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RESUMEN

Antecedentes: En Colombia, el carcinoma escamocelular orofaringeo (CEO) puede afectar tanto
a hombres como a mujeres. Cerca del 30 % tiene como causa la infeccidn con el virus del papiloma
humano (VPH) y el 70 % se debe al consumo excesivo de tabaco y alcohol. La historia natural de
la enfermedad del CEO es similar a la del cancer cervical. Se ha observado una asociacion positiva
entre Chlamydia trachomatis y VPH. A partir de esa evidencia, se podria hipotetizar que, para el
CEO, las bacterias orales tendrian alguna asociacion positiva con el VPH. Obijetivo: Exponer
algunas experiencias y avances sobre el CEO en la Pontificia Universidad Javeriana de Bogota,
Colombia. Hallazgos: En este grupo de investigacion se realiz6 primero una descripcién del papel
del VPH en CEO (frecuencia, tipos virales de alto riesgo e integracién viral) en muestras de
pacientes con cancer en Colombia. Un segundo estudio consistio en una revision sistematica de la
literatura en la que se buscé identificar posibles bacterias asociadas al desarrollo del CEO. En un
altimo estudio se evalud la frecuencia de bacterias orales asociadas a procesos carcinogénicos y
su posible coinfeccion con VPH en pacientes con CEO e incluyd una comparacion con personas
sanas. Conclusién: En este manuscrito se presentan los resultados propios mas relevantes que

permiten comprobar la hipétesis formulada.
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ABSTRACT

Background: In Colombia, oropharyngeal squamous cell carcinoma (OSC) can affect both men
and women. About 30% is caused by infection with the human papillomavirus (HPV) and 70% is
due to excessive consumption of tobacco and alcohol. The natural history of OSC is similar to that
of cervical cancer. A positive association has been observed between Chlamydia trachomatis and
HPV. From that evidence, it could be hypothesized that, for OSC, oral bacteria could have some
positive association with HPV. Purpose: To present some experiences and advances about OSC
at Pontificia Universidad Javeriana from Bogota, Colombia. Findings: In this research group, a
description of the role of HPV in OSC (frequency, high-risk viral types, and viral integration) was
first made in samples of cancer patients in Colombia. A second study consisted of a systematic
literature review to identify possible bacteria associated with the development of OSC. In a third
study, the frequency of oral bacteria associated with carcinogenic processes and their possible
coinfection with HPV in patients with OSC was evaluated, and included a comparison with healthy
people. Conclusion: This manuscript presents our most relevant findings that allow confirming

the aforementioned hypothesis.
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RESUMO

Antecedentes: Na Colémbia, o carcinoma de células escamosas da orofaringe (CEO) pode afetar
homens e mulheres. Cerca de 30% sdo causados pela infeccéo pelo papilomavirus humano (PVH) e
70% pelo consumo excessivo de tabaco e alcool. A histdria natural da doenca do CEO é semelhante
a do cancer cervical. Uma associagdo positiva foi observada entre Chlamydia trachomatis e PVH. A
partir dessa evidéncia, pode-se supor que, para 0 CEO, as bactérias orais teriam alguma associacao
positiva com o PVH. Objetivo: Apresentar algumas experiéncias e avancos sobre o CEO da
Pontificia Universidad Javeriana de Bogota, Colémbia. Resultados: Neste grupo de pesquisa, uma
descricédo do papel do PVH no CEO (frequéncia, tipos virais de alto risco e integracdo viral) foi feita
pela primeira vez em amostras de pacientes com cancer na Colémbia. Um segundo estudo consistiu
em uma revisao sistematica da literatura na qual se buscou identificar possiveis bactérias associadas
ao desenvolvimento do CEO. Em um dltimo estudo, a frequéncia de bactérias orais associadas a
processos carcinogénicos e sua possivel coinfeccdo com PVH em pacientes com CEO foi avaliada
e incluiu uma comparacdo com pessoas saudaveis. Conclusao: Este manuscrito apresenta os proprios

resultados mais relevantes que permitem verificar a hipétese.
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INTRODUCCION

El cancer orofaringeo escamocelular (CEO) ocupa el sexto lugar en frecuencia por cancer
mundialmente (1). En Colombia, es poca la informacion epidemioldgica existente y se estima que
aproximadamente se presentan 129 nuevos casos anuales de tumores de labio, cavidad oral y faringe,
de acuerdo con datos reportados por el Instituto Nacional de Cancerologia en 2017 (2). Sin embargo,
su incidencia se ha visto incrementada en poblacion cada vez mas joven, debido a que el consumo de
alcohol y tabaco inicia en edades mas tempranas. Ellos se consideran factores de riesgo del 70 % de
pacientes con CEO, mientras que el 30 % restante se debe a infecciones virales como la del virus del
papiloma humano (VPH), que se relaciona principalmente con practicas sexuales como el sexo oral
(3). Diversos estudios han mostrado que los tumores positivos para tipos oncogénicos de VPH
presentan menor agresividad y formacion de metastasis, lo que lleva a considerarlo de buen prondstico.
Esto se debe a que no se encuentran alteraciones genéticas permanentes como amplificaciones,

deleciones o0 mutaciones, que si estan relacionadas con el consumo de alcohol y tabaco (4).

Sumado a lo anterior, el CEO se ha asociado a una pobre higiene oral, que genera un incremento
cualitativo y cuantitativo de microorganismos. La microflora encontrada en cavidad oral facilita o
promueve la carcinogénesis. Autores como Meurman y Uittamo (5) relacionan algunas bacterias de la
cavidad bucal con la etiologia del CEO. Estas afirmaciones se basan en la respuesta inflamatoria
persistente generada por algunas bacterias orales y por la produccion de acetaldehido, un metabolito
comun del consumo de alcohol y tabaco, que se considera carcinogénica al favorecer la formacion de

aductos en el ADN vy, por ende, mutaciones principalmente de genes tumorales supresores (6).



En tiempos reciente, en la comunidad cientifica se aumentado el interés en determinar las posibles
relaciones entre la microbiota bacteriana y viral y el desarrollo de cancer orofaringeo. Tateda et
al. (6) observaron que Streptococcus anginosus (S. anginosus), uno de los microorganismos de
importancia en cavidad oral, esté posiblemente relacionado con procesos de carcinogenesis, pues

incrementa la concentracion de acetaldehido en la boca (5).

Teniendo en cuenta que el CEO presenta similitudes en la historia natural de la enfermedad con el
cancer cervical, por su asociacion con la infeccion del VPH (7,8), se ha sugerido en cancer cervical
una asociacion positiva con coinfecciones entre bacterias (Chlamydia trachomatis [C.
trachomatis]) y virus (VPH), puesto que la infeccién con C. trachomatis incrementa la infeccién
y persistencia del VPH. Por tal razén, este grupo de investigacion sugiere explorar si dicha
coinfeccion tiene la misma asociacion en la cavidad bucal. Sin embargo, en Colombia son pocos
los estudios que han buscado profundizar en el conocimiento de la infeccion por VPH en casos de
CEO. Por ello, el objetivo de este manuscrito es presentar al lector todas las experiencias y avances
con respecto al CEO en el Centro de Investigaciones Odontoldgicas de la Pontificia Universidad

Javeriana de Bogota, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se puede caracterizar como descriptivo documental, ya que presenta y analiza diversas

publicaciones sobre la infeccion por el VPH en CEO. Enfatiza los hallazgos de este equipo de

investigacién. El aumento del CEO asociado al VPH en Colombia y el mundo genera la necesidad de



conocer la frecuencia de la infeccion en este tipo de tumor, los factores virales asociados como la
expresion e integracion viral e, incluso, acercamientos de como el VPH se asocia a las bacterias orales
en CEO. El fin a largo plazo es promover la implementacion de medidas de prevencién y prondstico

para esta enfermedad. Las experiencias que aqui se presentan tuvieron lugar entre 2014 y 2020.

RESULTADOS Y DISCUSION

El CEO desde su diagndstico

La cavidad oral se divide topograficamente en bermellén de los labios, piso de la boca, los dos
tercios anteriores de la lengua, mucosa bucal, rebordes alveolares, paladar duro y trigono
retromolar. Entre 90 % y 95 % de las neoplasias malignas corresponden a carcinoma

escamocelular, de acuerdo con el Instituto Nacional de Cancerologia (9).

En los labios, la patologia maligna mas comdn es el carcinoma escamocelular que es precedido por
una leucoplasia o una queilitis solar o actinica. El carcinoma de labio iniciar en la piel, el borde
bermell6n (principalmente), la comisura labial o la mucosa hiumeda de los labios. Invade el misculo
orbicular con una penetracion linfatica potencial a ganglios submentonianos y submandibulares, en

la zona delimitada por el vientre anterior y posterior del musculo digastrico (9-10).

En el piso de la boca, los carcinomas escamocelulares son también los mas frecuentes, seguidos
de patologias malignas de origen glandular salival como carcinomas adenoide quisticos y
carcinoma mucoepidermoide. El carcinoma escamocelular inicia a un lado de la linea media

anterior del piso de la boca invadiendo la mucosa, los muasculos genioglosos y genihioideos. El



musculo milohioideo actia como una barrera hasta que la lesion se haya infiltrado (10). La
invasion a la encia y el periostio mandibular es temprana. La extension al periostio ocurre a lo
largo y no transversalmente. La invasion de la mandibula es un proceso tardio. Los carcinomas
escamocelulares del piso de la boca, ademas, se pueden extender a la mucosa labial inferior y la
piel. En la parte posterior se puede extender a los musculos de la lengua y a los conductos de las
glandulas salivales submandibulares, los cuales obstruyen. En esta zona, la infiltracion de los

ganglios linfaticos ocurre aproximadamente en un 35 % de los casos (9-10).

En la lengua, mas del 95 % de las neoplasias malignas corresponde a carcinomas escamocelulares
que representan el 30-50 % de los tumores de cavidad oral. Anatdbmicamente, la lengua consiste
en la punta, los bordes laterales, el dorso y la parte ventral. En la parte dorsal posterior limita con
las papilas caliciformes que forman la uve (V) lingual. Los tumores malignos de las glandulas
salivales que afecten a la lengua son de rara ocurrencia. El carcinoma escamocelular de la lengua
se ubica principalmente en los bordes laterales, por la costumbre de muchas personas de colocar
el cigarrillo en esos bordes, y le siguen las lesiones del tercio medio y la base de la lengua. El
compromiso linfatico se da en los ganglios yugulares medios o yugulo-carotideos medios y los

ganglios yugulares inferiores y yugulo-carotideos inferiores o supraclaviculares mediales (11).

En la mucosa oral o del carrillo los carcinomas escamocelulares son poco frecuentes, pero si lo
son en el trigono retromolar, esto es, la zona detras del tercer molar inferior contiguo con el tercer
molar superior a la altura de la tuberosidad del maxilar. La propagacion linfatica corresponde a los
ganglios submentonianos, submandibulares, yugulares superiores o Yyugulo-digastricos,

suboccipitales y mastoideos (9-11).



El desarrollo del CEO y oral se asocia a una serie de eventos celulares y moleculares, con
repercusiones tisulares que terminan en una neoplasia. Existe factores muy claros asociados a la

carcinogénesis de las neoplasias malignas, especificamente al CEO y oral (9-11).

El carcinoma escamocelular afecta la calidad de vida personal, familiar y social de quien lo padece.
La lesion maligna en principio suele estar acompafada de lesiones que son faciles de detectar
tempranamente desde el punto de vista clinico. En cuanto a los estilos de vida, el uso de tabaco y
alcohol y el VPH de alto riesgo adquirido en el contacto sexual estan asociados a la génesis del
CEO y oral, principalmente de las amigdalas (11). Las lesiones conocidas como trastornos orales
potencialmente malignos pueden asociarse a los anteriores factores en el curso o historia de la
enfermedad de las lesiones malignas de la cavidad oral y la orofaringe (12). Para el caso
colombiano, se ha establecido que la mayoria de las patologias malignas de la cavidad oral y
orofaringe estan precedidas por trastornos orales potencialmente malignos, que pueden detectarse
mediante un examen clinico oral riguroso. Se diagnostican mediante biopsia y analisis
histopatoldgico (9-12). Sin embargo, existen desafios para detectar oportunamente trastornos
potencialmente malignos en la consulta que usualmente estdn asociados a las competencias
clinicas, asi como a restricciones de tiempo durante la consulta. Clinicamente, un carcinoma
escamocelular de la cavidad oral puede estar precedido por ulcera, leucoplasia, eritroplasia, leuco-
eritroplasia y lesiones proliferantes y verrucosas (9-12). De la misma forma, numerosos trastornos
se han asociado a un mayor riesgo para desarrollar un carcinoma escamocelular. Se incluyen

leucoplasia, eritroplasia, liquen plano oral, fibrosis submucosa oral, queilitis actinica, estomatitis



nicotinica o paladar del fumador, lupus eritematoso discoide, algunos trastornos hereditarios, como

disqueratosis congénita y anemia de Fanconi (9-12).

El diagnostico histopatoldgico en la mayoria de los tumores malignos de la cavidad oral, la lengua
y la orofaringe clasifica los carcinomas escamocelulares como bien diferenciados, moderadamente
diferenciados y mal o pobremente diferenciados. El carcinoma escamocelular bien diferenciado se
caracteriza por la presencia de células neoplasicas escamosas de citoplasma eosindfilo. EI nicleo
puede ser hipercromatico o no serlo, nucléolo es prominente, hay mitosis atipicas distribuidas en
cordones o islas grandes de epitelio que infiltra el estroma o corion, con areas de disqueratosis 0
queratinizacion individual y formacién de perlas de queratina. Los carcinomas escamocelulares
menos diferenciados tienden a tener proyecciones irregulares o similares a dedos o islas pequefias

y células individuales dispersas en el frente invasivo (9-12).

El pleomorfismo celular, el polimorfismo nuclear, la hipercromasia nuclear y las figuras mitéticas
tipicas y atipicas aumentan con el grado de diferenciacién escamosa. Adicionalmente, el
prondstico no se relaciona per se con el grado de diferenciacion y queratinizacion. Se debe tener
en cuenta la profundidad de invasion tumoral (DOI, por la sigla en inglés: depth of invasion) (12)
que se mide milimetros, y la invasion vascular y perineural. En carcinoma escamocelular
pobremente diferenciado la diferenciacién escamosa es minima o esta ausente, por lo que se
precisa de una confirmacién de la naturaleza epitelial por medio de anticuerpos de tipo AE1/AES,

CK5/6, p63 y p40 (12).



La hiperplasia epitelial es un aumento en el nimero normal de células escamosas y basales. El solo
aumento del nimero de células escamosas se conoce como acantosis. No hay atipias celulares o
pérdida de la arquitectura con un proceso de maduracion y estratificacion regular (9-12). Por otra
parte, en la displasia epitelial se aprecia atipia celular, perdida de la maduracion y de la
estratificacion normal del epitelio (13). En la Facultad de Odontologia de la Pontificia Universidad

Javeriana para el diagnostico de displasia epitelial se tienen en cuenta los criterios que se describen

en la tabla 1.
TABLA 1
CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE DISPLASIA EPITELIAL
Cambios en la arquitectura Cambios celulares

Estratificacion irregular Anisonucleosis o variacion en el tamafio nuclear
Pérdida de la polaridad de las células basales e  Pleomorfismo nuclear
hiperplasia de células basales Anisocitosis 0 variacién en el tamafio celular
Crestas epiteliales en forma de gota Incremento en la relacion ndcleo-citoplasma
Incremento en el nimero de mitosis Mitosis atipicas
Disqueratosis Nucléolo prominente y aumento en el nimero
Perlas de gueratina Hipercromatismo aumentado

Al realizar el analisis histopatoldgico de la biopsia de una lesion de tipo leucoplasia lingual (figura
1), los hallazgos pueden corresponder a hiperplasia epitelial con ortoqueratosis o0 paragqueratosis,
que puede tener diferentes grados de maduracion epitelial. Estos son displasia leve, moderada,
grave o carcinoma escamocelular queratinizante con infiltracion superficial. En las figuras 2-6 se
aprecian los diferentes grados y la evoluciéon de la displasia hasta carcinoma escamocelular

queratinizante infiltrante (fotografias tomadas por el Jairo Bustillo).



FIGURA 1
LEUCOPLASIA LINGUAL

FIGURA 2
ACANTOSIS O HIPERPLASIA DE CELULAS ESCAMOSAS, EPITELIO GRUESO

FIGURA 3

IDAS CORRESPONDEN A LAS CELULAS BASALES

FIGURA 4
CAMBIOS ARQUITECTONICOS EN EL TERCIO INFERIOR DEL EPITELIO. ATIPIA CELULAR LEVE

FIGURA 5
CAMBIOS ARQUITECTONICOS SE EXTIENDEN HASTA EL TERCIO MEDIO Y SUPERIOR. LA ATIPIA CELULAR ES MODERADA
Y HAY PRESENCIA DE MITOSIS




FIGURA 6
CAMBIOS ARQUITECTONICOS SE EXTIENDEN AL TERCIO SUPERIOR DEL EPITELIO. LA ATIPIA CELULAR ES SEVERA

FIGURA 7

CARCINOMA ESCAMOCELULAR INFILTRANTE

Virus del papiloma humano

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Es un virus ADN de doble cadena circular, sin
envoltura, que infecta la mucosa y el epitelio cutaneo de una amplia variedad de vertebrados
superiores (3). EI genoma del VPH estad formado por regiones codificadoras (ORF), que se
designan como tempranas (E1-E7) y tardias (L1 Y L2), y una region no codificadora (NCR o
URR) que contiene el promotor y controla la transcripcion de los ORF (14,15). El gen E1 esta
involucrado en la replicacién viral y el mantenimiento del genoma. EI gen E2 es un regulador
transcripcional implicado en la replicacion viral y la regulacion negativa de los genes E6 y E7. El
gen E4 induce coilocitosis y facilita la salida de las particulas virales. EI gen E5 esta relacionado
con la transformacion celular porque interactia con receptores de factores de crecimiento
encontrados en la membrana celular (15,16). Los genes E6 y E7 codifican las proteinas con la
mayor capacidad oncogénica del virus, ya que son capaces de inducir proliferacion,
inmortalizacion y transformacion celular. La oncoproteina E6 promueve la degradacion de p53,

un importante regulador del ciclo celular, que promueve la entrada de la célula en fases S, ademas



de bloquear algunos inhibidores de ciclinas, como p21 y p27, y coactivadores de p53, como
p300/CBP, IRF3 y Tyk2. La oncoproteina E7 se une a la proteina pRB fosforilada. Esta union
rompe el complejo pRB/E2F y libera el factor de transcripcion E2F-1 que induce la transcripcion
de genes requeridos para la entrada a la fase S del ciclo celular. Por otro lado, la oncoproteina E7
aumenta las ciclinas Ay E y se puede unir a la histona deacetilasa (regulador de E2F) y a IRF1 y
p48, entre otros (17-19). Finalmente, los genes L1 y L2 (region tardia) se transcriben en los

estadios finales del ciclo viral y hacen parte de la capside del virus.

El ciclo de vida del VPH comienza cuando las particulas virales consiguen, a través de pequefias
roturas o microabrasiones, infectar la capa basal del epitelio (16). El ciclo de replicacién al interior
del epitelio puede dividirse en dos partes. En primer lugar, el genoma viral se replica hasta
aproximadamente 100 copias por célulay, durante periodos variables, mantiene este bajo nimero
de copias que todavia son competentes y capaces de replicarse. Las proteinas virales E1 y E2 son
esenciales en esta fase de replicacion basal del ADN. En segundo lugar, una vez las células
basales llegan al compartimento suprabasal, se altera su capacidad de dividirse y se incrementa
el nimero de copias virales. Asimismo se pone en marcha el programa de diferenciacion terminal
que, en capas superficiales del epitelio, inicia la sintesis de proteinas estructurales para el
ensamblaje de las particulas virales. Es decir, la replicacién esta asociada al proceso de
diferenciacion celular. Los papilomavirus se replican en este compartimento, pasan al epitelio

vecino y aprovechan el recambio natural de las células epiteliales infectadas con el virus (16).

Se han descrito mas de 100 tipos de VPH, de los cuales cerca de 14 estan involucrados en la

formacion de neoplasias epiteliales. Se les denomina virus de alto riesgo, por tal razon, determinar



los tipos virales permite predecir el prondstico de un paciente. A los tipos virales asociados a
procesos de carcinogénesis se les conoce como de alto riesgo. Los tipos mas comunes relacionados
con las afectaciones en mucosa de las vias aéreas incluyen VPH-16, VPH-18 y VPH-31 (20-22).
El VPH 16 es el tipo viral mas comun detectado en cancer oral-orofaringeo en un 90 %-95 % de
los tumores positivos para VPH (22-24). Por otro lado, diferentes trabajos muestran que factores
asociados al virus, como la persistencia de infeccion, la carga viral, la expresion continua de las
oncoproteinas E6 y E7 y la integracion del ADN viral dentro del genoma de la célula hospedera y
la inactivacion del gen viral E2 junto a la acumulacién de mutaciones oncogénicas, que conllevan

a la progresion de lesiones preneoplasicas a cancer (25).

El virus puede mantenerse en la célula del huésped de forma extracromosomal (episomal) o
integrado en el ADN del huésped (21-24,26,27). Los VPH de bajo riesgo se mantienen
predominantemente de forma extracromosomal circular como episomas. Sin embargo, los VPH de
alto riesgo pueden encontrarse también en una forma integrada. Asi, el ADN viral de genotipos de
alto riesgo puede encontrarse de tres formas: integrado, episomal o mixto, lo que incrementa su
persistencia (28). El proceso de integracion viral resulta en la pérdida de la funcion de los genes
E1ly E2, con multiples patrones de ruptura en estos genes, lo que hace necesaria la evaluacion de
la secuencia completa de E1 y E2 por PCR principalmente (28). La pérdida de funcionalidad de
estos genes favorece una mayor capacidad de inmortalizacion y aumento de la expresion de los
genes E6 y E7 debido a que el gen E2, con su secuencia completa, es reconocido por una region
reguladora adyacente al promotor (p97 para VPH16) y reprime de esta forma la expresion génica
viral. Su disrupcién al momento de la integracion viral de-reprime el promotor viral aumentando

la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 (20).



Durante los ultimos afos se ha comprobado que el VPH es el agente etioldgico del cancer cervical y
también ha sido relacionado como agente causal de un subconjunto de carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello. Algunos estudios han estimado que hasta un 60 % este tipo de carcinoma

puede ser positivo para VPH. Tal subconjunto afecta principalmente las amigdalas (24,29).

La relacion del VPH con el CEO se ha estudiado poco en Colombia. Son pocos estudios en cancer de
cabeza y cuello asociado a VPH. Uno de ellos lo realizaron Quintero et al. (30), quienes encontraron
una prevalencia de VPH del 18,9 %. En otro estudio realizado por Ordofiez et al. (31) se incluyeron
1.866 casos de cancer oral y orofaringe descritos entre 1962 y 2012 y mostraron una frecuencia de
VPH del 28,6 %. El presente grupo de investigacion realizé en 2015 un estudio multicéntrico
descriptivo de corte transversal, en las ciudades colombianas de Bogota, Manizales y Bucaramanga.
Se incluy6 un total de 46 pacientes diagnosticados clinicamente por el cirujano de cabeza y cuello con
carcinoma de orofaringe y en los que estaba indicada cirugia. Al momento de la intervencion

quirdrgica, se tomaron biopsias de tejido tumoral para realizar extraccion de ADN y ARN (32).

A partir del ADN se realiz6 tipificacion del virus mediante el estuche Multimetrix Multiplex HPV
Genotyping RVO®, que detecta 24 tipos virales, incluidos todos los catalogados como de alto
riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82). Se detectd la presencia de VPH
de alto riesgo en 10 de los 46 pacientes, lo que representa una frecuencia del 22 %. Al realizar
comparaciones entre las diferentes ciudades, se observo que en Manizales 8 de 21 casos (38 %)
presentaron infeccion por VPH, mientras que en Bogota se halld 1 entre 20 (5 %). Esta diferencia

fue estadisticamente significativa (p = 0,03). En relacion con el tipo mas frecuente, se encontro



que el VPH-16 fue el mas frecuente, con 9 de las 10 muestras positivas para el virus (90 %). El
otro tipo viral de alto riesgo encontrado fue el VPH-58 que correspondié al 10 % restante. Con
base en los resultados de la tipificacion de VPH se realizé un andlisis de integracién viral con PCR
Multiplex con zonas superpuestas que cubren la secuencia completa de los genes E1 y E2 de VPH-
16. Se hall6é que 8 de 9 muestras (89 %) presentaban un estado fisico mixto (episomal/integrado)
y la otra muestra (11 %) mostré un estado fisico episomal para VPH-16. La disrupcién del genoma
viral para integrarse al genoma de la célula huésped sucedi6 en diferentes regiones de los genes
E1ly E2, con mayor prevalencia de la disrupcion en el sitio de unién de E1 y E2 (nt 2525 a 3720).
A partir del ARN se identificaron los niveles de expresion del genotipo VPH-16 mediante
cuantificacién absoluta de PCR en tiempo real. La determinacién de los niveles de expresion fue
posible en 6 de las 9 muestras (66,7 %), donde el nimero de copias transcritas en 500 ng de cONA

oscilé entre 1y 11 copias. Copias <1 se consideraron como no transcripcionalmente activas (32).

Bacterioma oral y cancer escamocelular de orofaringe

La cavidad oral es la principal puerta de entrada de microorganismos al cuerpo (33). Un
desequilibrio ecologico de la comunidad microbiana en cavidad oral puede traducirse en
enfermedad, no sélo en la cavidad bucal sino en otras partes del cuerpo (34). Se estima que la
biodiversidad oral representa mas de 700 especies microbianas de las cuales solo 20 % son
cultivables y la mayoria son bacterias comensales (35). Hasta hace algunos afios existia una gran
dificultad para determinar las bacterias asociadas a patologias, debido a la alta complejidad de los
ecosistemas y las limitaciones de las herramientas metodoldgicas disponibles, para describir los
microorganismos asociados a estados de salud o enfermedad. Recientemente, varios estudios han

empleado la secuenciacion de alto rendimiento para analizar la fuente y la riqueza de especies de



la microbiota oral. Las estimaciones de diversidad con este tipo de tecnologias sugieren que en la
cavidad oral humana pueden existir hasta 19.000 filotipos (34-36). La posible asociacion
bacteriana en la carcinogénesis oral, en general, puede deberse a: 1) infecciones crénicas,
interferencias en el ciclo celular y vias de sefializacion de las células epiteliales; 2) al metabolismo
bacteriano que incrementa la concentracion de sustancias carcinogénicas; 3) al incremento de
mutaciones en genes tumorales supresores y proto-oncogenes, por el incremento de radicales

libres; o 4) al producto de una respuesta inflamatoria cronica (35,36).

Sin embargo, no todas las personas que beben alcohol o fuman desarrollan cancer. Se han sugerido
algunas explicaciones, como Meuman y Uittamo (6) y Ahn et al. (37), quienes plantean que los
microbiomas (comunidades ecoldgicas de todos los microorganismos comensales, simbioticos y
patdgenos que comparten un espacio) pueden presentar diferencias importantes entre personas, en
cuanto a la velocidad en que se metabolizan los compuestos de etanol y tabaco, o al desequilibrio

ecologico favorable a ciertas bacterias que metabolizan el etanol.

Gracias a la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento se ha logrado describir las bacterias
presentes en pacientes con CEO y compararlas con personas sanas. Hay algunos estudios relevantes
en este tema. En 1998, Nagy et al. (38) compararon bacterias cultivadas de muestras de CEO y
muestras de tejidos sanos de los mismos pacientes. Encontraron una mayor presencia de los géneros
Porphyromonas, Prevotella, Streptococcus y Fusobacterium en tejidos tumorales. Otro estudio
confirmo la presencia de Fusobacterium en este tipo de cancer (39). En cuanto a especies bacterianas,
Fusobacterium nucleatum se ha asociado frecuentemente con muestras tumorales de pacientes con

CEO (40,41). Tasas elevadas del género Streptococcus en muestras de cancer también se han hallado



en CEO (42). Particularmente, una mayor abundancia de Streptococcus gordonii se ha relacionado con
CEO (43,44), asi como Streptococcus parasanguinis (44). La asociacion del genero Prevotella en
pacientes con cancer o grupos de control sanos debe definirse mas al nivel de especie. Asi, Prevotella
melaninogenica (P. melaninogenica) se ha asociado por unanimidad con muestras de cancer de CEO
(43,45). Una especie de Actinobacteria variada y controvertida es Rothia mucilaginosa (R.
mucilaginosa). Un estudio de Pushalkar et al. (42) describio el aumento de esta especie en la saliva de
pacientes con CEO. Sin embargo, otros estudios informaron de una abundancia notablemente mayor

de R. mucilaginosa en controles de pacientes sanos (39,40,43).

Estudios complementarios en los que se efectuaron cultivos microbiol6gicos o PCR identificaron
bacterias asociadas al CEO. Encontraron bacterias de interés como P. melaninogenica del phylum
Bacteroidetes, Fusobacterium naviforme (F. naviforme) perteneciente al phylum Fusobacterias y S.
anginosus del phylum Firmicutes (45-49). En estudio realizados por Tao et al. (50) y Schwartz et al. (51)
se evalug in vitro la relacién entre la infeccidn entre Streptococcus spp y la de VPH en queratinocitos
expuestos a etanol. Hallaron una relacion cooperativa entre los dos microorganismos con un incremento
en la concentracion de acetaldehido producto del metabolismo del etanol al compararlo con las

concentraciones producidas por la infeccidn de Streptococcus spp sin VPH.

VPH y bacterias asociadas a cancer

En los Gltimos afios, varios autores han sugerido que la infeccion por Chlamydia trachomatis (C.
trachomatis) es un factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervical. C. trachomatis es uno de
los patdgenos de transmision sexual mas comunes mundialmente y esta relacionada principalmente

con vaginosis bacteriana. Sin embargo, existe gran controversia de si la infeccion con C.



trachomatis también se encuentra relacionada con el cancer cervical. Por tal razén, Zhu et al. (52)
realizaron un meta-analisis para esclarecer la evidencia. Encontraron en 22 estudios mayor
frecuencia de la infeccion en 41,95 % por C. trachomatis en pacientes con cancer cervical (4.291
casos) al compararlos con personas sin cancer cervical o controles (7.628 controles) 26,27 %.
Ademas calcularon un OR de 2,21 entre la presencia de la bacteria y el riesgo a desarrollar cancer
cervical; aunque el OR aumentaba a 4,03 con la presencia simultanea C. trachomatis y VPH (52).
Confirmando estos resultados, autores como Silins et al. (7) e Insinga et al. (8) sugirieren que la

infeccion con C. trachomatis incrementa la infeccion y persistencia del VPH.

Con base en estos hallazgos, en un reciente trabajo realizado por el presente grupo de
investigacion, se recolectaron 26 muestras tumorales de pacientes con cancer de orofaringe y 26
muestras de cepillados de mucosa oral de personas sin cancer (grupo control). A todas las muestras
se realizaron pruebas de deteccion de VPH y VPH-16 y S. anginosus, P. melaninogenica y F.
naviforme. La frecuencia de VPH fue del 76,9 % en pacientes con cancer, mientras que en el grupo
de personas sin lesiones aparentes, al examen clinico, la frecuencia de VPH fue del 38,4 %. En
cuanto al tipo viral VPH-16, en los participantes del estudio se encontraron frecuencias de 61,5 %
y para el grupo de personas sin cancer fue de 30,8 %. En relacién con la frecuencia de bacterias
orales relacionadas con cancer oral, no se detectaron P. melaninogenica o F. naviforme en ninguna
de las muestras analizadas. Con respecto a la frecuencia de S. anginosus, en el estudio del presente
grupo se detectd esta bacteria en el 38,5 % de los pacientes con cancer, en tanto que la frecuencia
en personas sin cancer de orofaringe fue de 30,8 %. Finalmente, la coinfeccion por S. anginosus y
VPH o VPH-16 fue mayor en pacientes con CEO (8 de 10) comparada con personas sin cancer (2

de 8 VPH y 6 de 10 VPH-16) y de 1 en 8 para el grupo control (53). Ello sugiere que en CEO, al



igual que para el modelo de cancer cervical, es importante detectar coinfeccion (bacterias y virus)
en personas en riesgo a desarrollar cancer. Finalmente, es importante hacer hincapié en la
importancia de detectar microorganismos asociados al cancer oral-orofaringeo como el VPH y S.
anginosus, lo cual puede ser provechoso en estrategias de promocion y prevencion en salud,
incrementando la deteccidn de trastornos potencialmente malignos, las cuales facilitan al clinico

determinar con mayor precision el pronostico del paciente.

Perspectivas

Se ha logrado evidenciar la fuerte asociacion que tienen las bacterias orales con el CEO. Sin
embargo, existe alin controversia sobre cuales bacterias especificamente se asocian a dicha patologia,
debido a la diversidad de metodologias y a la diversidad de poblaciones que se han estudiado. Por
tal razdn, es importante realizar estudios metagénomicos en los que se describa el microbioma oral
(bacterioma y viroma) de pacientes con y sin CEO en poblacion colombiana. Por otra parte, seria
muy interesante evaluar posibles coinfecciones entre los dos microorganismos (bacterias-virus), con
el fin de proponer a futuro posibles biomarcadores microbioldgicos no invasivos, puesto que las

muestras de saliva son una fuente invaluable en cavidad oral para la deteccion.
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