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Resumen

Introduccion: Los canceres de cabeza y cuello (CCC) son de origen multifactorial
siendo el tabaco y el alcohol sus principales factores de riesgo. Actualmente se
consideran otros factores asociados con la génesis de estos tumores, entre ellas
infecciones virales, especialmente la infeccion por VPH. Objetivo: evaluar la
infeccion por VPH, carga de E6-VPH-16 y estado fisico del mismo en pacientes
con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, asi como evaluar sus
efectos en la sobrevida de estos pacientes. Metodologia: Se evaluaron 80
biopsias frescas de CCC. El material genético se extrajo empleando el estuche
comercial QIAGEN. La deteccion vy tipificacién de VPH se realizé mediante INNO-
LiPA, mientras que la cuantificacion y el analisis de la integracion del genoma viral
a la célula hospedera fue realizado mediante gRT-PCR. Resultados: La edad
promedio de los pacientes incluidos fue de 60,34+14,48 afios, con predominancia
del género masculino. La infeccién por VPH mas frecuente fue por el genotipo 16
(52,8%), con un promedio de 10 copias del gen E6-VPH-16/B-globina; por otro
lado la integracion del genoma viral a la célula hospedera se observo en el 86% de
los casos con una relacién estadisticamente significativa con la localizacion del
tumor y la carga viral (p<0,05). Conclusiones: La infeccion por VPH-16 se
establece como la mas frecuente, siendo el estado fisico en el que se encuentre
en la célula hospedera el factor determinante para poder establecer la respuesta al
tratamiento. Sin embargo son necesarios mas estudios para evidenciar el papel de
la infeccién por VPH en la carcinogénesis.
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Introduccién

Los tumores de cabeza y cuello como cualquier patologia oncoldgica son de
origen multifactorial siendo el tabaco y el alcohol sus principales factores de
riesgo; se estima que entre 85 y 90% de los casos con Carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello (CCECC) son explicados por la exposicion a estos
factores siendo el riesgo proporcional a la intensidad de la exposicion [1]. En las
Ultimas décadas se han sugerido a las infecciones virales como factores de riesgo
asociados al desarrollo de esta malignidad; se ha visto ademas que la presencia
de virus oncogénicos y su interaccion con el material genético del hospedero
provoca la alteracién en genes que intervienen en el control del ciclo celular de las

células infectadas [2].

Actualmente, existen evidencias epidemiolégicas y moleculares de que el
Virus de Papiloma Humano (VPH) esta relacionado con el cancer de células
escamosas, como los es el caso del carcinoma cervical [3], y carcinoma
orofaringeo [4]. Esta infeccion probablemente adquirida por via sexual podria
alterar la epidemiologia y demografia del cancer de las vias aerodigestivas y en
consecuencia, el diagnostico de cancer de células escamosas positivo para VPH
pudiera ser clinicamente relevante con fines de prondstico, ademas de tener
futuras implicaciones diagnésticas y terapéuticas, incluyendo la prevencion [5].
Numerosos estudios moleculares sugieren que los VPH de alto riesgo oncogénico
especialmente los genotipos 16 y 18, estan etiolégicamente relacionados a un sub
conjunto de canceres de cabeza y cuello, especialmente carcinoma de células

escamosas de orofaringe, sefialandose que la infeccion por VPH en la orofaringe



puede predisponer a la tumorogénesis [4:;6;7;8]. Se ha podido determinar el
estatus fisico en el que se encuentra el VPH en las células hospederas mediante
técnicas de amplificacion como PCR en tiempo real, considerdndose que esta
integrado cuando hay ruptura del gen E2, que se encuentra en forma episomal
cuando hay un nimero de copias equivalente de los genes E2 y E6, y también se
describe una forma mixta en la que hay menor nimero de copias del gen E2 que
de E6 [9]. Esto es de gran importancia ya que se ha considerado que la
integracion del genoma viral al genoma celular es un paso importante a considerar
en la transformacion maligna; lo que lleva a la ruptura del gen E2 el cual controla
la expresién de los genes E6 y E7, lo que resulta en un incremento de la expresion
de dichos oncogenes. E6 se relaciona con la degradacion de P53 y E7 con la
degradacion de la proteina de retinoblastoma (pRB) ambos importantes en el

control del ciclo celular [6].

Motivado a todo lo expuesto anteriormente, esta investigacion tiene como
objetivo evaluar la infeccién por VPH, carga de E6-VPH-16 y estado fisico del
mismo en pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, asi

como evaluar sus efectos en la sobrevida de estos pacientes.

Materiales y Métodos

Material Bioldgico

Se evaluaron 80 biopsias frescas de tumores de CCECC, recolectadas por el
Dr. Juan F. Liuzzi en el Servicio de Cabeza y Cuello del Hospital Oncoldgico

“Padre Machado”-Caracas.



Cada paciente incluido en este estudio debidé expresar su aprobacion
mediante la firma de un consentimiento informado asi como respondiendo a una
encuesta que se encuentra enmarcada en los proyectos FONACIT G-2005000408,
2013000413 y Misién Ciencia LPL-20074001088.

Extraccion del material genético

La extraccion de acidos nucleidos se realiz6 mediante el estuche comercial

DNA mini kit QIAGen (250) siguiendo las especificaciones de la casa comercial.

De cada biopsia se cortdé una porcion de aproximadamente 25 mg de tejido
y este a su vez fue cortado en trozos pequefios e incubados en buffer ATL (180ul)
y 20ul de proteinasa K durante toda la noche a 56°C en agitacion. Posteriormente
se agregaron 200ul de buffer AL, mezclando en vortex durante 15 seg. e incubado

a 70°C durante 10 min.

Se afiadié 200 ul de etanol absoluto, posteriormente se trasvasé a una
columna y se centrifugd a 6000xg durante 1 min. Se afiadié 500 pl de buffer de
lavado AW1 y se centrifugd a 6000xg durante 1 min; se afiadié 500 pl de buffer
AW?2 y se centrifugdé a 20.000xg durante 3 min. Posteriormente se afadieron 200
ul de buffer AE, se incub6 a temperatura ambiente durante 1 min y se centrifugé a
6000xg durante 1 min. El material genético recolectado fue guardado a -80°C

hasta su uso posterior.



Deteccion y Tipificacion del Virus de Papiloma Humano

La deteccion vy tipificacion del VPH se realizO empleando el estuche
comercial INNO-LIPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics®- Blotechnology for

Healthcare).

Este ensayo consistié en una hibridaciéon reversa que esta destinada para la
identificacion de 28 genotipos de VPH mediante la deteccion de secuencias
especifica de la region L1 del genoma de VPH, a través del empleo de iniciadores
SPF10, los amplificados biotinilados resultantes se desnaturalizaron y se
hibridaron con sondas de oligonucledtidos especificas. Se utilizaron también
iniciadores para la amplificaciéon del gen humano HLA-DPBL1 a fin de controlar la
calidad de la muestra y la extraccién del ADN. El revelado se realiz6 con fosfatasa
alcalina conjugada con estreptavidina, la cual se uni6 a cualquier hibrido

biotinilado formado con anterioridad.

Cuantificaciéon y evaluacion del estatus fisico del genoma de VPH-16

La cuantificacion de E6-VPH16 asi como la evaluacion de la integracion del
genoma se realizé mediante PCR en tiempo real utilizando las especificaciones

descritas por Koskinen y col. (2003)[9].

La PCR en tiempo real fue realizada con 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosistem) en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de
Inmunologia-UCV. La secuencia de los iniciadores se pueden observar en la tabla
1. La amplificacion y cuantificacibn de los genes E6 y E2 se realizd
simultineamente en tubos de reaccidn separados. La mezcla de reaccion
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consistié6 en 50ul conformada por 1X SSoFast Evagreen (BIORAD), 900nM de
cada uno de los iniciadores, un aproximado de 50ng de ADN total. El proceso de
amplificacion consto de 1 ciclo a 95°C por 10 min, 44 ciclos de desnaturalizacion a
95°C durante 15 seg, anillamiento y extensiéon 60°C por 1 min, seguido de la curva

de disociacion.

En todas aquellas muestras que resultaron positivas para VPH genotipo 16
se evaluaron para verificar la ruptura del gen E2 asi como la cuantificacion para

los genes E2 y E6 del VPH genotipo 16.

La curva patron se realizd con ADN de células HelLa, se emplearon los
iniciadores GP5+/GP6+ que permiten detectar el genoma de VPH asi como los
iniciadores PC04 y GH20 para amplificar el gen de 8 globina humana (descritos en
la tabla 1). EI ADN extraido fue cuantificado (Beckman Instruments DV series
Spectrophotometer.260-280nm). Posteriormente se realizaron diluciones seriadas
de este material que fue empleado para las respectivas gRT-PCR. Para VPH se
emplearon 1,5uM de cada iniciador, 1X SsoFast Eva Green en un volumen final de
20ul. Para la amplificacion y cuantificacion del gen B-globina se utilizaron 1uM de
los iniciadores PC04 y GH20, 2X SsoFast Evagreen para un volumen final de 50pl.
El proceso de amplificacion empleado fue 95°C seguido de 40 ciclos a 95°C, una
hibridacién a 46°Cx 1 min y una extensién a 72° C durante 30 seg. Una vez
realizado los procesos de amplificacion tanto de la curva estandar como de la
carga viral para los genes E6 y E2 se realizaron electroforesis en geles de agarosa

al 2% tefiidos con bromuro de etidio (0,2 pl de solucion al 1%) y expuestos a luz



UV para registro fotografico en una camara de visualizacion ChemiDoc™ XRS+

(Bio-Rad), corroborando que el proceso se ha llevado a cabo con éxito.

Anélisis estadisticos

La relacion entre la infeccion viral con el desarrollo de los tumores, se
evalué mediante la prueba de chi-cuadrado (X?), la significancia estadistica fue
considerada para valores de p<0,05.

Para los andlisis y estimacion de las curvas de sobrevida de los pacientes
se empled el método de Kaplan Meier. La significancia estadistica fue considerada
para valores de p<0,05.

Para ambos casos se utilizo el programa estadistico IBM SPSS Statistics25
Resultados

El promedio de edad de los pacientes fue de 60,34+14,48 afios (rango 19-
89). El género mas frecuente fue el masculino con 68,75% (p=0,001), en cuanto a
los factores de riesgo asociados se obtuvo que el 73,5% (p= 0,000) de los
pacientes eran fumadores y 70% consumidores de alcohol (p=0,000). La
localizacion mas frecuente del tumor fue la cavidad oral (33,8%) seguido de la
laringe (30%) y la orofaringe (22,5%), adicionalmente los senos paranasales (5%),
nasofaringe (3,8%), hipofaringe (2,5%) y fosas nasales (2,5%) también se

presentaron como localizacién del tumor primario (Tabla 2).



En cuanto a los analisis histopatolégicos de los tumores, se obtuvo que el
40% correspondi6 a tumores extensos (T4), moderadamente diferenciados

(43,75%), en estadios avanzados de la enfermedad (Elll y EIV).

El 66% de las muestras evaluadas resultdé positiva para la infecciébn por
VPH (p=0,004), siendo la infeccion por VPH-16 la forma de infeccidon Gnica més
frecuente (17%). Se pudo notar que la infecciébn por este genotipo viral estuvo
presente en forma de co infeccion o de infecciébn mixta para un total de 52,8% de

positividad para VPH-16 (Tabla 3).

En cuanto a la presencia de la infeccién segun la localizacién anatémica del
tumor primario se observé que la cavidad oral, la laringe y la orofaringe fueron las
mas frecuentes con 34%, 28% y 23% respectivamente; la mayoria de los tumores
VPH-positivos se encontraban en estadios avanzados Elll (26%) y EIV (55%)
(Tabla 3), de estos 60% eran pacientes fumadores y 58% consumidores de

alcohol (datos no mostrados).

La carga viral promedio fue de 10 copias de ADN de VPH por cada copia de
B-globina (rango entre 2 y 20 copias de ADN de VPH), siendo la orofaringe la
localizacion anatémica con el mayor numero de copias. En esta localizacion con
elevado numero de copias de E6-VPH16 el genoma viral se encontro de forma
episomal o mixto. La Cavidad oral y la laringe, por el contrario presentaron bajo
namero de copias de E6-VPH16 y en éstas el ADN viral se encontré de forma

integrada (p=0,00) (tabla 4). La frecuencia promedio de integracion fue de 86%; se



observo una relacion estadisticamente significativa entre la baja carga viral y la
localizacion anatomica con la integracion (p=0,016).

Posterior al seguimiento de los pacientes por un periodo de 120 meses se
observo que hay una tendencia hacia la disminucion de la sobrevida en pacientes
masculinos, que incurrian en alguna practica de riesgo (alcohol y/o tabaco), y que
fueron diagnosticados en estadios avanzado, adicionalmente se pudo notar que el
estado fisico del genoma viral en la célula hospedera juega un papel importante;
en aquellos casos que presentaban el ADN viral de forma episomal presentaron
una sobrevida constante mientras que aquellos pacientes que presentaban el ADN
viral de forma integrada, aunque sin una relacion estadisticamente significativa

(p>0,05), (Figuraly 2).

Discusion

El CCECC se presenta principalmente en varones, siendo la edad de
aparicion un factor importante [10; 11]; en la presente investigacion el promedio de
edad se mantuvo dentro del rango descrito, con 60,34+14.48 afios (rango 19-89),
de acuerdo con reportes previos este tipo de malignidad se presenta en mayor
frecuencia entre la quinta y séptima década de vida, con una media de 62+12

anos [12].

El 66% de las muestras evaluadas resultaron positivas para la presencia del
genoma de VPH, este valor es superior a los reportados por otros trabajos donde
se sefalan promedios de deteccion viral de 39%-40% [13;14], 60% segun Yang et

al (2019) [15] hasta 61% segun Koskinen et al (2003) [9], sin embargo se
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encuentra dentro del promedio reportado por otros autores [16;17. Con respecto al
genotipo; el VPH-16 fue el méas frecuente en forma de infeccién Unica (17%),
notdndose que la infeccion por este genotipo ya sea en forma de co-infeccion o de
infecciébn mixta abarca un numero considerable de los casos analizados, esto se
encuentra dentro de los rangos descritos por Koskinen et al (2003) y Tao et al.
(2018) [9;18], quienes reportan 27% y 85% de positividad para VPH
respectivamente. Otro aspecto importante que se pudo notar fue que en las etapas
iniciales de la enfermedad la frecuencia de infeccion por VPH es baja (4%) y que
ésta va incrementando a medida que se avanza en estadio (55% en estadios
avanzados), lo cual apoya afirmaciones realizadas en otras localizaciones
anatomicas como cuello uterino por ejemplo, en las que se indica que una
infeccion persistente con genotipos de alto riesgo oncogénico, entre ellos VPH-16,
es un factor de riesgo importante para la génesis y progresion tumoral [19].
Adicionalmente el 60% de los pacientes VPH incurrian en otras practicas de riesgo
como alcohol y tabaco sugiriendo que estos pueden actuar también como factores
de riesgo para la infeccion por VPH y que todos ellos en conjunto (alcohol, tabaco,
VPH y otras infecciones) podrian actuar de forma sinérgica en el proceso de
desarrollo y progresion de la malignidad.

La cavidad oral, la laringe y la orofaringe fueron en este orden las
localizaciones anatdmicas mas frecuentemente infectadas por VPH, lo que es
contrario a publicaciones donde se describe a la orofaringe como el area de
cabeza y cuello con mayor indice de infeccion [13], sin embargo los resultados de
diversas investigaciones concuerdan en el hecho de que estas tres localizaciones

son las infectadas con mayor frecuencia por VPH; por otro lado se sugiere que el
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hecho de que la cavidad oral es “la puerta de entrada del virus”, esto podria
coincidir con una elevada frecuencia de infeccion viral; ademas se sugiere que las
infecciones por VPH son un factor biolégico que juega un papel importante en la
carcinogénesis de estas localizaciones anatémicas, basados en evidencias
epidemioldgicas y clinico-patoldgicas [20]; siendo el VPH 16 identificado entre un
29% y 90% de las mismas [21; 22; 23; 24] y se propone ademas que la presencia
de este genotipo viral en células exfoliadas de la cavidad oral incrementa 14 veces

el riesgo de cancer de orofaringe [25].

Por otro lado, los resultados de carga viral promedio de esta investigacion
concuerdan con trabajos previos en los que se describe que para este tipo de
tumores es variable y que puede encontrarse entre 3.4x10™ hasta valores tan altos
como 739 copias/gen de referencia [9; 26]. Si se comparan nuestros resultados
con los de otras localizaciones anatémicas como por ejemplo el eséfago, se puede
decir que el nimeros de copias de E6-VPH16 son similares, se encuentra cercano
a 2,55+£3,19 copias por célula [27], en este orden de ideas Si y col (2005) [28]
reportan que en China la carga viral promedio varia entre <1 a 157 copias por
célula en dicha localizacién anatomica; como se puede observar son valores
significativamente bajos si se comparan con los descritos para cuello uterino,
vagina y vulva, cuyos reportes alcanzan valores de hasta mas de 1 millén de

copias del gen E6 de VPH-16 [27; 29].

Como puede observarse, la carga viral no es constante y ademas presentan
diferencias notables entre localizaciones anatémicas, por lo que ha resultado de

gran utilidad evaluar la integracién del genoma viral al genoma de la célula
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hospedera, ya que estudios previos revelan que el estado del genoma viral es un
factor prondstico importante, que en conjunto con factores epigenéticos se
relacionan con la progresion del cancer [30], en este sentido se ha reportado que
aquellos casos con VPH episomal muestran un pronéstico favorable, sugiriendo
que la integracion podria modificar de alguna forma la biologia de los tumores [31].
El 86% de las muestras incluidas en este trabajo presenté integracion del genoma
viral al genoma de las células hospederas lo que es consistente con otras
investigaciones como la realizada por Olthof y col (2012) [32]; Otlthof et al (2015)
[33] y Mellin col. (2002) [31], quienes indican un alto porcentaje de integracion,
igualmente que la carga viral es variable en CCECC y que una alta carga viral se
asocia con un estatus preferentemente episomal que estd relacionada
significativamente con un mejor prondstico mientras que cargas bajas se
relacionan con integracién y mal prondstico, lo que se observé en el presente
trabajo, donde aquellos casos de cavidad oral y laringe, en los que la carga viral
es baja fue donde se detectd un mayor porcentaje de integracién, de forma
contraria, en los tumores de orofaringe la carga viral fue alta respecto a las otras
localizaciones anatémicas evaluadas, y el ADN viral se encontr6 de forma

preferentemente episomal, lo que se relacion6 con un mejor pronostico (p=0,016).

Las investigaciones al respecto atribuyen estas diferencias al hecho de que
posiblemente los pacientes con alta carga viral inducen una mejor respuesta
inmunitaria contra el cancer, aunque esta hipétesis no se ha podido confirmar y se
requieren mas estudios que la apoyen. Es importante mencionar que aunque

existen variaciones notables en la carga viral entre las diferentes localizaciones
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anatomicas, el porcentaje promedio de integracion es similar como lo describe la
investigacion realizada por Groves y Coleman. (2015) [34] en cuello uterino. Es
importante mencionar que este proceso de integracion requiere la ruptura tanto del
genoma viral como del genoma de la célula hospedera y se cree que la tasa de
integracion es proporcional a los niveles de dafios sufridos por el ADN. Estos
dafios se han descrito como enddgenos y exdgenos, incluyendo el efecto del
alcohol y tabaco asi como la infecciéon por VPH o por otros agentes infecciosos
incluyendo otros virus como por ejemplo Virus Epstein-Barr (VEB), todos factores
de riesgo para el desarrollo de CCECC, esto desencadena en la activacion de
mecanismos de reparacion del ADN asi como a procesos de alteracion

cromosomal que pueden contribuir al proceso de integracion [35].

Posterior al seguimiento por un periodo de 120 meses los andlisis de la
sobrevida de los pacientes relacionada con cada una de las variables se pudo
notar, hay una tendencia de disminucién en la sobrevida en aquellos pacientes
gue pertenecen al género masculino, lo que se not6é también en aquellos pacientes
qgue incurren en practicas de riesgo como el consumo de alcohol y tabaco, asi
como aquellos que presentaban un diagnéstico en estadios avanzados (Elll y
EIV). Igualmente no se pudo demostrar que la presencia de la infeccion por VPH
tenga un efecto directo en la sobrevida, sin embargo pareciera que la integracion
del genoma viral podria ser el factor determinante, ya que en aquellos casos en
los que el genoma de VPH-16 se encontraba integrado la sobrevida es menor que

en aquellos casos en los que se encontraba de forma episomal aunque no se

14



hallaron evidencias estadisticamente significativas que lo apoyen, lo que se puede

atribuir al bajo nimero de la muestra incluida (figura 1 y 2).

Conclusiones

La cavidad oral es la localizacion anatdmica mas frecuente de aparicion
tumoral, lo que se puede deber a que esta en contacto directo con los agentes
etiologicos. Por otro lado la presencia de VPH-16 queda establecida como la
infeccion viral mas frecuente, considerandose al estado fisico del genoma viral
como el factor determinante para poder establecer la respuesta a las terapias
empleadas. Se sugiere que aquellos pacientes VPH positivos especialmente de
orofaringe tienen un mejor prondstico que aquellos que desarrollan este tipo de
cancer en otra localizacion anatomica del tracto aerodigestivo superior, estas
diferencias en el pronéstico se pueden deber al estado fisico en el que se
encuentra el genoma viral en la célula hospedera. Sin embargo cabe destacar la
necesidad de realizar mas estudios en los que se puedan evidenciar el papel de la

infeccién por VPH en la carcinogénesis.
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Tabla 1.- Secuencias de los iniciadores empleados en la PCR en tiempo real
para la cuantificacion del genoma viral.

Nombre del
iniciador

Secuencia 5 ---—- 3’

HPV-16 E2F primer
HPV-16 E2R primer
HPV-16 E6F primer
HPV-16 E6R primer
GP5+
GP6+
PCO04
GH20

ACGACTATCCAGCGACCAAGAT
CCACTGAGTCTCTGTGCAACAAC
GCACAGAGCTGCAAACAACTATACA
TCCCGAAAAGCAAAGTCATATACC
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG
CAA CTT CAT CCACGT TCACC
GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
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Tabla 2.- Caracteristicas de la muestra de estudio

Caracteristica de la muestra

Porcentaje de p-valor
pacientes (%)
Género
Femenino 31,25 (25/80) 0,001
Masculino 68,75 (55/80)
Habito tabaquico
Si 73,75 (59/80) 0,000
No 26,25 (21/80)
Consumo de alcohol
Si 70 (56/80) 0,000
No 30 (24/80)
Localizacion del tumor primario
Cavidad Oral 33,8 (27/80)
Laringe 30 (24/80)
Orofaringe 22,50 (18/80) 0,000
Seno Paranasal 5 (4/80)
Naso Faringe 3,80 (3/80)
Hipofaringe 2,50 (2/80)
Fosa Nasal 2,50 (2/80)
Tamafio Tumoral
Tl 8,80 (7/80)
T2 21,2 (17/80)
T3 30 (24/80)
T4 40 (32/80)
Grado Tumoral
Gl 20 (16/80)
G2 43,75 (35/80) 0,03
G3 36,25 (29/80)
Estadio Tumoral
El 6,30 (5/80)
Ell 12,50 (10/80) 0,000
Elll 27,50 (22/80)
EIV 53,8 (43/80)
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Tabla 3.- Infeccion por VPH en pacientes con CCECC

Deteccion de lainfeccion por VPH Porcentaje de pacientes p-valor
Positivo 66 (53/80) 0,004
Negativo 34(27/80)

Genotipo
16 52,8 (28/53)

Otros genotipos BR** 20,7 (11/53) 0,000
Otros genotipos AR* 26,4 (14/53)

Localizacion anatomica

Cavidad oral 34 (18/53)

Laringe 28(15/53)

Orofaringe 23(12/53) 0,606
Seno paranasal 8 (4/53)

Hipofaringe 4(2/53)

Nasofaringe 4(2/53)

Estadio
El 4 (2/53)

Ell 15 (8/53) 0,312
Elll 26(14/53)
EIV 55(29/53)

*Qtros genotipos AR: Otros genotipos de alto riesgo; **Otros genotipos BR:Otros genotipos de bajo

riesgo
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Tabla 4.- Carga y estado fisico de VPH en pacientes con CCECC

Sitio del Datos clinicos Cargaviral y estatus fisico
tumor de
VPH-16
Copias de | Copias de | Radio Estatus fisico
T N VPH E6/B- E2/B- E2/E6 del virus
globina globina
Orofaringe 4 2b 16y 18 ND* 0 No E2 Integrado
Laringe 3 0 16 4 0 No E2 Integrado
Laringe 4 3 16 4 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 4 0 16 4 0 No E2 Integrado
Orofaringe 2 0 16 16 5 0,8 Mixto
Cavidad Oral 3 0 16 9 0 No E2 Integrado
Orofaringe 4 3 16 20 4 1,75 Episomal
Cavidad Oral 2 0 16,18 y 31 ND* 0 No E2 No NA**
E6
Cavidad Oral 4 2b 16 3 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6y16 5 0 No E2 Integrado
Orofaringe 3 0 16 2 0 No E2 Integrado
Laringe 4 0 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6,11y 16 8 0 No E2 Integrado
Orofaringe 4 0 11y61 10 7 0,5 Mixto
Cavidad Oral 2 3 6,11y 16 ND* 0 No E2 No NA**
E6
Cavidad Oral 4 2b 11y 16 3 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 2 1 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Hipofaringe 4 2c 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Laringe 3 3 6,11y 16 4 0 No E2 Integrado
Laringe 3 0 6,11y 16 3 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 2 0 6,11,16,18 ND* 0 No E2 No NA**
E6
Cavidad Oral 3 0 6,11y 16 ND* 0 No E2 No NA**
E6
Nasofaringe 4 3 11,16y 51 ND* 0 No E2 No NA**
E6
Cavidad Oral 1 0 6,11,16,53 4 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6,11y 16 2 0 No E2 Integrado
Hipofaringe 2 3 6,11,16,31 ND* 0 No E2 No NA**
E6
Orofaringe 2 2b 6,11,16,31 3 0 No E2 Integrado
Laringe 2 0 6,16,18,31 3 0 No E2 Integrado
Cavidad Oral 2 1 6,16,18,31 4 0 No E2 No NA**
E6
Nasofaringe 3 0 6,11,16,31 ND* 0 No E2 No NA**
E6

NA** No aplica. ND* No determinada
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Curvas de sobrevida en pacientes con Carcinoma de Células Escamosas de

Cabezay Cuello
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Figura 1.- Curvas de sobrevida de los pacientes con carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello. A) pacientes con CCECC en relacion al consumo de
tabaco, (n=80.p=0,187). B) Pacientes con CCECC respecto al estadio tumoral
(n=80.p=0,087. C) pacientes con CCECC en relacion al género de los pacientes
(n=80. p=0,171).
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Figura 2.- Analisis de sobrevida de pacientes con Carcinoma de Células
Escamosas de Cabeza y Cuello en relacion a: A) presencia del genoma de VPH
(sin distincién de genotipo) (n=53. p>0,05). B) Integracién del genoma viral al
genoma de la célula hospedera (n=28. p>0,05).
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