridad al afio 2000 (n=54), del 64.3% para los publicados entre
2000-2004 (n=22), y del 72.2% para los publicados a partir del afo 2005 (n=4).
Ademas, se encontraron diferencias en la prevalencia de los tumores HPV+
segun regidn geografica. La frecuencia de carcinomas HPV+ en Europa fue del
39.7% (IC 95%: 32.8-47.0%), del 59.9% (IC 95%:54.7—-64.9%) en Norte
América, y del 32.5% (IC 95%: 23.9-42.4%) en el resto de zonas. La frecuencia
de aparicion de carcinomas HPV+ se ha venido incrementando de forma
significativa en todas las areas geograficas. Los estudios realizados antes del

afio 2000 demostraban diferencias significativas en la prevalencia de los
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tumores HPV+ entre Norte América y Europa (50.7% vs 35.3%, P=0.008), en
tanto que los realizados a partir del afio 2000 no mostraron diferencias en el
porcentaje de tumores HPV+ (69.7% vs 73.1%, P=0.8).

En sujetos sanos, por otro lado, diferentes estudios han analizado los presencia
de HPV a nivel de la cavidad oral y la orofaringe en sujetos sanos, en un intento
de evaluar el grado de penetracion de la infeccién por este virus. Sanders y
cols® publicaron en 2012 los resultados de un estudio realizado durante los afios
2009-2010 en 4,846 participantes con edades comprendidas entre los 14 y 69
afos (edad media 42.0 afios), en el que se analizé mediante PCR la presencia
de HPV en células epiteliales de la cavidad oral exfoliadas. EI ADN de HPV fue
detectado en los frotis de cavidad oral en un 7,3% de las personas examinadas
(95% IC: 6.0, 8.9%). Los hombres presentaron 3 veces mas infeccion por HPV
que las mujeres, y este riesgo no se vio afectado por el nivel de educacion, la
exposicion al tabaco o los habitos sexuales. Los fumadores tuvieron un riesgo
2,7 veces mayor que los no fumadores, y los fumadores severos (20
paquetes/ano), tuvieron un riesgo tres veces mayor. Existié una fuerte relaciéon
entre la infeccion por HPV y el inicio precoz de las relaciones sexuales asi como
las multiples parejas sexuales. En el grupo de adultos con una historia de mas de
20 parejas sexuales, la posibilidad de infeccion por HPV era 10 veces mayor que
en el grupo de adultos con historia de menos de 3 parejas sexuales. De los 37
serotipos analizados, el HPV-16 fue el mas prevalente, apareciendo en un 1.1%
de los participantes. Los serotipos 62, 55 y 66 se encontraron en mas de un
0,5%.

En un estudio de tipo similar realizado en varones sanos de diferentes paises
(Estados Unidos, Méjico y Brasil), Kreimer y cols®® analizaron un total de 1,688
voluntarios sanos, detectando ADN del HPV en un 4.0% de la muestra (IC 95%:
3.1-5.0%). Los HPV de alto grado aparecieron en un 1.3% de los sujetos, siendo
el genotipo HPV-16 el mas frecuente. No aparecieron diferencias notables en la
prevalencia de infeccion HPV entre los paises estudiados. Aparecié una
tendencia no significativa hacia el incremento en la prevalencia en la positividad
frente al HPV a medida que aumentaba la edad de los pacientes, tal como

aparece en la siguiente figura.
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FIGURA 11: Relacion entre prevalencia de HPV y grupos de edad en sujetos sanos (tomada de

Kreimer65).

La variable que se relacioné de forma mas significativa con la positividad HPV
fue el antecedente de tabaquismo. Los pacientes fumadores activos contaron
con un riesgo 2.5 veces superior de ser HPV+ (IC 95%: 1.4-4.4), en tanto que no

se apreci6 una relacion entre la infeccion HPV y el antecedente de sexo oral.

Estos datos contrastan con los obtenidos por Palmer y cols®, que analizaron
mediante PCR muestras provenientes de amigdalectomias realizadas con
indicaciones no oncoldgicas en mas de 3000 pacientes de edades comprendidas
entre 0-69 afos, durante el periodo 2004-2008. Ninguna de las muestras

analizadas mostro la presencia de HPV.
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Deteccion de la infeccion HPV

Al contrario de lo que observamos en el cancer de cérvix, en el que el HPV es

6768 " un numero considerable de los casos de cancer de

causa hecesaria
orofaringe son ADN/HPV-. Ademas, la deteccion de ADN del virus no es
suficientemente especifica para determinar el papel causal del virus en el
cancer. La deteccidon de ADN viral en un cancer en el cual el virus no es causa
necesaria sino que existen otros factores de riesgo, puede tener dos

significados:

a) Tratarse de una infeccion transitoria: infeccion en fase replicativa en la

que la infeccidn viral no cuenta con un papel carcinogenético relevante.

b) Tratarse de una infeccidbn con papel oncogénico: la infeccion viral
promueve alteraciones a nivel de la célula huésped que inducen los

cambios fenotipicos correspondientes al proceso tumoral.

Es necesario establecer estrategias y algoritmos diagnosticos suficientemente
sensibles, especificos, reproducibles y de facil manejo a nivel clinico, con la
finalidad de detectar infecciones por HPV clinicamente relevantes. Este hecho
adquiere gran relevancia ya que la detecciéon de HPVs con actividad oncogénica
en carcinomas de orofaringe podria ser utilizada en un futuro como herramienta

de clasificacion diagndstica, prondstica y de decision terapéutica.

Si bien existe un consenso creciente en cuanto a la necesidad de llevar a cabo
una determinacion rutinaria de la infeccion por HPV para todos los pacientes con
carcinomas de orofaringe, no existe tal consenso en la técnica de analisis a

emplear.

Las estrategias de deteccion varian no sélo en cuanto a la técnica a utilizar, si no
también en relacion al objeto a determinar. Entre las dianas a detectar se
encuentran el ADN o ARN viral, oncoproteinas virales, proteinas celulares o
anticuerpos séricos especificos. Los métodos de deteccién pueden variar
ampliamente en funcién de los laboratorios, reflejando los sesgos y preferencias
de los investigadores, asi como la relacion coste-eficacia de cada una de las
técnicas empleadas®. La siguiente figura esquematiza el proceso
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carcinogenético promovido por el HPV: la infeccion inicial, integracion en el
genoma huesped, transcripcion de mARN EG6/E7 viral, translacion en
oncoproteinas virales, y alteracion de la expresion de proteinas celulares
incluyendo la sobreexpresion de p16. Cada uno de estos procesos puede ser
evaluado mediante diferentes técnicas de laboratorio que se emplean en la

deteccion de la infeccion HPV en los pacientes con carcinomas de orofaringe.
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FIGURA 12: Esquema del proceso carcinogenético promovido por el HPV y técnicas de

laboratorio que se emplean para la deteccion de estos porcesos (tomado de Westrasg).

En la siguiente tabla se recoge las técnicas diagnosticas que se explican

posteriormente.

1. Evaluacion microscopica

2. PCR —> ADN viral

~

ARNm

31




Introduccion

3. Hibridacion in situ ™  ADN viral

™~

ARNmM

4. Inmunohistoquimica p16

Evaluaciéon microscopica rutinaria

Los carcinomas de cabeza y cuello promovidos por la accién del HPV muestran
una apariencia microscopica distintiva’. A nivel citologico las células tumorales
muestran una relaciéon nucleo-citoplasma elevada, un citoplasma sincitial sin
puentes intercelulares, y una ausencia de queratinizacion. Estas caracteristicas,
en ocasiones, proporcionan al tumor un aspecto basaloide o de tumor mal
diferenciado. Estas morfologia se conserva de forma notable cuando el tumor

metastatiza a nivel ganglionar o a distancia.
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Deteccién del ADN viral con PCR

La amplificacion del ADN viral mediante PCR es capaz de amplificar trazas de
secuencias del ADN viral en muestras biologicas con un contenido heterogéneo
de tipos celulares. Aquellos que abogan por su utilizacion como método de
deteccion sefialan su elevada sensibilidad. Esta técnica cuenta con la capacidad
de detectar cantidades minimas de carga viral. El valor de detectar HPV a unos
niveles muy reducidos queda sin embargo contrarrestada por la incapacidad de
esta técnica en determinar la relevancia clinica y biolégica de la presencia del
HPV. Ademas, las muestras clinicas cuentan con el riesgo de contaminarse de

otros especimenes.

Este tipo de determinacion no permite distinguir entre un HPV que esta actuando
como impulsor de la transformacién maligna, o un virus silente que no juega un
papel en el proceso carcinogenético. Este problema queda puesto de manifiesto
por aquellos estudios que han mostrado discordancias entre la deteccidn de
ADN viral y la presencia real de E6/7 mARN, elemento que define las infecciones

HPV clinicamente relevantes.

El estudio de la carga viral podria ayudar a diferenciar las infecciones HPV que
son clinicamente relevantes. Estudios que han utilizado este método cuantitativo
han demostrado una correlacion elevada entre la existencia de una carga viral
elevada y la expresion de E6/7 mARN’""2. Uno de los retos en la actualidad es el
conseguir una estandarizacion de las determinaciones cuantitativas basadas en
PCR, definiendo de una forma objetiva los umbrales de carga viral relacionados

con la actividad carcinogenética del HPV.

Deteccion de mARN con PCR

El fin de cualquier estrategia en la deteccién del HPV reside en su habilidad para
reconocer la presencia del HPV y de discernir su potencial como elemento
promotor de la carcinogénesis. En ausencia de sondas inmunohistoquimicas
especificas para las oncoproteinas virales E6 y E7, la deteccién de mARN E6/E7
aparece como la prueba de referencia actual en la evaluacién de la infeccion

HPV clinicamente relevante”. Una de las limitaciones de esta técnica es que
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requiere de material fresco o congelado para su realizacion. La posibilidad de
utilizar este tipo de determinaciones en material parafinado posibilitara sin duda

en un futura su generalizacion como técnica de deteccion viral.

Hibridacion in situ del ADN viral

La hibridaciéon in situ (HIS) es una técnica de amplificacion que utiliza unas
sondas de ADN marcadas complementarias a unas secuencias determinadas
del ADN viral. Las sondas se unen con el ADN viral de forma especifica. La
comparacion entre HIS y los métodos basados en PCR sugieren que la ADN-HIS
podria ser un mejor meétodo de deteccidn en base a consideraciones de orden
practico y bioldgico: 1) la HIS ha sido optimizada para poder ser llevada a cabo
con material parafinado, en tanto que la PCR cuenta con mayor eficiencia al
utilizarla sobre tejido fresco; 2) es posible una automatizaciéon de las
determinaciones de HIS, lo que la hace una técnica de facil generalizacion entre
diferentes laboratorios; 3) la introduccion de varios pasos de amplificacion de la
sefal ha mejorado la sensibilidad de la HIS; 4) el desarrollo de cromdgenos no
fluorescentes permite la visualizacion de la hibridacion mediante microscopios

convencionales, haciendo posible la deteccidén y distribucién del HPV en los

tejidos.

FIGURA 14: HIS de ADN viral en muestra de COF, a diferentes aumentos.
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Hibridacion in situ de ARN

En la actualidad es posible la hibridacién de ARN con sondas complementarias
al mARN EG6/E7, permitiendo la visualizaciéon en tejido procesado de la
transcripcion viral. La siguiente figura muestra la imagen correspondiente a una
muestra de carcinoma de orofaringe HPV+ con una inmunotincion fuertemente
positiva frente a p16 (A) y la actividad transcripcional del virus visualizada
mediante HIS de ARN (B).

- £ 4

FIGURA ;I5: Carcinoma orofaringe HPV+ : (A) Inmunotincion positiva frente a p16, (B) Actividad

transcripcional del virus visualizada mediante HIS de ARN.

Este método ha demostrado superar la sensibilidad correspondiente a las

determinaciones de HIS de ADN viral™*".

Inmunohistoquimica de p16

Las estrategias utilizadas en la actualidad se basan en el conocimiento de la
transformacion maligna inducida por el HPV a nivel del epitelio de las vias
aerodigestivas superiores’®. El gen supresor de tumores p16 es un miembro de
los inhibidores de ciclo celular INK4 y representa un elemento clave de la via del
retinoblastoma (Rb). El mecanismo carcinogénico promovido por HPV induce un
incremento en la expresion de p16. En base a la elevada correlacion existente
entre la deteccién de HPV vy la expresién de p16, la sobreexpresion de p16 ha
pasado a ser considerada como un marcador de infeccién HPV'"7°. En un
estudio realizado por Jordan y cols®, tanto la inmunohistoquimica de p16 como

la HIS mostraron unos niveles de sensibilidad y especificidad altos (96.8% vy
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83.8% para p16, 88.0% y 94.7% para HIS). La simplicidad, bajo coste y elevada
sensibilidad han hecho que la inmunohistoquimica sea en muchos centros
considerada como la técnica inicial de estudio de los tumores con sospecha de
infeccion por HPV. Al mismo tiempo, la ausencia de una relacion exclusiva y
directa entre la integracion del ADN viral y la expresion de la p16 debe
prevenirnos en considerar la expresion de p16 como el unico elemento a
considerar en la deteccion del HPV. En localizaciones como la cavidad oral o la
laringe, que no son areas de afectacion preferente por parte del HPV, la
probabilidad de que la sobreexpresion de p16 refleje de forma verdadera la

presencia de un HPV transcripcionalmente activo es baja®'®%.

Para ser verdaderamente util como marcador subrogado de infeccion HPV, la
interpretacion de la inmunohistoquimica de p16 debe tener en cuenta diferentes
consideraciones desde un punto de vista histolégico, anatdomico y clinico. En
primer lugar, la p16 es un marcador fiable de afectacion HPV cuando existe una
tincion intensa presente tanto en el nucleo como en el citoplasma de mas de un
70% de las células tumorales. La positividad focal o débil deberia ser
complementada con otros marcadores de deteccion del HPV. Ademas, si bien la
sensibilidad y especificidad de la p16 es lo suficientemente elevada para ser
considerada como un marcador de infeccion HPV en los carcinomas escamosos

de la orofaringe, no lo es para los tumores localizados en otras regiones

anatdémicas

R v .‘} P

FIGURA 16: Biopsia carcinoma escamoso orofaringeo (B) y el mismo con tincién

inmunohistoquimica para p16.
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Algoritmos de deteccién de infeccion HPV

Smeets y cols®® han propuesto una algoritmo de deteccion del HPV para
pacientes con CECC basado en los resultados obtenidos de forma secuencial en
el estudio inmunohistoquimico de la p16 y, para los pacientes p16+, con una

caracterizacion del genotipo viral mediante PCR.

p16™4 immunohistochemistry

[ O @ |
No HPV GP5+/6+ PCR

(-) (¥
No HPV Active HPV infection

Otros algoritmos proponen los estudios de HIS para validar y genotipar el HPV

en los pacientes con carcinomas p16+.
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Vacunaciones para prevenir la infecciéon HPV

En el momento actual, existen en el mercado dos vacunas profilacticas frente al
HPV. Estas vacunas estan compuestas por particulas semejantes a los virus
nativos, en inglés “virus like particles” (VLPs). Se trata de estructuras esféricas
conformadas a partir de la propiedad de autoensamblaje de la proteina L1, gen
estructural inmundgeno mayor de la capside viral, obtenida por recombinacion
fénica en el laboratorio. Las VLPs son morfolégica e inmunogénicamente
similares a los viriones nativos, pero carecen de capacidad infectiva, replicativa y
oncogénica al no poseer ADN viral. Cada VLP esta constituida por 72

pentametros de L1.

El uso de la vacuna contra el HPV se introdujo en el 2006 en Estados Unidos con
la indicacién de prevenir la infeccion viral a nivel del aparato genital femenino.
Por el momento no esta aprobada la indicaciéon de prevencion de la infeccion a

nivel de cavidad oral u orofaringe.

La primera vacuna tetravalente contra los HPV tipo 6, 11, 16 y 18 (Gardasil®,
Merck & Co. Inc. Whitehorse Station, NJ, USA) fue aprobada por la FDA en 2006
para niflas y mujeres jovenes de 9-26 afos para prevenir el carcinoma cervical,
vaginal y wvulvar, y las verrugas anogenitales producidas por HPV.
Posteriormente la FDA introdujo una segunda indicacién en 2009 para la
prevencion de las verrugas genitales en hombres de entre 9-26 afios. En 2009
se aprobd una vacuna bivalente contra HPV tipo 16 y 18 (Cervarix®,
GlaxoSmithKline, Philadelphia, PA, USA) para mujeres de 10-26 afos. Ambas

vacunas requieren 3 dosis.

De acuerdo con el National Immunization Survey-Teen, de Estados Unidos, el
porcentaje de nifias que han recibido al menos una dosis ha aumentado de un
21,1% a un 44,3% entre los afios 2007 y 2009%*. El objetivo en USA a conseguir
en 2020 es que un 80% de las nifias entre 13-15 anos reciban las 3 dosis de la

vacuna del HPV.

En el estado espanol se introdujo la vacunacion frente a HPV dentro del
calendario vacunal para la poblacion femenina (nifias de 11-14 afos) entre los

afios 2007-2008 segun las comunidades auténomas®.
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Carcinogénesis inducida por el HPV a nivel orofaringeo

Clinicamente, los HPV mucosos se clasifican en alto y bajo riesgo a partir del
potencial de progresion maligna de las lesiones que originan. A partir del
descubrimiento por parte de Harald zur HAusen en el que demostraba que
algunos genotipos de HPV se asociaban con la aparicion de lesiones
premalignas a nivel del cérvix y el desarrollo de carcinomas a dicho nivel®®®’,
este descubrimiento fue reconocido con la obtencion del Premio Noébel de
Medicina en 2008, diferentes estudios epidemiolégicos han relacionado la

infeccion por HPV con lesiones tumorales a diferentes niveles.

La siguiente tabla muestra los resultados de un estudio realizado por el Institut
Catala d’Oncologia y por la OMS en el que se estima la contribucion de la
infeccion por HPV de alto riesgo en el desarrollo de carcinomas en diferentes

localizaciones del organismo.

Localizacion

Cérvix >99
Ano 84.2
Vagina 69.9
Pene 47.0
Vulva 44 .4
Orofaringe 35.6
Cavidad oral 23.5

Las células de la capa basal del epitelio son las unicas con capacidad de iniciar
la infeccion por HPV, por lo que ésta aparece de forma preferente en zonas

sometidas a microtraumatismos o en zonas donde estas células de la capa basal
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son mas accesibles. La presencia de integrinas a6, B1 y P4 estarian

relacionadas con la union del HPV a nivel de la capa basal del epitelio.

En el caso del tejido amigdalar, ya sea en la amigdala palatina o en la amigdala
lingual, el epitelio de las criptas amigdalares es un epitelio de tipo reticulado,
pudiendo exponer las capas profundas a la infeccion viral. Por otra parte,
algunos estudios sugieren que la funcion inmunolégica del tejido amigdalar y la
presencia de células relacionadas con esta funcion inmunoldgica podrian crear

un microambiente favorable a la infeccion de las células escamosas.

Una vez se ha producido la entrada del virus a nivel de la célula escamosa se
requiere de una alteracion de los mecanismos inmunitarios que permitan la
persistencia de la infeccion. La actividad TNFa y de IL-1 influye en la capacidad
de infeccién, de manera que una respuesta inmune robusta inducida por dichas
citoquinas provocara una superacion del proceso infeccioso. A nivel del cérvix,
mas del 90% mayoria de las mujeres infectadas cuentan con una respuesta
inmune que erradica la infeccion, en tanto que en alrededor de un 10% de casos
aparece una infeccion persistente, y en 5-10/100.000 casos se produce una

progresion clinica de la enfermedad.

El virus HPV cuenta con una serie de genes que codifican para proteinas
precoces (E), tardias (L) y una regidén reguladora inicial “URR”. Los genes
precoces participan en la regulacion, promocion y mecanismos de trascripcion y
replicacion del ADN viral, en tanto que las tardias codifican las proteinas de la

capside.
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FIGURA 17: Esquema genoma viral del virus papiloma humano.

Proteinas precoces:

E1 se trata de una helicasa dependiente de ATP que inicia el mecanismo

de replicacion viral en cooperacion con E2.

E2 juega un papel en la regulacion de la trascripcion de los genes
precoces, la replicacion del ADN viral, y cuenta con funciones en el
mantenimiento del genoma. Actua sobre la segregacion del ADN viral en
el momento de la division celular. La expresion de E2 supone una

supresion en la trascripcion de E6 y E7.
E4 actua modulando la fase tardia del ciclo viral.

Proteinas precoces oncogénicas:

E5 es una proteina transmembrana que induce la dimerizacidon
independiente del ligando y la activacién de protein quinasas incluyendo
EGFR, e incrementa la expresion de Akt y ERK1/2, lo que lleva al
incremento en la expresién de VEGF. Junto con EG6, la oncoproteina E5
contribuye a la formacién de koilocitos, un tipo celular utilizado en la

deteccioén de epitelios infectados por HPV. HPV E5 puede contribuir en las

41



Introduccion

fases iniciales del proceso de carcinogénesis, pero no es necesario para

la progresion hacia la malignizacion.

e EG6 actua como un oncogen en los HPV de alto grado. La expresion de E6
aparece como consecuencia de la disrupcion/deleccion de E2,
favoreciéndose los mecanismos de integracidén viral. El proceso de
integracion del virus aparece como un elemento fundamental en el
modelo de carcinoma cervical, en tanto que no esta claro su papel en el
caso de los carcinomas de orofaringe relacionados con HPV. La
integracion del virus comporta una anulacién de la capacidad represora
de E2, resultando en una sobre expresion de E6 y E7. Esta sobre
expresion de E6-E7 en los genotipos de alto grado incrementa la
proliferacion celular y la inestabilidad genética, proporcionado una ventaja

a las células infectadas.

E6 se expresa de forma preferente en el nucleo, favoreciendo la
inmortalizacién celular a partir de mecanismos directos e indirectos. E6
forma un complejo trimérico con p53 y una ubiquitin ligasa E3 (E6AP,
E6-associated protein), resultando en la degradacién del complejo por la
accion del proteosoma 26S, lo que reduce de forma drastica la vida media
de la p53. E6 inhibe de forma directa la trascripcion de la p53. Ademas,
actua de forma indirecta a través de la regulacion epigenética de la p53, y
a partir de la activacién de la trascripcion de TERT (telomerase reeverse

transcriptase).

e E7 cuenta igualmente con capacidad oncogénica en los genotipos de alto
grado a partir de la regulacién del ciclo celular. Las proteinas E7 de
genotipos de alto grado se une a la proteina Rb y provoca una
degradacion efectiva de la misma a partir de una ubiquitinizacién
dependiente del proteosoma. Como resultado se produce una expresion
constitutiva de los genes relacionados con E2F y la progresion celular
desde G1 afase S.
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FIGURA 18: Esquema representando el inicio de la infeccion del HPV en la capa basal del

epitelio desde donde progresa a las capas mas externas.

La represion de la expresion de E6/E7 de HPV-16 utilizando shRNA vehiculizado
mediante retrovirus en células de carcinoma de orofaringe se asocia con una

rapida restauracion de la actividad p53 y Rb y con una apoptosis masiva®*.

Alteraciones genéticas en tumores HPV+

Diferentes estudios han evaluado las diferencias a nivel del genoma en relacion
a la infecciéon HPV. Wilting y cols®® compararon las alteraciones cromosdmicas
aparecidas en carcinomas cervicales HPV+, carcinomas de orofaringe HPV +y
HPV-, encontrando un elevado grado de similitud en los tumores HPV+

independientemente de su localizacion.
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HPV (+) HNSCC  HPV(-) HNSCC

HPV (+) CxSCC

FIGURA 19: Esquema de alteraciones cromosémicas encontradas en carcinomas cervicales

HPV+, carcinomas de orofaringe HPV + y HPV- (tomada de Wiltingsg).

Por su parte Martinez y cols® llevaron a cabo un estudio con arrays en muestras
de carcinoma de orofaringe, encontrando una expresion diferencial en 59 genes.
Entre los sobre expresados en HPV+ aparecieron genes relacionados con la
estructura nuclear y meiosis, reparacién de ADN y regulacion de la trascripcion, y
entre los infra expresados genes involucrados en la proteolisis y la transduccién
de sefial. Ademas, aparecieron diferencias en la expresion genética en relacion

con muestras de mucosa sana.

En otro estudio de caracteristicas similares desarrollado por Lohavanichbutr y
cols®! se pudo apreciar como no aparecian diferencias notables en los perfiles de
expresion en funcién del estatus HPV en el caso de carcinomas de cavidad oral,
en tanto que para los carcinomas de orofaringe si que aparecian diferencias,
particularmente en genes relacionados con la regulacion y reparacion de ADN, el

ciclo celular y la sensibilidad a la radioterapia y la quimioterapia.
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Klussman y cols®? sefialaron los siguientes como genes clave sobreexpresados

en los carcinomas de orofaringe HPV+.

Genes sobreexpresados en

Funcion

carcinomas HPV +
CDKNZ2A (CDK inhibidor 2)

Inhibidor del ciclo celular, producto transcripciéon de
E2F

PCNA (proliferador-antigeno

nuclear celular)

Proteina auxiliar ciclo celular para ADN polimerasa

RFC4 (Factor de replicacion
c4)

Proteina accesoria para ADN pol. Forma parte de
complej proteinas de sensor de dafio de ADN llamado
BASC.

MCM?2 (complejo
mantenimiento
minicromosom 2)

Proteina temprana de fase S involucrada en replicacion
ADN, probablemente regulada por E2F

MCM3 (complejo
mantenimiento
minicromosom 3)

Involucrada en replicacién ADN, probablemente sirve
como helicasa que liga caperona histona con histona
puentes H3 -H4 .

CDC7 (ciclo division celular
7)

Preotein kinase esencial para la fase G1/S de la
transcripcién y la iniciacion de la replicacién de ADN.

TYMS (timidilato sintetasa)

Actuan en replicacién y reparacién de ADN

CCNE2 (Ciclina E2)

Activa CDK2 y y esta involucrada en la sintesis de ADN

USP1 (proteasa ubiquitin
especifica 1)

Regula negativamente PCNA poliubiquitinacion,
proceso normalmente inducido por agentes que nafian
el ADN

BRG1 (BRM/SWI2-gen 1)

Ivolucrada en mecanismo dependiente de ATP
remodelador de cromatina que coincide con el final de
la division mitotica.

Finalmente, otros autores han analizado los perfiles de expresion genética
teniendo en cuenta el antecedente de tabaquismo ademas del estatus HPV®,

encontrando una expresion diferencial en genes regulados por p53 o E2F.

Una conclusién general a partir de los resultados obtenidos por los diferentes
autores es que el numero de alteraciones genéticas necesario para conseguir la

progresion tumoral en el modelo HPV+ es inferior al requerido en el HPV-.

En dos estudios de secuenciacion completa del exoma realizados en unos 100
CECC, la frecuencia de mutaciones para los pacientes con tumores HPV+ fue
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aproximadamente la mitad a la correspondiente a la encontrada en tumores
HPV- (media de mutaciones de 2.28 mutaciones/Mb versus 4.83 mutaciones/
Mb, p=0.0004)*%°.

Entre los genes con una expresion diferencial mas notable en funcion del estatus

HPV destaca el gen CDKN2A, que codifica para la proteina p16™<*,

que
aparece sobre-expresado en los tumores HPV+, de manera que la expresion de
la proteina p16 se utiliza como un marcador subrogado de la infeccién HPV®*7.
Otros genes que aparecen sobre-expresados en los tumores HPV+ son p18,

TFDP2 y MCM2-6-77%79,

Recientemente, Mirghani y cols® publicaron los resultados de un estudio en el
que se analizo la expresion gendémica completa de 30 pacientes con carcinomas
de orofaringe, la mitad de los cuales contaban con tumores relacionados con
HPV (HPV ADN+/mARN+). De acuerdo con sus resultados, los tumores HPV+
contaban con una expresion diferencial en 224 genes, relacionados con los
procesos de respuesta inmune, apoptosis, proliferacion /ciclo celular, reparacion
del ADN, remodelado de la cromatina, diferenciaciéon de los queratinocitos, y

transcripcion.
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FIGURA 20: Funcién molecular y celular de los genes con una expresion diferencial en
carcinoma de orofaringe HPV+ y HPV- (Verde: genes sobre-expresados en HPV+ y

Rojo: genes infra-expresados en HPV+) (tomada de Mirghani®®).

Cabe destacar que, si bien la expresion de CDKN2A, el gen responsable de la
codificacion de p16, se encontraba sobre-expresado de forma significativa en los
tumores HPV+ (p<0.001), dada la elevada variabilidad en su nivel de expresion,
no quedo incluido en la firma genética que definia los tumores HPV+. La
siguiente figura muestra los niveles de expresion de CDKN2A de los tumores

incluidos en el estudio en funcién del estatus HPV.
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FIGURA 21: Expresioén del gen en pacientes HPV- y HPV+ (tomada de Mirghanigs).

Via de senalizacion

Entre los procesos celulares que participan en el proceso carcinogenético en los
tumores HPV+ destacan las vias de senalizaciéon reguladas por Wnt,
PI3K/Akt/mTOR y Notch.

1. La activacion candnica de Wnt impide la formacion del complejo de
degradacion de la B-catenina, lo que comporta su acumulacion y
translocacién nuclear, y la unidén con factores de transcripcidon como
TCF4. Los complejos B-catenina/TCF4 regulan la expresion de genes
relacionados con la polaridad celular, la proliferacion y la diferenciacion,
incluyendo c-jun, c-myc y ciclina-D1. Como consecuencia directa de la
actividad de E6 y E7, los tumores HPV-16+ cuentan con una activacion de
la sefial Wnt y un acumulo nuclear de B-catenina®. En un modelo de
carcinoma de cérvix, se ha podido verificar como la activacién de la via
Wnt depende de la represion transcripcional de DKK3 y SFRP2, proteinas
que regulan de forma negativa la actividad de esta via'®.
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97 analizaron la relacion entre la expresién de la via

2. Chun y cols
PI3BK/Akt/mTOR y su regulador PTEN vy el estatus HPV en 65 pacientes
con carcinomas de orofaringe. El estudio de hibridacion mostrd la
presencia de HPV en 26 de los pacientes analizados. El estudio con
RT-PCR demostré la presencia de HPV en 21 de estos los pacientes,
siendo el genotipo encontrado con una mayor frecuencia el 16 (19/21,
90.5%). A partir de un estudio inmunohistoquimico, los autores no
encontraron una relacion entre el estatus HPV y la expresion de proteinas
de la via PI3K/AKt/mTOR. Igualmente, no aparecieron diferencias
significativas en los niveles de expresion de p53 en funcién del HPV. Por
el contrario, los pacientes HPV+ contaron con unos niveles de expresion
de PTEN significativamente superiores (P=0.037). De acuerdo con el
modelo de carcinogénesis “convencional”’ asociado al consumo de tabaco
y alcohol, la pérdida de expresion de PTEN, que cuenta con la capacidad
de reprimir el eje PI3K/Akt/mTOR es un hecho frecuente. Segun los
resultados obtenidos por estos autores, los tumores HPV contarian con
un incremento en la expresion de PTEN, especificamente a nivel nuclear,
lo que podria ser uno de los elementos que justificase el prondstico

102

favorable de estos tumores. Por el contrario, Surviladze y cols

encontraron que la infeccion HPV estimula la via PISBK/Akt/mTOR.

3. Los receptores y ligandos Notch actuan regulando la proliferacion y
diferenciacion celular, promoviendo la diferenciacion final de los
queratinocitos, comportandose como unos supresores de tumores. Se ha

h103ﬂ04

demostrado como EG6 reprime la transcripcion de Notc , lo que

justificaria una inactivacion de esta via.

15 realizaron un estudio inmunohistoquimico relacionando el

Rampias y cols
estatus HPV/p16 en una cohorte de 102 CECC con la expresion de una bateria
de 13 biomarcadores relacionados con los procesos de carcinogénesis
(E-cadherin, B-catenin, EGFR, MET, STAT3, ERK1/2, pAKT, pl3Kp85,
pl3Kp110, PTEN, p53, Bcl2, NFkB). Los autores dividieron la cohorte en funcion
de la mediana de expresién de p16 en pacientes con bajo y alto nivel de
expresion. De acuerdo con los resultados obtenidos, los tumores con unos

niveles de expresion alto de p16 contaron con un incremento significativo de la
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expresion de E-cadherin, B-catenin, EGFR, pI3Kp110, PTEN, Bcl2, y NFkB. En
un estudio in vitro realizado con dos lineas de CECC HPV+, pudieron demostrar
como el silenciamiento de la expresién de E6 y E7 condujo a una induccién de

p21 (marcador subrogado de la actividad p53) y de PTEN.

C 10 p21 PTEN E7
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FIGURA 22: Grafica donde se representa en 2 lineas de CECC HPV+, la supresion de E7

produce induccion de p21 y PTEN consecuente (tomada de Rampias’®).

1% analizaron el porcentaje de células con caracteristicas de stem

Zhang y cols
cell en carcinomas de orofaringe y lineas celulares de CECC en funcion del
estatus HPV. En un estudio realizado con arrays tisulares pudieron demostrar
como los pacientes con carcinomas HPV+ contaron con unos niveles de
expresion de aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1), un marcador indirecto de
stem cells, significativamente superior que los pacientes con tumores HPV-, lo
que indicaria que los tumores HPV+ contarian con un porcentaje superior de
células con caracteristicas de stem cell. Este hallazgo se verificé con estudios in
vitro, segun los cuales la expresién de ALDH1 vy la eficiencia en la formacion de
esferas tumorales, otra de las caracteristicas de las stem cell, fue superior en
cultivos celulares derivados de tumores HPV+. De acuerdo con los autores, el

nivel de expresion de la ALDH1 careceria de capacidad prondstica.

Por ultimo, los microRNA son pequefios fragmentos de cadenas simples de ARN

que participan en los mecanismos de regulacion trascripcional a partir de la
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represion o induccion de la degradacion del mARN. Diferentes autores han
encontrado que el perfil de expresion correspondiente a los microRNA de lineas
celulares de CECC HPV+ difiere de forma significativa del correspondiente a
lineas HPV-, y que la actividad del oncogen E6 podria estar relacionada con

estas diferencias en los perfiles de expresion de los microRNA?71%8,

Relacion de la infeccion HPV con la respuesta al tratamiento
con radioterapia y/o quimioterapia

Se ha ido observado que los tumores HPV+ tienen mejor respuesta al
tratamiento, por lo que numerosas series ha analizado los resultados segun el

tratamiento y el estatus HPV.

Gupta y cols'®

celulares transformadas con HPV-16 (UMSCC47 y UPCI-SCC90) en relacién

con una linea HPV negativa (SQ20B). Pudieron constatar la existencia de

estudiaron la radiosensibilidad correspondiente a dos lineas

discrepancias en el nivel de radiosensibilidad de las lineas HPV+, con una de las

lineas HPV+ notablemente sensible.

Survival Fraction

—o~ 5Q20B HPV -
-=0~- UPCI-SCC90
== - UMSCC47 HPV +

0.01 | | | |
0 1 2 3 4

Radiation Dose

FIGURA 23: Radiosensibilidad en 3 lineas celulares, dos HPV + y una HPV- (tomada de
Gupta’og).

Ademas también observaron que aparecid una correlacidon entre la
radiosensibilidad y la actividad de la via Akt, con una sensibilizacion similar para
las tres lineas estudiadas en funcion de la inhibicidén de la actividad Akt.
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"0 se analizo la

En otro estudio de radiobiologia realizado por Arenz y cols
radiosensibilidad intrinseca de un panel de 8 lineas celulares, incluyendo cuatro
lineas HPV+ (UM-SCC-47, UM-SCC 104, UPCI:SCC152, y 93-VU-147T). A
partir de los resultados obtenidos con test clonogénicos pudo determinarse que

las lineas HPV contaban con una radiosensibilidad superior.

0.50 -
@® UD-5CC-1
A Um-sCC-6
0.45 A @ UM-SCC-11b
O UT-SCC-33
0.40 - O UM-sCC-47
A um-scc-104
0.35 < 93-VU-147T
o~ ’ RS, S ] UPCI:SCC152
“ 030 o
[ #]
0.25
0.20 _-ﬁ__
p=0.010 <
0.15

HPV-negative HPV-positive

FIGURA 24: Representacion de la radiosensibilidad en los grupos HPV — y HPV +

(tomada de Arenz'™®).

El incremento en la sensibilidad a la radioterapia de las lineas HPV+ parecia
asociarse a una alteracién en la regulacién del ciclo celular, con un transito mas
rapido a través de la fase S y un acumulo en fase G2/M, asi como un incremento
de la apoptosis asociado a una alteracién en los mecanismos de reparacion de

las roturas de doble cadena.

Serensen y cols"’

celulares HPV- (Fadu, UTSCC5 y UTSCC33) y HPV+ (UMSCC47, UDSCC2 y
UPCISSC90), pudieron constatar una mayor radiosensibilidad en las lineas
HPV+.

en un estudio de radiobiologia en que compararon lineas

52



Introduccion

® UMSCC47
v UPSCCO04py 4
B UD2
- S O UTSCC33
- NN v FaDugy ppy.
TS - -
- 5 ;\ O UTSCCs
S JN
lL \
E D\
.— Y A !
£ 001 § ,
=3 \
(73] iR
0.001 , . : _
0 2 4 6 8 10
Dose (Gy)

FIGURA 26: Grafica donde se representa mayor radiosensibilidad en las lineas celulares HPV+

(tomada de Serensen’"’).

Ademas los autores pudieron comprobar como la hipoxia incrementaba la
expresion de un panel de genes relacionados con la respuesta a la hipoxia de
forma independiente al estatus HPV, y como en tratamiento con Nimorazole, un
agente radiosensibilizador con actuacion sobre areas hipoxicas, aumentaba de
forma significativa la respuesta a la radioterapia para la totalidad de las lineas

celulares.

Nagel y cols'"?

evaluaron la respuesta al tratamiento con radioterapia, cetuximab
y cisplatino en un panel de lineas celulares, evaluando la respuesta en funcién
del estatus HPV. Se compararon 4 lineas HPV+ (UM-SCC-47, UD-SCC-2,
UPCI-SCC90 y VU-SCC-147) con 14 lineas HPV-. No aparecieron diferencias
significativas en la sensibilidad al cetuximab o a la radioterapia en relacién con el
estatus HPV, en tanto que las lineas HPV+ mostraron una mayor resistencia
frente al tratamiento al cisplatino (p=0.008), tal como muestra la siguiente

imagen.
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FIGURA 25: Sensibilidad al cisplatino en 14 lineas HPV- (Gris) y en 4 lineas HPV+ (negro),

donde se observé mayor resistencia (tomada de Nagel'”) .

Las lineas celulares no demostraron diferencias significativas en la capacidad de
migracion en funcién de HPV, en tanto que el tiempo de doblaje de la poblacion
celular para el conjunto de lineas HPV+ fue significativamente superior
(p=0.025), si bien esta tasa de crecimiento no se correlaciono con los resultados

obtenidos con los diferentes tipos de tratamiento.

Por su parte, Spanos y cols'™

compararon la respuesta a la radioterapia y el
cisplatino in vitro e in vivo en un modelo experimental de dos lineas HPV+
(UM-SCC-47 y UPCI-SCC90) con tres lineas HPV-. Las lineas HPV+ fueron
ligeramente mas resistentes a la radioterapia, en tanto que en un modelo in vivo
de ratones inmunocompetentes se invirtié esta tendencia, consiguiéndose una
mejor respuesta en los tumores HPV+. La utilizacion de un modelo de ratén
inmunodeficiente (RAG-1, con una anulacion de linfocitos T y B) condujo a una
disminucioén significativa de la respuesta al tratamiento con radioterapia en los
tumores HPV+, indicando que el sistema inmune aparece como un elemento
importante en la respuesta clinica ante este tipo de tumores. El tratamiento
previo a con una vacuna frente a E6/E7 resulté también en una disminucion en el

crecimiento tumoral y un incremento en la supervivencia.

Al comparar la respuesta in vitro con el cisplatino, los autores no encontraron
diferencias en relacion al estatus HPV. Al utilizar lineas celulares obtenidas de

células epiteliales amigdalares normales, las lineas HPV+ contaron con una
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mayor resistencia frente al cisplatino. In vivo se reprodujeron los resultados
obtenidos con la radioterapia. Los tumores HPV+ contaron con una mayor

respuesta, que se anulo al utilizar el modelo de raton inmunodeficiente.

En funcion de esta serie de resultados que muestran que intrinsecamente las
lineas celulares HPV+ no cuentan con una mejor respuesta frente a los
tratamientos administrados, el mejor prondstico correspondiente a los pacientes
HPV+ podria corresponderse con factores dependientes del huésped, entre los

que se encontraria la respuesta inmune.

La administracién de radioterapia podria incrementar la respuesta inmune frente
a antigenos virales a través de diversos mecanismos: incremento en la
presentacion de antigenos por las células dendriticas, incremento en la
migracion y penetraciéon de ceélulas con capacidad inmune, supresion de las
senales inhibitorias dependientes de las células reguladoras de los linfocitos T,
disminucién de la capacidad angiogénica de los macrofagos asociados al tumor,
sobre-regulacion de las moléculas del complejo de histocompatibilidad, y la
induccion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a con capacidad de revertir

la tolerabilidad del microambiente para el desarrollo del tumor''*.

eig Radiation
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\% — TWEQ_ .'¢
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Increased tumor antigen presentation
by DC and release of HMGBI1 by
tumor cells trigger TLR4 on DC

=8 > = X
Increased penetration of immune Decreased tolerance via reduction =~ Decrease proangiogenic tumor

cells and migration of DC of Treg and immature myeloid cell ~ associated macrophages
inhibition

Up-regulation of TNF receptors
and MHC class I molecules

FIGURA 27: Imagen que representa los efectos de la radioterapia (fomada de Vu”").
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15 evaluaron in vitro la radiosensibilidad de la linea celular HPV+

Sirianni y cols
de carcinoma de orofaringe SCC90 en funcién del tratamiento previo con
cidofovir, un farmaco con actividad antiviral frente a virus ADN a partir de la
fragmentacién del ADN vy la induccién de apoptosis de células infectadas por
HPV. De acuerdo con sus resultados, el tratamiento con cidofovir no modifico de
forma sustancial la viabilidad de la linea tumoral, en tanto que si que incrementé
de forma significativa la sensibilidad al tratamiento con radioterapia, tal como

muestra la siguiente figura.

0.8
0.6
0.4 -

0.2 -

Fraction of cells remaining after XRT

Mo Gidefovir  Cidofowir

SCCa0

FIGURA 28: Gréfica que representa la radiosensibilidad de carcinomas orofaringe HPV+

en funcion del tratamiento previo con cidofovir (tomada de Sirianni’’®).

De acuerdo con sus resultados, el incremento en la sensibilidad a la radioterapia
podria corresponderse con una estabilizacion en la expresion de la p53 inducida

por el tratamiento con cidofovir.
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Hipétesis

La hipotesis del presente estudio es que se esta produciendo un aumento del
porcentaje de pacientes HPV+ en los carcinomas de orofaringe diagnosticados y
tratados en nuestro centro, y que estos pacientes HPV+ cuentan con unas
caracteristicas epidemioldgicas y de respuesta al tratamiento diferentes a las de

los pacientes no infectados por el virus (HPV-).
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Objetivos

Los objetivos que nos planteamos en el presente proyecto son:

1. Cuantificar el porcentaje de tumores HPV+ y su genotipo en pacientes con
carcinomas de orofaringe diagnosticados y tratados en nuestro centro
durante el periodo de 1991 a 2012.

2. Estudiar la existencia de tendencias en cuanto a la incidencia de aparicion

de carcinomas de orofaringe HPV+ a lo largo del periodo de estudio.

3. Evaluar la relacion entre la positividad HPV vy la edad, el sexo y los

antecedentes en los consumos de tabaco y alcohol en los pacientes.

4. Analizar la relacion entre la positividad HPV y la extension de la

enfermedad.

5. Investigar la actividad biolégica del HPV en los tumores positivos a partir
de la determinacion de la expresion inmunohistoquimica de la p16 y la
expresion mediante PCR de mRNA-EG.

6. Estudiar la relacion entre la positividad HPV y el prondstico de la

enfermedad.
7. Valorar la existencia de diferencias en la incidencia de aparicion de

segundas neoplasias en los pacientes con carcinomas de orofaringe en

funcién del estatus HPV.
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Poblacion de estudio

El presente estudio se realizdé a partir de los datos obtenidos de una base de
datos oncoldgica que incluye informacion epidemioldgica, terapéutica y de
seguimiento de la totalidad de pacientes con tumores malignos de cabeza y
cuello diagnosticados y tratados en el Hospital de Santa Creu i Sant Pau desde
1985'"°,

Se analizaron los pacientes con carcinomas de orofaringe tratados durante el
periodo de 1991 a 2012. Durante dicho periodo, fueron diagnosticados y tratados
un total de 3,945 pacientes con carcinomas escamosos en las diferentes

localizaciones cabeza y cuello,

La siguiente tabla muestra la distribucién en funcién de la localizacion de los

CECC diagnosticados durante este periodo de tiempo.

Rinofaringe 152 3.9%
Cavidad oral 528 13.4%
Orofaringe 799 20.3%
Hipofaringe 386 9.8%
Laringe 1,828 46.3%
Otros 252 6,3 %
Total 3,945 100%

Los tumores localizados en la orofaringe ocuparon el segundo lugar en

frecuencia de aparicion tras los de localizacion laringea.
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Para la realizacién del presente estudio se requeria una muestra histolégica del
tumor previa a la realizacion de ningun tipo de tratamiento. Se determind la
disponibilidad de la obtencion de dicha muestra tumoral comparando el listado
de pacientes con carcinomas de orofaringe con el correspondiente a la base de
datos del Servicio de Anatomia Patoldgica de nuestro centro. Se obtuvo un
bloque histolégico del tumor en un total de 411 casos. El principal motivo por el
cual no se dispuso de una muestra de tumor previa al tratamiento fue que el
diagndstico histolégico de la neoplasia fue realizado en otro centro, remitiéndose

al paciente al Hospital de San Pau para la realizacién del tratamiento oncoldgico.

Los bloques de parafina con las muestras del tumor fueron procesadas en el
Institut Catala d’Oncologia (ICO) en Bellvitge. En una primera evaluacioén, se
procedio a la obtencidén de un corte para cada uno de los casos y su tincion con
H&E. Esta preparacion histolégica fue analizada por un patélogo del ICO que
comprobd la existencia de tumor en la muestra histolégica. En un total de 20
ocasiones el patélogo determind que el bloque histoldgico no contaba con tejido
tumoral de calidad suficiente para ser incluido en el estudio. Ademas, los
patologos procedieron a tipificar el tipo de tumor de acuerdo con la siguiente

clasificacion morfolégica:

Convencional

- Basaloide

- Verrucoso

- Papilar

- Sarcomatoide

- Otros
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Finalmente, la base del presente estudio la componen un total de 391 muestras
de tumor correspondientes a 391 pacientes con carcinomas escamosos
localizados en la orofaringe diagnosticados, y que contaron con una muestra

histolégica del tumor obtenida de forma previa al tratamiento.

La siguiente tabla compara el sexo, edad, categoria de extension local (T) y
regional (N), y localizacién del tumor en funcion de que se hubiese obtenido o no
una muestra histologica apta para ser incluido en el presente estudio.

Incluido No incluido P

Sexo Masculino 354 (49.2%) 365 (50.8%) 0.612
Femenino 37 (46.3%) 43 (53.8%)

Edad: media (desviacion std) 61.1 (10.8) 59.5 (11.1) 0.041

T T1-2 195 (54.6%) 162 (45.4%) <0.0001
13-4 196 (44.3%) 246 (55.7%)

N NO 191 (57.4%) 142 (42.6%) <0.0001
N+ 200 (42.9%) 266 (57.1%)

Localizacion Amigdala 179 (49.2%) 185 (50.8%) 0.003
Paladar 64 (65.3%) 34 (34.7%)
Base de lengua 121 (43.7%) 156 (56.3%)

Pared posterior 27 (45.0%) 33 (55.0%)

Aparecié una tendencia a incluir en el estudio un mayor porcentaje de pacientes
con tumores menos avanzados, con una media de edad ligeramente mas

elevada y localizados a nivel del paladar.
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Ademas, con la finalidad de obtener una estimacioén de la penetracién del HPV
en el resto de localizaciones de cabeza y cuello, se procedio a la evaluacion de la
presencia de HPV en una muestra aleatoria de 100 pacientes con tumores
localizados en cavidad oral, hipofaringe y laringe diagnosticados y tratados en el
Hospital de Sant Pau durante el mismo periodo de estudio. El procesamiento de

estas muestras fue similar al efectuado con las de los tumores de la orofaringe.

Procesamiento de las muestras

Tras comprobar la idoneidad de la muestra de tumor, se realizaron secciones de
los bloques de parafina incluidos en el estudio con microtomo bajo estandares de
no-contaminacion (se utilizé una sola cuchilla desechable para cada espécimen)
y con la técnica de sandwich. Se realizaron al menos 8 cortes de cada bloque de
parafina, la primera y ultimas secciones se tifieron con H&E y se utilizaron en la
evaluacion anatomopatoldgica (verificacion de diagnéstico y evaluaciéon de la
adecuacion del tejido). Las secciones intermedias se utilizaron para la extraccién
de ADN vy subsiguiente deteccion vy tipificacion del HPV y para las
determinaciones de inmunohistoquimica. El grosor de cada seccion para la

extraccion de ADN oscilo entre 5-8um.

Procedimientos de extraccion de ADN y determinacion de HPVs
mucosales.

La determinacion de HPV se realiz6 en todos los casos considerados adecuados
para procesar tras el examen histopatolégico. Para incluir el bloque en el
protocolo de evaluacién y determinacién de HPV se considerd necesario que
contuviese células neoplasicas en los dos cortes de H&E (sandwich method). El
ADN se extrajo bajo condiciones de no-contaminacion siguiendo los protocolos
establecidos, y procesado mediante el método de digestion con proteinasa-K. La
determinaciéon de HPV se realizé usando PCR con el sistema de primers SPF-10
seguido de DEIA (DNA Enzyme ImmunoAssay). En las muestras HPV ADN
DEIA positivas se procedioé al genotipado mediante Line Probe Assay LiPA25
(Labo Biomedical Products, Rijswijk, The Netherlands). Los genotipos del HPV
detectados por esta prueba fueron: HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42,
43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 70 y 74. Una seleccion (5%)
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aleatoria de muestras HPV negativas fue re-evaluada para excluir falsos
negativos (diluciones del ADN para minimizar el efecto de los inhibidores,

evaluacion de la positividad por 3-globina, entre otras).

Con el objetivo de monitorizar la contaminacion potencial de los especimenes
obtenidos en su lugar de origen, durante el estudio se incluyeron especimenes
control (tejidos no relacionados con el HPV). El laboratorio realiz6é regularmente
controles de la técnica con un laboratorio de referencia (W.Quint-DDL Diagnostic

Laboratory, Voorburg, Holanda).

Para los pacientes HPV+, se llevd a cabo una determinacion de la expresion de
E6* ImMRNA, para verificar la existencia de la activacion de las vias

carcinogeénicas relacionadas con la infeccién viral.

Expresién inmunohistoquimica de pRb, p16, p53, CD1.

El papel oncogénico de los HPVs identificados en el paso anterior se evaluo
mediante analisis de patron de expresion de proteinas: pRb, p16, p53 y CD1. En
todos los casos HPV+ se realizaron las cuatro determinaciones de

inmunohistoquimica, siguiendo instrucciones del fabricante.

Para cada una de las determinaciones de inmunohistoquimica se llevé a cabo
una valoracion cualitativa de la calidad del marcador, una valoracion del
porcentaje de células tefidas (<5%, 5-25%, 26-50%, 51-75%, >75%), una
valoracion de la intensidad de la tincion (valoracion del 0 al 5) y una valoracién
del patrén de distribucion del marcador (0: no tincidén; 1: tincion focal o
parcheada; 2: tincién difusa o continua). A partir del analisis de los valores
anteriores, un patdlogo procedio a considerar la expresion de cada una de las

proteinas valoradas en el estudio inmunohistoquimico como positiva o negativa.
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Datos clinicos

Para cada uno de los pacientes incluidos en el estudio se consideraron las
siguientes variables:
e Edad en el momento del diagndstico del carcinoma de orofaringe
¢ Afo de diagnéstico del tumor
e Sexo
e Consumo de tabaco:
- No consumo
- <20 cigarrillos/dia
- 2 20 cigarrillos/dia
e Consumo de alcohol
- No consumo
- <80 gr/dia
- 280 gr/dia
e Estado general medido con el indice de Karnosfsky
e Grado histologico del tumor
- bien diferenciado
- moderadamente diferenciado
- mal diferecniado
e Localizacion del tumor
- amigdala
- Uvula y paladar blando
- base de lengua- valécula
- pared posterior de orofaringe
e Categoria de extension local (T)
e Categoria de extension regional (N)
e Tratamiento realizado a nivel local
- no tratamiento (tratado en otro centro)
- tratamiento paliativo
- radioterapia
- quimio-radioterapia

- cirugiazradioterapia
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e Tratamiento realizado a nivel regional
- no tratamiento (tratado en otro centro)
- tratamiento paliativo
- radioterapia
- quimio-radioterapia
- cirugiazradioterapia
e Control local de la enfermedad
e Control regional de la enfermedad
e Control a distancia de la enfermedad
¢ Antecedente de neoplasia previa / aparicion de segunda neoplasia
e Estatus del paciente en el momento del cierre del estudio
- no evidencia de tumor orofaringeo
- vivo con tumor orofaringeo
- fallecido como consecuencia del tumor orofaringeo

- fallecido como consecuencia de causa ajena al tumor orofaringeo
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Estudio estadistico

Para las variables consideradas en el presente estudio se llevd a cabo un
analisis descriptivo (frecuencia en el caso de las variables categoéricas y medidas

de tendencia central en las variables continuas).
Para el analisis estadistico se utilizaron los siguientes test:

v' Test de Chi-cuadrado o prueba exacta de Fisher para el analisis de las
tablas de contingencia en la valoracién de variables categoricas.

v Student-t test en la comparacién de medias de variables continuas para
dos grupos independientes.

v Calculo de las curvas de supervivencia mediante el método actuarial de
Kaplan-Meier. Para la comparacion de curvas de supervivencia se utilizé
el test log-rank.

v" Modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox para el analisis
multivariante.

Esta parte del analisis estadistico se llevé a cabo con la el programa SPSS

version 17.0.

La evaluacién de las tendencias en el porcentaje de pacientes con carcinomas
de orofaringe HPV+ se reliz6 con el programa Joint Point Regression Progam
Version 4.1.1 (Statistical Research and Applications Branch, National Cancer
Institute), un programa de acceso libre para analisis estadistico obtenido de
http://srab.cancer.gov/jointpoint. Este software analiza los datos de tendencias y
los ajusta de acuerdo con el modelo de puntos de inflexidn que mejor se ajusta a
los datos aportados utilizando como test de significacion el método de
permutacion de Monte Carlo. Se ofrece como resultado una representacion
grafica de las rectas de regresién adaptadas a las tendencias existentes entre
los datos, con los puntos de inflexion en caso de que existiesen modificaciones
en las tendencias a lo largo del tiempo, con una evaluacion del mejor modelo
ajustado a los datos utilizados en el analisis. La cuantificacién de las tendencias
se realizO mediante el calculo del porcentaje de cambio anual (annual
Porcentajeage rate change-APC), que representa la variacion porcentual en la
tasa de frecuencias correspondiente a una afo respecto a la del afo anterior. Se
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trata de una medida relativa, por lo que puede comparase de forma
independiente a la magnitud de la poblacién estudiada. El programa utilizado por
el Joinpoint Regression Program utiliza criterios estadisticos para determinar
cémo y cuando se producen variaciones significativas en las cifras de APC a lo
largo del tiempo. Debe tenerse en cuenta que la significacién del valor del APC
dependera tanto de las modificaciones existentes en la tendencia dentro del

intervalo analizado, como de la duracién de dicho intervalo.
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Resultados de las determinaciones de laboratorio

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, la penetracion de
HPV en la muestra de pacientes estudiada fue del 12.0%. Un total de 47
pacientes contaron con carcinomas que demostraron la presencia de ADN del
HPV.

En todas las ocasiones la infeccion por HPV fue por un unico genotipo, sin que
apareciesen casos con infeccion multiple. La siguiente grafica muestra la
distribucion de los genotipos correspondientes a los casos HPV+. En 2
ocasiones la calidad de la muestra obtenida no permiti6 determinar de forma

especifica el genotipo correspondiente a la infeccién HPV.

Genotipado HPV+
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Una gran mayoria de los casos HPV+ (41/47, 87.2%) lo fueron por el genotipo de
alto grado HPV16.

77



Resultados

El promedio anual de casos de carcinoma de orofaringe incluidos en el estudio
fue de 17.7 casos (mediana 18.5) con una desviacién estandar de 5.2 casos. La
siguiente grafica representa la distribucién de casos incluidos a lo largo del

periodo de estudio.
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La siguiente tabla muestra la distribucion en el numero y porcentaje de pacientes

con carcinomas de orofaringe HPV+ en funcion de los periodos bi-anuales.

HPV
Negativo Positivo
Ao 1991-1992 30 (88.2%) 4 (11.8%)
1993-1994 46 (92.0%) 4 (8.0%)
1995-1996 38 (92.7%) 3(7.3%)
1997-1998 30 (100%) 0 (0%)
1999-2000 21 (91.3%) 2 (8.7%)
2001-2002 29 (90.6%) 3(9.4%)
2003-2004 27 (84.4%) 5 (15.6%)
2005-2006 30 (81.1%) 7 (18.9%)
2007-2008 34 (79.1%) 9 (20.9%)
2009-2010 22 (71.0%) 9 (29.0%)
2011-2012 37 (97.4%) 1(2.6%)
Total 344 (88.0%) |47 (12.0%)

La siguiente figura representa graficamente la proporcion de pacientes HPV+ en

funcién del afio de diagndstico de la enfermedad.
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A partir del ano 2000 se aprecio una tendencia al incremento en el porcentaje
anual de pacientes HPV+, que sdlo se vid interrumpida en el periodo de los

ultimos 2 anos de estudio en los que el porcentaje se redujo de forma sustancial.

La siguiente figura muestra una representacién de la tendencia existente en
relacion con el porcentaje de pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+

diagnosticados a los largo del periodo de estudio.
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Existié una tendencia hacia el incremento gradual en el porcentaje de pacientes

con tumores HPV+ a lo largo del periodo de estudio, si bien la tendencia no

alcanzo la significacion estadistica. El valor del porcentaje de cambio anual

(APC, representa la variacion porcentual

la tasa de frecuencias

correspondiente a un afo respecto a la del afio anterior) fue de 11.86% (IC 95%:

-7.44 a 35.20%).
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Se analizé a continuacion el porcentaje de pacientes HPV+ en funcién de la

sub-localizaciéon del tumor en la orofaringe. La siguiente tabla muestra la

distribucion de los pacientes incluidos en el estudio en funcion de

sub-localizaciéon en relacion con el estatus HPV.

HPV
Negativo | Positivo
Localizaciéon | Amigdala (n=150) 125 25
83,3% 16,7%
Paladar y uvula (n=88) 81 7
92,0% 8,0%
Base de lengua (n=125) 111 14
88,8% 11,2%
Pared posterior de orofaringe 27 1
(n=28)
96,4% 3,6%
Total 344 47
88,0% 12,0%

la

Existieron diferencias significativas en el porcentaje de pacientes HPV en

funcion de la sub-localizacién del tumor (p=0.023). Tal y como cabia esperar, los

pacientes con tumores localizados en la amigdala y la base de la lengua fueron

los que contaron con un mayor porcentaje de tumores HPV+.
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Se evaluo la relacidn entre la extension local y regional de la enfermedad y la
infeccion por HPV. La siguiente tabla muestra la distribucion de la categoria de

extension local T en funcion del estatus HPV.

HPV Total
Negativo Positivo
T 1 49 (14.2%) 5(10.6%) 54 (13.8%)
2 114 (33.1%) 21 (44.7%) 135 (34.5%)
3 108 (31.4%) 17 (36.2%) 125 (32.0%)
4 73 (21.2%) 4 (8.5%) 77 (19.7%)
Total 344 (100%) 47 (100%) 391 (100%)

No existieron diferencias significativas en la extension local de la enfermedad en

funcién de la situacion HPV del tumor (p=0.129).
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Por el contrario, si que aparecieron diferencias en la afectacion regional en
funcion del HPV. El porcentaje de tumores NO en pacientes HPV- fue del 50.9%,
en tanto que para los pacientes HPV+ fue del 23.4% (p<0.0001). La siguiente
tabla muestra la distribucion de la categoria de afectacion regional en funcién del
HPV.

HPV Total
Negativo Positivo
N 0 175 (50.9%) 11 (23.4%) 186 (47.6%)
1 52 (15.1%) 12 (25.5%) 64 (16.4%)
2 99 (28.8%) 22 (46.8%) 121 (30.9%)
3 18 (5.2%) 2 (4.3%) 20 (5.1%)
Total 344 (100%) 47 (100%) 391 (100%)

Como consecuencia, los pacientes HPV+ contaron con una tendencia que no
alcanzé la significacion estadistica (p=0.120) a contar con tumores en estadios

mas avanzados, tal como muestra la siguiente tabla.

HPV Total
Negativo Positivo
Estadio || 39 (11.3%) 1(2.1%) 40 (10.1%)
| 64 (18.6%) 6 (12.8%) 70 (17.9%)
]} 88 (25.6%) 15 (31.9%) 103 (26.3%)
v 153 (44.5%) 25 (53.2%) 178 (45.5%)
Total 344 (100%) 47 (100%) 391 (100%)
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En el momento del diagndstico inicial, 5 pacientes contaron con la presencia de
metastasis a distancia (M1): La totalidad de casos M1 correspondi6 a pacientes
HPV-.

Se llevé a cabo una reclasificacién de la morfologia histolégica de los tumores.
La siguiente tabla muestra la distribucidon de las caracteristicas morfologicas de

los tumores.

n %
Convencional 368 94,1%
Basaloide 15 3,8%
Verrucoso 1 0,3%
Papilar 3 0,8%
Sarcomatoide 4 1,0%
Total 391 100,0

La gran mayoria de pacientes presentaron carcinomas escamosos de

morfologia convencional.
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Al considerar la relacion entre la morfologia del tumor y el estatus HPV, pudo

comprobarse como las variantes basaloide, verrucosa y papilar aparecieron

representadas en los pacientes HPV+,

en tanto que los carcinomas

sarcomatoides lo hicieron de forma exclusiva en los HPV- (p=0.001).

HPV

Negativo Positivo
Convencional 329 (89.4%) 39 (10.6%)
Basaloide 10 (66.7%) 5 (33.3%)
Verrucoso 0 (0%) 1 (100%)
Papilar 1(33.3%) 2 (66.7%)
Sarcomatoide 4 (100%) 0 (0%)
Total 344 (88%) 47 (12%)

A partir de la valoracion cualitativa de la calidad del marcador, del porcentaje de

células tenidas, la intensidad de la tincidon y la valoracion del patrén de

distribucion del marcador, el equipo de patélogos que llevo a cabo el analisis

inmunohistoquimico dictaminé la positividad del tumor para la p16. La siguiente

tabla muestra la distribucion de la positividad frente a p16 para el grupo de 47

pacientes HPV+.

HPV+ n %

p16+ 31 66,0%
p16- 16 34,0%
Total 47 100%
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Llama la atencidn que en un tercio de los pacientes HPV+ la p16 resulto
negativa, lo que implicaria que el mecanismo carcinogénico promotor de la
aparicion del tumor en este grupo de pacientes no se relacionaria con la accién

carcinogénica del HPV.

Se evaluo igualmente la expresion de la p16 para un grupo “control” de pacientes
con tumores HPV-. La siguiente tabla muestra los resultados en cuanto a

positividad frente a la p16 para este grupo de pacientes.

HPV- n %

p16+ 4 8.5%
p16- 43 91.5%
Total 47 100%

En el caso de los pacientes HPV-, menos del 10% de los pacientes fueron

catalogados como p16+.

En 44 de los pacientes HPV+ se llevo a cabo una determinacién de la expresion
de la E6*ImRNA. La siguiente tabla de contingencia muestra el nivel de
correspondencia existente entre la expresion del gen responsable de la

codificacion de la E6 a nivel del tumor y la actividad de la p16.

E6mRNA Total
Negativo Positivo
p16+ 1(3.3%) 29 (96.7%) 30 (100%)
p16- 7 (50.0%) 7 (50.0%) 14 (100%)
Total 8 36 44

Para los pacientes p16+, un 96.7% mostro una expresion de la EEBmRNA. De los

14 casos HPV-, la mitad mostraron expresién de EGmRNA.
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Al analizar los pacientes HPV+/p16-, pudo apreciarse como aquellos pacientes
con EBmRNA+ contaron con una tendencia a mostrar un mayor porcentaje de
células p16+ (p=0.005), una mayor intensidad en la tincién (p=0.462), y un patron
de tincién difuso (p=0.005) que las EEmRNA-, tal como aparece en la siguiente

tabla.

tincién <5% 7 1
5-25% 0 6

Intensidad 0 2 0
3 5 6
4 0 1

Patrén No tincion 7 1
Difuso 0 6

Dado que la positividad frente a al p16 es una evaluacion subjetiva y depende de
los puntos de corte en que se hayan considerado para la valoracién de dicha
positividad, es posible que en los 7 pacientes HPV+/p16-/ EGmRNA+ el proceso
carcinogeénico pueda atribuirse al HPV, y que la determinacién de la expresion de
E6mMRNA cuente con una mayor sensibilidad en el momento de relacionar la
aparicion de los tumores con los cambios promovidos por el HPV que la

determinacion inmunohistoquimica de la p16.
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En la evaluacion del proceso carcinogénico, ademas de la expresion de la p16

se evalué mediante inmunohistoquimica la expresion de la p53, la pRb y la CD1,

comparando los 47 tumores HPV+ con muestras de 47 tumores HPV-. La

siguiente tabla muestra los resultados obtenidos de estas determinaciones.

HPV- HPV+ p

p53 Negativo 22 (46.8%)  41(91.1%)  p<0.0001
Positivo 25 (53.2%) 4 (8.9%)

pRb Negativo 8(17.4%)  31(68.9%) p<0.0001
Positivo 38 (82.6%) 14 (31.1%)

CD1 Negativo 9(19.1%) 22 (47.8%) p=0.003
Positivo 38 (80.9%) 24 (52.2%)

En relacién a los pacientes HPV-, los pacientes con tumores HPV contaron con

una tendencia altamente significativa a presentar tumores con una menor

expresion de las proteinas p53, pRb y CD1.

89




Resultados

Relacion entre HPV y las variables epidemiolégicas

No aparecieron diferencias significativas en la edad de los pacientes en funcion
del estatus HPV. La edad media de los pacientes HPV+ fue de 60.8 afos
(desviacion estandar de 12.7 afos) y la de los pacientes HPV- fue de 60.9 afios

(desviacion estandar de 10.6 afos) (p=0.975).

Por el contrario, si que aparecieron diferencias significativas en el sexo de los
pacientes en funcion del estatus HPV. La siguiente tabla de contingencia
muestra la distribucion de los pacientes en funcién del sexo y la infecciéon por
HPV.

HPV Total

Negativo Positivo

Sexo Hombre 319 35 354
90,1% 9,9% 90,5%
Mujer 25 12 37
67,6% 32,4% 9,5%
Total 344 47 391
88,0% 12,0% 100,0%

100,0% 100,0% 100,0%

Un 32.4% de las mujeres con carcinoma de orofaringe mostraron infeccién por
virus HPV, frente a sdélo un 9.9% de la poblaciéon masculina con cancer de

orofaringe (p=0.0001).
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Igualmente, aparecieron diferencias significativas en los antecedentes de
consumo de toxicos (tabaco y alcohol) en funcion de la situaciéon HPV de los
pacientes. La siguiente tabla muestra la distribucién en el consumo de tabaco

para los pacientes incluidos en el estudio.

HPV Total

Negativ | Positivo
o

Tabaco No consumo 14 18 32
4,1% 38,3% @ 8,2%
< 20 cigarrillos/dia 42 9 51
12,2% 19,1% | 13,0%
2 20 cigarrillos/dia 288 20 308
83,7% 42,6% | 78,8%
Total 344 47 391

100,0% @ 100,0% @ 100,0
%

De los pacientes HPV+ un 38.3% no eran fumadores y un 19.1% lo eran de
forma moderada, frente al 83.7% de fumadores importantes en el grupo de los
pacientes HPV- (p=0.0001).

91



Resultados

Al analizar el consumo de alcohol, pudo comprobarse igualmente como los
pacientes HPV+ contaron con unos antecedentes de consumo reducidos en

relacion a los pacientes HPV-, tal como aparece en la siguiente tabla.

HPV Total
Negativo @ Positivo

Alcohol No consumo 30 20 50
8,7% 42,6% | 12,8%

<80 gr /dia 92 19 111
26,7% 40,4% | 28,4%

2 80 gr /dia 222 8 230
64,5% 17,0% | 58,8%

Total 344 47 391

100,0% | 100,0% @ 100,0
%

Solo un 17% de los pacientes HPV+ reconocieron unos consumos importantes

de alcohol, frente al 64.5% correspondiente a los pacientes HPV- (p=0.0001).
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Al agrupar a los pacientes en funcion del consumo conjunto de ambos toxicos,
considerando tres categorias: no consumo, consumo moderado (<20
cigarrillos/dia y/o < 80 gr alcohol /dia), y consumo importante (=20 cigarrillos/dia
y/o = 80 gr alcohol /dia), pudo apreciarse como los pacientes HPV+ contaron con

una carga de téxicos significativamente inferior que la de los pacientes HPV-.

HPV Total
Negativo Positivo
Toxicos | No consumo 10 15 25
2,9% 31,9% 6,4%
Consumo 30 12 42
moderado
8,7% 25,5% 10,7
%
Consumo 304 20 324
importante
88,4% 42.6% 82,9
%
Total 344 47 391

100,0% 100,0% | 100,0
%

Al considerar a los pacientes HPV+, un 31.9% no reconocian antecedentes en el
consumo de téxicos, y en 25.5% el consumo era moderado, frente a un 88.4% de

pacientes con consumo importante de téxicos en el grupo HPV- (p=0.0001)
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El estado general de los pacientes medido de acuerdo con el indice de
Karnofsky no demostré que existieran diferencias significativas en funcion de la

infeccion HPV, tal como aparece en la siguiente tabla (p=1.0)

HPV Total

Negativo Positivo

Karnofski 70% 20 2 22
5,8% 4,3% 5,6%
80% 54 7 61
15,7% 14,9% 15,6%
90% 270 38 308
78,5% 80,9% 78,8%
Total 344 47 391

100,0% 100,0% 100,0
%
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Relacion de HPV con los resultados del tratamiento

De los pacientes inicialmente incluidos en el estudio, uno de los pacientes no
llevé a cabo el tratamiento en nuestro centro. El tratamiento realizado por los 390

pacientes restantes es el que se muestra en la siguiente tabla.

n %
Paliacién 49 12,6%
RT/QT-RT 244 62,6%
Cirugia 57 14,6%
Cirugia + RT/QTRT 40 10,2%
Total 390 100,0%

El tratamiento paliativo consistié en la administracion exclusiva de quimioterapia
en 25 ocasiones, un tratamiento con radioterapia con finalidad paliativa en 7, y
medidas de soporte en 17 pacientes. La siguiente figura muestra la curva de
supervivencia correspondiente a los pacientes que no recibieron tratamiento con
intencion radical. La totalidad de estos pacientes fallecieron antes de

transcurridos 2.5 anos de haberse diagnosticado la enfermedad.
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No existieron diferencias significativas en el porcentaje de pacientes que fueron
considerados candidatos a un tratamiento paliativo en funcién del estatus HPV,

si bien aparecié una tendencia segun la cual los pacientes HPV- contaron con
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una mayor probabilidad de no seguir un tratamiento con intencion radical. De los
pacientes HPV+ el porcentaje de pacientes que no siguié un tratamiento con
intencion radical fue del 4.3%, en tanto que para los pacientes HPV- alcanzé el
13.7% (p=0.067).

En el momento del cierre del estudio 2 pacientes con una recidiva loco-regional y
un paciente con metastasis a distancia se encontraban vivos y con enfermedad,
siguiendo tratamiento con quimioterapia con intencién paliativa. A efectos de
calculo de supervivencia estos 3 pacientes fueron considerados como fallecidos
a consecuencia de la evolucién de la enfermedad con fecha del ultimo control.
Cuatro pacientes tratados con intencion radical no contaron con un seguimiento
minimo de 2 afios, y no fueron considerados en los calculos relacionados con la
supervivencia y el control de la enfermedad. Uno de estos pacientes fue positivo
para un HPV-16. Ninguno de estos cuatro pacientes habia sufrido una recidiva

local, regional o a distancia previa a la fecha del ultimo control.

La siguiente figura muestra la curva de supervivencia actuarial ajustada
(considerando sélo las muertes ocasionadas por el carcinoma de orofaringe)
para el conjunto de 386 pacientes tratados en nuestro centro y con un

seguimiento minimo de 2 afios o hasta su fallecimiento.
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La supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes con carcinomas de
orofaringe incluidos en el estudio fue de 51.8% (IC 95%: 46.3-57.0%).
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Existieron diferencias significativas en la supervivencia ajustada de la

enfermedad en funcion de estatus HPV (p=0.008), tal como muestra la siguiente

figura.
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La supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes HPV+ fue del 69.2%
(IC 95%: 57.7-80.7%), y para los pacientes HPV- del 49.4% (IC 95%:
43.8-55.0%).

Al considerar la supervivencia en funcién del estadiaje del tumor, pudo
comprobarse como las diferencias en cuanto a supervivencia en funcién del
estatus HPV aparecieron basicamente a expensas de los pacientes con tumores
con estadios avanzados. Para los pacientes con tumores con estadios iniciales
(estadios I-1l), no aparecieron diferencias significativas en la supervivencia en
relacion a existencia de una infeccion por HPV (p=0.886). De hecho, los
pacientes HPV+ (n=7) contaron con una supervivencia ajustada inferior a la
correspondiente a los pacientes HPV- (n=102), tal como aparece en la siguiente

figura.

Estadios iniciales:
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Por el contrario, al analizar los pacientes con tumores con estadios avanzados
(estadios IlI-IV), la supervivencia para los pacientes HPV+ fue significativamente

superior a la correspondiente a los HPV- (p=0.001).

Estadios avanzados:
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La supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes con tumores con
estadio llI-IV HPV+ (n=39) fue del 69.3% (IC 95%: 53.1-84.5%), en tanto que
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para los pacientes con tumores HPV- (n=238) descendié al 39.3% (IC 95%:
32.5-46.1%).

Se analizé a continuacién la capacidad prondstica de la extension local (T) y
regional (N) de los tumores en funcion del estatus HPV. La categoria de la
extension local del tumor (T1-2 versus T3-4) conté con capacidad prondstica
tanto para los pacientes HPV+ (p=0.042), como para los HPV- (p<0.0001), tal

como muestran las siguientes curvas de supervivencia.

T:

Supervivencia acum
Supervivencia acum

HPV - HEV +

La categoria de extension regional (NO versus N+) no contd con capacidad
prondstica en el caso de los pacientes HPV+ (p=0.09). Paraddjicamente, en el
grupo HPV+ los pacientes NO contaron con una peor supervivencia que los
pacientes N+. Para los pacientes HPV- la afectacion regional mantuvo su

capacidad prondstica (p=0.001), tal como se aprecia en las siguientes figuras.
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Del total de 337 pacientes tratados con intencion radical y con un seguimiento

adecuado, durante el periodo de seguimiento un total de 62 pacientes (18.4%)
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sufrieron una recidiva local del tumor, 31 pacientes (9.2%) una recidiva regional
aislada, y 30 pacientes (8.9%) una recidiva conjunta local y regional. Ademas 36

pacientes (10.7%) contaron con la aparicion de metastasis a distancia.

Se analizé el control local, regional y a distancia en funcion del estatus HPV,
considerando sélo a los pacientes tratados con intencion radical (n=337). Las
siguientes figuras muestran las curvas de supervivencia libres de recidiva local,

regional o a distancia de la enfermedad.
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Los pacientes HPV+ contaron con una mejor supervivencia local, regional y a
distancia, alcanzando estas diferencias la significacion estadistica en el caso del
control de la enfermedad a nivel cervical. La siguiente tabla muestra la

supervivencia actuarial a los 5 afios libre de enfermedad local, regional y a

distancia para los pacientes incluidos en el estudio.

Recidiva Supervivencia 5 IC 95%
anos

Local HPV- 68.2% 62.4-74.0% 0.095
HPV+ 80.6% 68.2-93.0%

Regional HPV- 77.0% 71.8-82.2% 0.009
HPV+ 93.3% 84.1-100%

A distancia  HPV- 85.8% 81.1-90.5% 0.123
HPV+ 95.3% 89.1-100%

A continuacion, se llevé a cabo un analisis de los resultados obtenidos en
funcién del tipo de tratamiento realizado, considerando por una parte los
pacientes tratados con radioterapia o quimioradioterapia (n=243), y por el otro a
los pacientes tratados con cirugia, con o sin tratamiento adyuvante con

radioterapia o quimioradioterapia (n=94).
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Pudo apreciarse como la supervivencia para los pacientes HPV+ tratados con
radioterapia/quimioradioterapia (n=37) fue significativamente superior a la

correspondiente a los pacientes HPV- (n=206) (p=0.025).

Tratamiento con radioterapia/quimioradioterapia:
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Por el contrario, no aparecieron diferencias significativas en cuanto a la
supervivencia de la enfermedad para el grupo de pacientes tratados con cirugia,
complementada o no con radioterapia postoperatoria, tal como se aprecia en la
siguiente figura (HPV+, n=7; HPV-,n=87) (p=0.796).
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Tratamiento con cirugia +/- radioterapia postoperatoria:
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Destaca el elevado control de la enfermedad a nivel regional para los pacientes
HPV+. A pesar de que los pacientes HPV+ contaron con una mayor frecuencia
de afectacion a nivel cervical, el control de la enfermedad a nivel ganglionar fue
superior al conseguido en el grupo de pacientes HPV-. Las siguientes figuras
muestran las curvas de supervivencia libre de enfermedad ganglionar para los
pacientes tratados con intencion radical, considerando los pacientes NO y N+ en

funcién del estatus HPV.

Afectacion ganglionar:
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Tanto para los NO como para los N+, los pacientes HPV+ contaron con un mejor
control de la enfermedad (pacientes NO, p=0.210; pacientes N+, p=0.006).
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Una valoracién objetiva de la efectividad de los tratamientos a nivel cervical es la
valoracion patologica de los vaciamientos realizados con posterioridad a un
tratamiento con radioterapia o quimioradioterapia. Un total de 41 pacientes,
todos ellos inicialmente N+, tratados con radioterapia o quimioradioterapia sobre
la localizacién primaria del tumor recibieron de forma adicional un vaciamiento
cervical uni o bilateral una vez finalizado este tratamiento inicical. No existieron
diferencias significativas en la distribucion de las categorias de extension

regional de la enfermedad en funcion del estatus HPV (p=1.0).

HPV

Negativo Positivo

Categoria N inicial | 1 4 0
11,8% 0,0%

2 25 6
73,5% 85, 7%

3 5 1
14,7% 14,3%

Total 34 7

100,0% 100,0%

De los 7 pacientes HPV+ intervenidos, sélo en una ocasion (14.3%) el estudio
anatomopatoldégico mostré evidencia de restos de tumor viable a nivel
ganglionar, en tanto que aparecieron restos de la enfermedad a nivel cervical en
14 de los 34 pacientes HPV- sometidos a un vaciamiento cervical post-RT
(41.2%). Si bien dado el numero limitado de la muestra evaluada no aparecieron
diferencias significativas en el porcentaje de pacientes pN+ tras el tratamiento

con radioterapia (p=0.232), se pudo observar una tendencia de acuerdo con la
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cual los pacientes con tumores HPV- contaron con una mayor resistencia al
tratamiento con radioterapia o quimioradioterapia a nivel cervical, lo que podria
ser uno de los motivos que justificase el peor control de la enfermedad a nivel

ganglionar para este grupo de pacientes.

Finalmente, se analizé la supervivencia considerando tanto el estatus HPV como
la inmunopositividad frente a la p16 considerando tres grupos de pacientes:
HPV+/p16+ (n=30), HPV+/p16- (n=16) y HPV- (n=340).
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Existieron diferencias significativas en la supervivencia en funcién del estatus
HPV/p16 (p=0.009). Los pacientes HPV+/p16+ fueron los que contaron con una
mejor supervivencia (supervivencia ajustada a los 5 anos de 78.6%, IC 95%:
63.4-93.8%), en tanto que los pacientes HPV- y los pacientes HPV+/p16-
contaron con unas cifras de supervivencia ajustada a los 5 afos inferiores, de
49.4% (I1C 95%: 43.8-55.0%), y 50.6% (IC 95%: 23.8-77.4%), respectivamente.

Al analizar se forma exclusiva a los pacientes HPV+, existieron diferencias
significativas en la supervivencia ajustada en funcién del grado de expresion de
la p16 (HPV+/p16+ versus HPV+/p16-) (p=0.018).
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La siguiente figura muestra la curva de supervivencia actuarial observada
(considerando todas las causas de muerte) en funcion del estatus HPV,

prolongando el seguimiento hasta los 10 afos de diagnosticado el tumor
orofaringeo.
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La supervivencia observada a los 5 y 10 afios para los pacientes HPV- fue del
34.8% (IC 95%: 29.6-40.0%) y del 20.4% (IC 95%: 15.4-25.4%), y para los
pacientes HPV+ del 61.5% (IC 95%: 47.0-76.0%) y 48.0% (IC 95%: 29.8-66.2%),
respectivamente. Existieron diferencias significativas en la supervivencia
observada en funcién del estatus HPV (p<0.0001)
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Resultados del analisis multivariante

Se llevd a cabo un analisis multivariante con el modelo de riesgos
proporcionales de Cox considerando como variable dependiente la
supervivencia ajustada, y como variables independientes el sexo de los
pacientes, la categoria de extension local (T1-2 versus T3-4) y regional (NO
versus N+) del tumor, la sublocalizacién en la orofaringe, y el estatus HPV/p16
(HPV+/p16+ versus HPV+/p16- versus HPV-).

OR (IC 95% p

T T1-2 1

13-4 2,5 (1.8-3.5) 0,000
N NO 1

N+ 1,3 (0.9-1.7) 0,162
Localizacién Amigdala 1

Paladar-uvula 0,9 (0.5-1.4) 0,604

Base de lengua 1,1 (0.7-1.5) 0,731

Pared posterior 2,0 (1.2-3.4) 0,010
Estatus HPV HPV+/p16+ 1

HPV+/p16- 2,5 (0.8-7.5) 0,102

HPV- 3,2 (1.4-7.3) 0,006

De acuerdo con los resultados del modelo multivariante, el estatus HPV/p16
apareci6 como una variable que se relacioné de forma significativa con la
supervivencia ajustada. Tomando como categoria de referencia a los pacientes
HPV+/p16+, los pacientes HPV+/p16- contaron con un riesgo 2.5 veces superior
de fallecer como consecuencia del tumor de orofaringe (IC 95%: 0.8-7.5,
p=0.102), y los pacientes HPV- un riesgo 3.2 veces superior (IC 95%: 1.4-7.3,
p=0.006). Las otras variables que se relacionaron de forma significativa con la
supervivencia de la enfermedad fueron la extension local del tumor, y la

localizacion del tumor a nivel de la pared posterior de la orofaringe.

107



Resultados

Riesgo de segundas neoplasias en funcion del estatus HPV

De los 392 pacientes incluidos en el estudio, 176 (44.9%) contaron con el
antecedente de presentar ademas del carcinoma de orofaringe otro tumor
maligno diagnosticado de forma previa o con posterioridad al carcinoma de
orofaringe. Ademas del carcinoma de orofaringe, 117 pacientes (29.8%)
presentaron otro tumor adicional, 35 (8.9%) dos tumores, 19 (4.8%) tres, y 5

pacientes (1.3%) cuatro o mas tumores.

De forma previa al diagndstico del carcinoma de orofaringe, un total de 100
pacientes (25.5%) contaron con el antecedente de un tumor previo. Durante el
periodo de seguimiento con posterioridad al carcinoma de orofaringe, 107
pacientes (27.3%) presentaron una neoplasia sucesiva. El porcentaje de
pacientes que contaron con el antecedente de una neoplasia previa o que

desarrollaron una neoplasia sucesiva fue significativamente superior para el grupo

de pacientes HPV-, tal como aparece en la siguiente tabla.

HPV- HPV+
Neo previa No 249 (72.4%) 42 (89.4%) p=0.012
Si 95 (27.6%) 5(10.6%)
Neo sucesiva No 244 (70.9%) 40 (85.1%) p=0.041
Si 100 (29.1%) 7 (14.9%)
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Estatus HPV en tumores localizados fuera de la orofaringe

Tal como establecimos en el apartado de material y métodos, se llevé a cabo una
determinacion de la infeccién por HPV de una muestra aleatoria de unos 100
pacientes con carcinomas escamosos localizados en la cavidad oral (59 casos) o
la laringe-hipofaringe (48 casos) tratados en el Hospital de Sant Pau durante el
mismo periodo de estudio en que se incluyeron los pacientes con los carcinomas

de orofaringe.

La siguiente tabla muestra la distribucion por sub-localizaciones de este grupo

de tumores.
n %
Cavidad oral Labio y encia 6 5.6%
Suelo de boca 17 15.9%
Lengua movil 25 23.4%
Paladar duro 3 2.8%
Mucosa yugal 4 3.7%
Trigono 4 3.7%
Laringe-hipofaringe Hipofaringe 5 4.7%
Supraglotis 16 15.0%
Glotis 27 25.2%
Total 107 100%

De acuerdo con los resultados, ninguno de los tumores analizados mostro

positividad frente al HPV.
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Epidemiologia de los carcinomas de orofaringe HPV

Revision de la literatura.

Existe una marcada variabilidad en el porcentaje de pacientes con carcinomas
de orofaringe HPV+ en funcion de la zona geografica de procedencia de los
pacientes. Marur y cols'” llevaron a cabo en 2010 una revisién de los
porcentajes de pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+ comunicados en
diferentes series. De acuerdo con sus resultados, los estudios realizados con
pacientes norteamericanos mostraron una mayor homogeneidad en la
proporcion de pacientes con tumores HPV+, en tanto que la variabilidad en la
positividad de los estudios realizados con pacientes europeos fue muy superior,

oscilando entre el 10% y casi el 90% dependiendo de la serie analizada.
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FIGURA 29: Grafica que muestra la positividad de HPV en Norte América (azul), y en Europa

(rojo) (fomada de Marurm).

Esta variabilidad dentro de los paises europeos se debe a que en los paises del
norte se observa una marcada prevalencia a diferencia de los paises
meridionales donde la prevalencia no es tan marcada. A continuacion se

exponen diferentes estudios publicados en los paises del norte.

Nasman y cols®® realizaron un estudio en Estocolomo (Suecia) en que evaluaron

los porcentajes en la positividad frente al HPV en carcinomas de amigdala a lo
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largo del periodo 1970-2007. Se estudi6 la presencia de ADN-HPV y HPV-16 E6
y E7 ARN mediante PCR y RT-PCR. Los autores encontraron un incremento
progresivo en la frecuencia de tumores HPV+ a lo largo del periodo de estudio,
tal como aparece en el siguiente figura, alcanzando un porcentaje de tumores

HPV+ cercano al 80% en la fase final del periodo analizado.
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FIGURA 30: Grafica que representa el porcentaje creciente de carcinomas de orofaringe HPV+

en Estocolmo (tomada de Nasman®®).

Por su parte, en un estudio realizado en Dinamarca sobre la incidencia de
tumores de cabeza y cuello durante el periodo 1978-2007, Blomberg y cols'®
observaron un incremento significativo en la tasa de incidencia de carcinomas
aparecidos en areas relacionadas con el HPV, especialmente en el caso de los

pacientes del sexo masculino.
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FIGURA 31: Grafica donde se representa la incidencia estandarizada por 100.000
habitantes/ario de carcinomas de cabeza y cuello en ambos sexos y en las diferentes

localizaciones (tomada de Blomberg'®)
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Posteriormente en este pais, a partir de los datos de un registro poblacional de
la zona este, Garnaes y cols'"® describieron un aumento en la incidencia de
aparicion de carcinomas de amigdala a expensas de los tumores HPV+. Los
autores analizaron el periodo 2000-2010, durante el cual se diagnosticaron un
total de 816 nuevos carcinomas de amigdala. La prevalencia global de tumores
HPV+ fue del 58%, siendo el genotipo predominante el HPV-16. Pudieron
evidenciar un incremento en la incidencia global de carcinomas de amigdala de
un 2.7% anual, que aparecié a expensas del incremento en la incidencia de
tumores HPV+, con un aumento en la incidencia anual del 4.9%, en tanto que los
tumores HPV- disminuyeron ligeramente su incidencia de aparicion (-0.23%

anual).
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FIGURA 32: Grafica donde se muestra el aumento en la incidencia de aparicion de carcinomas
de amigdala a expensas de los tumores HPV+ en una muestra de poblacién danesa (tomada de

Garnaes'™).
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Igualmente, en Finlandia también se ha descrito un incremento a lo largo de los
afos de la incidencia de carcinoma de orofaringe, tal como se aprecia en la

siguiente figura®®.
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FIGURA 33: Grafica donde se representa la tasa de incidencia de carcinoma de
orofaringe en Finlandia entre los afios 1989 y 2008. Datos obtenidos del “Finnish Cancer

Registry” (tomada de Lundberg59).

La incidencia de carcinomas de orofaringe en Finlandia se increment6 de una
tasa de 0.66/100 000 casos-ano durante el periodo 1989-1993 a una de 1.36
durante el periodo 2004-2008. Ademas, se incremento la frecuencia relativa de
los pacientes con tumores p16+ pasando de un 22% durante 1990-1999 a un
41% en el periodo 2000-2007.

En un estudio retrospectivo realizado en Noruega en el que se recogieron los
casos incidentes de carcinomas de orofaringe durante el periodo 1992-2008,

120 encontraron un incremento en el nimero de tumores HPV+. La

Ljokjel y cols
incidencia de tumores HPV+ se incrementd desde los 0.34 casos/100,000
habitantes/afio del periodo 1993-1998, a 1.0 casos/100,000 habitantes/afio del

periodo 2002- 2007.
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FIGURA 34: Grafica que muestra el incremento de incidencia de carcinomas HPV+ (verde)

mientras que la incidencia de los casos HPV- se mantiene constante (fomada de Ljokjel’zo).

Por el contrario, la incidencia de casos HPV- se mantuvo bastante constante

durante el periodo de estudio.

St Guily y cols'! llevaron a cabo un estudio en 12 centros franceses distribuidos
por todo el pais analizando la incidencia del HPV en carcinomas de orofaringe y
cavidad oral. Los autores analizaron un total de 523 tumores, un 60% de los
cuales se encontraban localizados en la orofaringe. La prevalencia global de
HPV+ fue del 46.5% para los carcinomas de orofaringe, y del 10.5% para los de
cavidad oral, siendo superior para las pacientes del sexo femenino (63.5% vs
42.2% in orofaringe y 17.2% vs 8.0% en cavidad oral). El genotipo mas
frecuente fue el HPV-16, que aparicié en el 89.7% y 95.5% de los tumores HPV+

localizados en la orofaringe y la cavidad oral.

En otros ambitos geograficos, fuera de Europa y Estados Unidos, se ha
observado que la prevalencia de penetracion del HPV en los carcinomas de
orofaringe es igualmente significativa. Por ejemplo, en un estudio realizado en
Japdn'?? sobre una muestra de 157 pacientes con tumores de orofaringe, la
determinacién mediante PCR demostré una positividad frente al HPV en un
50.3% de los pacientes.

Sin embargo, los datos correspondientes a estudios realizados en estado
espanol muestran que la frecuencia de aparicion de carcinomas de orofaringe

HPV+ es mas reducida. Recientemente Cerezo y cols®®'® han evaluado la
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frecuencia de tumores de orofaringe HPV+ en cuatro hospitales universitarios de
Madrid entre los afios 2000 y 2008. Se analizaron un total de 93 tumores,
considerando la positividad inmumohistoquimica frente a p16™** como un
marcador de infeccion viral. El porcentaje de tumores p16+ fue del 26,5%. De
acuerdo con sus resultados, los pacientes HPV+ fueron mas jévenes, con una
media de edad de 56 vs 59 afos (p=0.052). No se observaron diferencias
significativas entre los grupos de HPV + y HPV — en funcion del sexo,

antecedentes en el consumo de tabaco o extension del tumor.

En otro trabajo publicado recientemente, Rodrigo y cols®' analizé la tendencia
hacia la positividad HPV en 248 pacientes con carcinomas de orofaringe
(amigdala y base de legua) tratados quirurgicamente durante el periodo
1990-2009 en Asturias. Se llevo a cabo un estudio de la presencia de ADN viral
mediante PCR e hibridacion in situ, asi como una determinacion de la positividad
inmunohistoquimica frente a la p16. El porcentaje de pacientes p16+ fue del 12%
(n=30). De los pacientes p16+, solo en 8 ocasiones (3.2%) se comprobd
mediante PCR la existencia de infeccién viral, que se correspondié con un
HPV-16 en la totalidad de los casos. El estudio de hibridacion demostro
positividad en siete de los casos PCR+, y en un caso adicional en un paciente
p16-. Los autores encontraron un incremento no significativo en la incidencia de
aparicion de tumores HPV+, que pasaron de un 1.3% durante el periodo
1990-1999 a un 6.1% en el periodo 2000-2009. La presencia de HPV se

correlacion6 inversamente con el consumo de tabaco y alcohol (p<0.001).

Resultados del estudio HSP.

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, el porcentaje de
pacientes con carcinomas de la orofaringe HPV+ fue del 12.0%, porcentaje que
se incremento al 16.7% si se consideraba tan so6lo a los pacientes con tumores
localizados a nivel amigdalar. Tal como se ha sefialado en la Introduccion y en la
revision de los datos publicados en la literatura, el porcentaje de pacientes con
carcinomas de orofaringe HPV+ es muy variable dependiendo de las areas
geograficas de procedencia de los pacientes, con una tendencia para los paises
del norte de Europa y Norte-América para contar con una mayor proporcion de

pacientes HPV+. Los elementos que podrian justificar esta disparidad son, por
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una parte la reduccion en el consumo de tabaco a lo largo de las ultimas décadas
en estos paises con proporciones altas de carcinomas HPV+, lo que haria
disminuir el numero y en consecuencia la proporcion de tumores HPV-, y por otra
un incremento real de la incidencia de carcinomas relacionados con el HPV a

partir de la extension de la infeccién.

Nuestros datos se enmarcan en un area geografica con una proporcion limitada
de pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+. Los datos de los estudios
publicados hasta la fecha sefalan que la frecuencia de pacientes con
carcinomas de orofaringe HPV+ en el estado espafiol es baja en relacién con
otros paises desarrollados. Si bien el uso de tabaco y alcohol ha disminuido en el
estado espafiol a lo largo de las ultimas décadas para la poblacién del sexo
masculino, se ha incrementado en la del sexo femenino'®*. Por otra parte, la
penetracion de la infeccion por HPV en el estado espafiol es relativamente baja
en relacion a la existente en otros paises. En una revision de diferentes estudios
epidemioldgicos llevado a cabo en mujeres de diversas ciudades del mundo, una
de las cifras mas bajas en la frecuencia de aparicion de infeccion HPV a nivel
cervical correspondio a la ciudad de Barcelona'®. De todas formas, es posible
que los cambios en los habitos de conducta sexual acontecidos a lo largo de los
ultimos afios hayan podido modificar los patrones de penetracidn de la infeccion

HPV en nuestro entorno.

Unos estudios realizados recientemente en Madrid y Asturias encontraron unas
frecuencias de pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+ del 26.5% y del

3.2%, respectivamente®®"12,

El tipo de determinacion utilizado para la
valoracion HPV entre ambos estudios (p16 versus PCR e HIS), asi como la
procedencia de las muestras de pacientes incluidos en la realizacién de estos
estudios (pacientes tratados con radioterapia versus tratados con cirugia),
podria justificar las diferencias en la frecuencia de pacientes HPV+ aparecida
entre ambos estudios. Nuestros resultados, con una prevalencia del 12.0%,
incluyendo la totalidad de pacientes de los que se dispuso de muestra,
independientemente del tipo de tratamiento realizado, se situan entre los
publicados hasta ahora en las series de pacientes analizadas en el estado

espanol.
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Al igual que sucede en la mayoria de los autores que han analizado los cambios
en la incidencia de aparicion de tumores HPV+ a lo largo del tiempo, pudimos
observar una tendencia que, si bien no alcanzaba la significacion estadistica,
indicaba un incremento en la proporcion de pacientes con carcinomas de
orofaringe HPV+ a lo largo del periodo de estudio. Desconocemos si este
aumento en la proporcién de pacientes HPV+ es debido a un incremento en la
infeccion HPV a nivel de las vias aerodigestivas, a una diminucién en la
incidencia de aparicion de tumores relacionados con el tabaco y el alcohol, o a
otros factores. Son necesarios mas estudios que constaten la existencia de
cambios en las tendencias epidemiolégicas en los pacientes con CECC en

nuestro entorno geografico.

Nuestros resultados coinciden con los de la totalidad de los autores en indicar el
papel altamente predominante del genotipo HPV-16 en la carcinogénesis de los
tumores orofaringeos. Un 87.2% de nuestros pacientes HPV+ contaron con el

genotipo 16 como responsable.

Encontramos diferencias significativas en el porcentaje de pacientes con
tumores HPV+ en funcion de la sub-localizacién del tumor dentro de la
orofaringe. Los pacientes con tumores localizados en la amigdala o la base de la
lengua contaron con unos porcentajes de tumores HPV+ significativamente
superiores a los localizados en paladar y pared posterior (16.7% y 11.2% versus

8.0% y 3.6%, respectivamente, p=0.023).

Igualmente, de acuerdo con los hallazgos de la mayoria de los autores, el perfil
epidemioldgico de los pacientes HPV+ fue significativamente diferente al de los
pacientes HPV-. El porcentaje de pacientes con tumores HPV+ fue
significativamente superior en las pacientes del sexo femenino (32.4% versus
9.9%, p=0.0001), contando los pacientes HPV+ con una mayor proporcion de
casos en los que no se reconocia el antecedente de tabaquismo (38.3% versus
4.1%, p=0.0001) o el consumo de alcohol (42.6% versus 8.7%, p=0.0001).
Analizados en conjunto los consumos de alcohol y tabaco, un 88.4% de los
pacientes HPV- reconocian el antecedente de consumos importantes de tabaco
(>20 cigarrillos/dia) y/o alcohol (> 80 gr/dia), en tanto que el porcentaje se redujo

a un 42.6% en el caso de los pacientes HPV+ (p=0.0001). Por el contrario, no
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aparecieron diferencias significativas en nuestra serie de pacientes en la edad

de aparicién del tumor en funcion del estatus HPV.

Cabe destacar que, de los pacientes con CECC localizados fuera de la
orofaringe analizados de forma aleatorizada y que fueron diagnosticados y
tratados en nuestro centro durante el mismo periodo en que se llevé a cabo el
estudio de los pacientes con carcinomas de orofaringe, ninguno mostré
positividad frente al HPV, demostrando la existencia de una susceptibilidad
diferencial a la infeccion y probabilidad de progresién tumoral asociada al virus
en funcioén de la localizaciéon de las mucosas dentro de las vias aerodigestivas

superiores.
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Variantes histolégicas de los tumores HPV+

Revision de la literatura.

La utilizacién cada vez mas extendida de las determinaciones de positividad
frente a HPV en pacientes con carcinomas de la orofaringe ha permitido
descubrir el hecho de que con una cierta frecuencia los tumores HPV+ discrepan
en la morfologia habitual de los CECC. En ocasiones los tumores HPV+ adoptan
un aspecto morfoldgico que se asemeja a determinadas variantes de carcinoma,
como puedan ser los carcinomas papilares, basaloides o la variante

nasofaringea de los carcinomas linfoepiteliales.

Jo y cols'®

revisaron 31 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello de tipo
papilar, pudiendo evidenciar que mas de dos tercios de los pacientes contaron
con positividad frente a la p16, y en un 68% de los casos fue posible la
identificacion mediante PCR de genotipos HPV de alto riesgo. La mayoria de los
tumores HPV+ se localizaron a nivel de la region amigdalar y base de lengua, si

bien aparecieron casos en el tracto nasosinusal y en la laringe.
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FIGURA 35: Histologia de una muestra de carcinoma de cabeza y cuello tipo papilar (fomada de

Jo'®).
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Otra de las variantes morfolégicas que de forma caracteristica se ha asociado a

127 analizaron un total de 53

la infeccion HPV es la basaloide. Begum y cols
pacientes con carcinomas escamosos basaloides, 21 de localizacion orofaringea
y los 32 restantes en localizaciones fuera de la orofaringe. Los tumores
orofaringeos se localizaron de forma preferente en la base de la lengua y la
amigdala palatina (20 casos). Mediante una técnica de hibridacion pudo
detectarse la presencia de HPV-16 en un 34% de las muestras. Aparecieron
diferencias significativas en el porcentaje de positividad frente al HPV-16 en
funcién de la localizacion del tumor. El HPV-16 se detectd sélo en un 6% de los
tumores localizados fuera de la orofaringe, en tanto que para los de localizacién

orofaringe el porcentaje de positividad alcanzé el 76% (p<0.0001).

FIGURA 36: Histologia de una muestra de carcinoma de orofaringe de tipo basaloide (tomada de

Begum'?).
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Finalmente, otra variedad histologica que se ha asociado a la infeccion por HPV
es la de los linfoepiteliomas (carcinomas indiferenciados de tipo nasofaringeo).
Singhi y cols'® identificaron un total de 22 pacientes con carcinomas HPV+ con
morfologia de linfoepitelioma, de los cuales 19 contaron con una localizacién
orofaringe y en 3 ocasiones correspondieron a metastasis cervicales sin un
tumor primario conocido. Las células tumorales contaban con un citoplasma
sincitial, nucleos vesiculares y un gran nucleolo central, dispersas sobre un
fondo de células inflamatorias en forma de células aisladas o agrupaciones
celulares. Los estudios de hibridacion in situ demostraron positividad
inmunohistoquimica frente a p16 en la totalidad de ocasiones, negatividad frente

al virus de Epstein-Barr, y positividad frente a HPV-16 en un 86% de los casos.

FIGURA 37: Muestra histologia de un linfoepitelioma de orofaringe (A) y misma muestra con

inmunotincion para p16 (B) (ftomada de Singhi'®).
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Ademas, la morfologia de las metastasis ganglionares de los pacientes HPV+

puede diferir de la de los pacientes HPV-. De acuerdo a las caracteristicas

radioldgicas, los tumores pueden contar con un aspecto quistico (A), necrético
(B) o sdlido (C).

FIGURA 38: TC de metastasis ganglionares en pacientes con carcinoma de orofaringe (A)

aspecto quistico, (B) aspecto necrético, (C) aspecto solido (fomada de Goldenberg'?).

Las metastasis ganglionares de los pacientes HPV+ contarian con la tendencia a

129 analizaron 20

adoptar unas caracteristicas quisticas. Goldenberg y cols
pacientes con metastasis quisticas, definidas como la presencia de una masa
ovoide con una capsula de menos de 2 mm y un contenido quistico homogéneo y
fluido, sin areas irregulares o sélidas en el interior, a diferencia de las metastasis
ganglionares con necrosis intranodal. Los pacientes con metastasis quisticas
contaron con tumores primarios localizados en la base de la lengua en 10
ocasiones, la amigdala en 7, y en tres casos fueron metastasis ganglionares sin
tumor primario conocido. Se dispuso de muestra histologica en 15 ocasiones,
que demostro positividad frente a HPV-16 a partir de un estudio con PCR en 13
casos (87%). Se evalud la presencia de HPV en 21 pacientes con metastasis

necroticas, sin que en ningun caso apareciera positividad.

En otro estudio desarrollado en pacientes con carcinomas de orofaringe N+,

Morani y cols'®

encontraron igualmente una relacion significativa entre la
presencia de metastasis ganglionares de caracteristicas quisticas y la

positividad frente a la infeccion por HPV.
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Yasui y cols™’

evaluaron un total de 255 pacientes con CECC N+. Ninguno de
los pacientes con tumores no orofaringeos mostro la presencia de adenopatias
mestataticas quisticas, en tanto que la incidencia de metastasis de morfologia
quistica fue del 6% para los pacientes con tumores orofaringeos (5/82) y del 11%
para las metastasis con primario desconocido (3/27). En los cinco casos en
pacientes con carcinomas orofaringeos, el tumor se localiz6 en la amigdala o la
base de la lengua. En relacion con las metastasis solidas o necroticas, las
metastasis quisticas contaron con una mayor probabilidad de aparecer en

tumores HPV+ (33% versus 75%, OR 6.2, IC 95%: 1.2-45.7, p=0.03).

Resultados del estudio HSP.

Al analizar las caracteristicas morfolégicas de los tumores analizados en nuestra
serie se pudo evidenciar la existencia de diferencias en la distribucién de las
variantes histolégicas de carcinoma en funcion del estatus HPV. Asi, para los
pacientes HPV- en un 95.6% de las ocasiones los carcinomas contaron con una
morfologia escamosa convencional, en tanto que para los pacientes HPV+ este
porcentaje se redujo al 82.9%. Un 10.6% de los tumores HPV contaron con un
aspecto basaloide, frente al 2.9% de los casos con tumores HPV-. Igualmente,
los tumores de aspecto papilar o verrucoso contaron con una tendencia a

aparecer de forma preferente en los pacientes con carcinomas HPV+.

Una valoraciéon inmunohistoquimica de los tumores en funcién del estatus HPV
permitié diferenciar dos patrones bien definidos. Por una parte, los carcinomas
escamosos HPV-, con positividad frente a p53 y pRb, y por la otra los tumores

HPV+ que contarian con una negatividad frente a la expresion de p53 y pRb.

No dispusimos de informacion respecto al aspecto radiologico de las metastasis
ganglionares, por lo que no pudimos analizar este aspecto en nuestro grupo de

pacientes.
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Tratamiento y pronéstico

Revision de la literatura.

A partir del aflo 2000 han sido muy numerosas las series que han analizado los
resultados correspondientes a los pacientes con CECC en funcién del estatus
HPV.

Gillison y cols™®? fueron de los primeros autores en explorar la relacién entre la
infeccion por HPV en los CECC y en describir la existencia de cambios en el
prondstico de la enfermedad para aquellos pacientes HPV+. Los autores
determinaron la presencia de HPV mediante PCR en 253 pacientes con CECC
de diferentes localizaciones tratados durante el periodo 1987-1998 y tratados en
Baltimore (USA). EL HPV fue detectado en el 25% de los pacientes (n=62),
correspondiendo al genotipo HPV-16 el 90% de los casos positivos. El estudio de
hibridacion constato con la integracion del genoma viral en los casos positivos.
Los tumores con un mayor riesgo de positividad fueron los localizados en la
orofaringe (57%, 33/60), especialmente aquellos con tumores localizados en las
amigdalas palatinas o linguales (62%, 32/52). Desde un punto de vista
histologico los tumores HPV+ contaron con una mayor tendencia a tratarse de
tumores mal diferenciados o con morfologia basaloide. Los pacientes recibieron
un tratamiento preferente con cirugia o cirugia mas radioterapia (66%), o bien
radioterapia o quimioradioterapia (33%). La supervivencia global
correspondiente a los pacientes HPV+ fue significativamente superior a la
conseguida con los HPV- (HR 0.57, IC 95%: 0.34-1.0). De acuerdo con los
resultados de un estudio multivariante, los pacientes HPV+ contaron con una
reduccion en el riesgo de muerte ajustada del 59% en relacion a los HPV-. La
siguiente figura muestra las curvas de supervivencia ajustada en funciéon del
estatus HPV.
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FIGURA 39: Curvas de supervivencia ajustada en funcién del estatus HPV (tomada de

Gillison™).

'3 presentaron los resultados

Igualmente el ano 2000, Mellin y cols
correspondientes a 60 pacientes con carcinomas amigdalares tratados con
cirugia y/o radioterapia entre 1984-1996 en Suecia, alcanzando unas
conclusiones similares en relacion a la capacidad prondstica del estatus HPV. A
partir de un estudio con PCR se determind que un 43% de los pacientes eran
HPV+, apareciendo el genotipo 16 en la totalidad de las ocasiones. Los
pacientes HPV+ contaron con la tendencia a ser mas jovenes y con una mayor
frecuencia de sexo femenino. La supervivencia ajustada fue significativamente
mejor para los pacientes HPV+. La supervivencia ajustada a los 5 anos para los

pacientes HPV+ fue del 53.5%, y para los HPV- del 31.5% (p=0.047).
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FIGURA 40: Curvas de supervivencia ajustada en funcion del estatus HPV (tomada de Mellin™*).

Los resultados de un estudio multivariante demostraron la capacidad pronostica
independiente del estatus HPV en relacién con el control de la enfermedad y la

supervivencia en los pacientes con carcinomas de la orofaringe.

Otros autores han realizado estudios de caracteristicas similares, utilizando la
positividad inmunohistoquimica frente a la p16 como un marcador subsidiario de

134 estudiaron mediante

la afectacion HPV. Weinberger y cols
inmunohistoquimica 120 pacientes con carcinomas de orofaringe tratados con
cirugia o radioterapia entre 1980 y 1999 en un centro de New Haven (USA),
apareciendo como p16+ un 20% de los tumores. Los pacientes p16+ contaron
con tumores con estadios mas avanzados y peor diferenciados, a pesar de lo
cual la supervivencia fue significativamente mas favorable. La supervivencia
libre de enfermedad a los 5 afios para los pacientes p16+ fue del 62.2% y para

los p16- del 18.5% (p=0.0042).
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FIGURA 41: Curvas de supervivencia ajustada en funcién de la sobreexpresion de p16 (fomada

de Weinberger'®).

Segun los resultados de un analisis multivariante, solo la expresion de p16
aparecio como un factor prondstico con capacidad independiente en relacion con

la supervivencia libre de enfermedad.

A partir de estos primeros trabajos han sido muy numerosos los estudios que

han encontrado que la infeccidon por HPV cuenta con una capacidad prondstica

35142 5 de forma mas

143-149

significativa en los pacientes con CECC en genera

especifica en el caso de los pacientes con carcinomas de orofaringe

El afio 2010 Ang y cols'™®

publicaron en New England Journal of Medicine los
resultados de un estudio retrospectivo en que se analizaba la relacion entre el
estatus HPV y el prondstico en pacientes con carcinomas de orofaringe en
estadios avanzados. Los autores analizaron una cohorte de 323 pacientes con
carcinomas de orofaringe incluidos en el ensayo clinico multicéntrico RTOG
0129 realizado en USA entre 2002-2005, en que se aleatorizaba a pacientes con
carcinomas de orofaringe con estadios avanzados a un tratamiento con
quimioradioterapia convencional o con fraccionamiento acelerado. El porcentaje
de pacientes HPV+ evaluados mediante PCR fue del 63.7%. Los pacientes

HPV+ eran pacientes mas jovenes, con una menor exposicion al tabaco, mejor
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estado general, y con tumores localmente menos avanzados, en tanto que la

tasa de afectacion ganglionar fue igual que para los pacientes HPV-.

Los pacientes HPV+ contaron con una mejor supervivencia global y libre de
progresion. La supervivencia libre de progresion para los pacientes HPV+ a los 3
afos fue del 73.7% (IC 95%: 67.7-79.8%) y para los HPV- del 43.4% (IC 95%:
34.4-52.4%) (p<0.0001).
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FIGURA 42: Curvas de supervivencia libre de progresién en funcién del estatus HPV (tomada de
An g15o )

De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, el estatus HPV
aparecio como una variable con capacidad prondstica significativa. Al evaluar la
supervivencia libre de enfermedad, el riesgo de recidiva para los pacientes HPV-
fue 2.20 veces superior que para los HPV+ (IC 95%: 1.35-3.03, p<0.001). Los
pacientes HPV+ contaron con una reduccion de la mortalidad del 58% en
relacion a los HPV-. Al utilizar la expresion de p16 mediante inmunohistoquimica
como un marcador indirecto de la afectacion HPV, los resultados fueron

similares a los obtenidos al evaluar el estatus HPV con PCR.

%1 analizaron la capacidad pronéstica de la positividad frente a

Semrau y cols
HPV en pacientes con carcinomas avanzados de orofaringe considerados como

no resecables tratados con quimioradioterapia. Un 25% de los 52 pacientes
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evaluados fueron considerados HPV+ (p16+), contando estos pacientes con una
supervivencia libre de enfermedad significativamente superior a la de los
pacientes HPV- (p=0.005).

FIGURA 43: Curvas de supervivencia libre de enfermedad en funcion de la sobreexpresion de

p16 en pacientes con carcinomas avanzados de orofaringe (fomada de Semrau151).

En contraposicion a la capacidad pronostica demostrada por el estatus HPV,
otros factores estudiados como la expresion de la survivina, un marcador de
apoptosis, ni del EGFR se relacionaron de forma significativa con la

supervivencia de la enfermedad en este grupo de pacientes.

Chen y cols'®?

compararon en un estudio caso-control apareado el porcentaje de
regresion tumoral tras la aplicacion de un tratamiento con radioterapia en
pacientes con carcinomas de orofaringe en funcion de la positividad frente al
HPV. De acuerdo con los autores, los pacientes HPV+ contaron con una
regresion significativamente mas rapida del tumor durante las dos primeras
semanas de tratamiento que la de los pacientes HPV-, en tanto que a partir de
dicho periodo las tasas de regresion tumoral fueron independientes del estatus

HPV.

La mayoria de los estudios que han evaluado la influencia del HPV en el
pronodstico de la enfermedad en los pacientes con CECC son de naturaleza
retrospectiva, en muchas ocasiones incluyendo pacientes tratados de forma

153

heterogénea con cirugia o radioterapia. Lassen y cols presentaron los

resultados obtenidos a partir de un estudio prospectivo en que se analizaron los
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resultados de 156 pacientes con carcinomas de faringe (n=109) o supraglotis
(n=47) tratados con radioterapia durante el periodo 1986-1990 en Dinamarca,
evaluados mediante inmunohistoquimica. Un 22% de los tumores expresaban la
p16, siendo la orofaringe (n=74) donde el porcentaje de positividad fue mas
elevado, alcanzando el 32%. El control loco-regional a los 5 afos para los
pacientes p16+ fue del 58%, y para los p16- del 28% (p=0.0005). Este beneficio
en el control loco-regional de la enfermedad para los pacientes p16+ tuvo su
traduccion en la supervivencia ajustada. La supervivencia ajustada a los 5 afos
para los pacientes p16+ fue del 72%, disminuyendo al 34% para los pacientes
p16- (p=0.0006).
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FIGURA 44: Curvas de supervivencia ajustada en funcién de la sobreexpresion de p16 (fomada

de Lassen').

Los resultados de un estudio multivariante mostraron que el riesgo de fracaso
loco-regional se relaciond con una categoria inicial en la extension local del
tumor T1-2 (HR: 0.56, IC 95%: 0.37-0.84), NO (HR: 0.51, IC 95%:0.33-0.78), y
p16+ (HR:0.35, IC 95%:0.19-0.64). Las mismas variables aparecieron como
relacionadas con el prondstico de la enfermedad al considerar la supervivencia

ajustada o la supervivencia global.
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Otros estudios realizados de forma prospectiva han confirmado la mejora en el

prondstico correspondiente a los pacientes con CECC HPV+'%,

Weinberg y cols® llevaron a cabo un estudio considerando el estatus de los
pacientes tanto en relacion con la expresion de la p16 estudiada mediante
inmunohistoquimica, como de la presencia de HPV-16 a partir de PCR. Los
autores evaluaron un total de 77 pacientes con carcinomas orofaringeos tratados
con cirugia o radioterapia entre 1980-1999 en New Haven (USA) y clasificaron a

los pacientes en funcién de la positividad a p16 y HPV-16 en tres grupos.

p16 Status

Nonoverexpressing Overexpressing

Absent Class | —

HPV-16
DNA

Present

FIGURA 45: Clasificacién de los pacientes en funcion de la positividad a p16 y HPV-16 en tres

grupos (tomada de Weinberg™).

Treinta pacientes (39%) se incluyeron en la clase |, 20 (37%) en la clase I, y 18
(23%) en la clase Ill. La carga viral correspondiente a los pacientes de las clases
II'y Il fue diferente, con un promedio de 3.6 copias en los pacientes de la clase Il
y 46.0 copias en los de la clase lll. Los pacientes con tumores clase Ill contaron

con estadios mas avanzados, a expensas basicamente de la afectacion regional.

La supervivencia libre de recidiva fue significativamente superior para los
pacientes incluidos en la clase lll. La supervivencia a los 5 afios para los
pacientes con tumores clase Ill fue del 75%, en tanto que para los pacientes con

tumores clase | y Il disminuyé al 15% y 13% respectivamente (p=0.025).
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FIGURA 46: Curvas de supervivencia ajustada en los tres grupos segun expresion de p16
(tomada de Weinberg™).

El porcentaje de recidivas locales fue favorable para los pacientes con tumores
clase lll. El riesgo de recidiva local a los 5 afios para los pacientes con tumores
clase Ill fue del 14%, frente a un 45% para los de clase | y 74% para los de clase
Il (p=0.027). El analisis multivariante confirmo el valor prondstico de ese modelo

de clasificacion.

5% obtuvieron unos

En un estudio de caracteristicas similares Smith y cols
resultados parecidos. Los autores estudiaron un total de 301 pacientes con
CECC, analizando tanto la presencia de HPV mediante PCR como el nivel de
expresion de p16 mediante inmunohistoquimica. Un 57% de los tumores se
localizaron en la cavidad oral, un 30% en la orofaringe, y un 13% en
laringe-hipofaringe. La p16 aparecié expresada en un 35% de los tumores,
siendo mas elevado este porcentaje en los pacientes con tumores de orofaringe
(65%) o cavidad oral (25%) en comparacion con los de laringe-hipofaringe
(12%). EI HPV fue detectado en un 27% de casos, con una gran mayoria (95%)
de HPV-16. Igualmente, la localizacion preferentes para la positividad frente al
HPV fue la orofaringe (57%), seguida por la cavidad oral (15%) y la
laringe-hipofaringe (10%). Al igual que sucedié en el estudio de Weinberg y

cols®, los pacientes que contaron con un beneficio pronéstico fueron aquello
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HPV+/p16+, tal como muestra la siguiente figura en que aparecen las curvas de

supervivencia ajustada en funcion del estatus de los pacientes.
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FIGURA 47: Curvas de supervivencia ajustada en funcién de la positividad al HPV y la expresion
de p16 (tomada de Smith™).

A partir de esta serie de estudios puede establecerse que soélo los tumores HPV+
en los cuales la via carcinogenética implicaba una anulacién funcional de Rb y la

consiguiente expresion de p16 contaron con una ventaja prondstica.

Ademas de determinar la presencia de HPV en el tumor, seria importante
concretar la asociacion biolégica del virus con la promocién del tumor mediante
el contaje del numero de copias por célula, los niveles de expresion de las
oncoproteinas E6/E7, la perturbacién del control del ciclo celular dependiente de

Rb, o el estado fisico del virus (episémico o integrado).

1%6 analizaron un grupo de pacientes con carcinomas de orofaringe en

Jungy cols
funcién del estatus HPV, evaluado mediante PCR, y la actividad transcripcional
del mismo, evaluada a partir de la expresion de mARN E6/E7. De acuerdo con
sus resultados, el beneficio en el prondstico sdlo incluyd a los pacientes con un
virus transcripcionalmente activo (HPV DNA+/RNA+), en tanto que el prondstico
para los pacientes con virus no activo (HPV DNA+/RNA-) fue similar al de los

pacientes HPV-.
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FIGURA 48: Curva de supervivencias ajustada en funciéon de la positividad de ADN de HPV y la

actividad transcripcional (tomada de Jung'®).

Analizando la expresion del gen CDKN2A (p16INK4A) pudo apreciarse un
elevado nivel de correlacion entre la expresion de este gen y la de los genes
EG/E7, en tanto que los niveles de expresiéon en los tumores HPV DNA+ / RNA-

no difirieron de forma significativa de los obtenidos en tumores HPV-.
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FIGURA 49: Expresion del gen CDKN2A en los grupos segun HPV DNA y mARN EG6/E7 (tomada

de Jung156).
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En un analisis de las alteraciones cromosomicas, la pérdida de la region 16q
aparecio asociada a los tumores HPV+, en tanto que amplificaciones frecuentes
en tumores HPV- como las de 11913 o 3p25, aparecieron con una menor

frecuencia en los tumores HPV+.

Smith y cols™’

analizaron la expresion de p53 mediante inmunohistoquimica y la
presencia de HPV de alto riesgo mediante PCR en una cohorte de 294 pacientes
con CECC tratados entre 1994-2004 en lowa (USA). La p53 fue positiva en el
48% de los pacientes, y el HPV en un 27%. La frecuencia de positividad del HPV
en funcion de la localizacion fue del 57% para los tumores orofaringeos, 16%
para los de cavidad oral, y 10% para los de laringe-hipofaringe. Al clasificar a los
pacientes en funcion del estatus p53-HPV, un 11% fueron p53+/HPV+, un 35%
p53-/HPV-, un 37% p53+/HPV- y un 16% p53-/HPV+. Existieron diferencias
significativas en la supervivencia ajustada en funcion del patrén de expresion de
los tumores, contando con mejor prondstico los pacientes p53-/HPV+, en tanto
que el peor resultado correspondié a los p53+/HPV-. Los pacientes p53+/HPV+y
los pacientes p53-/HPV- contaron con unos niveles de supervivencia

intermedios, tal como aparece en la siguiente figura.

FIGURA 50: Supervicencia ajusta en funcién a la positividad a la p53 y la presencia de HPV de

alto riesgo (tomada de Smith157).
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De nuevo la conclusion de los autores fue que la clasificacién en funcion de la
expresion conjunta de p53 y HPV conté con una mayor capacidad prondstica,
indicando la importancia del mecanismo carcinogenético de desarrollo del CECC

en el resultado final.

198 validaron la capacidad prondstica del estatus HPV en una cohorte

Gao y cols
de 101 pacientes con carcinomas de orofaringe tratados con radioterapia o
cirugia, de los cuales un 81% fueron HPV+. A partir de un analisis de 96
microRNA, definieron un modelo con capacidad predictiva basado en la
expresion de 6 microRNA, tres de los cuales aparecian sobre-expresados y tres
infra-expresados en el grupo de pacientes que sobrevivieron. Pudieron
comprobar como su modelo basado en microRNA mantenia su capacidad

prondstica de forma independiente al estatus HPV.
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FIGURA 51: Curvas de supervivencia ajustada en los grupos de paciente divididos en funcién de

la expresion de 6 microRNA estudiada por los autores, observan diferencias en la supervivencia

independientes al estatus HPV (tomada de Gao "*°).

Al incluir en un analisis multivariante el modelo basado en la expresién de
microRNA vy el estatus HPV pudo comprobarse como la infeccion HPV perdié su
capacidad prondstica (p=0.49), en tanto que el modelo microRNA la mantuvo
(p<0.001).

De los 96 microRNA analizados, 5 se correlacionaron de forma significativa con

el estatus HPV, y uno de ellos (miR-31) aparecio relacionado tanto con la

139



Discusion

infeccion HPV como con el prondstico de la enfermedad, lo que justifica la

pérdida en la capacidad prondstica del estatus HPV en el estudio multivariante.

El beneficio pronéstico para los pacientes HPV parece independiente al tipo de
tratamiento realizado. Diferentes series de pacientes tratados de forma
homogénea con cirugia'® cirugia y radioterapia postoperatoria’®,

radioterapia™®'!,  quimioradioterapia3%146.147:160 8

o  bioradioterapia™
encontraron un mejor prondstico en cuanto al control de la enfermedad y la

supervivencia en funcion del status HPV de los pacientes.

Fischer y cols'®"

analizaron el significado pronédstico de la afectacion HPV en
funcién del tipo de tratamiento utilizado en pacientes con carcinomas de
orofaringe. Los autores incluyeron 57 pacientes tratados con cirugia +
radioterapia postoperatoria, y 25 pacientes tratados con radioterapia o
quimioradioterapia. Para ambos grupos de pacientes, la positividad de la p16
mostré una tendencia a la mejoria en la supervivencia (p=0.067 y p=0.096

respectivamente).

Igualmente, Saito y cols'®?

analizaron una cohorte de 124 pacientes con
carcinomas de orofaringe diagnosticados en Japén, de los cuales un 30%

mostraron positividad frente al HPV evaluada a partir de inmunohistoquimica
(p16).

Los autores mostraron una mejoria significativa en la supervivencia ajustada
correspondiente a los pacientes p16+. La supervivencia a los 3 anos para los

pacientes p16- fue del 47.2%, y para los p16+ alcanzé el 82.9%.
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FIGURA 52: Supervicencia ajustada en pacientes p16+ y p16 — (tomada de Saito'®).

El beneficio en supervivencia para los pacientes p16+ aparecido de forma
independiente al tratamiento realizado, ya fuese quirurgico o radioterapico. De
acuerdo con un estudio multivariante, la variable que se relacioné de forma mas
significativa con la supervivencia ajustada fue el estatus HPV. En relacion a los
pacientes p16+, el hazart ratio en cuanto a supervivencia para los pacientes
HPV- fue de 0.34 (IC 95%: 0.16-0.70, p=0.003).

En un estudio realizado sobre 226 pacientes con carcinomas de orofaringe,

120 ho encontraron diferencias en cuanto a la extension local del

Ljokjel y cols
tumor en funcién del estatus HPV, en tanto que los pacientes HPV+ contaron con
una mayor probabilidad de afectacion ganglionar. Los pacientes HPV+ tuvieron
un mejor pronostico, independientemente del tipo de tratamiento realizado. La
supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes HPV+ fue del 77%, y para

los HPV- del 53% (p<0.001).
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FIGURA 53: Supervicencia ajustada en pacientes HPV+ y HPV- (tomada de Ljokjel’®).

Los autores pudieron constatar como este beneficio en la supervivencia
aparecio a expensas de los pacientes con tumores localizados en la base de
lengua y region amigdalar, no apareciendo diferencias significativas para los

pacientes con tumores situados fuera de estas localizaciones.
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FIGURA 54: Diferencia de la supervicencia ajustada en pacientes HPV+y HPV- en tumores

localizados en orofaringe excepto en base de lengua y region amigdalar, y en tumores

localizados en base de lengua y regién amigdalar en(tomada de Ljokje/’zo).

163 analizaron los resultados obtenidos en

En un trabajo reciente, Pajares y cols
108 pacientes con CECC con estadios avanzados (estadios IlI-IV) tratados con
quimioradioterapia o bioradioterapia (radioterapia-cetuximab). Un total de 22
pacientes (20.3%) contaron con positividad frente a HPV, y 18 (16.7%) con
inmunohistoquimica positiva para la p16. Los autores encontraron que los

pacientes p16+ contaron con un mejor pronostico que los p16-, alcanzando las
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diferencias en supervivencia significacion estadistica en el caso de los pacientes

con carcinomas de orofaringe.
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FIGURA 55: Curva de supervivencia global (A) y supervivencia libre de enfermedad (B) en

funcién del estatus HPV en pacientes con carcinomas avanzados de orofaringe (fomada de

Pajares’®).

Al analizar de forma independiente los pacientes HPV+, los autores pudieron
apreciar un beneficio en el control de la enfermedad y en la supervivencia para
los pacientes que habian recibido tratamiento con bioradioterapia. Los pacientes
p16+ tratados con bioradioterapia contaron con una supervivencia observada y
ajustada a los 2 afios significativamente superior a la correspondiente a los

pacientes tratados con quimioradioterapia, tal como muestra la siguiente figura.
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FIGURA 56: Curvas de supervivencia global (A) y supervivencia libre de enfermedad (B) en
pacientes p16+ en funcion del tratamiento recibido, bioradioterapia o quimioradioterapia (fomada

de Pajares163).
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Por el contrario, no aparecieron diferencias en los patrones de supervivencia en
funcion del tipo de tratamiento recibido para los pacientes con tumores p16-, tal

como se muestra en la figura.
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FIGURA 57: Curvas de supervivencia global (A) ysupervivelncia libre de enfermedad (B) en

pacientes p16- en funcién del tratamiento recibido, bioradioterapia o quimioradioterapia (fomada

de Pajares’®).

Este beneficio en supervivencia se ha analizado también en variantes
morfolégicas del carcinoma escamoso que ocasionalmente aparecen en

pacientes HPV+. Begum y cols'?’

analizaron la supervivencia correspondiente a
una cohorte de pacientes con carcinomas escamosos de tipo basaloide, un 34%
de los cuales resultaron positivos frente a HPV-16, preferentemente en el caso
de los tumores de localizacion orofaringea. De acuerdo con sus resultados, la
supervivencia observada correspondiente a los tumores basaloides HPV+ fue

significativamente superior a la obtenida con los pacientes con tumores HPV-.

FIGURA 58: Supervivencia ajustada en pacientes con tumores basaloides HPV+ y HPV —

(tomada de Begum'?).
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Sin embargo, no todos los autores coinciden en la independencia del tipo de
tratamiento utilizado en relacion al beneficio prondstico ofrecido por la infeccidn
HPV. Sethi y cols'® analizaron los resultados correspondientes a 385 pacientes
con CECC incluidos en el Metropolitan Detroit Cancer Surveillance System entre
1999-2007. La prevalencia de tumores HPV+ determinada mediante PCR fue
del 29.4%, siendo significativamente superior en la amigdala (60.5%) o la base
de la lengua (46.4%) que en el resto de las localizaciones (p<0.0001). De
acuerdo con los resultados presentados por los autores, el beneficio en la
supervivencia correspondiente a los carcinomas de orofaringe HPV+ se produjo
a expensas de los pacientes tratados con radioterapia. La supervivencia
correspondiente a los pacientes HPV+ tratados con radioterapia fue
significativamente superior que la de los HPV-, en tanto que no aparecieron

diferencias significativas en los pacientes sometidos a tratamiento quirurgico.
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FIGURA 59: Supervivencia ajustada en pacientes HPV+ y HPV- tradados con radioterapia (A) o

tratados con cirugia (B) (tomada de Sethi164).

185 analizaron el prondstico de los pacientes con CECC en funcion

Lopez y cols
del estatus HPV en una regién con prevalencia baja de infeccién. Los autores
analizaron los resultados de dos estudios multicéntricos realizados en Brasil
durante el periodo 1998-2008, incluyendo todas las localizaciones de cabeza y
cuello. Se analizaron un total de 398 pacientes para los cuales se dispuso de
muestra tumoral fresca o parafinada, determinando la presencia de HPV
mediante PCR. La prevalencia global de HPV en la muestra analizada fue del
8.8%, y para el HPV-16 del 3.5%. La frecuencia de casos HPV-16+ fue superior
en el sexo femenino, en pacientes mas jovenes y sin antecedente en el uso de
téxicos. Ademas, se dispuso de una muestra de suero de los pacientes, que

demostrdé que los niveles de concordancia entre DNA HPV-16 y la titulacion
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serologica al analizar el global de pacientes fue baja. Esta concordancia
aumentd al considerar los pacientes con carcinomas de orofaringe. Los autores
encontraron una relacion significativa entre la seropositividad frente al HPV-16 y

la supervivencia global para los pacientes con carcinomas de orofaringe.

Por el contrario, la seropositividad frente a HPV no influyé de forma significativa
en el pronostico al considerar el resto de localizaciones de cabeza y cuello

(cavidad oral, hipofaringe y laringe).

Lin y cols™®®

analizaron los factores predictores de supervivencia asociados a los
tumores de orofaringe HPV+. Los autores analizaron una cohorte de 157
pacientes tratados en el periodo 1997-2008 en el Johns Hopkins Hospital
(Maryland, USA), tratados de forma quirurgica (51%) o con radioterapia o
quimio-radioterapia (49%). De acuerdo con los resultados de un analisis
multivariante, las variables que se relacionaron con un empeoramiento en la
supervivencia global fueron la edad del paciente (incremento en el hazard ratio
de 2.33 por cada incremento en la edad de 10 afos, IC 95%: 1.05-5.16,
p=0.038), una categoria de extensién local avanzada (HR 5.78, IC 95%:
1.60-20.8, p=0.007), una categoria baja de afectacion ganglionar (NO-N1) (HR
4.94, 1C 95%: 1.53-16.0, p=0.007), y una persistencia en el consumo de tabaco
(HR 4.38, IC 95%:1.07-18.0, p=0.04). Al analizar la supervivencia libre de
enfermedad, las variables que aparecieron como significativas en el estudio
multivariante fueron la categoria de extension local de la enfermedad (HR 8.32,
IC 95%: 3.06-23 p<0.0001), y el consumo de alcohol (HR 13, IC 95%: 1.33-120,
p=0.03).

Hipotéticamente, uno de los motivos que podria justificar el mejor prondstico de
los pacientes HPV+ seria una menor incidencia de afectacién ganglionar. Sin
embargo, estudios realizados en pacientes con CECC han demostrado que el

riesgo de afectacion ganglionar en el momento del diagndstico para los

144,150 96,167

pacientes HPV+ seria similar o incluso aumentado en relacion a los

pacientes HPV-.

A partir de un estudio realizado en pacientes con carcinomas amigdalares,

167

Straetmans y cols ™’ concluyeron que si bien un porcentaje sustancial de los
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pacientes HPV+ contaban con afectacion ganglionar, ésta perdia capacidad

como factor prondstico de supervivencia en este grupo de pacientes.

Igualmente, Ward y cols'®

encontraron como la afectacion ganglionar perdia
relevancia como factor pronéstico en los pacientes con carcinoma de orofaringe
HPV+. Estos autores analizaron una cohorte de 266 pacientes con carcinomas
de orofaringe tratados en diferentes hospitales de la region de Londres durante
el periodo 2000-2010, clasificando como HPV+ los tumores con hibridaciony p16
positivas. Resultaron HPV+ un 54.6% de los tumores. Los pacientes HPV+
contaron con un estadio mas avanzado (estadio IlI-IV en HPV+ 93.2% versus
64.7% en HPV-, p>0.001), especialmente a expensas de una mayor afectacion a
nivel regional (89.8% de N+ en tumores HPV+ versus 56.3% en HPV-, p<0.001),
en tanto que practicamente no aparecieron diferencias en relacion a la categoria
de extension local T. La afectacion regional aparecié como un factor prondstico
significativo para los pacientes HPV-, en tanto que no conté con capacidad
prondstica en los pacientes HPV+, tal como muestran las siguientes figura que
representan la supervivencia ajustada en funcién de la afectacién regional en

relacion al estatus HPV.
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FIGURA 60: Supervivencia ajustada en pacientes HPV — y en pacientes HPV+ en funcién de sus

metastasis ganglionares (tomada de Ward'®).

De manera inversa, la categoria de extensién local no se relacion6é con la
supervivencia en el caso de los tumores HPV-, en tanto que mostré una relaciéon

altamente significativa en el caso de los HPV+.
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FIGURA 61: Supervivencia ajustada en pacientes HPV — (A) y en pacientes HPV+ (B) en funcién

de la extension local (tomada de Ward'®).

De acuerdo con estos resultados, los autores cuestionan la capacidad prondstica
del sistema de clasificacion TNM actual para los pacientes con carcinomas de

orofaringe.

Igualmente, a partir del analisis de 88 pacientes con carcinomas de orofaringe

89 encontraron una relacion

p16+ tratados con radioterapia, Mackenzie y cols
significativa entre la categoria de extension local de la enfermedad (T1-2 versus

T3-4) y el control loco-regional y a distancia de la enfermedad.
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FIGURA 62: Curvas de control loco-regional y control a distancia en funcion a la extensioén local

del tumor en pacientes HPV+ tratados con radioterapia (fomada de Mackenziemg).

A partir del analisis de una cohorte de 156 pacientes con carcinomas de

orofaringe  HPV+ con metastasis ganglionares (N+) tratados con
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quimio-radioterapia, Spector y cols'”® han propuesto una modificacion en la
estadificacion regional para los pacientes con carcinomas HPV+. De acuerdo
con los criterios de estos autores, esta clasificacion contaria con una mayor
capacidad pronostica que el TNM actual. Los autores proponen categorizar la
afectacion regional en funcién del tamafo de las adenopatias metastasicas
(superior o inferior a 6 cm), su numero y lateralidad, y la presencia de un
conglomerado adenopatico. Este nuevo criterio de conglomerado adenopatico
queda definido a partir del estudio radiolégico como la existencia de 3 o0 mas
ganglios agregados con pérdida del plano graso intermedio y con evidencia
radiolégica de ruptura capsular. A partir de estos criterios, proponen una
clasificacion de los pacientes como wpy:N1 para pacientes con una adenopatia
unica homolateral o contralateral, o una unica adenopatia en cada uno de los
lados del cuello, en todos los casos con diametro inferior a 6 cm. Definen como
npv+N2 los pacientes con una adenopatia unica mayor de 6 cm, o >2 adenopatias
ipsi o contralaterales, sin la presencia de un conglomerado adenopatico.
Finalmente, la categoria npv+N3 la conformarian los pacientes con un

conglomerado adenopatico.
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La siguiente figura esquematiza la clasificacion propuesta por los autores en
contraposicion a la clasificacion TNM convencional.

Proposed
AJCC Oropharynx Oropharynx HPV +
-~ -~

L
-

1

Metastasis in single node
<3 am in greatest dimension

vy
<;§>

Nh

Metastasis in ipsilateral node > 3
an and < 6 am In greatest
dimension

Jol

sz
Metastasis in > 2 ipsilateral

nodes < 6 an In greatest
dimersion

JnL

2

Metastasis in contralateral node
<6 an in greatest dimenson

Metastasis in dngle ipsdlateral
node < & an in greatest
dimension

’A\

Nl
Metastasis in bilateral nodes < &
cmin greatest dimension

Metastass in 2> 2 pailateral
nodes

%

N!
Metastasis In any node =6 am in
greatest dimersion

Metastasis in 2 3 nodes abutting
one another with loss of
intervening fat plane that is
replaced with evidence of
extracapsular spread

FIGURA 62: Clasificacién prondstica, en pacientes con carcinoma de orofaringe HPV+,

propuesta por Spector’’® en contraposicion a la clasificacién TNM convencional.
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No aparecieron diferencias significativas en la supervivencia actuarial observada

(p=0.16) o ajustada (p=0.14) para los pacientes incluidos en el estudio al

clasificarlos en funcién de la categoria de extension regional de acuerdo con el

sistema de clasificacién TNM convencional, tal como se aprecia en la siguiente

figura.
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FIGURA 63: Supervicencia actuarial observada y ajustada en funcién del TNM convencional en

pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+ (tomada de Spector

170
).

Por el contrario, la clasificacion especifica npv+N consiguié una discriminacion

significativa de las supervivencias observada (p=0.0001) y ajustada (p=0.0001).
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Los autores compararon también la capacidad prondstica de ambas
clasificaciones mediante un modelo multivariante, pudiendo concluir que la
clasificacion ppy+«N contd con una mejor capacidad prondstica que el TNM
convencional. A partir de estos resultados, y en funcion de la validaciéon de la
clasificacion propuesta, los autores consideran apropiado llevar a cabo una
revision de los criterios de clasificacion de la categoria de extension regional

para los pacientes HPV+.

"1 analizaron la relacion entre el estatus HPV, la afectacion regional, y

Joo y cols
el grado de infiltracion en un grupo de 66 pacientes con carcinomas de
orofaringe y 90 pacientes con carcinomas de cavidad oral. El porcentaje de
pacientes con HPV de alto riesgo para los pacientes con carcinomas de
orofaringe fue del 27.3%, significativamente superior que el correspondiente a
los carcinomas de cavidad oral, que fue sélo del 6.7% (p<0.001). Apareci6 una
correlacion significativa entre la positividad HPV y la afectacion regional para los
pacientes con carcinomas orofaringeos. De los 27 pacientes con adenopatias
metastasicas el porcentaje de HPV+ fue del 48.1%, y para los 39 pacientes NO
del 12.1% (p=0.002). Igualmente se identificd una relaciéon entre la positividad
HPV vy la profundidad de infiltracion en los carcinomas de orofaringe. Los
pacientes HPV+ contaron con una profundidad de invasion significativamente
superior a la correspondiente a los pacientes HPV-, tal como aparece en la

siguiente figura.
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FIGURA 65: Grafica que representa la profundidad de invasién del carcinoma en

pacientes HPV- (menor) y en pacientes HPV+ (mayor) (tomada de Joo'”").
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Todos los pacientes incluidos en el estudio recibieron un tratamiento quirurgico,
con radioterapia adyuvante en funcién de los hallazgos anatomopatolégicos. A
pesar de la mayor infiltracion y porcentaje de afectacion regional, los pacientes

HPV+ contaron con una mayor supervivencia ajustada (p=0.035).
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FIGURA 66: Supervivencia ajustada en pacientes HPV+ y en pacientes HPV- (tomada de
Joom).

Para los pacientes con carcinomas de cavidad oral no aparecieron diferencias
significativas en el porcentaje de afectacion regional ni la profundidad de
infiltracién en funcion del estatus HPV. Los pacientes HPV+ contaron con una
mejor supervivencia ajustada, si bien en este caso las diferencias no alcanzaron

la significacion estadistica.

Uno de los elementos clasicos de mal prondstico como es la presencia de una
ruptura capsular en los vaciamientos cervicales'’?, pierde capacidad pronéstica
en el caso de los pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+. Maxwell y

173 analizaron los resultados obtenidos en un grupo de 76 pacientes con

cols
carcinomas de orofaringe p16+ tratados con un vaciamiento cervical con

presencia de adenopatias metastasicas (pN+), de los cuales 45 (59.2%)
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presentaron adenopatias con ruptura capsular. Los autores no encontraron
diferencias significativas en la supervivencia ajustada en funcién de la existencia

de ganglios con ruptura, tal como muestra la siguiente figura.

FIGURA 67: Supervivencia ajustada en funcién de la existencia de ganglios con ruptura capsular

en carcinomas p16+ (fomada de Maxwe/lm).

Por el contrario, para los pacientes con carcinomas de orofaringe p16- y los
pacientes con carcinomas de cavidad oral, la existencia de adenopatia
metastasicas con ruptura capsular se asocid6 a una disminucion de la

supervivencia.

Garden y cols'™ han presentado recientemente los resultados de control
regional obtenidos en una serie amplia de pacientes con carcinomas de
orofaringe HPV+ con afectacion metastasica en el momento del diagndstico y
tratados con RTzquimioterapia en el University of Texas MD Anderson Cancer
Center (USA) durante el periodo 2006-2012. En el momento del diagndstico un
11% de los pacientes fueron clasificados como N1, un 82% como N2 (54% como
N2b), y un 7% como N3. Se realizaron vaciamientos tras la radioterapia en 80
ocasiones (20%), apareciendo restos viables de tumor en 21 pacientes (26% del
total de pacientes intervenidos). Un 8% de los pacientes desarrollaron una

recidiva regional de la enfermedad, sin que esta recidiva se asociase a la
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practica de vaciamientos. La supervivencia a los 5 anos libre de enfermedad
regional para los pacientes en los que el tratamiento consiguié el control local de
la enfermedad fue del 94%. La principal conclusién de los autores fue que una
estrategia de tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia y vaciamiento
cervical en funciéon del grado de respuesta conseguido en pacientes con
carcinomas de orofaringe HPV+ consiguié un elevado nivel de control de la

enfermedad.

A pesar del favorable control loco-regional para los pacientes HPV+, la
frecuencia de aparicion de metastasis a distancia parece independiente del
status HPV'®®'"® De cara a plantear un desintensificacion del tratamiento
oncoldgico, seria conveniente el delimitar el grupo de pacientes HPV+ con un
menor riesgo de aparicion de metastasis a distancia. O’Sullivan y cols'®
realizaron un estudio en 505 pacientes con carcinomas de orofaringe tratados
con radioterapia o quimioradioterapia, incluyendo 382 tumores HPV+ y 123
HPV-. Los pacientes HPV+ contaron con una mejor supervivencia y control
loco-regional de la enfermedad. Sin embargo, la supervivencia libre de
metastasis a distancia fue similar entre ambos grupos de pacientes (p=0.53). Los
autores desarrollaron un analisis de particidén recursiva para evaluar el riesgo de
aparicion de metastasis, considerando de forma independiente los pacientes en

funcién del estatus HPV.

OPC OPC= carcinoma orofaringe
(N = 505) DC= control a distancia
I | LRC= control loco-regional

HPV positive (n = 382) HPV negative (n = 123)
3-year DC: 90% (95% ClI, 86 to 92) 3-year DC: 86% (95% CI, 78 to 91)
NO-N2c (n = 349) N3 (n=233) NO-N2c (n=115) N3,n=8)
3-year DC: 90% (95% Cl, 86 to 93) 3-year DC: 72% (95% Cl, 52 to 85) 3-year DC: 83% (95% CI, 72 to 89) 3-year DC: 73% (95% CI, 28 to 93)
T1-T3 (n = 286) T4 in = 63) T1-T2 (n = 56) T3-T4 \n =59)
3-year DC: 93% 3-year DC: 78% 3-year DC: 93% 3-year DC: 72%
(95% CI, 89 to 95) (95% Cl, 64 to 87) (95% Cl, 79 to 98) (95% CI, 55 to 83)
HPV positive low risk  (n = 286) HPV positive high risk (n=96) HPV negative low risk (n=56) HPY peaative hiah risk_ (n =67)
3-year DC: 93% (95% ClI, 89 to 95) 3year DCI76% 195% Cl, 65 to 84) 3-year DC: 93% (95% Cl, 79 to 98) 3-year DC: 72% (95% CI, 56 to 82)
3-year LRC: 95% (95% CI,91t0 97)  3-year LRC: 82% (95% Cl, 72 to 89) 3-year LRC: 76% (95% Cl, 62t0 86)  3-year LRC: 62% (95% ClI, 46 to 74)

Analisis de particion recursiva que evalua el riesgo de aparicion de metastasis considerando de

forma independiente los pacientes en funcién del estatus HPV (tomada de O’Sullivanﬂe).
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Para los pacientes HPV+ el grupo de bajo riesgo lo constituyeron los pacientes
T1-3NO-2 (supervivencia libre de metastasis a los 3 afos 93%), y el de alto
riesgo los pacientes T4 o N3 (supervivencia libre de metastasis a los 3 afos
78%). En el caso de los pacientes HPV- el grupo de bajo riesgo incluyé a los
pacientes T1-2N0-2 (supervivencia libre de metastasis a los 3 afios 93%), y los

de alto riesgo los T3-4 y N3 (supervivencia libre de metastasis a los 3 afios 72%).
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FIGURA 68: Supervivencia libre de metastasis en pacientes HPV+ segun grupo de alto o bajo

riesgo y en pacientes HPV- (tomada de O’Sullivan'’®).

A partir de los resultados de dos ensayos clinicos en los que se analizaban
diferentes fraccionamientos de radioterapia (RTOG-0129, RTOG-0522) en
pacientes con carcinomas de orofaringe, Fakhry y cols'”” evaluaron la existencia
de diferencias en el prondstico de los pacientes que sufrieron una recidiva de la
enfermedad en funcion del estatus HPV. Se analizaron un total de 181 pacientes
con enfermedad recidivada, de los cuales 105 (58%) fueron p16+. Los pacientes
p16 + eran mas jovenes, de raza blanca, con menor exposicion al tabaco, y con
tumores menos avanzados. El periodo promedio al fracaso no fue diferente en
funcién del estatus HPV (8.2 meses en p16+ y 7.3 meses en p16-, p=0.67). La
localizacion del fracaso fue loco-regional en 100 pacientes (55.2%), metastasis a
distancia en 72 (39.8%) y tanto loco-regional como metastasica en 9 (5%). No
existieron diferencias en la distribucion de la localizacion de la recidiva en
funciébn de la p16. Tampoco aparecieron diferencias significativas en la
proporcion de pacientes que fueron considerados candidatos a cirugia de

rescate e funcién de la p16 (27.6% para p16+ versus 26.3% para p16-, p=0.85).
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La supervivencia tras la recidiva para los pacientes p16+ fue significativamente

superior que la de los negativos (p<0.001), tal como aparece en la siguiente

figura.
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FIGURA 69: Supervivencia tras recidiva en pacientes con carcinomas de orofaringe en funcién
de inmunohistoquimica p16+ y p16- (tomada de Fakhrym).

La supervivencia global a los 2 afos tras la progresién para los pacientes p16+
fue del 54.6% (IC 95%: 44.9-64.4%) y para los p16- del 27.6% (IC 95%:

17.3-37.9%).

El beneficio en supervivencia para los pacientes p16+ se observo tanto en el
grupo de pacientes con recidiva loco-regional (p<0.001) como con metastasis a

distancia (p=0.04), como se observa en las siguientes figuras.
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FIGURA 70: Curvas de supervivencia ajustadas en pacientes con recidiva loco-regional (A) y en
pacientes con metastasis a distancia (B) en funcion a la positividad a la p16 (fomada de
Fakhry'”).

En un estudio multivariante, las variables que se relacionaron de forma
significativa con la supervivencia tras la progresion del tumor incluyeron el
estatus p16, la extension inicial del tumor, el tipo de recidiva (loco-regional
versus metastasis a distancia), si el paciente fue considerado candidato a cirugia
de rescate, y el tabaquismo. De acuerdo con los resultados de este estudio
multivariante, en relacion a los pacientes p16-, los pacientes p16+ tuvieron un
hazard ratio de mortalidad de 0.57 (IC 95%: 0.39-0.84, p=0.005).

En otro estudio realizado en pacientes con tumores recurrentes o metastasicos
candidatos a un tratamiento de quimioterapia en un contexto paliativo, Argiris y
cols'’® también llegaron a la conclusion de que los pacientes con tumores HPV+
contaban con una mayor probabilidad de respuesta y mayor supervivencia. De
un total de 64 pacientes evaluados, 12 (19%) contaron con inmunopositividad
frente a p16. La probabilidad de respuesta tras el tratamiento con quimioterapia
para los pacientes p16+ fue del 50%, frente al 19% para los p16- (p=0.057), con
una mediana de supervivencia de 11.9 meses versus 6.7 meses

respectivamente (p=0.027).
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FIGURA 71: Probabilidad de respuesta al tratamiento quimioterapico en contexto de paientes

paliativos en funcion del estatus HPV (tomada de Argiris'™®).

De acuerdo con el resultado de un estudio multivariante, la infecciéon HPV o la
inmunopositividad frente a p16 aparecieron como variables con capacidad

prondstica significativa favoreciendo la supervivencia de estos pacientes.

Vainshtein y cols'"

analizaron la correspondencia existente entre el estatus HPV
del tumor inicial y la recidiva loco-regional o a distancia en una cohorte de 37
casos de carcinomas de orofaringe recidivados, de los cuales 32 (86.5%) fueron
HPV+. Los autores analizaron los especimenes de la biopsia inicial y de la
recidiva (loco-regional en 16 pacientes y a distancia en 21) mediante hibridacion
e inmunohistoquimica de la p16. La concordancia entre el tumor inicial y la
recidiva fue del 97%. Sdlo un paciente HPV+ con antecedente de tabaquismo
importante conté con la aparicién de un tumor pulmonar unico HPV- a los 3.6
anos del tratamiento del tumor inicial, pudiendo tratarse de una segunda

neoplasia metacroénica, con lo que la concordancia alcanzaria el 100%.

Ademas de los estudios que evaluan la capacidad prondstica de la infeccidon
HPV en los pacientes con carcinomas de orofaringe, son diversos los
meta-analisis que han evaluado dicha capacidad en pacientes con CECC en
general, o de los pacientes con carcinomas de orofaringe de forma mas

especifica.
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En un primer meta-analisis publicado en 2007 por Ragin y cols'®, los pacientes
con tumores HPV+ contaron con un beneficio en la supervivencia y el control de
la enfermedad. Los pacientes HPV+ tuvieron un menor riesgo de mortalidad (HR:
0.85, IC 95% 0.7-1.0) y de recidiva (HR:0.62, IC 89,5%.0.5-0.8) que los
pacientes HPV-.
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FIGURA 72: Representaciéon con diagrama de bosque donde recoge la menor riesgo de

mortalidad (A) y de recidiva (B) en pacientes HPV+ (tomada de Ragin'®).

Este beneficio en la supervivencia y el control de la enfermedad se consiguio a
expensas de los pacientes con tumores localizados en la orofaringe. Los
pacientes HPV+ contaron con una reduccién del 28% de su mortalidad (HR:0.72,
IC 95% 0.5-1.0), en tanto que no aparecieron diferencias en funcion del estatus

HPV para los pacientes con tumores localizados fuera de la orofaringe.

181 evaluaron en primer

En un estudio realizado en el afio 2010, Dayyani y cols
lugar la prevalencia de tumores HPV+ en una revision de 34 estudios publicados,
agrupando datos de 5,681 pacientes. La prevalencia de HPV entre los pacientes
con CECC fue del 21.95%, con un predominio del HPV-16, que represento el
86.7%, correspondiendo el resto de tumores HPV+ de forma preferente a los
genotipos 18 y 33. El analisis de supervivencia se realizé a partir de 7 estudios,
pudiendo comprobarse un incremento significativo en la supervivencia para los

pacientes HPV+, con un hazard ratio de 0.42 (IC 95%:0.27-0.56, p<0.0001).
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FIGURA 73: Representacion con diagrama de bosque de la supervivencia a partir de 7 estudios

donde se demuestra aumento de la supervivencia en pacientes HPV+ en CECC (fomada de

181

Dayyani'”’)

Este beneficio en supervivencia fue aun mas pronunciado al considerar de forma

aislada a los pacientes con carcinomas de orofaringe, con un HR=0.40 (IC

95%:0.18-0.61, p<0.0001).

Study %
[n] ES (95% CI) Weight
Fakhry, et al. 2008 —'i— 0.36 (0.15,0.85)  38.00
Lindel, et al. 2001 —'_ 0.35(0.13,098) 2577
Reimers, et al. 2007 0.42@0.10,1.768) BYB
Hafkarnp, et al. 2008 —"'_ 0.50 (024,111 24.43
Strome, et al. 2002 - 0.40 (0.08, 2.00) 505
Overall {-squared = 0.0%, p=0.989) <> 0.40 (0.18, 0613 100.00
S —— |

T : T

-2 1] 2

FIGURA 74: Representacion con diagrama de bosque de la supervivencia a partir de 5 estudios

donde se demuestra aumento de la supervivencia en pacientes HPV+ en COF (tomada de

Dayyan

181
).
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Ademas, pudo constatarse como los pacientes HPV+ contaron con un mejor
control local tras el tratamiento con radioterapia (OR=4.07, IC 95%:1.48-11.18,
p=0.006) o quimioradioterapia (OR=2.87, IC 95%:1.29-6.41, p=0.01).

En otro meta-analisis, O’Rorkey cols'?

ampliaron la muestra de estudios
analizados, incluyendo un total de 42 publicaciones realizadas a partir de
pacientes con CECC tratados en USA-Canada (19 estudios), Europa (14
estudios) y Asia o Australia (9 estudios). Considerando la supervivencia global,
el hazard ratio acumulado comparando los pacientes HPV+ con los negativos fue
de 0.46 (IC 95%:0.37-0.57), con una hazard ratio de 0.28 (IC 95%: 0.19-0.4) si se

considera la supervivencia ajustada.

SITE STUDY YEAR ES (95% ClI) % Weight
HNC Smith et al 2010 e e B 0.63 (0.27, 1.47) 11.41
HNSCC Kong et al 2009 0.11(0.03,0.40)  6.24
Tonsillar SCC Strome et al 2002 ' 0.40 (0.08, 2.00) 4.39
Oropharyngeal SCC Ermster et al 2007 ' 0.12(0.03,0.48) 583
Tonsillar SCC Straetmans etal 2009 "— 0.50 (0.24, 1.04)  13.46
Tonsillar cancer Lindquist et al 2007 —‘_ 0.17 (0.09, 0.32) 15.56
Oral and oropharyngeal cancer Klozar et al 2008 : 0.13(0.03, 0.56) 5.14
HNSCC Gillison et al 2000 T 0.41(0.20, 0.84) 13.79
Oropharyngeal cancer Hong et al 2010 ;— 0.32(0.19,0.54) 1840
Oral SCC Zhao et al 2009 L 0.13(0.02, 0.94) 3.07
Tonsillar SCC Chien et al 2008 4 0.13(0.02,0.99) 291
Overall (l-squared = 34.6%, p = 0.121) ¢ 0.28 (0.19, 0.40) 100.00

NOTE: Weights ara fram random effects analysi
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FIGURA 75: Representacion con diagrama de bosque de la supervivencia donde se demuestra

aumento de la supervivencia global en pacientes HPV+ (tomada de O’Rorkey’sz).

Finalmente, en un meta-analisis de reciente publicacion realizado a partir de 37
series de pacientes con carcinomas de orofaringe tratados con radioterapia;
Petrelli y cols'®® determinaron que los pacientes con tumores HPV+ contaron con
un incremento significativo en la supervivencia global, con un valor de hazart
ratio de 0.33 (IC 95%: 0.27-0.40; p<0.00001) si se consideran la totalidad de
tratamientos incluyendo cirugia y radioterapia, y un hazart ratio de 0.39;
(p<0.00001) en caso de considerar tan solo aquellas series de pacientes

tratados de forma exclusiva con radioterapia o quimioradioterapia.
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FIGURA 76: Representacion con diagrama de bosque de la supervivencia donde se demuestra

aumento de la supervivencia global en pacientes HPV+ (tomada de Petrelli’®).

Ademas, los pacientes HPV+ contaron con una mejor supervivencia ajustada
(HR 0.39, IC 95%:0.3-0.59, p<0.00001), y mejor supervivencia libre de
enfermedad (HR 0.31, IC 95%:0.24-0.40, p<0.00001). Por el contrario, no
aparecieron diferencias significativas en cuanto al riesgo de aparicion de

metastasis a distancia en funcion del estatus HPV (HR 1.16, p=0.56).
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Resultados del estudio HSP.

Un elemento a considerar a la hora de analizar los resultados oncologicos es
que, dada la naturaleza retrospectiva de nuestro estudio, para la mayoria de las
ocasiones el estatus HPV de los tumores fue desconocido en el momento de
llevarse a cabo el diagndstico oncoldgico, y que , en consecuencia, no existian
diferencias en cuanto al tipo de tratamiento propuesto en funcién de la existencia

de infeccién HPV a nivel orofaringeo.

Al igual que la gran mayoria de estudios que han evaluado la influencia del
estatus HPV en la supervivencia de los pacientes con carcinomas de orofaringe,
los resultados de nuestro estudio encontraron que los pacientes con tumores
HPV+, a pesar de presentarse con tumores con estadios mas avanzados,

tuvieron una mejor supervivencia que los pacientes con tumores HPV-.
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Esta mejoria en la supervivencia se produjo a expensas de los pacientes con
tumores con estadios avanzados (estadios IlI-IV) y preferentemente para
aquellos pacientes que recibieron un tratamiento no quirdrgico. Ni en los
pacientes con tumores iniciales (estadios I-Il) ni en aquellos pacientes que

recibieron un tratamiento con cirugia, complementada o no con radioterapia
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postoperatoria, el estatus HPV apareci6 como una variable con capacidad

prondstica en relacion con la supervivencia.

El estudio pormenorizado en relacion con el control de la enfermedad demostrd
que en los pacientes HPV+ el tratamiento realizado consiguié un mejor control
local y regional de la enfermedad, en tanto que no modificé de forma significativa
el riesgo de aparicion de metastasis a distancia. Destaca el hecho de que los
pacientes HPV+, a pesar de contar con una mayor carga ganglionar de la
enfermedad, consiguieron una supervivencia libre de recidiva regional
significativamente mejor que la correspondiente a los pacientes HPV- (p=0.009),
y que estas diferencias en el control regional de la enfermedad son en gran
medida las que justifican las diferencias en la supervivencia observadas en

funcién de la afectacion HPV.
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Al igual que lo comunicado por otros autores, para los pacientes HPV+ la
afectacion regional, que habitualmente aparece como uno de los factores
prondsticos con una mayor relevancia para los pacientes con CECC, perdi6 su

capacidad prondstica.
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Una evidencia de que el tratamiento cuenta con una mayor eficacia en el control
de la enfermedad en los pacientes con tumores HPV+ aparece en los resultados
anatomopatologicos obtenidos en los vaciamientos cervicales realizados tras la
finalizacion de la radioterapia o quimioradioterapia debido a la existencia de
sospecha clinica o radiolégica de persistencia de la enfermedad a nivel cervical.
Sélo aparecieron restos tumorales viables en un 14.3% de los vaciamientos
cervicales realizados en pacientes con tumores HPV+ (1/7), en tanto que este
porcentaje aumentd hasta el 41.2% para los pacientes con tumores HPV-
(14/34).

Existen evidencias que senalan que la relacion del HPV con el prondstico de la
enfermedad no dependia exclusivamente de la presencia del virus, si no de que
el proceso carcinogénico que condujo a la aparicién del tumor fuese como
consecuencia de la actividad del HPV. En este sentido, se han descrito
diferencias significativas en el prondstico de los pacientes con tumores HPV+ en
funcion del nivel de expresion de la p16. Los pacientes HPV+/p16+ contarian con
tumores promovidos por la actividad viral (clase lll), en tanto que en los tumores
HPV+/p16- representarian la existencia de una infeccién viral coincidente con un
tumor promovido por procesos carcinogenéticos no relacionados con el HPV, y

contarian con un prondstico similar a los tumores HPV-% |

p16 Status

Nonoverexpressing Overexpressing

Absent Class | —

HPV-16
DNA

Present

Los resultados obtenidos a partir de nuestros pacientes confirman esta hipoétesis.
Un tercio de nuestros pacientes HPV+ mostraron negatividad en la valoracion

inmunohistoquimica de la p16, cuestionando el papel carcinogénico jugado por
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el virus en estos pacientes HPV+/p16-. Los pacientes con tumores HPV+/p16+
contaron con un prondstico significativamente mejor al de los pacientes

HPV+/p16-, que tuvieron una supervivencia similar a la de los pacientes HPV-.
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De acuerdo con los resultados de un analisis multivariante en el que se
incluyeron como variables independientes la categoria de extension local y
regional de la enfermedad, la sublocalizacion del tumor, y el estatus HPV/p16, y
como variable independiente la supervivencia ajustada, considerando como
categoria de referencia a los pacientes HPBV+/p16+, los pacientes HPV+/p16-
contarian con un riesgo de fallecer como consecuencia de la evolucion del
carcinoma de orofaringe 2.5 veces superior (IC 95%: 0.8,7.5, P=0.102), vy los
pacientes HPV- 3.2 veces superior (IC 95%: 1.4-7.3, P=0.006). Las otras
variables que se relacionaron de forma significativa con la supervivencia fueron
la extension local avanzada del tumor y su localizacién a nivel de la pared

posterior de la orofaringe.

Finalmente, el estandar de excelencia en relacion con el papel carcinogénico

jugado por el HPV en un tumor vendria dado por demostrar la actividad biolégica
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del virus. A partir de una determinacion de la expresion de los genes del HPV
relacionados con la promocion tumoral E6/E7 es posible verificar su actividad

como promotor del proceso oncoldgico.

Un estudio realizado en 30 de los tumores HPV+/p16+ de nuestra serie demostro
un elevado grado de coincidencia entre la expresion del gen que codifica E6 en
este grupo de pacientes (29/30 pacientes, 96.7% de coincidencia). Para los
pacientes HPV+/p16- estudiados, la expresion del E6 aparecio positiva en la
mitad de las ocasiones (7/14, 50% de coincidencia). En estos pacientes
HPV+/E6MRNA+, los niveles de expresion de la p16 fueron superiores que para
los HPV+/E6mRNA-, pero sin que el grado de positividad a la p16 pudiese
catalogarlos como p16+. Es muy posible que en estos pacientes
HPV+/p16-/E6GMRNA+ el HPV se encuentre implicado en el proceso
carcinogénico, y que se trate de un falso negativo de la p16. Seran necesarios
estudios mas amplios para poder cuantificar el porcentaje de ocasiones en el
que se produce esta discrepancia entre las diferentes técnicas utilizadas para
valorar la presencia de infeccion HPV y su papel en la promocion de tumores a

nivel de las mucosas de la orofaringe.
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Influencia del tabaco en pacientes HPV+

Revision de la literatura.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Ang y cols'?

, el comportamiento
bioldgico correspondiente a los pacientes HPV+ podria verse modificado por la
accion del tabaco. Los estudios que relacionan la influencia del tabaco en los
resultados obtenidos tras el tratamiento en pacientes HPV+ han mostrado

resultados contradictorios.

'8 mostraron que el estatus

Dos ensayos clinicos evaluados por Maxwell y cols
HPV no necesariamente confiere una mejora significativa en el pronéstico para
los pacientes fumadores. Los autores analizaron un total de 124 pacientes con
carcinomas de orofaringe con estadios avanzados (llI-IV) tratados entre
1999-2007 de acuerdo con dos protocolos de la Universidad de Michigan (USA)
que incluian quimioterapia de induccion, cirugia o quimio-radioterapia. Un 82%
de los pacientes fueron HPV+ de acuerdo con un estudio con PCR. De éstos, un
32.3% no contaron con el antecedente de tabaquismo, 45% eran exfumadores, y
22.6% fumadores activos. La totalidad de los pacientes HPV- contaron con el
antecedente de tabaquismo. Para los pacientes HPV+, el porcentaje de recidivas
entre los pacientes no fumadores fue del 6.1%, entre los exfumadores del 19.6%,
y entre los fumadores activos del 34.8%. En relacion a los pacientes no
fumadores, el hazard ratio de recidiva para los pacientes fumadores activos fue
de 5.2 (IC 95%: 1.1-24.4, p=0.038) y para los exfumadores de 2.9 (IC 95%:

0.6-13.6, p=0.18).

85 analizaron 190 pacientes con carcinomas de orofaringe

Gillison y cols
incluidos en dos ensayos clinicos realizados por la RTOG (USA) durante
1991-1997, utilizando como marcador del estatus HPV la inmunopositividad
frente a la p16. Un 39.5% de los pacientes fueron catalogados como HPV+,
contando éstos con un menor consumo de tabaco. Los resultados de un estudio
multivariante mostraron que, tras el ajuste por p16 y otros factores de riesgo,
tanto la supervivencia libre de progresion como la observada empeoraban de

forma significativa con el consumo de tabaco. El hazard ratio de muerte se
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incrementaba aproximadamente un 1% por cada paquete/afio y un 2% por cada

afo de consumo (p=0.002 y p<0.001, respectivamente).

De acuerdo estos resultados, esta serie de autores postulan que el modelo
carcinogenético correspondiente a los HPV+ en los pacientes fumadores diferiria

del de los no fumadores.

130 analizaron 323 pacientes con carcinomas de orofaringe, evaluando

Angy cols
diferentes variables relacionadas con la supervivencia. Un estudio de particion
recursiva mostroé que el estatus HPV aparecia como el factor prondstico mas
determinante para la supervivencia global, seguido por el consumo de tabaco y
la afectacién ganglionar para los pacientes HPV+, y el consumo de tabaco y la
extension local para los HPV-, obteniendo un arbol de clasificacién con 6 nodos

terminales que fueron agrupados en 3 categorias.

266 Patients with oropharyngeal cancer, known tumor
HPV status, and known number of pack-years of smoking

' l

178 Had HPV- 88 Had HPV-
positive tumors negative tumors
88 Had <10 90 Had >10 23 Had <10 65 Had >10
pack-years pack-years pack-years pack-years
Y l Y A
26 Had 64 Had 15 Had 8 Had
NO-N2a N2b-N3 T2-T3 T4
cancer cancer tumors tumors
d L ¥ ¥ 3 L

114 of 266 (42.9%) were | | 79 of 266 (29.7%) were 73 of 266 (27.4%) were
at low risk at intermediate risk at high risk

De acuerdo con esta clasificacion, los autores definieron 3 grupos con prondéstico
diferenciado. Los pacientes HPV+ no fumadores, o fumadores con afectacién
ganglionar limitada integraron el grupo de bajo riesgo. Los pacientes HPV+
fumadores y con afectacién ganglionar extensa, o HPV- no fumadores y con

tumores limitados (T2-3) contaron con un riesgo intermedio. Finalmente, los
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pacientes HPV- no fumadores con tumores localmente avanzados (T4) o HPV-

fumadores constituyeron el grupo de riesgo elevado.

Grupo de bajo riesgo

HPV+ no fumadores

fumadores con
ganglionar limitada

afectacion

Grupo de riesgo intermedio HPV+ fumadores y con

ganglionar extensa

limitados (T2-3)

HPV- no fumadores y con tumores

afectacion

Grupo de alto riesgo

localmente avanzados (T4)

HPV- fumadores

HPV- no fumadores con tumores
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FIGURA 77: Supervivencia ajustada en funcién de los grupos de riesgo propuestos por Ang150.

Sin embargo, estudios desarrollados por otros autores llegan a la conclusion de
que el tabaco no modifica de forma especifica en prondstico de la enfermedad en

los pacientes HPV+ en relacion a los HP

\/-186.187
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'8 analizaron 81 pacientes con carcinomas de amigdala

Hafkamp y cols
mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH) e inmunohistoquimica de la p16.
Un 41% de los tumores (n=33) aparecieron HPV+ en el estudio FISH, con una
imagen sugestiva de integracion en el genoma celular. La frecuencia en el uso
de tabaco y alcohol fue significativamente inferior en el grupo de pacientes
HPV+ (p=0.002 y p=0.011, respectivamente). El control de la enfermedad vy la
supervivencia tanto observada como ajustada fueron significativamente
inferiores para los pacientes HPV-. La supervivencia ajustada a los 5 afos para
los pacientes HPV+ fue del 55%, en tanto que para los HPV- descendié al 29%
(p=0.023). De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, si bien el
estatus HPV cont6 con una tendencia como factor pronostico (HR 2.00, IC 95%:
0.9-4.2, p=0.08), la variable que se relacioné de forma mas significativa con la
supervivencia fue el antecedente de uso de tabaco (HR 5.53, IC 95%:1.3-23.6,

p=0.02).

Para los pacientes fumadores, el estatus HPV perdi6 gran parte de su capacidad

prondstica, tal como muestra la siguiente figura.
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FIGURA 78: Supervivencia ajustada en pacientes con COF fumadores, no hay diferencias

significativas en funcién de la positividad al HPV (tomada de Hafkamp188).
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Hong y cols'®® disefiaron un estudio en el que pretendian avaluar de forma
especifica la relacidon entre el consumo de tabaco y el pronéstico en funcién del
estatus HPV. Los autores analizaron 411 pacientes con carcinomas de amigdala
tratados durante el periodo 1987-2006 en Australia. Se consideraron como
HPV+ los pacientes con PCR positiva y una sobre-expresiéon de p16. Un 45.9%
de los pacientes resultaron HPV+, con un perfil epidemioldgico tipico en esta
poblacién: menor edad media, menor categoria de extension local y mayor de
regional, y mayor grado histolégico. El porcentaje de pacientes no fumadores /
exfumadores / fumadores activos para los pacientes HPV+ fue del 28.6% / 41.1%
/ 30.3%, en tanto que para los HPV- fue del 4.1% / 29.8% / 66.1% (p=0.0001). De
acuerdo con los resultados, el tabaquismo contd con capacidad prondstica
independiente en relacion con la supervivencia observada, no modificando de
forma significativa la supervivencia ajustada ni el control loco-regional de la
enfermedad. No aparecieron evidencias que sefalasen que la capacidad

prondstica atribuible al tabaco se viera modificada por el estatus HPV.
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Resultados del estudio HSP.

Tal como sefalamos anteriormente, los resultados obtenidos al analizar nuestro
grupo de pacientes indican que los pacientes con tumores HPV+ contaron con
una menor frecuencia en el antecedente de tabaquismo. Al analizar la
supervivencia de los pacientes HPV+, pudimos observar que no aparecieron
diferencias significativas en funcién del antecedente de tabaquismo, tal como

muestra la siguiente curva de supervivencia (p=0.342).
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Al analizar los pacientes HPV+ considerando también la expresion de la p16, se
pudo observar como el antecedente de tabaquismo no influyé en el resultado
para los pacientes HPV+/p16+ (p=0.959), en tanto que para los HPV+/p16-
aparecido una tendencia hacia un peor prondstico para los pacientes con

antecedente de tabaquismo (p=0.382).
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Se llevd a cabo una reclasificacion de nuestros pacientes de acuerdo con los

criterios establecidos por Ang y cols'. Un 10.6% de los pacientes se incluyo en

la categoria de bajo riesgo, un 14% en la de riesgo intermedio, y un 75.4% en la

de riesgo elevado.

Grupo de bajo riesgo

HPV+ no fumadores

fumadores con afectacion
ganglionar limitada

10.6%

Grupo de riesgo intermedio

HPV+ fumadores y con afectacion
ganglionar extensa

HPV- no fumadores y con tumores
limitados (T2-3)

14%

Grupo de alto riesgo

HPV- no fumadores con tumores
localmente avanzados (T4)

HPV- fumadores

75,4%

Existieron diferencias significativas en la supervivencia ajustada en funcion de la

categoria de riesgo (p=0.011), si bien no fueron tan marcadas como las

obtenidas en el estudio original de Ang y cols. La siguiente figura muestra la

supervivencia ajustada para los pacientes incluidos en el estudio en funcion de la

categoria de riesgo.
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Los datos obtenidos en nuestro estudio son compatibles con el concepto
expresado por algunos autores en el sentido que el antecedente de tabaquismo

cuenta con un escaso poder prondstico en los pacientes con tumores HPV+.

Relacion del HPV con la aparicién de segundas neoplasias

Revision de la literatura.

Los pacientes con CECC cuentan con un riesgo elevado de aparicién de
segundas neoplasias, localizadas de forma preferente a nivel de las vias
aerodigestivas, incluyendo el pulmén, el es6fago y de nuevo cabeza y cuello™®.
En general, estas segundas neoplasias aparecen en el contexto establecido por
Slaughter y cols'®' de cancerificacion de campo, segun el cual los carcindgenos
ambientales como el tabaco y el alcohol, que promovieron la aparicion del tumor
indice de cabeza y cuello, habrian inducido la aparicion de alteraciones a nivel
del resto de mucosas del tracto aerodigestivo con capacidad de dar lugar a la

formacioén de nuevos tumores.
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Los pacientes con tumores HPV+ cuentan con una menor carga en el consumo
de tabaco y alcohol, por lo que seria menos probable la aparicion de segundas
neoplasias promovidas en campos de cancerificacion por estas sustancias. Sin
embargo, estos mismos pacientes infectados por HPV podrian hipotéticamente
contar con una elevacidon en el riesgo de aparicion de nuevos tumores

relacionados con el HPV, ya sea a nivel genital o de nuevo en cabeza y cuello.

Joseph y cols'®? determinaron si en pacientes con carcinomas de orofaringe
HPV+ con una segunda neoplasia amigdalar, ésta contaba se encontraba
infectada por HPV y cual era el genotipo responsable. A partir de un estudio de
los 135 pacientes con carcinomas amigdalar tratados entre 1999-2006 en el
Johns Hopkins Hospital (USA), se identificaron 6 pacientes con una segunda
neoplasia en la amigdala, disponiéndose de material para estudio en 4
ocasiones. En tres casos se trataba de tumores sincronicos y en uno un tumor
metacrénico, todos ellos tumores iniciales (T1 o carcinoma in situ). La
secuenciacion del genotipo viral demostré que en los 4 casos la infeccion de
ambos tumores correspondia al mismo HPV-16, sugiriendo una infeccién viral

comun como causante de los dos tumores.

Si bien, tal como queda demostrado, es posible el desarrollo de tumores
multiples en relacion con la infeccion HPV, queda por determinar si esta
infeccion supone un incremento en el riesgo de aparicion de segundas
neoplasias tal como sucede con el modelo clasico de carcinogénesis en los

pacientes con CECC.

Morris y cols'®® llevaron a cabo un extenso analisis del riesgo de aparicién de
segundas neoplasias en pacientes con un tumor indice de cabeza y cuello a
partir de los datos de la base SEER (1975-2006). Se incluyeron en el estudio
pacientes con un tumor primario localizado en cavidad oral, oro-hipofaringe y
laringe. Se identificaron un total de 75,087 pacientes con un tumor indice de
cabeza y cuello. Pudo observarse como el riesgo de aparicion de una segunda
neoplasia fue mas elevado para los pacientes con tumores localizados en la
hipofaringe que para los que contaron con tumores localizados en la cavidad oral
o la laringe, con una cierta tendencia hacia el incremento en los valores de riesgo

alo largo del periodo de estudio. Por el contrario, para los pacientes con tumores
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de localizacion orofaringea se produjo una tendencia hacia la declinacion en el
riesgo de aparicion de segundas neoplasias. De acuerdo con los resultados, el
riesgo de aparicion de segundas neoplasia para los pacientes con carcinomas
de orofaringe antes de 1990 era el segundo mas elevado tras el correspondiente
al de los pacientes con carcinomas de hipofaringe, pero a partir de entonces el
riesgo de aparicion de segundas neoplasias en este grupo de pacientes declind
de forma sustancial, pasando a ser la localizacion de cabeza y cuello con un
menor riesgo de aparicion de segunda neoplasia, tal como puede apreciarse en

la siguiente figura.

Risk of SPM Solid Tumor

400 -
e
2 300
o
[ ]
s
S 200
g ‘/-——_><
o — - OC
< 100+ — OP
i L
— HP
0

1975-1979 1980-1984 1985-1990 1991-1995 1996-2000 2001-2006

FIGURA 79: Riesgo de segundas neoplasias en pacientes con antecedentes de carcinomas de

cavidad oral (OC), orofaringe (OP), laringe (L) e hipofaringe (HP). (Tomada de Morris'®).

Al analizar la causa por la que se produjo esta disminucién en el riesgo de
aparicion de segundas neoplasias en los carcinomas de orofaringe,
especialmente a partir del 1990, pudo evidenciarse como el descenso en
incidencia aparecié de forma mayoritaria a expensas de una reduccion en el
riesgo de aparicion de segundos tumores localizados en las vias aerodigestivas
(cabeza y cuello, pulmén y esoéfago). De acuerdo con los autores, una
justificacidon de estos resultados seria la aparicion de una nueva modalidad de
carcinomas de localizacion orofaringea relacionados carcinogenéticamente con

la infeccion por HPV, que contarian con un menor riesgo de incidencia de
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aparicion de segundas neoplasias respecto a los carcinomas escamosos que se
relacionan con la agentes carcinogénicos clasicos como son el tabaco y el

alcohol.

Gan y cols'®

evaluaron la incidencia de aparicion de segundas neoplasias en
2,230 pacientes con un tumor indice de cabeza y cuello tratados en el M.D.
Anderson Cancer Center (USA) entre 1995-2010 en funcién de que el tumor
contase con una localizacion orofaringea (n=1,070, 48%) o fuera de la orofaringe
(n=1,160, 52%). Durante el periodo de seguimiento, un 10.6% de los pacientes
desarroll6 una segunda neoplasia. Los pacientes con tumores orofaringeos
contaron con una incidencia anual del 1%, en tanto que para los pacientes con
tumores fuera de la orofaringe fue del 2%. Existieron diferencias significativas en
la supervivencia libre de segunda neoplasia en funcion de la localizacion del

tumor primario (p<0.001).
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FIGURA 80: Riesgo de segundas neoplasias en pacientes con antecedentes de carcinomas de

orofaringe y no-orofaringe (tomada de Gan194).

De acuerdo con los resultados del estudio, la variable que se relacioné de forma
mas significativa con el riesgo de aparicion de una segunda neoplasia fue el

antecedente de tabaquismo.

Una de las limitaciones del estudio fue que no se dispuso de informacion
referente al estatus HPV de los pacientes analizados. Sin embargo, los

pacientes con un tumor orofaringeo y el perfil tipico del tumor relacionado con
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HPV (menores de 60 afios, no fumadores, con tumores localizados en la amigala
o base de lengua) contaron con un riesgo significativamente inferior de segundas
neoplasias que los pacientes con carcinomas orofaringeos con fenotipo no-HPV
(OR 0.4, IC 95%:0.2-0.7).

Peck y cols'®

analizaron 182 pacientes con tumores indice de cabeza y cuello
de esta cohorte del M.D. Anderson para los cuales se dispuso de informacion
relativa a la serologia frente al HPV. Un 44% de los pacientes presentaron
seropositividad frente a HPV. Los pacientes HPV-seropositivos mostraron una
menor incidencia de aparicibon de segundas neoplasias que los HPV

seronegativos (p=0.051).

FIGURA 81: Supervivencia libre de enfermedad en el grupo de pacientes con segundas

neoplasias (tomada de Peck'®).

El riesgo de aparicion de segundas neoplasias para los pacientes
HPV-seropositivos se redujo a la mitad respecto a los negativos (HR 0.48, IC
95%: 0.23-1.02, p=0.056).

Al analizar el riesgo de aparicién de segundas neoplasias incluyendo como
variable el antecedente en el uso de tabaco, los pacientes HPV-seropositivos
con antecedente de tabaquismo contaron con un riesgo de aparicion de
segundas neoplasias similar al de los pacientes seronegativos, en tanto que el
riesgo para los pacientes HPV-positivos no fumadores fue significativamente

inferior.
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Ademas, la localizacion de las segundas neoplasias para los pacientes
HPV-seronegativos fue mayoritariamente la caracteristica en los CECC (cabeza
y cuello, pulmon, esofago y vejiga), en tanto que 7 de las 10 segundas
neoplasias en los pacientes seropositivos aparecieron fuera de estas

localizaciones tipicas.

En un estudio realizado por Hafkamp y cols'®®

en que se evaluaron 81 pacientes
con carcinomas amigdalares, sélo los pacientes HPV- contaron con la aparicion

de segundas neoplasias (13%).

1% evaluaron 103 pacientes con tumores iniciales de cavidad oral

Huang y cols
(estadios I-Il) tratados quirurgicamente en Taiwan durante el periodo 1997-200, y
analizaron la incidencia de aparicidon de segundas neoplasias en funcion del
estatus HPV. Un 30.1% de los pacientes (n=31) fueron HPV+, contando
preferentemente con los genotipos 16 (n=16) y 18 (n=7). Una mayoria de los
pacientes contaban con el antecedente de tabaquismo (87.4%) o enolismo
(69.9%). Un total de 13 pacientes desarrollaron una segunda neoplasia, sin que
apareciese relacion entre su aparicion y el estatus HPV (P=0.750). Cuatro de los
pacientes HPV+ desarrollaron una segunda neoplasia. En las cuatro ocasiones,
el segundo tumor fue también HPV+, contando con un genotipo similar al del
tumor indice (HPV-18 en tres ocasiones, y HPV-16 en una), lo que hace suponer

una relacion en la etiologia de ambos tumores.

Resultados del estudio HSP.

Nuestros resultados concuerdan con los comunicados en la literatura por
diferentes autores en el sentido que los pacientes con carcinomas de orofaringe
HPV+ contaron con una frecuencia de aparicion de otros tumores malignos
significativamente inferior a la correspondiente a los pacientes HPV-. Los
pacientes HPV+ tuvieron una menor frecuencia de antecedentes de tumores
malignos diagnosticados de forma previa al tumor de orofaringe que los
pacientes HPV- (10.6% versus 27.6%, P=0.012). Igualmente, los pacientes

HPV+ tuvieron una menor incidencia de aparicion de nuevos tumores malignos
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con posterioridad al diagndstico del carcinoma de orofaringe que los pacientes
con tumores HPV- (14.9% versus 29.1%, p=0.041).
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Conclusiones

. El 12% de todos los pacientes con carcinomas de orofaringe estudiados
fueron tumores HPV+. Este porcentaje fue significativamente superior
para los pacientes con tumores localizados en la region amigdalar
(16.7%) y la base de la lengua (11.2%). El genotipo mayoritario fue el

HPV-16, que fue encontrado en un 87.2% de los pacientes HPV+.

. Se aprecid una tendencia hacia el incremento en la incidencia de
aparicion de tumores HPV+ a lo largo del periodo de estudio, aunque esta

tendencia no alcanzé valores de significacion estadistica.

. El porcentaje de pacientes con tumores HPV+ fue significativamente
superior entre las pacientes del sexo femenino y entre los pacientes que
no contaron con el antecedente en el consumo de toxicos como el tabaco
y el alcohol. No encontramos diferencias significativas en la edad de los

pacientes en funcién del estatus HPV.

. No aparecieron diferencias en la categoria de extension local de la
enfermedad en funcion del estatus HPV. Por el contrario, los pacientes
HPV+ contaron con una categoria de extensién regional de la enfermedad
(76% N+) significativamente superior que la de los pacientes HPV- (49%
N+).

. Un 66% de los pacientes HPV+ mostraron también positividad frente a
p16. De los pacientes HPV+/p16+, un 96.7% expresaron EGmRNA. De los
pacientes HPV+/p16-, un 50% expresaron EGmRNA.

. Existié una relacion significativa entre el estatus HPV y la supervivencia.
La supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes HPV+ fue del
69.2%, y para los pacientes HPV- del 49.4%. Esta mejoria en la
supervivencia en los pacientes HPV+ aparecié a expensas basicamente

de los pacientes con tumores con estadios avanzados y de aquellos
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tratados con radioterapia o quimioradioterapia. De acuerdo con los
resultados de un estudio multivariante, y considerando como categoria de
referencia a los pacientes HPV+/p16+, los pacientes HPV+/p16- contaron
con un riesgo de fallecimiento asociado a la evolucion del tumor 2.5 veces
superior, y los pacientes HPV- un riesgo de fallecimiento asociado a la

evolucion del tumor 3.2 veces superior.

7. Los pacientes con carcinomas de orofaringe HPV+ contaron con un riesgo
menor de sufrir la aparicion de segundas neoplasias (14,9%) que los

pacientes con tumores HPV- (29%).
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