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Resumen

Antecedentes: El cdncer de laringe representa el 21.7% de las neoplasias malignas de vias aerodigestivas superiores. La
prevalencia del virus del papiloma humano (VPH) en el cancer de laringe oscila entre el 0 y el 80%. Método: Se incluyeron
112 muestras de tejido laringeo de pacientes con cancer de laringe. Se amplificd el ADN y se analizo la presencia y el geno-
tipo del VPH mediante hibridacion reversa (INNO-LiPA®). Se realizaron pruebas de ji cuadrada, Fisher y t de Student no pa-
reada. Resultados: Se incluyeron muestras de 107 hombres (95.5%) y 5 mujeres (4.5%), con una edad de 65.3 + 10.1 afios,
con antecedente de tabaquismo 108 (96.4%), alcoholismo 9 (8.0%) y carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado
queratinizante 96 (85.7%). Se identificd VPH en 60 (53.5%), VPH-11 en 51 (45.5%), VPH-52 en 27 (24.1%), VPH-16 en
9 (8.0%), VPH-45 en 3 (2.6%) y coinfeccion por mas de un genotipo en 31 (27.6%). No hubo diferencia entre pacientes con
y sin infeccién por VPH en cuanto a edad, sexo, localizacion, diagndstico histopatoldgico, tabaquismo ni alcoholismo (p > 0.05).
Conclusiones: La prevalencia de infeccion por VPH en el cdncer de laringe fue del 53.5%, con coinfeccion por mas de un
genotipo en el 27.6%. El genotipo mas frecuente fue el VPH-11, tipo de bajo riesgo, seguido por el VPH-52, de alto riesgo

oncogenico.
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Abstract

Background: Laryngeal cancer represents 21.7% of malignancies of the upper aerodigestive tract. The prevalence of the
Human Papillomavirus (HPV) in laryngeal cancer ranges 0 to 80%. Methods: We included 112 laryngeal tissue samples ob-
tained from patients with laryngeal cancer. DNA was extracted and amplified by PCR. HPV presence and genotype were
analyzed by the reverse hybridization INNO-LIPA® assay. Chi-square, Fisher's and unpaired Student t tests were used.
Results: Samples from 107 male (95.5%) and 5 female patients (4.5%) were evaluated, aged 65.3+10.1 years, 108 with
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smoking history (96.4%), 9 with alcoholism history (8.0%), and in 96 the histological diagnosis was moderately differentiated
keratinizing squamous cell carcinoma (85.7%). HPV was detected in 60 samples (53.5%), HPV-11 in 51 (45.5%), HPV-52 in
27 (24.1%), HPV-16 in 9 (8.0%), HPV-45 in 3 (2.6%), and coinfection by more than one genotype in 31 (27.6%). There was
no difference between patients with and without HPV infection with respect to age, sex, tumor location and histology, smoking
and alcoholism history (p>0.05). Conclusions: The prevalence of HPV infection in laryngeal cancer was 53.5% with coinfection
with more than one genotype in 27.6%. The most frequent genotype was HPV-11, an oncogenic low-risk genotype, followed

by HPV-52, a high-risk genotype.

KEY WORDS: Laryngeal cancer. Human papillomavirus virus. HPV. Genotype.

|ntroducci6n

El cancer de laringe representa el 21.7% de las
neoplasias malignas de las vias aerodigestivas supe-
riores, pero tan solo el 0.8% de la totalidad de las
neoplasias malignas'. El cancer de laringe tiene como
principales factores de riesgo el tabaquismo y el al-
coholismo. La informacion en la literatura internacio-
nal es escasa con respecto a otros posibles factores
de riesgo, tales como el reflujo gastroesofagico y la
infeccion por el virus del papiloma humano (VPH)%“.

El VPH es un virus ADN de doble cadena cuya ac-
tividad tumoral se asocia principalmente a las onco-
proteinas E6 y E7.Los genotipos del VPH se dividen
en aquellos de bajo riesgo oncogénico (6, 11, 40, 42,
583, 54 y 57) y aquellos de alto riesgo (16, 18, 32, 35,
39, 45, 51, 56 y 58)°. El VPH se ha identificado como
causante de diferentes canceres escamosos de ca-
bezay cuello, siendo el VPH-16 el mas frecuentemen-
te asociado al carcinoma de laringe®®.

En la literatura internacional se ha reportado la pre-
sencia del VPH en el cancer de laringe en un porcen-
taje que oscila entre el 0 y el 80%°". En México
existen publicados tres estudios referentes a la pre-
valencia del VPH en el cancer de laringe. En el pri-
mero de ellos, 16 de 32 muestras de pacientes fueron
positivas para VPH; el segundo hallé que solo 4 de
16 muestras estudiadas presentaban infeccion por
VPH; y en el tercer estudio Unicamente 2 de 45 mues-
tras fueron positivas para el VPH%'®'°, En el presente
estudio se evaluaron la prevalencia y los genotipos
del VPH en muestras de tejido laringeo de pacientes
con cancer de laringe de una unidad médica de tercer
nivel de atencién del noreste de México.

Método

Se recopilaron muestras incluidas en bloques de
parafina de tejido laringeo con diagndstico de cancer,
que fueron obtenidas por biopsia o reseccion

completa en el departamento de otorrinolaringologia
y anatomia patoldgica de una unidad médica de tercer
nivel de atencion de la ciudad de Monterrey, localiza-
da en el noreste de México. Se incluyeron las mues-
tras tomadas y procesadas en el periodo de 2012 a
2015, las cuales resultaron ser 112. Se eliminaron
aquellas con necrosis extensa, definida histoldgica-
mente como la presencia de tejido necrético no apro-
piado para la recuperaciéon de ADN en mas del 50%
de la laminilla, las muestras con material no util por
procesamiento histoldgico inadecuado debido a una
mala fijacion de la muestra, por muestra insuficiente
cuando por escasa muestra de tejido no se conté con
células representativas de neoplasia, y las proceden-
tes de pacientes cuyo expediente no se encontrd
disponible en el archivo del hospital. Se recopilé de
los expedientes clinicos la informacién sobre las ca-
racteristicas clinicas de los pacientes, tales como
edad, sexo, antecedente de tabaquismo, etilismo, lo-
calizacion del tumor y diagnéstico histopatoldgico.

Extraccion del ADN

Se tomaron dos fragmentos del tejido embebido en
parafina por punch (sacabocados). Para la obtencion
de ADN se emple6 el kit Nucleo Spin® FFPE DNA
(Macherey-Nagel, Diren, Alemania). Los fragmentos
se colocaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml
y se afadieron 400 pl de reactivo para disolver la
parafina; se incubo por 3 minutos a 60 °C, se agito la
muestra en vortex y se dejo atemperar a temperatura
ambiente. Se agregaron 100 pl de buffer FL y se cen-
trifugd a 11,000 x g por 1 minuto, con formacién de
dos fases: inferior-acuosa (tejido y buffer) y supe-
rior-organica (parafina). Se afiadieron 10 pl de protei-
nasa K en la fase inferior y se mezcld con pipeta;
luego se incubd a temperatura ambiente por 3 horas.
Se afadieron 100 pl de Decrosslink® buffer y se incu-
b6 a 90 °C por 30 minutos para eliminar el material
intercalado en el ADN aislado. Terminado el proceso



se dejé reposar a temperatura ambiente por 2 minu-
tos. Se adicionaron 200 pl de etanol (96-100%) y se
mezcld en vortex (2-5 segundos), se centrifugd por 30
segundos a 11,000 x g para separar las fases. La fase
acuosa fue pipeteada y colocada en la columna NS-
FFPE instalada en un tubo colector de 2 ml. EI ADN
presente en la muestra se une a la membrana de
silice de la columna. Se eliminaron las sales, los me-
tabolitos y los componentes celulares macromolecu-
lares con dos ensayos de lavado y centrifugacion (400
ul buffer B5, 2,000 x g 30 segundos y 11,000 x g 30
segundos). El tubo colector utilizado fue eliminado y
se colocd la columna en un nuevo tubo de microcen-
trifuga. Se colocaron 20 pl de buffer BE en el centro
de la membrana de silice y se centrifugd por 30 se-
gundos a 11,000 x g, con lo que se obtuvo un eluido
final de ADN (15-20 pl) cuya pureza y concentracion
fueron analizadas por espectrofotometria.

Ampilificacion del ADN viral

El genoma viral fue analizado utilizando el kit de
hibridacion linear reversa INNO-LiPA® HPV Genoty-
ping Extra (Innogenetics, Bélgica). Se prepard un
Master Mix en hielo, conteniendo 37.7 pl de AMP MIX
(primers biotinilados, desoxirribonucledtidos, MgCl, y
NaN, al 0.05% como conservador). Se agregaron 2.3
pl de ENZ MIX (AmpliTag Gold®) y a esta mezcla se
ahadieron 10 pl del eluido final de ADN. Como control
positivo de ADN se utilizaron 10 pl del control provisto
por el kit, el cual fue positivo como control interno de
hibridacién en todos los experimentos y corresponde
al VPH-6. Como control negativo se utilizaron en to-
dos los experimentos 10 pl de H,O destilada libre de
ADN.

Deteccion y tipificacion

— Hibridacién: se utilizaron 10 pl del producto am-
plificado biotinilado para la hibridacion en la tira,
los cuales se mezclaron con 10 pl de solucién de
desnaturalizacion en los canales de hibridacion
independientes sostenidos en una placa plastica
por 5 minutos a temperatura ambiente. Se mez-
claron 10 pl del producto amplificado biotinilado
con 10 pl de solucidon de desnaturalizacion du-
rante 5 minutos a temperatura ambiente en cada
canal de hibridacion independiente de la placa
pléstica provista por el fabricante. Después se
agregaron 2 ml de solucién de hibridacién a cada
canal y se mezclaron por pipeteo. Se colocé una
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tirilla reactiva previamente marcada a su
respectivo canal. Para finalizar esta etapa, se
colocaron los canales en un bafio de agua a
49 °C con agitacion (aproximadamente a 80 agi-
taciones por minuto) por 60 minutos.

— Lavado: después de la hibridacion, la placa plas-
tica se sostuvo en un angulo que permitia aspirar
con una pipeta el liquido contenido en cada ca-
nal. Luego se agregaron 2 ml de la solucién de
lavado precalentado a 37 °C a cada canal y se
agitaron por 10 a 20 segundos a temperatura
ambiente. Este paso fue repetido tres veces, de-
jando incubar en el Ultimo en un bafio de agua a
49 °C en agitacion por 30 minutos.

— Desarrollo de coloracion: todas las incubaciones
posteriores se llevaron a cabo a una temperatura
de 20 a 25 °C en agitacion. Cada tirilla fue lavada
dos veces por 1 minuto usando 2 ml de la solu-
cién de enjuague. Luego se afadieron 2 ml del
conjugado a cada canal y se incubaron por
30 minutos con agitacion. Tras aspirar el liquido
de cada canal, cada tirilla se lavd dos veces
usando la solucién de enjuague en agitacién por
1 minuto, y posteriormente se realizé el mismo
paso utilizando 2 ml de buffer de sustrato. Des-
pués de esto se aspird el buffer para luego agre-
gar 2 ml de solucion de sustrato a cada canal,
dejandolos en incubacion por 30 minutos en agi-
tacion. Este ultimo paso brindaba coloracion de
las lineas que presentaban hibridacion. La reac-
cién se detuvo afiadiendo 2 ml de agua destilada
en agitaciéon por 3 minutos.

— Interpretacion de resultados: las tiras de hibrida-
cién cuentan con tres controles, que consisten
en una banda control del conjugado, una banda
control de ADN humano y dos bandas control de
VPH. Posteriormente se procedio a la lectura del
numero de bandas reactivas resultantes del pro-
ceso de hibridacion entre los productos de am-
plificacion y las sondas inmovilizadas en la tira.
El patrén de bandas de cada tira fue comparado
con la tabla de interpretacién brindada por el
fabricante para determinar el/los genotipo/s pre-
sentes en cada muestra.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizaron fre-
cuencias absolutas, porcentajes, medias y desviacio-
nes estandar. Se utilizaron ademas la prueba de ji al
cuadrado, la prueba de la probabilidad exacta de

501



502

Cirugia y Cirujanos. 2018;86

Fisher y la prueba t de Student para muestras inde-
pendientes. El andlisis se realizd con el paquete
SPSS v. 20.0 para Windows, y se consideré como
significativo un valor de p < 0.05.

Aspectos éticos

El presente estudio se ajusta a los principios éticos
de la Declaracion de Helsinki y sus desarrollos ulte-
riores, y a los Principios de las Buenas Practicas
Clinicas. Asi mismo, esta en concordancia con las
normas establecidas en la Ley General de Salud y
con la normatividad institucional en materia de inves-
tigacion en salud. El protocolo fue autorizado con No.
de registro R-2014-785-055 por la Comision Nacional
de Investigacion Cientifica de la institucion donde fue
realizado el estudio. No se requirié obtencién de con-
sentimiento informado ya que Unicamente se revisa-
ron los expedientes clinicos de los pacientes.

Resultados

Se incluyeron 112 muestras de tejido laringeo co-
rrespondientes a 112 pacientes con cancer de laringe
de una unidad médica de tercer nivel de atencion del
noreste de México. Estas muestras correspondieron
a 72 laminillas y bloques de parafina obtenidos por
biopsia (64.3%) y a 40 laminillas y bloques de parafina
obtenidos por laringectomia (35.7%). Cinco pacientes
fueron del sexo femenino (4.5%) y 107 del masculino
(95.5%). La media de edad fue de 65.3 + 10.1 afos.
La mayoria de los pacientes (n = 108) tenian el ante-
cedente de tabaquismo (96.4%), y pocos (n = 9) te-
nian el antecedente de alcoholismo positivo (8.0%).
La localizacién mas frecuente de los tumores fue la
gldtica, en 65 pacientes (58%), seguida de la trans-
gldtica en 26 (23.2%) y la supraglética en 17 (15.2%).
El diagnodstico histoldgico mas frecuente fue el de
carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado
queratinizante, en 96 pacientes (85.7%), seguido por
el carcinoma epidermoide bien diferenciado invasor
en 11 (9.8%), el carcinoma epidermoide moderada-
mente diferenciado no queratinizante en 3 (2.7%) y el
carcinoma epidermoide poco diferenciado en 2 (1.8%)
(Tablas 1y 2).

Se detectd infeccion por el VPH en 60 de las 112
muestras (53.5%). El genotipo mas frecuente fue el
VPH-11, en 51 muestras (45.5%), seguido por el VPH-
52 en 27 (24.1%), el VPH-16 en 9 (8.0%) y el VPH-45
en 3 (2.6%). Se detectd coinfeccion por mas de un
genotipo en 31 muestras (27.6%), siendo la mas

Tabla 1. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas de 112
pacientes del noreste de México con cancer de laringe
clasificados de acuerdo con la identificacion de VPH en el tejido
laringeo

Total ConVPH  SinVPH p
(n=112) (n =60) (n=52)

Edad (afios)* 653+ 101 655+89 649+114 0.756

Sexo 0.432
Masculino 107 (95.5%) 58 (54.2%) 49 (45.8%)
Femenino 5(4.5%) 2 (40%) 3(60%)

Muestra 0.022
Biopsia 72 (64.3%) 33(45.8%) 39 (54.2%)
Laringectomia 40(35.7%) 27 (67.5%) 13(32.5%)

Localizacion 0.556
Glética 65 (58.0%) 32(49.2%) 33(50.8%)
Subglética 4 (3.6%) 3(756.0%)  1(25.0%)
Supraglética 17 (15.2%) 11 (64.7%) 6 (35.3%)
Transglética 26 (23.2%) 14 (53.8%) 12(46.2%)

Diagnostico 0.406

histopatologico
CEBDI 11(9.8%)  5(45.5%) 6 (54.5%)
CEMDQ 96 (85.7%) 53 (55.2%) 43 (44.8%)
CEMDNQ 3(2.7%) 2(66.7%)  1(33.3%)
CEPD 2(1.8%) 0(0%) 2 (100%)

Tabaquismo 0.365
Si 108 (96.4%) 57 (52.8%) 51 (47.2%)

No 4 (3.6%) 3(75%) 1(25%)

Alcoholismo 0.120
Si 9(8.0%) 7(77.8%) 2(22.2%)

No 103 (92.0%) 53 (51.5%) 50 (48.5%)

*Al momento de la toma de la biopsia o la laringectomia.

Los valores se presentan como media + desviacion estandar o como frecuencia
absoluta (porcentaje).

CEBDI: carcinoma epidermoide bien diferenciado invasor; CEMDNQ: carcinoma
epidermoide moderadamente diferenciado no queratinizante; CEMDQ: carcinoma
epidermoide moderadamente diferenciado queratinizante; CEPD: carcinoma
epidermoide poco diferenciado.

frecuente la coinfeccién por VPH-11 y VPH-52
(Tabla 2). No hubo diferencia significativa entre los
pacientes con y sin infeccién por VPH en cuanto a
distribucién por edad, sexo, localizacion y diagndstico
histopatoldgico del tumor, ni en cuanto al antecedente
de tabaquismo o alcoholismo (p > 0.05) (Tabla 1).

Discusion

El cancer de laringe representa el 21.7% de las
neoplasias malignas de las vias aerodigestivas supe-
riores, y tiene como factores de riesgo principales el
tabaquismo y el alcoholismo; la informacion en la li-
teratura internacional es escasa con respecto a la
infeccion por el VPH como posible factor de riesgo™*.
La presencia del VPH en el cancer de laringe ha sido
reportada en el 0 al 80% de los casos®". En México
existen publicados tres estudios relacionados con el
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, y genotipos de VPH, en 60 pacientes con cancer de laringe del noreste de México

Paciente = Edad Sexo  Muestra Localizacion Diagnéstico Tabaquismo Alcoholismo Genotipo (s)
histopatolégico de VPH

1 54 F Biopsia Glotica CEMDQ Si No 11

2 66 M Biopsia Supraglética CEBDI Si Si 11

3 66 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 11

4 54 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 11,16

5 64 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 11

6 64 M Biopsia Gldtica CEMDQ Si No 11, 16, 40, 82

7 70 M Laringectomia Glotica CEMDQ Si No 11

8 52 M Biopsia Glotica CEMDQ Si No 11

9 67 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 11

10 67 M Biopsia Glética CEMDQ Si Si 1

11 58 M Laringectomia Subglética CEMDQ Si No 11

12 71 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 11

13 59 M Biopsia Glotica CEMDNQ Si No 16

14 49 M Laringectomia Transglética CEBDI Si No 11

15 66 M Biopsia Glética CEMDQ St No 11

16 65 M Laringectomia Glética CEMDQ St Si 11

17 67 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 11

18 76 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 11

19 80 M Biopsia Glotica CEMDQ No No 11

20 61 M Laringectomia Subglética CEMDQ Si Si 52

21 53 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 16

22 61 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 52

23 63 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 16

24 68 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 11,16

25 79 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 11

26 81 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 11, 52

27 67 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 11,16

28 71 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 6, 11, 52

29 80 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 6, 11

30 63 M Laringectomia Transglotica CEMDQ Si No 11, 52

31 68 M Laringectomia Glética CEMDQ No Si 11, 45, 52

32 83 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 6, 11,52

33 66 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 52

34 60 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 11,52

35 67 M Biopsia Glética CEBDI Si No 45

36 69 M Biopsia Glotica CEMDQ Si No 6, 11,52

(Continua)
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, y genotipos de VPH, en 60 pacientes con cancer de laringe del noreste de México

(Continuacion)
Paciente Edad Sexo  Muestra Localizacién Diagnéstico Tabaquismo Alcoholismo Genotipo (s)
histopatolégico de VPH
37 60 M Laringectomia Glética CEMDQ Si No 11,45
38 72 F Biopsia Glética CEBDI Si No 11,52
39 72 M Laringectomia Glotica CEMDQ Si No 11,52
40 51 M Laringectomia Transgldtica CEMDQ Si No 52
41 61 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 11,52
42 78 M Biopsia Glética CEMDQ St St 11,16
43 61 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 6, 11,52
44 56 M Laringectomia Subglética CEMDQ Si No 11,52
45 62 M Biopsia Glotica CEMDQ Si No 11,52
46 79 M Biopsia Glotica CEMDQ Si No 11,62
47 84 M Laringectomia Glética CEMDQ St No 6,11, 52
48 55 M Biopsia Glética CEMDQ St No 6, 11,52
49 65 M Laringectomia Transglética CEMDQ St Si 11, 16, 52
50 58 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 11,52
51 72 M Laringectomia Transglética CEMDQ No No 11,52
52 74 M Laringectomia Transglética CEMDQ St No 11,52
53 67 M Laringectomia Glética CEMDQ St No 52
54 72 M Laringectomia Supraglética CEMDQ Si No 11
55 64 M Laringectomia Glética CEMDQ Si No 11
56 44 M Laringectomia Transglética CEMDQ Si No 11
57 62 M Biopsia Supraglética CEMDQ Si No 11,52
58 70 M Biopsia Glética CEMDNQ Si No 11,52
59 49 M Biopsia Glética CEMDQ Si No 11, 52
60 72 M Laringectomia Glética CEMDQ Si No 11, 52

CEBDI: carcinoma epidermoide bien diferenciado invasor; CEMDNQ: carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado no queratinizante; CEMDQ: carcinoma epidermoide

moderadamente diferenciado queratinizante; M: masculino; F: femenino.

tema: en el primero de ellos, 16 de 32 muestras de
pacientes con cancer de laringe fueron positivas para
VPH (50%), en el segundo se demostré VPH en 4 de
16 muestras de pacientes con céncer de laringe
(25%), y en el tercero solo en 2 de 45 muestras de
pacientes con cancer de laringe pudo detectarse el
VPH (4.4%)%'®'%.En el presente estudio se evaluaron
la prevalencia y los genotipos del VPH en muestras
de tejido laringeo de pacientes con céncer de laringe
que recibieron atencion en una unidad médica de
tercer nivel de atencion del noreste de México.

La edad de presentacién de los pacientes fue alre-
dedor de 65 afios, lo cual concuerda con lo descrito

en la literatura internacional, ya que el cancer de la-
ringe ocurre con mas frecuencia en la sexta década
de la vida'2. No se encontraron casos de pacientes
en edad pediatrica con cancer de laringe. Existen
hasta la fecha cerca de 80 pacientes con cancer de
laringe en edad pedidtrica reportados desde el afo
1868, algunos de ellos relacionados con infeccién por
el VPH20-%4 En este estudio predominaron los pacien-
tes del sexo masculino, lo cual concuerda con lo
descrito previamente, ya que el céncer de laringe
afecta en especial a los hombres'2. Joos, et al.??, en
el afio 2009, reportaron una predominancia del sexo
masculino hasta del 80%; sin embargo, esta relacion



es diferente en la poblacidn juvenil, en quienes se ha
reportado solo el 60% de predominio del sexo mas-
culino. En afos recientes se ha observado un cambio
en el patron de comportamiento del cancer de laringe,
incluyendo un aumento de su frecuencia en personas
jovenes, mujeres y personas no consumidoras de
tabaco ni alcohol?22,

El 96.4% de los pacientes con cancer de laringe del
presente estudio tenian el antecedente de tabaquis-
mo, lo cual es mayor que lo reportado en estudios
previos. En el Reino Unido tienen el antecedente de
tabaquismo hasta el 79% de los pacientes con cancer
de laringe?. Las personas con tabaquismo tienen un
riesgo relativo hasta 8.3 veces mayor de desarrollar
cancer de laringe comparado con personas que nun-
ca han fumado?®.

La frecuencia de alcoholismo en la muestra del
presente estudio fue del 8%. El alcoholismo aumenta
hasta cuatro veces el riesgo de desarrollar cancer de
laringe cuando el consumo de alcohol es = 25 onzas
por mes, en comparacion con personas no alcohdli-
cas®. Ademas, se ha identificado una relacion positi-
va entre el consumo de alcohol y la localizacién de la
neoplasia en la laringe de predominio supraglética®.
En las muestras laringeas con infeccion por VPH del
presente estudio, la localizacion mas frecuente fue la
gldtica, seguida de la transglética y la supragldtica;
un orden de localizacién similar al reportado en una
revision sistematica reciente™.La escasa prevalencia
de VPH en los tumores supragléticos es explicable
por el hecho de que estos tienen una asociacion mas
importante con el consumo de alcohol®.

En el presente estudio se detecté ADN del VPH en
el 53% de las muestras analizadas. Hobbs, et al.®
evaluaron la relacion entre el VPH y el cancer de ca-
bezay cuello, demostrando una fuerte asociacién con
canceres localizados en las amigdalas (Razon de
Momios [RM]: 15.1; Intervalo de Confianza [IC] 95%:
6.8-33.7), un riesgo intermedio para el resto de la
orofaringe (RM: 4.3; IC 95%: 2.1-8.9) y un riesgo muy
débil para la cavidad oral (RM: 2.0; IC 95%: 1.2-3.4)
y la laringe (RM: 2.0; IC 95%: 1.0-4.2). La prevalencia
de infeccidon por VPH en el cancer de laringe es va-
riable, oscilando entre el 0 y el 80%%". En México
solo hay tres estudios que reportan la prevalencia de
la infecciéon por VPH en el cancer de laringe: uno
realizado en una muestra de 16 pacientes con una
prevalencia del 25%, otro en 32 pacientes con una
prevalencia del 50%, y otro que evalud 45 pacientes
con una prevalencia del 4.4%°'8'. Por lo tanto, la
prevalencia de infeccion por VPH en el cancer de
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laringe detectada en la presente serie es la mas alta
reportada en México. Debe tenerse en cuenta que en
el presente estudio se cont6é con un mayor ndmero de
muestras que en los estudios previos realizados en
México®'®'°, La amplia variabilidad en la prevalencia
del VPH entre los estudios podria deberse a sesgos
en la seleccidon de muestras, diferencias en las técni-
cas utilizadas para la deteccion del VPH, diferentes
sitios anatémicos de toma de muestras, pobre calidad
de las muestras o diferencias genéticas, étnicas, geo-
gréficas y culturales de los individuos'?'.

El genotipo de VPH mas frecuente en este estudio
fue el 11, en el 45% de las muestras, seguido por el
52 en el 24% y el 16 en el 8.0%. Otros genotipos
detectados fueron el 6, el 45, el 82 y el 40. Los geno-
tipos 6, 11 y 40 son de bajo riesgo oncogénico, mien-
tras que los genotipos 16, 45, 52 y 82 son de alto
riesgo oncogénico®. Es notable la baja prevalencia de
VPH-16 detectada en la presente serie, puesto que en
otros estudios ha sido el genotipo que mas se ha aso-
ciado a la patogénesis del carcinoma laringeo®®. Vi-
llagémez-Ortiz, et al.’, en el afio 2016, reportaron el
genotipo VPH-11 en 2 de 45 muestras estudiadas.
Este genotipo muestra un comportamiento mas agre-
sivo en pacientes con papilomatosis laringea recurren-
te, quienes requieren un mayor numero de reseccio-
nes quirdrgicas al afio®. Hay casos que describen la
transformacién de papilomatosis laringea recurrente
en carcinoma epidermoide en presencia de infeccion
por genotipos de bajo riesgo, como el 6 y el 1131,

En este estudio se encontro coinfeccion por mas de
un genotipo en 31 muestras (27.6%), y la coinfeccion
mas frecuente fue por VPH-11 y VPH-52, genotipos
de bajo y alto riesgo oncogénico, respectivamente. La
coinfeccion por mas de un genotipo fue reportada en
dos de las 16 muestras examinadas en uno de los
estudios previos realizados en México, y fue por ge-
notipos de bajo y alto riesgo™. Esto sugiere que, en
algunos casos de cancer de laringe, el VPH podria
estar involucrado independientemente de su riesgo
oncogeénico, o bien que ambos grupos de genotipos
virales podrian actuar de manera singérgica'®. En el
presente estudio se identificé un caso de coinfeccion
por los genotipos 11, 16, 40 y 82; en la literatura in-
ternacional solo existen los reportes de dos casos de
cancer laringeo relacionados con el VPH-82, uno de
ellos en coinfeccion con VPH-73%233,

Dentro de las posibles implicaciones clinicas de la
infeccion por VPH como agente causal de cancer de
laringe, se esperaria que los genotipos presentes en
este semejen a los hallados en lesiones de cérvix,
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toda vez que la contaminacion orogenital es la ruta
de transmision propuesta como mas frecuente. Por lo
tanto, el papel en la prevencion de céanceres de ca-
beza y cuello, incluido el cancer de laringe, de las
vacunas contra el VPH actualmente disponibles en el
mercado es aun desconocido™. Asi mismo, la infec-
cion por VPH en el cancer de laringe abre la posibi-
lidad a nuevas terapias dirigidas a células infectadas
por VPH como blanco'. Por otro lado, resulta de in-
terés conocer el prondstico de estos pacientes, toda
vez que hay reportes de una mayor respuesta tera-
péutica y sobrevida en pacientes con cancer de oro-
faringe asociado a infeccion por VPH33¢,

Conclusiones

Los resultados del presente estudio muestran una
prevalencia de la infeccion por VPH en muestras de
tejido laringeo de pacientes con cancer de laringe del
53.5%, con coinfeccion por mas de un genotipo en el
27.6% de las muestras. El genotipo més frecuente fue
el VPH-11, tipo de bajo riesgo, seguido por el VPH-52,
genotipo de alto riesgo oncogénico, pero se detectd
infeccion por genotipos de alto riesgo en el 34.8% de
las muestras. Un resultado positivo para ADN del VPH
amplificado por Reaccion en Cadena de la Polimera-
sa (PCR) solo demuestra su presencia y no necesa-
riamente implica su papel en la carcinogénesis. Se
requiere la realizacion de estudios epidemioldgicos a
mayor escala, no sélo con muestras mayores, sino
también que incluyan la evaluacion simultdnea de
hallazgos histopatoldgicos, inmunohistoquimicos, de
hibridacién in situ y de amplificacion de ADN por
PCR, a fin de conocer la verdadera prevalencia de
infeccion por VPH en la mucosa laringea y el cancer
de laringe. Esto permitiria, ademads, contar con una
evidencia mas soélida de su verdadero potencial on-
cogénico en la laringe, asi como de su posible inte-
raccion con factores de riesgo bien establecidos,
como el consumo de alcohol y tabaco. También que-
da por establecer el prondstico de los pacientes con
cancer de laringe asociado a infeccién por VPH, asi
como el impacto a largo plazo sobre el desarrollo de
esta enfermedad de las vacunas actualmente
disponibles.
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