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1.1 INTRODUCCIÓN 

 

 La búsqueda de una causa infecciosa en los cánceres humanos sigue siendo un 

tema de gran interés. 

 La infección por el virus papiloma humano (VPH) es ampliamente reconocida como 

un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer de cuello uterino (CCU), sin embargo en 

los últimos años se ha sugerido un papel etiológico del VPH en un subconjunto de 

cánceres de cabeza y cuello (CCC), principalmente cánceres orofaríngeos. El número de 

parejas sexuales, la práctica de sexo oral y la edad de inicio de relaciones sexuales están 

directamente relacionados con la infección por el VPH en los tejidos genitales y orales. 

 Pese a constituir la misma entidad nosológica, se considera que los cánceres 

asociados al VPH son entidades diferentes en comparación con los tumores no asociados 

a VPH. Es así que se ha establecido que los pacientes positivos para VPH tienen un 

mejor resultado clínico con radioterapia y quimioterapia, ya que en general ofrecen una 

mayor sobrevida al tener una disminución significativa de la carga viral y con ello, una 

respuesta completa a este tipo de tratamiento, en comparación a pacientes negativos 

para VPH. Por lo tanto, se puede suponer una asociación entre la presencia del virus y 

un aumento de la sobrevida de los pacientes. 

La etiología del cáncer oral y en particular la del carcinoma oral de células 

escamosas (COCE) es desconocida, aunque existen factores de riesgo asociados, entre 

ellos, el tabaco y el alcohol. Sin embargo, estos tumores también se desarrollan entre un 

10 a un 20% en personas que nunca han fumado y que no beben alcohol, abriéndose por 

lo tanto la posibilidad de participación de otros agentes, como las infecciones virales. No 

obstante, la participación del VPH en el desarrollo del COCE, así como también los 

mecanismos por los cuales induce la transformación maligna sigue siendo un tema de 

debate. Por lo anteriormente señalado, resulta de interés determinar la presencia de VPH 

en muestras de COCE en la población chilena y establecer si existe una asociación entre 

la infección por VPH y la expresión de moléculas relacionadas al control del ciclo celular, 

a la actividad proliferativa y a la inhibición de la apoptosis. Esto se fundamenta en la cierta 

analogía y similitud con la situación encontrada tanto en CCU, tumores anogenitales y 

cáncer orofaríngeo, ya que tanto la presencia como el rol etiopatogénico del VPH en 

COCE es controvertido y cada serie de casos presenta resultados distintos y no existen 
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estudios similares en nuestro país. El objetivo de este estudio fue determinar la 

asociación que existe entre la presencia de VPH 16/18 con el recuento de células 

epiteliales  p16, pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE, lo cual puede tener implicaciones 

no sólo para el diagnóstico y una mejor comprensión de la fisiopatología del COCE, sino 

también en su prevención y tratamiento. 

 

1.2 MARCO TEÓRICO 

 

1.2.1 Virus Papiloma Humano (VPH) 

 

 El VPH es un pequeño virus que pertenece a la familia Papillomarividae, es de 

simetría  icosaédrica, carece de envoltura, posee un ADN circular con 8000 pares de 

bases como material genético y un tropismo epitelial estricto (zur Hausen, 2009). 

 Se ha reportado la existencia de más de 150 tipos diferentes de VPH, sin embargo, 

solo se ha secuenciado el genoma completo de unos 100 tipos (de Villiers et al., 2004, 

Bernard, 2005, Sand and Jalouli, 2014).  

 

1.2.2 Estructura y Clasificación 

 

 Los virus que pertenecen a la familia Papillomaviridae, presentan una cápside de 

simetría icosaédrica, sin envoltura y su tamaño oscila entre los 40 y 55 nanómetros. Su 

genoma constituye entre el 10 al 13% del peso de la partícula viral y consta de una 

molécula no segmentada y circular de ADN de doble cadena (zur Hausen, 2009). 

 La familia Papillomaviridae se divide en cinco géneros compuestos por los virus 

papiloma alfa, beta, gamma, mu, y nu. Sólo el virus del papiloma tipo alfa y beta infectan 

a los seres humanos, el primero presenta un tropismo en la mucosa y el segundo un 

tropismo en la piel (de Villiers et al., 2004).  

 El VPH se ha clasificado de acuerdo a sus genotipos en bajo y alto riesgo según 

el riesgo de desarrollo de CCU. Los VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, entre otros) 

son la principal causa de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) y del cáncer cervical 

invasor, mientras que los tipos de bajo riesgo (6,11) están asociados con lesiones 

benignas en el tracto anogenital tales como el condiloma acuminado (Bernard, 2005). En 
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tumores genitales y extragenitales el genotipo de VPH  más prevalente es el tipo 16. En 

el cáncer cervical el VPH-16 está presente en el 55% de los tumores y en cáncer 

extragenital cerca del 80% de las muestras positivas para VPH portan este genotipo 

(Schiffman et al., 2007). El VPH-18 es el segundo genotipo más prevalente (Bodily and 

Laimins, 2011). 

 

1.2.3 Organización genómica 

 

 Estructuralmente la organización genómica de los distintos genotipos de VPH es 

bastante similar, ya que las secuencias codificantes (marcos abiertos de lectura u ORF) 

tienen longitudes semejantes y ocupan posiciones parecidas en el ADN (Thierry, 2009). 

En el genoma del VPH se distinguen una región temprana y una región tardía. La 

primera contiene los genes E1 a E7, los cuales codifican proteínas implicadas en los 

procesos de replicación y transcripción de ADN viral y la segunda contiene los genes L1 

y L2 implicados en la producción de la cápside viral (Figura 1). Cabe señalar que mientras 

los genes de expresión temprana poseen secuencias muy diferentes entre los distintos 

tipos de VPH, los genes de expresión tardía presentan notables similitudes entre ellos. 

Esta particularidad transforma a L1 en la diana principal de la detección de ADN viral, ya 

que es el componente principal de la cápside, lo cual lo transforma en antígeno 

específico, en comparación a E6 y E7 los cuales son claves para la detección tipo-

específica debido a la alta variabilidad inter-tipo que poseen (Thierry, 2009, Chow et al., 

2010, Doorbar et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Genoma circular de VPH-16 (Doorbar et al., 2012). 
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Por su parte, la proteína secundaria de la cápside L2 es más variable entre los 

distintos tipos de VPH. La transcripción de las regiones tardías al parecer estaría influida 

por reguladores celulares, los cuales se encuentran sólo en las capas superiores e 

intermedias del epitelio escamoso (Thierry, 2009, Doorbar et al., 2012).  

Además de estas dos regiones, todos los VPH poseen una región de control larga 

no codificante URR o long control region (LCR), que separa los ORF tempranos y tardíos, 

la cual contiene secuencias de control de la transcripción e inicio de la replicación 

(Doorbar et al., 2012). 

 

1.2.4 E6 

 

 El gen E6 codifica una proteína que posee 150 aminoácidos con un peso molecular 

de 16 kDa y contiene dos dedos de zinc Cys-X-X-Cys altamente conservados, cuya 

integridad es esencial para su función (Mantovani and Banks, 2001).  

  Esta proteína es una de las primeras que se expresan durante el ciclo infectivo 

viral y en los VPH de alto riesgo se encuentra localizada en el núcleo y en el citoplasma 

de la célula huésped. Tiene la capacidad de unirse a un conjunto de blancos celulares lo 

que le permite bloquear la apoptosis, regular la transcripción viral, inhibir la diferenciación 

celular, las interacciones célula-célula e incrementar la inestabilidad cromosómica. Todos 

estos procesos son fundamentales en el establecimiento de la carcinogénesis (Thomas 

et al., 1999, Munger and Howley, 2002, Hahn and Weinberg, 2002, Chakrabarti and 

Krishna, 2003). 

 La proteína E6 de los VPH de alto riesgo puede asociarse con el producto del gen 

supresor de tumores p53 como parte de un complejo trimérico junto a la ligasa de 

ubiquitina celular E6AP, lo cual provoca la ubiquitinización de p53 y su posterior 

degradación vía proteasoma (Figura 2), llevando a una reducción de la vida media de 

esta proteína (Thomas et al., 1999). 
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Figura 2. Asociación de p53 y E6-Ligasa, lo cual provoca la ubiquitinización de p53 y su posterior 

degradación. Esquema adaptado de (McLaughlin-Drubin and Munger, 2013). 

 

 

1.2.5 E7 

 

 La proteína E7 del VPH es un pequeño polipéptido de aproximadamente 100 

aminoácidos de longitud y se encuentra mayoritariamente en el núcleo (Munger and 

Howley, 2002). La principal acción de esta proteína es su habilidad para asociarse a las 

proteínas de la familia pRb (Boulet et al., 2007).  

El estado de fosforilación de la proteína pRb es regulado durante el ciclo celular, 

encontrándose hipofosforilada en etapas G0 y G1 y fosforilada durante las fases S, G2 y 

M. La forma hipofosforilada posee como función la inhibición de la progresión del ciclo 

celular (Figura 3) (Boulet et al., 2007). pRb se fosforila mediante una quinasa dependiente 

de ciclina (Cdk) conduciendo a la liberación de los factores de transcripción E2F, 

permitiendo la progresión de la célula a fase S (Figura 4)  (Munger and Howley, 2002). 

E7 se une preferentemente a la forma hipofosforilada de pRb y ocasiona su 

degradación a través de la vía ubiquitina-proteasoma, lo que también permite la liberación 

de E2F. Este evento iniciaría la síntesis de ADN y la proliferación celular (Chakrabarti and 

Krishna, 2003, Yugawa and Kiyono, 2009). 
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La función viral de E6 y de E7 es controlar el medio celular para la replicación del 

genoma viral, la activación de vías transcripcionales y la inducción de síntesis de ADN, 

además de promover el crecimiento y desarrollo celular (Boulet et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. El estado de fosforilación de la proteína pRb es regulado durante el ciclo celular, 

encontrándose hipofosforilada en etapas G0 y G1. En este estado hiposforilado pRb es capaz de unirse 

al factor de transcripción E2F, lo cual impide la trascripción de genes, deteniendo el ciclo celular. 

Esquema Adaptado de (McLaughlin-Drubin and Munger, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. pRb se fosforila mediante una quinasa dependiente de ciclina conduciendo a la liberación de 

los factores de transcripción E2F, permitiendo la progresión de la célula a fase S. E7 se une a la forma 

hipofosforilada de pRb, causando su degradación y la liberación de E2F, lo cual provoca un aumento de 

p16. Esquema adaptado de (McLaughlin-Drubin and Munger, 2013). 
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1.2.6 Ciclo de vida del VPH 

 

 El ciclo de vida del VPH es exclusivamente intraepitelial. El virus penetra el epitelio 

a través de microlesiones y se adhiere a la superficie de las células basales por 

mecanismos poco conocidos, sufriendo un fenómeno de endocitosis con posterior 

destrucción de la cápside y transporte al núcleo (Horvath et al., 2010). Luego que el virus 

entra a la célula se pueden desarrollar dos tipos de infección, una latente donde el virus 

se mantiene sin producción de partículas infecciosas y su ADN permanece libre en el 

núcleo celular en forma de episoma, cabe señalar que este tipo de infección no desarrolla 

el efecto citopático característico del VPH. El otro tipo de infección es la productiva, donde 

se generan grandes cantidades de ADN vírico y la replicación viral ocurre en las células 

infectadas en las capas intermedias y superficiales del epitelio, en donde factores de 

transcripción promueven la síntesis de proteínas virales que componen la cápside. Esta 

infección permite la producción de 20 a 100 copias de ADN viral por célula, en donde E1 

y E2 son las primeras proteínas virales expresadas. E1 participa en la replicación del 

genoma viral y codifica la región más conservada del VPH y junto con E2 suele perderse 

cuando el VPH aparece integrado en el genoma celular. E2 es una proteína requerida 

para la regulación de la transcripción y la replicación viral, la cual se efectúa con la división 

celular en el estrato basal y regula la expresión de los genes E6 y E7. Las proteínas L1 y 

L2 forman la cápside icosaédrica lo cual da lugar a viriones completos en las capas 

superficiales del epitelio (Horvath et al., 2010, Chow et al., 2010). 

 

1.2.7 Integración del VPH en el genoma celular 

 

 Normalmente el genoma del VPH se encuentra en estado circular en el estrato 

basal del epitelio escamoso, en este estado la expresión de E6 y E7 está regulada por la 

proteína viral E2 (Munger and Howley, 2002), ya que el producto del gen E2 se une al 

ADN viral permitiendo la trascripción del gen E1, regulando la trascripción de los genes 

E6 y E7 (Munger et al., 2001). Al integrarse el ADN del VPH al ADN del hospedero se 

pierde el ORF del gen E2, lo que provoca la pérdida del producto E2, por lo tanto E6 y E7 

son expresados con mayor intensidad, lo cual puede desregular el ciclo celular. Por lo 

tanto, la persistencia e integración del VPH de alto riesgo en el genoma del hospedero 
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es característica del potencial oncogénico de este virus. En resumen, dos eventos 

moleculares son importantes, la integración del virus en el genoma del hospedero y la 

sobreexpresión de E6/E7 por pérdida de E2 (Horvath et al., 2010). 

  

1.2.8 Detección del VPH mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

 

 La PCR es una técnica de amplificación selectiva de una secuencia específica de 

ácidos nucleicos. Esta técnica posee características ideales para la detección, 

identificación y estudio de las propiedades de VPH. Su sensibilidad permite detectar 

hasta una copia de genoma viral por un millón de células (Abreu et al., 2012, Jordan et 

al., 2012). 

 El tejido fijado en formalina e incluido en parafina constituye un tipo de espécimen 

abundante en laboratorios de patología. Aunque el ADN que es posible obtener desde 

este tipo de material está frecuentemente fragmentado, es posible usarlo con fines de 

detección de secuencias virales (Hwang and Lee, 2012). El grado de fragmentación del 

ADN generalmente depende tanto del tiempo de exposición a la formalina como del 

tiempo de almacenamiento, por lo cual se realiza una evaluación de calidad del ADN 

genómico mediante amplificación de un fragmento del gen β-globina bajo sus propias 

condiciones de PCR. Este PCR tiene como objetivo evaluar la calidad del ADN y su 

utilidad para servir como templado para la amplificación de fragmentos superiores a 200 

pb; esto permite la posibilidad de efectuar estudios retrospectivos con amplias series de 

pacientes, ya que a partir de cortes de 10 μm de espesor de tejido incluido en bloques de 

parafina y tras una amplificación de 40 ciclos pueden detectarse una media de 1 o 2 

genomas virales cada 10 células. (Abreu et al., 2012); es por esto que la PCR es 

actualmente el método de detección viral más comúnmente utilizado (Sand and Jalouli, 

2014).  

Por todo lo anteriormente señalado la detección del VPH a través de PCR es 

fundamental para la estimación de su prevalencia en diversas enfermedades orales, 

incluyendo el COCE. 
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1.2.9  Carcinogénesis inducida por VPH 

 

 Si bien, la presencia del ADN del VPH por sí sola no es suficiente evidencia de una 

asociación causal, desde un punto de vista molecular la expresión de los oncogenes E6 

y E7 del VPH de alto riesgo se han utilizado como una herramienta útil y confiable para 

determinar asociación entre la infección por VPH y desarrollo del cáncer (Chakrabarti and 

Krishna, 2003). 

 La carga viral local, la distribución viral, la clonalidad de la infección por el VPH, 

los mecanismos de transcripción del oncogén del VPH, y el sitio específico de la 

integración viral son todos factores críticos para la comprensión de la oncogénesis por 

VPH (Chow et al., 2010). 

 Por lo tanto, la evidencia para el desarrollo de una carcinogénesis inducida por 

VPH se puede encontrar en primer lugar, en la presencia de secuencias genómicas de 

VPH de alto riesgo, en conjunto con la expresión de las oncoproteínas E6/E7. En segundo 

lugar está la existencia de un número importante de copias del ADN viral y por último, la 

integración del ADN del VPH en el genoma celular. Sin embargo, el ADN viral puede 

encontrarse de forma episomal, integrado o de ambas formas, lo cual indica que la 

integración del ADN del VPH no es un evento estrictamente necesario para la 

carcinogénesis (Mellin et al., 2002). 

 

  1.2.10 Genes supresores tumorales (GSTs) asociados con VPH 

 

 Mutaciones en los genes que controlan la progresión del ciclo celular y las vías de 

reparación del ADN son los sucesos iniciadores esenciales del cáncer (Hafkamp et al., 

2003). El mecanismo oncogénico de las oncoproteínas E6 y E7 del VPH de alto riesgo 

está relacionado con la capacidad de unir e inducir la degradación de p53 y pRb, con la 

consecuente pérdida de control del ciclo celular y del proceso de apoptosis. Esto permite 

además la acumulación de eventos relacionados con inestabilidad genética que 

contribuyen a la carcinogénesis (Hafkamp et al., 2003, Jayasurya et al., 2005). 

 

 

 



17 
 

 
 

1.2.10.1 Proteína p53 

 

 La proteína p53 es una fosfoproteína nuclear compuesta por 393 aminoácidos 

con un peso molecular de 53 KDa, la cual está codificada por el gen que lleva su mismo 

nombre (TP53) (Hafkamp et al., 2003). 

   La proteína p53 mantiene la estabilidad del genoma, por lo tanto, la inactivación, 

degradación o mutación de TP53 puede desregular sus funciones que resultan en un 

aumento de la proliferación celular, acumulación del ADN dañado, crecimiento de las 

células que albergan errores en el ADN y en una sobrevida celular prolongada (Nylander 

et al., 2000). Sin embargo, la pérdida de la función de p53 por sí sola no es suficiente 

para el desarrollo de cáncer y otras alteraciones citogenéticas son necesarias para la 

transformación maligna  (Vousden and Prives, 2005, Soussi, 2007). 

 La variedad “tipo silvestre” o “wild-type” de la proteína normal del gen TP53 está 

presente en la mayoría de las células normales, pero tiene una vida media corta de 

pocos minutos. En condiciones normales, esta proteína es regulada por Mdm2, por lo 

que generalmente es indetectable por medios inmunohistoquímicos (Oh et al., 2013). 

Sin embargo, al mutar el gen TP53, se traduce una proteína defectuosa que no puede 

ser degradada, acumulándose por aumento de su vida media, permitiendo de esta 

manera su detección a través de medios inmunohistoquímicos (Oh et al., 2013, Francis 

et al., 2013). 

   La infección por VPH y la mutación de TP53 pueden coexistir con poca frecuencia 

en un subconjunto de CCC, ya que hay una correlación inversa entre la infección por 

VPH y la mutación de TP53 (Nylander et al., 2000). Varios autores han reportado una 

mayor detección de la proteína de TP53 mutado a través de inmunohistoquímica en 

muestras de biopsias cervicales de pacientes sin infección por el VPH en comparación 

a muestras VPH positivas. Esto se debe a que en los tumores asociados a infección por 

VPH, la proteína p53 es degradada vía proteasoma, producto de su unión con E6-ligasa 

(Figura 2). Por lo tanto, su detección mediante inmunohistoquímica es menor (Nylander 

et al., 2000, Soussi, 2007, Oh et al., 2013, Francis et al., 2013). 
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1.2.10.2 Proteínas  p16 y pRb 

p16INK4a es una proteína codificada por el GST CDKN2A, que se encuentra 

funcionalmente inactiva en numerosos tumores, bien por mutación del propio gen 

CDKN2A o por hipermetilación del promotor (Klussmann et al., 2003). Actúa como 

inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas (cdks) y desacelera el ciclo celular 

inactivando la función del complejo ciclina D/ cdk4-cdk6. Este complejo regula el punto 

de control de la fase G1 del ciclo celular mediante la fosforilación y la subsiguiente 

inactivación de pRb, lo cual libera al factor de transcripción E2F y permite a la célula 

entrar en fase S (Kumar et al., 2008, Lassen et al., 2009). La proteína E7 de los VPH de 

alto riesgo se une a la forma hipofosforilada de pRb, causando  la liberación de E2F y la 

posterior degradación de pRb, lo cual provoca un aumento de p16 (Figura 4); como ocurre 

en algunos tipos de tumores VPH positivos en los cuales se ha demostrado la existencia 

de una correlación recíproca entre pRb y p16, en donde hay una fuerte sobreexpresión 

nuclear y citoplasmática de la proteína p16 y una disminución de pRb, como se ha visto 

exclusivamente en las infecciones por VPH de alto riesgo. Esto contrasta con la pérdida 

frecuente de p16, y un aumento de pRb que se encuentra en tipos de cáncer VPH 

negativos (Klussmann et al., 2003, Chen et al., 2012a, Chen et al., 2012b). La 

sobreexpresión de p16 ha sido propuesta como un marcador biológico que permitiría 

identificar de forma inequívoca las células con cambio displásico o maligno inducido por 

VPH, ayudando al diagnóstico y solucionando los problemas de variabilidad inter e intra-

observador (Keating et al., 2001, Weinberger et al., 2004, Hoffmann et al., 2010, Lewis et 

al., 2010). Sin embargo, se ha visto en algunos estudios que la expresión de p16 sería 

independiente a la presencia de VPH en COCE (Nemes et al., 2006, Thomas and 

Primeaux, 2012). 

 

  1.2.11 Ki-67 y su asociación con VPH 

 

 Ki-67 es una proteína no histona que se expresa en el núcleo durante todo el ciclo 

celular, excepto en la fase G0 y en las primeras fases de G1, por lo cual es un marcador 

eficiente de células que proliferan (Dragomir et al., 2012). Algunos estudios consideran 

que es el marcador tumoral que mejor predice el desarrollo de enfermedad metastásica 

precoz, constituyendo el principal marcador pronóstico (Mimica et al., 2010). No obstante, 
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otros estudios indican que la importancia pronóstica de la expresión de Ki-67 en COCE 

es aún controversial, probablemente debido a que es un marcador de la fracción total de 

células en proliferación, que corresponde no sólo a las células en proliferación constante, 

sino también a las células proliferantes destinadas a la diferenciación terminal (Gonzalez-

Moles et al., 2010).  

Varios estudios comprueban que la proliferación celular medida por la expresión 

de Ki-67 se correlaciona fuertemente con el grado de diferenciación histológica, indicando 

que el índice de proliferación medido a través de Ki-67 es significativamente mayor en 

los tumores de bajo grado de diferenciación, sin embargo, esto no tendría ninguna 

implicancia en el valor pronóstico de las lesiones (Kurokawa et al., 2005, Cambruzzi et 

al., 2005, Mimica et al., 2010).  

Un estudio realizado el 2012, indicó que las células proliferantes eran más 

susceptibles a la radiación ionizante, ya que observaron que los tumores con alta 

actividad proliferativa eran más susceptibles a la terapia de radiación, por lo tanto 

postulan que Ki-67 podría ser utilizado como un marcador para predecir la respuesta a la 

terapia de radiación en pacientes con COCE (Freudlsperger et al., 2012). Existen 

estudios en donde evalúan la expresión de Ki-67 en lesiones intraepiteliales de cuello 

uterino, en donde se señala que el VPH afecta la expresión de Ki-67, ya que han 

encontrado que en lesiones asociadas a VPH 16 y 18  la expresión de Ki-67 fue mayor 

en muestras de neoplasia intraepitelial cervical de alto grado (CIN3) (Mimica et al., 2010). 

Al parecer el virus promueve alteraciones directas de la mitosis y progresión del ciclo 

celular, lo cual se puede estimar por un mayor índice de proliferación celular (Mimica et 

al., 2010, Freudlsperger et al., 2012).  

Si bien, no hay estudios que relacionen la presencia del VPH con la expresión de 

Ki-67 en COCE, suponemos por lo expuesto anteriormente que la detección del VPH 

16/18 en COCE se asocia a un mayor recuento de células epiteliales  Ki-67 positivas. 

 

1.2.12 Detección de proteínas mediante técnica Inmunohistoquímica (IHQ) 

 

 La técnica IHQ combina metodologías inmunológicas y bioquímicas para la 

detección de un antígeno celular o tisular, mediante el uso de un anticuerpo específico y 

un sistema marcador. El método de detección más utilizado es el Complejo Avidina- 
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Biotina (ABC), en donde la unión del antígeno con el anticuerpo primario es seguida de 

la unión con un anticuerpo secundario biotilinado y un complejo ABC. Posteriormente 

estas uniones son visualizadas a través de un cromógeno.  

A través de IHQ utilizamos anticuerpos para detectar la proteína p53 proveniente 

del gen TP53 mutado y las proteínas p16, pRb y Ki-67 evaluando su expresión en 

presencia o ausencia de VPH 16/18. 

 

1.2.13 Cáncer de cabeza y cuello (CCC) y su asociación con VPH 

  

El cáncer de cabeza y cuello (CCC) es un grupo heterogéneo de tumores que 

incluye la cavidad nasal, senos paranasales, faringe, laringe y la hipolaringe.  Son la sexta 

causa de cáncer más común en el mundo y la cavidad oral representa la localización más 

frecuente de los tumores malignos primarios de cabeza y cuello. Histológicamente, la 

mayoría de estos tumores son carcinoma de células escamosas (CCE) y se asocian con 

el hábito de fumar y/o beber alcohol (Campisi and Giovannelli, 2009, Leemans et al., 

2011).  

Las similitudes en los aspectos clínicos e histológicos entre las lesiones genitales 

y orales relacionadas con el VPH llevaron a sugerir en los años 80 que el VPH podría 

estar involucrado en el desarrollo del CCC. Algunos de los factores que intervienen son 

el tropismo del VPH por las células epiteliales, el potencial oncogénico del virus y las 

similitudes morfológicas entre el epitelio genital y orofaríngeo (Gillison, 2004, Kreimer et 

al., 2005). 

 Actualmente se acepta el rol del VPH en algunos tipos de CCC, sin embargo la 

presencia de ADN genómico viral en estos tumores es bastante variable. Algunos autores 

han  demostrado un 13% de casos de infección por VPH en CCC, en cambio en cavidad 

bucal, la cifra es menor (5%), si se considera sólo los casos en los cuales se demuestra 

replicación activa del virus. El genotipo más frecuentemente involucrado es el VPH-16 y 

la presencia de ADN viral es más frecuente en pacientes no fumadores y menores de 60 

años  (Jung et al., 2010). 
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1.2.14 Cáncer Oral (CO) y su asociación con VPH 

 

El cáncer oral (CO) es un subtipo de CCC que puede surgir como una lesión de 

origen primario en los tejidos orales que recubren la boca, labios, encías y la lengua 

(Huang Liu et al., 2014). Las malignidades orales y orofaríngeas representan 

aproximadamente el 3% de todos los tumores malignos en hombres y un 2% en mujeres 

en Estados Unidos (Neville and Day, 2002).  

En Chile, un análisis correspondiente al año 2002 dio a conocer que el CO 

correspondería a un 1,6 % del total de casos de cáncer, estando presente principalmente 

en  hombres de más de 45 años de edad, con una tasa de 2,3:1 en comparación con las 

mujeres (Riera and Martinez, 2005, Rojas-Alcayaga et al., 2010). 

Los tipos de cáncer que se presentan en la boca incluyen neoplasias malignas 

tales como osteosarcomas de los huesos maxilares, linfomas, adenocarcinomas de 

glándulas salivales, carcinomas de mucosa oral, entre otros, sin embargo alrededor del 

90% son CCE los cuales comúnmente se originan en el epitelio estratificado no 

queratinizado de la mucosa, por lo que son denominados Carcinomas Orales de Células 

Escamosas (COCE), y representan la sexta neoplasia maligna más común en los países 

desarrollados (Huang Liu et al., 2014). Sólo entre el 40-50 % de los pacientes sobreviven 

a los 5 años (Fronie et al., 2013). En general se acepta que el tabaco y el consumo de 

alcohol son los principales factores de riesgo para el desarrollo del COCE, sin embargo 

algunos pacientes desarrollan COCE sin la exposición a estos factores de riesgo, este 

hecho sugiere que causas adicionales, como la predisposición genética, la dieta o 

presencia de virus oncogénicos podrían ayudar a las células a escapar de los 

mecanismos de control de la proliferación (Xi et al., 2009). 

 

1.2.15 COCE y su asociación con VPH 

 

   La asociación entre la presencia de VPH-16 y VPH-18 con el desarrollo de CCU, 

así como con el cáncer anal se ha demostrado claramente, por lo cual es sabido que la 

transmisión del VPH estaría asociada a conductas sexuales (Herrero et al., 2003). En 

este sentido, se ha sugerido que ciertas prácticas sexuales, como el sexo oral (contacto 

oral-genital) y otros (contacto oral-anal) y ciertas conductas sexuales (como tener 
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múltiples parejas sexuales) favorecen la entrada del virus a la cavidad oral y en esta 

localización podría participar en la iniciación, promoción o progresión tumoral (D'Souza 

et al., 2010). 

   Si bien, es más común la detección del VPH en los tumores orofaríngeos y en 

menor frecuencia en los tumores orales, hasta ahora una eventual función etiológica del 

VPH en el desarrollo de COCE ha sido muy controversial, ya que los datos en la 

literatura muestran tasas de infección por VPH muy variables en COCE (Herrero et al., 

2003, Campisi et al., 2007). Esta variabilidad puede ser atribuible a los procesos de 

fijación del tejido biopsiado, al almacenamiento de las muestras, la extracción de ADN, 

la etnicidad y la geografía (Kreimer et al., 2005, Jordan et al., 2012); pequeño número 

de muestras analizadas; posible contaminación; técnica utilizada para la detección del 

virus y el sitio de COCE analizado (Ha and Califano, 2004). Un meta-análisis realizado 

en el 2001 informó que el VPH estaba presente en el 46,5% de los COCE analizados 

(Miller and Johnstone, 2001). Sin embargo, otros estudios concluyeron que el VPH en 

el COCE es relativamente bajo cuando se compara con carcinomas orofaríngeos 

(Gillison et al., 2008, Pannone et al., 2011, Fronie et al., 2013). No obstante, en Chile 

no se ha publicado información sobre la prevalencia del VPH y su asociación con COCE. 
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2. HIPÓTESIS 

 

En resumen: 

 

- Actualmente se acepta el rol del VPH en algunos tipos de CCC, sin embargo la 

presencia de ADN genómico viral en COCE es bastante variable y su rol es controvertido. 

 - El genotipo más prevalente en tumores VPH positivos es el VPH-16, seguido por el 

VPH-18.  

- Los cánceres VPH positivos tienen diferentes perfiles biológicos, los cuales se asocian 

con una sobreexpresión de p16, pérdida de pRb y una disminución de p53. 

-En Chile no se ha publicado información sobre la prevalencia del VPH en muestras 

COCE, como tampoco la expresión de moléculas relacionadas al control del ciclo celular, 

a la actividad proliferativa y a la inhibición de la apoptosis. 

 

Por lo anteriormente señalado, la hipótesis de este trabajo, es que la detección del 

VPH 16/18 en COCE se asocia a un mayor recuento de células epiteliales  Ki-67 y p16 

positivas y a un menor recuento de células epiteliales pRb y p53 positivas, en 

comparación a COCE VPH 16/18 negativos. 

  

3. OBJETIVO GENERAL 

 

 Determinar la asociación que existe entre la presencia de VPH 16/18 con el 

recuento de células epiteliales p16, pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Determinar la presencia de VPH 16/18 en COCE  

2) Determinar el recuento de células epiteliales p16, pRb, p53 y Ki-67 positivas en 

COCE 

3) Relacionar la presencia de VPH 16/18 con el recuento de células epiteliales p16, 

pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

 4.1  DISEÑO DEL ESTUDIO  

 

El diseño de este estudio fue de tipo observacional analítico de corte transversal. 

 

 4.2  FUENTE DE INFORMACIÓN  

 

La fuente de información fueron las fichas clínicas y biopsias en bloques de parafina 

del Servicio de Anatomía Patológica de la Facultad de Odontología de la Universidad de 

Chile (SAP-FOUCH), entre los años 2000-2014  y del Instituto Nacional de Cáncer (INC) 

entre los años 2013-2014. 

El lugar en donde se llevó a cabo el presente estudio es el Laboratorio de Anatomía 

Patológica de la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile y el Programa de 

Virología, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile. 

  

4.3   DESCRIPCIÓN DE LA MUESTRA  

 

4.3.1 Selección de la muestra  

 

A través de la base de datos del SAP-FOUCH, se seleccionaron las fichas clínicas de 

pacientes entre los años 2000 y 2014, que presentaron un diagnóstico histopatológico de 

COCE según la Clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) de 1998. 

Todos los diagnósticos histopatológicos fueron reevaluados previo a la inclusión 

definitiva. 

  

  4.3.2   Criterios de inclusión 

 

- Biopsias cuyo diagnóstico histopatológico fue de un COCE, confirmado por un 

histopatólogo bucal 
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- Cantidad suficiente de material fijado e incluido en bloques de parafina que permitiera 

hacer los análisis de IHQ. 

 

4.3.3   Criterios de exclusión 

 

-Muestras que tuvieran artefactos de técnica quirúrgica y/o de procesamiento histológico.  

-Muestras que fueran recidivas de la lesión inicial. 

-Muestras en las cuales no se detectó el gen β-globina mediante PCR 

 

  4.3.4  Tamaño de la muestra  

 

La muestra final corresponde a un total de 80 casos con diagnóstico de COCE. 

 

4.4   PROCEDIMIENTO 

 

4.4.1 Revisión de la base de datos del SAP-FOUCH 

 

La búsqueda se realizó a través del diagnóstico histopatológico consignado en 

la base de datos con el programa Microsoft®Access2013, entre los años 2000 y 2014,  

utilizando como palabras claves:  

 

 Carcinoma oral de células escamosas.  

 Carcinoma Espino Celular 

 Carcinoma Pavimentoso 

 Carcinoma Escamoso 

 

De la misma base de datos se obtuvieron los antecedentes clínicos de cada caso 

recuperado, además del número de ficha clínica y placa histológica correspondiente.  
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4.4.2 Recopilación de datos demográficos 

 

La información demográfica de los pacientes (género, edad y localización de la lesión) 

fue obtenida a partir de las fichas clínicas del SAP-FOUCH entre los años 2000 y 2014. 

La información obtenida fue recopilada en una planilla del programa Microsoft Office. 

 

4.4.3 Preselección de los casos registrados 

 

La observación de los cortes histológicos de las muestras seleccionadas, fue 

evaluada por un patólogo oral con experiencia en diagnóstico histopatológico 

perteneciente al Departamento de Patología y Medicina Oral de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile. Los cortes histológicos estaban teñidos con 

tinción de rutina hematoxilina-eosina (H-E) y fueron observados utilizando un microscopio 

óptico Olympus CX21. El objetivo de esta observación fue:  

 

-Reevaluar y confirmar el diagnóstico histopatológico de cada caso.  

-Comprobar la presencia suficiente de muestra para realizar la técnica IHQ 

-Seleccionar el corte más representativo en los casos en que existía más de una 

placa histológica. 

 

4.5   REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

  

 Una vez obtenidas las muestras en moldes de parafina, a cada uno se le realizó 1 

corte de 10 μm con una navaja nueva para tejidos blandos marca Feather®, en un 

micrótomo marca E. Leitz Wetzlar y fue colocado en un tubo eppendorf el cual estuvo 

debidamente rotulado con el mismo número del molde de parafina.  

 

Amplificación de VPH genérico: Los cortes en parafina extraídos del tubo eppendorf 

fueron tratados con 1mL del xilol y luego con 1 mL de etanol. Después de la centrifugación 

cada sedimento fue suspendido en un buffer de digestión (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM 

EDTA pH 8.0, 0.5% Tween 20) con 200 μg de Proteinasa K (Invitrogen) y fueron incubado 

a 56°C durante 24 hrs. Posterior a esta incubación, la solución fue calentada a 100°C por 
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10 min y fue centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. Después de una extracción con 

fenol/cloroformo, el ADN obtenido se cuantificó usando el espectrofotómetro Nanodrop 

1000. La amplificación del VPH con los partidores GP5+/GP6+ (Tabla 1) se realizó en 

una mezcla de reacción que tuvo 2,5 μL de muestra (que tuvo 100 ng de ADN), 200 μM 

de dNTP, 0,5 μM de cada partidor y 1,0 U de Taq ADN polimerasa (Takara, Japón) en un 

volumen total de 25 μL de buffer (50 mM de KCl, 20 mM de Tris-Cl, pH 8,3). El protocolo 

de amplificación fue el siguiente: desnaturalización inicial a 95° durante 4 min; 

subsiguientes  45 ciclos a 95°C durante 1 min, 40°C durante 2 min y 72°C durante 1,5 

min y la última extensión a 72°C durante 5 min. La amplificación de un fragmento de β-

globina con un conjunto de partidores PCO3/PCO4 (fragmento de 110 pb) se utilizó como 

control positivo interno. El programa de PCR fue el siguiente: desnaturalización inicial a 

95º C durante 4 min, 40 ciclos con el perfil de ciclos de 95°C durante 1 min, 52°C durante 

1 min y 72°C durante 2 min y una extensión final de 5 min a 72°C (Aguayo et al., 2007). 

 

Tabla 1. Partidores usados para la amplificación de VPH genérico y control interno β-globina.  

 

Gen                            Partidores                Secuencias                                                             pb 

 

VPH L1                          GP5+                      5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’                150 

                                      GP6+                     5’-GAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’ 

 

β-globina humana         PCO3                     5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’                        110 

                                      PCO4                     5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ 

 

Amplificación de VPH-16/18: Las muestras positivas para VPH genérico fueron 

sometidas a amplificación de VPH-16 y VPH-18 con partidores específicos (Tabla 2), la 

cual se realizó de acuerdo con las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 95°C 

durante 5 min, 45 ciclos con el perfil de ciclos de 94°C durante 45 s, 55°C durante 45 s y 

72ºC durante 45 s, y una extensión final de 5 min a 72°C. Los productos amplificados se 

caracterizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3,0 %  y visualización usando 

transiluminador UV (Vilver Lourmat) (Aguayo et al., 2007). 
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Tabla 2. Partidores usados para amplificación de VPH 16/18 

 

Oligonucleótido                                     Secuencias                                                                   pb 

  

VPH-16                              Forward  5′-GGTCGGTGGACCGGTCGATG-3′                                96 

                                           Reverse  5′-GCAATGTAGGTGTATCTCCA-3′  

 

 VPH-18                             Forward  5′-CCTTGGACGTAAATTTTTGG-3′                                   115 

                                           Reverse  5′-CACGCACACGCTTGGCAGGT-3′ 

 

Las muestras positivas para VPH en las cuales no fue posible la amplificación de 

VPH 16/18 fueron genotipificadas mediante secuenciación directa. Para esto el fragmento 

amplificado usando los partidores GP5+/GP6+ fue purificado desde un gel de agarosa 

usando el Kit Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System (Promega), de acuerdo a 

instrucciones del fabricante. El producto así obtenido fue cuantificado mediante Nanodrop 

1000 y enviado a secuenciar en ambos sentidos (usando partidores forward y reverse) a 

la empresa Macrogen (Corea). 

 

4.6  TÉCNICA IHQ PARA LA DETECCIÓN DE p16, pRb, p53 Y Ki-67 

 

4.6.1 Procesamiento previo a la técnica IHQ 

 

A cada molde seleccionado, se le realizó 1 corte de 4 μm para cada anticuerpo, 

con navajas de corte para tejidos blandos marca Feather®, en un micrótomo marca E. 

Leitz Wetzlar. Posteriormente los cortes fueron colocados en baño de estirado marca 

Labline® a 38°C; cada corte fue recogido en portaobjetos con carga positiva (Laboratorio 

Cellpath, Inglaterra) y secados a 60ºC por 30 min en estufa marca Memmert®. 

 

4.6.2 Técnica IHQ 

 

Una vez completado el tiempo de secado, las muestras en cada portaobjeto fueron 

desparafinadas en xilol y rehidratadas en alcoholes descendentes hasta el agua 

destilada. Las secciones se colocaron en buffer citrato de sodio (pH 6) durante 45 min en 

olla a presión para la recuperación antigénica, y posteriormente fueron lavadas con buffer 

fosfato salino (PBS) durante 5 min. La actividad de la peroxidasa endógena fue bloqueada 
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incubando las secciones en H2O2 al 3% en metanol a temperatura ambiente durante 20 

min. Las secciones se pre-incubaron con suero de caballo durante 20 min a temperatura 

ambiente y después se incubaron durante 30 min en cámara húmeda a 37°C con los 

siguientes anticuerpos: 

  

Posteriormente, las secciones se lavaron con PBS durante 5 min y fueron 

incubadas con el anticuerpo secundario biotinilado durante 20 min a 37°C y 

posteriormente con peroxidasa-estreptavidina conjugada (Sistema Detección Universal 

Vectastain Elite Kit amplio espectro ABC-HRP, RTU, Vector-USA, EE.UU.) durante 20 

min a 37°C; la reacción se visualizó finalmente con diaminobencidina (DAB) y fue 

contrarrestada con hematoxilina de Harris  (Shuyama et al., 2007, Kumar et al., 2008). 

En el procedimiento se incluyeron controles negativos obtenidos mediante la sustitución 

del anticuerpo específico con PBS y controles positivos necesarios para validar la técnica 

IHQ, los cuales fueron recomendados por el fabricante de dicho anticuerpo y se les aplicó 

los mismos procedimientos que al tejido en estudio: 

Un corte de cáncer de colon como control positivo para el Anticuerpo p16 

Un corte de carcinoma de vejiga como control positivo para el Anticuerpo pRb 

Un corte de carcinoma de colon como control positivo para el Anticuerpo p53 

Un corte de carcinoma de colon como control positivo para el Anticuerpo Ki-67  

 

 

 

 

Anticuerpos 
Primarios 

Tipo de 
Anticuerpo 

Dilución Laboratorio 
Comercial 

Código del 
Producto 

Patrón de 
marcación 

Anti-p16 Ac Monoclonal 
Murino 

Prediluido Biogenex AM540-5M Citoplasmática 
y/o Nuclear 

Anti-pRb Ac Monoclonal 
Murino 

1:50 Thermo MA1-34070 Nuclear 

Anti-p53 Ac policlonal 
conejo 

Prediluido Cell marque 453R-18 Nuclear 

Anti-Ki-67 Ac Monoclonal 
Murino 

Prediluido Cell marque 275R-18 Nuclear 
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4.7   RECOLECCION DE LOS RESULTADOS 

 

4.7.1 Recuento de células inmunopositivas 

 

Para el recuento de las células inmunopositivas se llevaron a cabo los siguientes 

pasos: las láminas teñidas se enumeraron de acuerdo al número de molde al cual 

pertenecían y se etiquetaron de tal forma que se especificó el anticuerpo utilizado.  

Las células inmunopositivas se evaluaron microscópicamente con un aumento de 

40x y se seleccionaron 5 campos de forma no aleatoria, los cuales tuvieran presencia de 

epitelio neoplásico con áreas de mayor marcación positiva. Esta marcación se evaluó 

como positiva para la proteína de TP53 mutado, Ki-67 y pRb en el caso de contar con 

una marca de color pardo en el núcleo de las células epiteliales sin considerar intensidad. 

Se consideraron células epiteliales p16 positivas, cuando se observó una marcación de 

color pardo a nivel nuclear y citoplasmático sin considerar intensidad. Los campos fueron 

fotografiados con un microscopio Olimpus BX41 con el programa Micrometrics SE 

Premium.  

El parámetro de estandarización del conteo celular, fue determinar el número de 

células inmunopositivas por cada 1000 células epiteliales neoplásicas contadas en total 

utilizando el programa Image J para cada uno de los anticuerpos testeados. De acuerdo 

a este criterio se consideró positivo aquellos casos donde independientemente del 

número de células, hubo marcación positiva para el antígeno respectivo.  

 Dos observadores realizaron el recuento de las células inmunopositivas, cada uno 

realizó la observación completa de dos anticuerpos testeados. Se realizó una calibración 

intra-observador mediante coeficiente de correlación de Pearson el cual mostró un valor 

de 0,99. La observación de estos cortes fue realizada en el Área de Anatomía Patológica, 

Departamento de Patología y Medicina Oral de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile. 
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4.8   VARIABLES DEL ESTUDIO 

 

1.  Presencia o ausencia de VPH: COCE VPH 16/18 positivo 

   COCE VPH 16/18 negativo 

 

2.   Recuento de células epiteliales positivas: Se contaron hasta 1000 células 

epiteliales neoplásicas en total, determinando el número de células positivas para 

la proteína de TP53 mutado, p16, pRb y Ki-67. 

 

4.9  CONTROLES DE CALIDAD 

 

La amplificación del fragmento del gen β-globina con un conjunto de partidores 

PCO3/PCO4 (Figura 5) se utilizó como control positivo interno en todas las muestras de 

COCE que entraron al estudio para descartar que el ADN extraído desde el tejido fijado e 

incluido en parafina no fuera el adecuado para la amplificación por PCR, ya sea por 

fraccionamiento o degradación que sufre el ADN durante el proceso de fijación. Sólo las 

muestras que fueron positivas para la amplificación de β-globina fueron sometidas 

posteriormente a la detección de VPH genérico. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Imagen representativa de los casos estudiados. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de 

productos de amplificación (PCR) de un fragmento del gen β-globina humana. Carriles 1-15: Ejemplos 

representativos de algunas muestras clínicas. M: marcador de peso molecular, C-: control negativo (H2O), 

C+: control positivo (línea celular SiHa). 
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Se procedió a realizar controles positivos recomendados por el fabricante para 

cada uno de los anticuerpos, con el fin de validar tanto la calidad de cada anticuerpo 

como la técnica IHQ. 

Para la demostración de los antígenos p16, p53 y Ki-67 a través de IHQ se utilizó 

muestras de carcinoma de colon, y para el antígeno pRb se utilizó una muestra de 

carcinoma de vejiga, como se muestra en la Figura 6-1. 

Adicionalmente se realizó IHQ para la demostración del antígeno citoqueratina, 

utilizando el anticuerpo anti-pancitoqueratina AE1/AE3 en todas las muestras de COCE 

del estudio como control positivo interno, con el fin de descartar problemas de fijación, 

como se muestra en la Figura 6-2. 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 6-1. Muestras de carcinoma de colon como control positivo para p16, p53 y Ki-67 y carcinoma de 

vejiga para pRb. En todas las muestras se pudo observar una expresión nuclear de cada antígeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6-2. Expresión citoplasmática de citoqueratina para las muestras de COCE del estudio a través de 

IHQ utilizando anticuerpo anti-citoqueratina AE1/AE3.  
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4.10  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Se realizó un análisis exploratorio de los datos mediante análisis de normalidad de la 

curva a  través de la prueba de Shapiro Wilk. 

Para determinar diferencias de género, edad y grado de diferenciación histológica entre 

las muestras de COCE VPH 16/18 y VPH negativas se utilizó el test exacto de Fisher.  

Para determinar la asociación que existía entre la presencia de VPH 16/18 con el 

recuento de células epiteliales p16, pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE, se utilizó el test 

de Mann-Whitney, los resultados se expresaron en mediana y rango intercualtil. Se 

consideró un valor de significancia menor del 5% (p<0,05) para aceptar diferencias 

estadísticamente significativas. Todas las pruebas estadísticas se realizaron mediante el 

software Stata 11.0. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 DETERMINAR LA PRESENCIA DE VPH 16/18 EN COCE  

 

De un total de 80 casos analizados a través de PCR convencional, 9 casos (11%) 

resultaron positivos en la detección de VPH genérico utilizando los partidores 

GP5+/GP6+. De estos 9 casos con presencia de VPH genérico, 8 (89%) resultaron 

positivos para la detección de VPH 16/18 y 1 caso fue positivo para VPH-10 (11%). De 

los 8 casos positivos para VPH 16/18, 5 fueron VPH-16 (63%) y 3 fueron VPH-18 (37%). 

Al estudiar la presencia del virus en la totalidad de los casos de COCE analizados 

podemos observar que el VPH 16/18 se encuentra en un 10% del total de los 80 casos 

de COCE, un 6% corresponde a VPH-16 y un 4% a VPH-18. 

71 casos (89%) resultaron negativos para la detección de VPH genérico del total 

de casos estudiados (Tabla 3). En la Figura 7 se muestra una imagen representativa de 

los productos de PCR de los casos de COCE analizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Imagen representativa de los casos estudiados. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de 

productos de amplificación (PCR) de un fragmento del gen L1 de VPH (A) y E6 de VPH-16 (B). A: Carriles 

1-21: tejidos de COCE, M: marcador de peso molecular, C-: control negativo, C+, C++: controles positivos. 

B: Carriles 1-16: tejidos de COCE, M: marcador de peso molecular, C-: control negativo, C+: control 

positivo. 

 

B 

A 



35 
 

 
 

Tabla 3. Detección de VPH en las muestras de COCE 

 

 

  5.1.1 Caracterización de las muestras de COCE en ausencia y presencia de VPH 

16/18 

 

Las características clínico-patológicas de las muestras de COCE según presencia 

y ausencia de VPH 16/18 se pueden apreciar en la Tabla 4.  

De 80 casos analizados 1 caso resultó ser VPH-10 que correspondió a un paciente 

femenino de 58 años de edad, que presentó un COCE bien diferenciado. 

De las restantes 79 muestras analizadas de COCE, 35 fueron mujeres, y de éstas 

4 fueron positivas para VPH 16/18, lo que representa el 11% del total de mujeres de las 

muestras analizadas con COCE; del mismo total de muestras analizadas 44 fueron 

hombres, de las cuales 4 fueron VPH 16/18, lo que representa el 9% del total de hombres 

con COCE. 

Existió la misma proporción de hombres respecto de mujeres en el total de las 

muestras de pacientes con COCE VPH 16/18, con un total de 4 mujeres y 4 hombres, en 

comparación al total de las muestras de pacientes con COCE VPH negativo en donde la 

proporción de hombres respecto de mujeres fue levemente mayor, con un total de 40 

(91%) hombres y 31 (89%) mujeres.  

VPH Genérico n° % 

  Total de muestras analizadas 

  Casos negativos para VPH genérico  

  Casos positivos para VPH genérico  

80 

71 

9 

100 

89 

11 

Casos positivos para VPH genérico  

   Total 

   VPH 16/18 

   VPH-10 

 

9 

8 

1 

 

100 

89 

11 

Casos positivos para  VPH 16/18 

    Total 

    VPH-16 

    VPH-18 

 

8 

5 

3 

 

 

100 

63 

37 
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La edad promedio de los pacientes con COCE VPH 16/18 fue de 64 años, similar 

al promedio de edad de los pacientes VPH negativo que fue de 65 años. Sólo 2 casos 

VPH 16/18 fueron de pacientes menores de 60 años, ambos fueron hombres. 

 Las muestras fueron clasificadas histológicamente según grado de diferenciación; 

de las 79 muestras de COCE analizadas, 49 fueron clasificadas como bien diferenciadas, 

de este grupo 2 muestras (4%) fueron VPH 16/18 y 47 (96%) muestras fueron VPH 

negativo. 27 muestras del total de casos de COCE fueron clasificadas como 

moderadamente diferenciadas, de las cuales 5 (19%) fueron VPH 16/18 y 22 muestras 

(81%) fueron VPH negativo. Del total de muestras de COCE, 3 muestras fueron 

clasificadas como COCE pobremente diferenciado, de las cuales 1 (33%) muestra  fue 

VPH 16/18 y 2 muestras (67%) fueron VPH negativo. 

 

 Tabla 4. Características clínico-patológicas de las muestras de COCE  

 

 
*s/i: sin información 

 

En cuanto a la localización de las lesiones, fue un dato que no se pudo obtener en la 

gran mayoría de los casos, ya que no se encontraba esa información en las fichas 

clínicas. Sin embargo, la recopilación de la información sólo de los 8 casos VPH 16/18 se 

 Total de casos 

N (%) 

VPH Negativo 

N (%) 

VPH 16/18 

N (%) 

valor p* 

 

 
Total 

 
79 (100 %) 

 
71 (88.75%) 

 
 

8 (10%) 
 

 

Género 

    Mujer 

    Hombre 

 

 

35 (100) 

44 (100)    

 

 

31 (89) 

40 (91) 

 

4 (11) 

4 (9) 

 

0.52 

 

Edad (años) 

    <60 

    ≥60 

   * s/i 

 

 

28 (100) 

48 (100) 

3 (100) 

 

 

26 (93) 

42 (87) 

3 (100) 

 

 

2 (7) 

6 (13) 

0 (0)  

 

 

 

0.79 

 

 

 

Grado de diferenciación 

    Bien Diferenciado  

    Moderadamente Diferenciado 

    Pobremente Diferenciado 

    

 

49 (100) 

 

47 (96) 

 

2 (4) 
 

27 (100) 22 (81) 5 (19) 0.09 

3 (100) 2 (67) 1 (33)  
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puede encontrar en la Tabla 5, en donde se puede observar que la localización más 

frecuente de las lesiones se encuentra en igual proporción en lengua que en reborde, en 

dos casos no fue posible obtener esa información.  

 

Tabla 5. Características clínico-patológicas de las muestras de COCE VPH 16/18 

 

       *s/i: sin información 

 

5.2 DETERMINAR EL RECUENTO DE CÉLULAS EPITELIALES p16, pRb, p53 Y Ki-

67 POSITIVAS EN COCE 

 

Una vez terminada la etapa de los controles, se llevó a cabo la técnica IHQ para 

determinar el número de células epiteliales positivas para p16, pRb, p53 y Ki-67 en COCE 

y la proporción de casos positivos para cada anticuerpo testeado.  

Si bien se observó tinción nuclear y/o citoplasmática del antígeno p16 a través de 

IHQ en los casos de COCE, sólo se consideraron como positivos aquellos casos que 

tuvieron tinción nuclear y citoplasmática a la vez; sólo 10 casos en total cumplieron con 

este criterio, 2 fueron VPH 16/18 y 8 VPH negativo (Figura 8). 

La expresión nuclear del antígeno pRb a través de IHQ, se evaluó en los 79 casos 

de COCE del estudio, de los cuales 44 fueron positivos, de éstos 4 fueron VPH 16/18 y 

40 fueron VPH negativo. No se observó positividad para pRb en 35 casos, 4 fueron VPH 

16/18 y 31 VPH negativo (Figura 9).  

Caso Edad Sexo 
Localización de la 

lesión 
Grado de diferenciación VPH 

1 75 F Lengua Moderadamente diferenciado 16 

2 68 M Lengua Bien diferenciado 16 

3 51 M *s/i Bien diferenciado 16 

4 60 F Reborde Moderadamente diferenciado 16 

5 61 F *s/i Moderadamente diferenciado 16 

6 48 M Lengua Pobremente  diferenciado 18 

7 70 M Reborde Moderadamente diferenciado 18 

8 80 F Reborde Moderadamente diferenciado 18 
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 De los 79 casos analizados de COCE, 69 fueron positivos para p53, de los cuales 

7 casos fueron VPH 16/18 y 62 fueron VPH negativo. Todos los casos positivos contaron 

con un patrón de distribución del antígeno a nivel nuclear, como se muestra en la Figura 

10. 

Todos los casos analizados de COCE tanto en presencia como en ausencia del 

virus presentaron tinción nuclear a través de IHQ utilizando anticuerpo anti-Ki-67, como 

se muestra en la Figura 11, por lo cual todos fueron considerados positivos para este 

antígeno. 

No hubo diferencias significativas en la proporción de casos positivos y negativos 

para p16, pRb, p53 y Ki-67 entre muestras de COCE VPH 16/18 y muestras de COCE 

VPH negativo (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Proporción de casos positivos y negativos para p16, pRb, p53 y Ki-67 en muestras de 

COCE  

 

 Total de casos 

N (%) 

VPH Negativo 

N (%) 

VPH 16/18 

N (%) 

Valor p 

Total 79 (100 %) 71 (88.75%) 8 (10%) 
 

Expresión nuclear y citoplasmática 

de la proteína p16 

     Casos positivos 

     Casos negativos 

 

10 (100) 

69 (100) 

 

8 (80) 

63 (91) 

 

2 (20) 

6 (9) 

 

 

0.26 

Expresión nuclear de la proteína 

pRb 

    Casos positivos 

    Casos negativos 

 

44 (100) 

35 (100) 

 

40 (91) 

31 (89) 

 

4 (9) 

4 (11) 

 

 

0.5 

Expresión nuclear de la proteína 

p53 

    Casos positivos 

    Casos negativos 

 

69 (100) 

10 (100) 

 

62 (90) 

9 (90) 

 

7 (10) 

1 (10) 

 

 

0.73 

Expresión nuclear de la proteína 

Ki-67 

    Casos positivos 

    Casos negativos 

 

79 (100) 

0 (0) 

 

 

71 (100) 

0 (0) 

 

8 (100) 

0 (0) 

 

 

1.0 
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5.3 RELACIONAR LA PRESENCIA DE VPH 16/18 CON EL RECUENTO DE CÉLULAS 

EPITELIALES p16, pRb, p53 Y Ki-67 POSITIVAS EN COCE 

 

 Tanto en las muestras de COCE VPH 16/18 positivas y en las muestras VPH 

negativo ambas medianas para el recuento de células p16 positivas fue de 0. Esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0.21). 

 La mediana del recuento de células positivas para pRb en muestras con VPH 

16/18 fue de 1.2 y para VPH negativo fue de 1.8 (p=0.29). 

 En las muestras con VPH 16/18, la mediana del recuento de células positivas 

para p53 fue de 65.4 y la mediana para los casos VPH negativo fue de 85.4. Esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa (p= 0.77). 

 La mediana del recuento de células positivas para Ki-67 en muestras VPH 16/18 

y muestras VPH negativo, fue de 27.7 y 27 respectivamente (p= 0.83). 

 No hubo diferencias significativas entre los casos de COCE con VPH 16/18 y los 

casos de COCE VPH negativo en el recuento de células epiteliales con expresión IHQ 

positiva para p16, pRb, p53 y Ki-67 (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Relación entre la presencia de VPH 16/18 con el recuento de células epiteliales p16, 

pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE. 

 

 VPH Negativo 

Mediana (P25-P75) 

 VPH 16/18 

Mediana (P25-P75) 
 Valor p 

 

Células epiteliales p16 

positivas 
0 (0-0) 0 (0-51.7) 

 

0.21 

 

Células epiteliales pRb 

positivas 

 

1.8 (0-22) 
1.2 (0-2.7) 

 
0.29 

Células epiteliales p53 

positivas  
85.4 (2.2-177.6)    

 

65.4 (11.6-144.4) 

 

0.77 

Células epiteliales Ki-67 

positivas 
27 (11.3-57.6) 

 

27.7 (18.9-46.7) 

 

0.83 
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 VPH 16/18 

    Evaluación IHQ para p16 en muestras de COCE VPH 16/18 y VPH negativo 

 

 

 

 

 

 

       

 

   

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Muestras de COCE VPH 16/18 y COCE VPH negativo para p16. Podemos observar que las muestra de VPH 

negativo la tinción es principalmente citoplasmática (B-1, B-3), también se pudo observar tinción a nivel 

citoplasmático y nuclear (B-2).  En las imágenes  A-1 y A-2 de muestras VPH 16/18 se puede observar que la tinción 

es nuclear y citoplasmática y en la imagen A-3 la tinción es sólo citoplasmática 

VPH NEGATIVO 

A-1 B-1 

A-2 

 
 A-1 

B-2 

 
 A-1 

A-3 B-3 
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 VPH 16/18 

                 Evaluación IHQ para pRb en muestras de COCE VPH 16/18 y VPH negativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

   

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

VPH NEGATIVO 

A-1 B-1 

A-2 B-2 

A-3 B-3 

 Figura 9. Las imágenes A-1, A-2, A-3 son muestras de COCE VPH 16/18 en las cuales se realizó técnica IHQ para la 

detección del antígeno nuclear pRb utilizando un anticuerpo anti-pRb. La imagen A-2 resultó negativa para la 

detección del antígeno en comparación con las muestras A-1 y A-3 en donde se aprecia una inmunomarcación muy 

leve a nivel nuclear para pRb. En las  muestras de COCE VPH negativo, la presencia del antígeno se puede observar 

en las muestras B-1, B-2 y B-3. 
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 VPH 16/18 

                 Evaluación IHQ para p53 en muestras de COCE VPH 16/18 y VPH negativo 

 

 

 

 

 

 

       

 

   

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  Figura 10. Las imágenes A-1, A-2, A-3 son muestras de COCE VPH 16/18 en las cuales se realizó técnica IHQ para la 

detección del antígeno nuclear p53 proveniente de la mutación de TP53 utilizando un anticuerpo anti-p53. La imagen 

A-1 resultó negativa para la detección del antígeno en comparación con las muestras A-2 y A-3 en donde se aprecia la 

inmunomarcación de color pardo a nivel nuclear para p53. En muestras de COCE VPH negativo, la presencia del 

antígeno a nivel nuclear se puede observar en las imágenes  B-1, B-2 y B-3. 

VPH NEGATIVO 

A-1 B-1 

A-2 B-2 

A-3 B-3 
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VPH 16/18 

         Evaluación IHQ para Ki-67 en muestras de COCE VPH 16/18 y VPH negativo 

 

 

 

 

 

       

 

   

  

 

 

 

  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH NEGATIVO 

A-1 

A-2 

A-3 

B-1 

B-2 

B-3 

 Figura 11. Las imágenes A-1, A-2, A-3 son muestras de COCE VPH 16/18 en las cuales se realizó técnica IHQ para la 

detección del antígeno nuclear Ki-67. Se observó presencia del antígeno en todas las muestras, lo mismo ocurrió 

con las muestras VPH negativo (B-1, B-2 y B-3), en donde la detección de Ki-67 fue positiva en todas las muestras 

estudiadas.  
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6. DISCUSIÓN  

 

 El COCE es el tumor maligno más frecuente de la cavidad oral cuyos factores de 

riesgo más conocidos son el consumo de tabaco y alcohol. Sin embargo, la infección por 

el VPH también se ha postulado como un factor de riesgo para el desarrollo de este tumor.  

El objetivo fue determinar la asociación que existe entre la presencia de VPH 16/18 

con el recuento de células epiteliales p16, pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE.  

Los resultados de este estudio mostraron que la mayoría de los casos VPH 16/18 

ocurrieron en mujeres (11%), con respecto al total de la muestra analizada. No se observó 

significación estadística entre el género y la presencia de VPH, como tampoco en lo 

referente a la edad ni al grado de diferenciación histológica. Esto puede deberse al 

reducido número de muestras VPH positivas presentes en el estudio por lo cual es difícil 

establecer algún tipo de asociación. Sin embargo, lo reportado en la literatura señala que 

la edad media de los pacientes con cánceres asociados al VPH es menor de 60 años y 

las muestras suelen ser pobremente diferenciadas al examen histológico (Rautava and 

Syrjanen, 2012). En el presente estudio la localización más frecuente de las lesiones fue 

en lengua en la misma proporción que en reborde, sin embargo estos resultados no son 

concluyentes ya que en dos casos no fue posible obtener dicha información. En este 

sentido algunos estudios señalan que la lengua es la ubicación más frecuente del COCE 

VPH positivo e incluso puede estar relacionado con la presencia de VPH en pacientes 

jóvenes  (da Silva et al., 2007, Salem, 2010), lo cual no pudo ser confirmado en éste 

estudio.  

En la presente tesis, se detectó la presencia de VPH utilizando los partidores 

GP5+/GP6+ mediante PCR convencional. Se detectó el ADN de VPH en 9 de 80 casos 

estudiados (11%), de estos 9 casos, 8 (10%) resultaron ser positivos para la detección 

de VPH 16/18 y 1 caso resultó VPH-10. De los 8 casos positivos para VPH 16/18, 5 casos 

fueron VPH-16 y 3 casos fueron VPH- 18. Los resultados reportados en la literatura 

informan porcentajes variables de la presencia de VPH en COCE. Syrjanen et al, fueron 

los primeros en proponer la participación del VPH en la carcinogénesis del cáncer oral y 

orofaríngeo. Sus resultados mostraron que el 40% de los cánceres de laringe y cánceres 

orales tenían similitudes histológicas y morfológicas con lesiones infectadas por el VPH 

y que el 50% de las muestras expresaban proteínas asociadas a la infección viral 
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mediante técnicas de IHQ (Syrjanen et al., 1983). Desde entonces, varios estudios se 

han centrado en la detección de VPH en COCE, pero los resultados han sido 

contradictorios (Cruz et al., 1996, Miller and White, 1996, Zhang et al., 2004, Mirghani et 

al., 2014). Algunos estudios señalan que los promedios de detección de ADN del VPH en 

estos tumores varían desde un 0% a un 45% (Zhang et al., 2004, Nemes et al., 2006, 

Lingen et al., 2013, Kruger et al., 2014). St Guily et al, sostienen que la prevalencia del 

VPH en COCE es de un 10,5% (St Guily et al., 2011) y junto con Syrjanen et al, señalan 

que la prevalencia del VPH es mayor en mujeres que en hombres y que VPH-16 es el 

genotipo más prevalente (Syrjanen et al., 2011). Por lo tanto los resultados del presente 

estudio son coherentes con la literatura actual, ya que se encontró la presencia del VPH 

16/18 en un 10% de los casos estudiados, en donde el genotipo más prevalente fue el 16 

encontrándose en un 63% de los casos VPH positivos. Similar resultado muestra el 

estudio de Kreimer et al, en donde señalan que el genotipo predominante fue el VPH-16 

en un 68% de las muestras de COCE VPH positivo. Sin embargo su estudio muestra una 

prevalencia mayor de VPH en COCE con un 23,5% (Kreimer et al., 2005). 

Una muestra con VPH de bajo riesgo fue encontrada en este estudio, 

específicamente fue positiva para el VPH-10 y si bien no se han reportado muestras de 

COCE con este genotipo en particular, si se han encontrado estudios que demuestran 

que genotipos de VPH de bajo riesgo, particularmente VPH-6 y VPH-11 se han detectado 

en muestras de CCC (Kreimer et al., 2005). También es importante mencionar que según 

algunos estudios la presencia de VPH de bajo riesgo en pacientes con COCE podría 

predecir un peor pronóstico, sin embargo los mecanismos por los cuales actuaría son 

desconocidos (Rautava and Syrjanen, 2012, Lee et al., 2013). Debido a esto, algunos 

autores han sugerido que los genotipos de VPH de bajo riesgo pueden ser no del todo 

benignos en muestras de CCC, incluyendo la cavidad oral (Kreimer et al., 2005, Syrjanen, 

2010). Nuevos focos de investigación en el futuro en este tipo de muestras sería 

importante para establecer algún rol del VPH de bajo riesgo en muestras de COCE. 

Se ha postulado que la amplia variación en la detección de VPH en COCE depende 

de la población de estudio, de la ubicación de la lesión cancerosa, del tipo de muestra y 

especialmente del método de detección. Esto último pone de manifiesto que un problema 

serio en la investigación del VPH es que no existe consenso en cuanto a la manera de 

identificar las muestras infectadas por VPH. Son muchas las variables de análisis que 
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difieren entre los estudios, por lo que es difícil comparar y generalizar a partir de sus 

resultados.  

El ADN del VPH se puede detectar por medio de varios métodos moleculares, 

generalmente por PCR, técnicas de hibridación in situ (HIS) o una combinación de ambos 

son los métodos más comúnmente utilizados para las muestras de tejido oral. La PCR es 

una técnica que ofrece varias ventajas sobre otros métodos ya que se requiere sólo una 

pequeña cantidad de material biológico para poder detectar la presencia de ADN del VPH 

(Sand and Jalouli, 2014), en comparación a la técnica de HIS, ya que su principal 

desventaja en comparación con la PCR es la baja sensibilidad, ya que requiere grandes 

cantidades de ADN y además tiene un mayor costo. Sin embargo, la HIS permite la 

detección de la infección viral en el contexto de la arquitectura celular y permite identificar 

solo las células tumorales que contienen genomas virales, compatible con la expansión 

clonal después de ocurrida la infección. La técnica de HIS es útil para confirmar los 

resultados de la PCR, especialmente en las muestras de tejidos embebidos en parafina, 

ya que en general se recomienda que al menos dos métodos normalizados y reconocidos 

deben ser utilizados para confirmar la infección por VPH (Lajer and von Buchwald, 2010). 

Si bien nuestro estudio contó con la detección de ADN de VPH a través de PCR, en 

futuras investigaciones de ser posible, sería apropiado confirmar nuestros resultados con 

técnicas de HIS.  

Algunos autores sugieren que los cánceres VPH positivos y negativos representan 

distintos subgrupos con diferentes perfiles biológicos, epidemiológicos y sobre todo 

poseen diferentes factores pronósticos (Llewellyn et al., 2004, Schlecht, 2005). Estudios 

confirman que las muestras de CCC VPH positivas tienen un mejor pronóstico en 

comparación con aquellas negativas (Weinberger et al., 2006, Licitra et al., 2006, 

Lindquist et al., 2007, Lassen, 2010). Debido a esto, se ha propuesto que el cáncer VPH 

positivo exhibe menos inestabilidad genética, muestra un menor grado de aneuploidía y 

muestra una menor tendencia a tener aberraciones cromosómicas (Dahlstrand et al., 

2004). Sin embargo la exposición al hábito tabáquico parece modificar negativamente el 

pronóstico de los casos de cáncer VPH positivos (Ang et al., 2010). 

Como se dijo anteriormente, los cánceres VPH positivos tienen diferentes perfiles 

biológicos, los cuales se asocian con una sobreexpresión de p16, pérdida de pRb y una 

disminución de p53 (Rautava and Syrjanen, 2012). Esto se fundamenta en el rol que 
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cumplen las proteínas E6 y E7 del VPH, las cuales son consideradas como las principales 

oncoproteínas que interfieren con la regulación del ciclo celular. La proteína E6 del VPH 

de alto riesgo se une a la proteína p53, lo que conduce a su rápida degradación a través 

de la vía de la ubiquitina. Por otro lado, la proteína E7 se une al gen supresor de tumores 

pRb e inhibe su unión a E2F (Boulet et al., 2007). El factor de transcripción E2F estimula 

la transcripción de p16, lo que conduce a la sobreexpresión de esta proteína, que también 

es causada por la pérdida de la retroalimentación negativa con pRb cuando se une a E7 

del VPH. En efecto, en muestras de CCU asociado a VPH, se observa sobreexpresión 

de p16, pérdida de pRb y disminución de la proteína de TP53 mutado a través de la 

técnica IHQ (Boulet et al., 2007). Es así como Klaes et al, fueron los primeros en 

demostrar que la expresión de p16 mediante IHQ era una tinción específica y confiable 

que ayudaba a identificar células cervicales displásicas y neoplásicas infectadas por VPH 

(Klaes et al., 2002). Posteriormente, se observó una fuerte correlación entre la 

sobreexpresión de p16 y la presencia de VPH en carcinomas de células escamosas 

orofaringeo y varios autores han sugerido que la sobreexpresión nuclear y citoplasmática 

de p16 y la pérdida de pRb a través de IHQ puede ser utilizada como un marcador 

sustituto de la infección por VPH (Weinberger et al., 2004, Gillespie et al., 2009, Goon et 

al., 2009, Lewis et al., 2010, Chen et al., 2012b). 

Fundamentado en la cierta analogía y similitud con la situación encontrada tanto 

en CCU y cáncer orofaríngeo, se detectaron a través de IHQ las proteínas p16 y pRb, en 

donde se esperaba encontrar una mayor expresión de p16 y una menor expresión de 

pRb en los casos VPH 16/18.  Sin embargo se encontraron sólo 4 casos VPH 16/18 que 

fueron negativos para pRb, y sólo 2 muestras tuvieron expresión nuclear y citoplasmática 

de p16, por lo tanto, los resultados del presente estudio hacen sugerir que la expresión 

de p16 y pRb son independientes a la presencia del virus, lo cual también ha sido 

demostrado por otros autores que señalan que la expresión de p16 no siempre es positiva 

en los casos COCE VPH positivos y una proporción, aunque reducida, es positiva en 

casos COCE VPH negativos. Por lo tanto, el presente estudio sugiere que p16 no debiera 

ser usado como un subrogado de infección por VPH para casos de COCE, sugerencia 

que es apoyada por estudios anteriores (Nemes et al., 2006, Harris et al., 2011). La 

evidencia sin embargo no es concluyente, pues la falta de detección de la sobreexpresión 

de p16 en los casos VPH positivos puede explicarse por el hecho de que p16 es 
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frecuentemente inactivado a través de la deleción del gen CDKN2A, mutación o 

hipermetilación de su región promotora (Ruesga et al., 2007).  

Grobe et al, en su estudio demostraron una sobreexpresión de p16 en casi el 70% 

de los COCE examinados, sin embargo el 80% de ellos tenía tinción IHQ 

predominantemente citoplasmática y sólo el 6% fueron consideradas positivas al tener 

tinción nuclear, los autores concluyeron que la expresión de p16 en muestras de COCE 

a través de técnica IHQ carece de utilidad pronostica (Grobe et al., 2013). No cabe duda 

que el problema existe al momento de interpretar los resultados, ya que no existe un 

consenso sobre la definición de un ''resultado p16-IHQ positivo'' (Chen et al., 2012a, 

Mirghani et al., 2014), y este es un dato no menor, ya que se ha informado que existe un 

mejor pronóstico y una menor recurrencia local en los CCC que muestran sobreexpresión 

de p16, mientras que los tumores sin sobreexpresión de p16 tienen un mayor riesgo de 

recurrencias locales (Weinberger et al., 2004, Vairaktaris et al., 2007). Smith et al, 

sostuvieron que los casos de CCC VPH negativos/p16 negativos/p53 positivos tenían 

peor supervivencia en comparación con los casos VPH positivos/p16 positivos/p53 

negativos. Cuando analizó solamente VPH-16, sus resultados sostenían que las 

muestras de CCC VPH-16 negativas/p16 positivas a menudo fueron consideradas como 

un falso negativo, ya que según el autor estas muestras podrían albergar otros genotipos 

de VPH, especialmente en los casos en donde la sobreexpresión de p16 se considera un 

sustituto de la infección por VPH y en este contexto, los pacientes VPH negativos/p16 

positivos tendrían una supervivencia similar a los pacientes VPH positivos/p16 positivos 

(Smith et al., 2010). Similar resultado se observa en el estudio de Smeets et al, en donde 

demostraron que las muestras de CCC tienden a ser VPH negativas/ p16 positivas en un 

15% a un 20% (Smeets et al., 2007). Esto sugiere que la expresión de p16 puede ocurrir 

en ausencia del VPH y no es necesariamente una consecuencia de la infección del virus 

y que probablemente sea debido a eventos genéticos no relacionados con la presencia 

del VPH o a la pérdida epigenética de pRb (Compton et al., 2011). Estos resultados nos 

llevan a suponer que no existe una relación directa y exclusiva entre la infección por VPH 

y la sobreexpresión de p16 en el desarrollo del cáncer y sugieren que los mecanismos 

no virales pueden desempeñar un papel en la sobreexpresión de p16, el cual no parece 

ser marcador sustituto de la infección por VPH en CCC. Sin embargo, los estudios se han 

centrado en cánceres orofaríngeos debido principalmente a pequeño número de casos 
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de COCE. Por lo tanto, la utilidad de p16 como un marcador sustituto para la infección de 

VPH o como marcador pronóstico se limita hasta el momento a cánceres orofaríngeos. A 

pesar de esto, los resultados de este estudio avalan los reportes mencionados, ya que 

se encontraron 8 muestras VPH negativas/p16 positivas y sólo 2 muestras VPH 

positivas/p16 positivas. Por lo tanto futuros estudios de la expresión p16 en muestras de 

COCE son necesarios para establecer su rol en este tipo de tumores. 

La tinción IHQ para p53 se ha aplicado como un marcador sustituto de la mutación 

de TP53 (Braakhuis et al., 2014). En este estudio se encontró expresión IHQ para p53 en 

un alto porcentaje de las muestras evaluadas, sin embargo la expresión de esta proteína 

fue independiente a la presencia de VPH. Nemes et al, en su estudio demostraron que 

no hay diferencias en la expresión de p53 en COCE independiente de la presencia de 

VPH (Nemes et al., 2006). Por otra parte, Shuyama et al, en su estudio tampoco 

encontraron un asociación entre la presencia VPH con la expresión de p16 y p53 en 

muestras de carcinoma de células escamosas del esófago (Shuyama et al., 2007). 

Ki-67 es considerado un marcador de proliferación celular y es por esto que fue 

utilizado para comparar su expresión en presencia o ausencia del VPH 16/18, ya que al 

parecer el virus promueve alteraciones directas sobre mitosis y progresión del ciclo 

celular, lo cual se puede estimar por un mayor índice de proliferación celular (Mimica et 

al., 2010, Freudlsperger et al., 2012). No existen estudios que asocien la presencia de 

VPH 16/18 en muestras de COCE con el grado de proliferación a través de Ki-67. Sin 

embargo el presente estudio no logró identificar diferencias significativas entre las 

muestras VPH 16/18 y las muestras VPH negativo, ya que la presencia de la proteína fue 

de un 100% en ambos grupos de estudio.  

Por todo lo expuesto anteriormente se puede concluir en base a los resultados de 

este estudio que la expresión de p16, pRb, p53 y Ki-67 en células epiteliales en COCE, 

sería independiente a la presencia de VPH 16/18. Sin embargo es importante ampliar no 

sólo el número de muestras analizadas, sino que es necesario que exista un consenso 

con respecto a los métodos para la detección de VPH que puedan validar los datos 

obtenidos, así como también, obtener información sobre la expresión de los oncogenes 

E6 y E7 de VPH, del estado de integración del virus por medio de la pérdida de E2 y del 

estado de metilación de p16, todos los cuales son futuros retos para poder completar 

estos resultados ya que recordemos que la presencia de ADN del VPH por sí sola no es 
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suficiente evidencia de una asociación causal. Sería también interesante ampliar la gama 

de marcadores a través de IHQ de proteínas implicadas en la infección por VPH, y así 

poder contribuir en el futuro a que la investigación en cánceres VPH positivos pueda 

ampliar nuestra comprensión sobre el rol etiopatogénico del VPH en COCE. 

 
7. CONCLUSIONES 
 
 

1) La prevalencia del VPH 16/18 en muestras de COCE fue de un 10%, similar a 

lo reportado en la literatura 

2) De acuerdo a los resultados de este estudio el VPH-16 es el genotipo más 

prevalente en muestras de COCE VPH positivas 

3) No se encontró un mayor recuento de células epiteliales Ki-67 y p16 positivas 

en COCE VPH 16/18 en comparación a COCE VPH 16/18 negativos. 

4) No se encontró menor recuento de células epiteliales pRb y p53 positivas en 

COCE VPH 16/18 en comparación a COCE VPH 16/18 negativos. 

5) No se encontró asociación entre la presencia de VPH16/18 con el recuento de 

células epiteliales  p16, pRb, p53 y Ki-67 positivas en COCE. 

6) De acuerdo a los resultados del presente estudio, la detección de p16 a través 

de IHQ no se comporta como un marcador sustituto de la infección por VPH.  

 

8. PERSPECTIVAS 

 

1) La presencia de ADN del VPH por sí sola no constituye un factor que permita 

determinar causalidad en carcinogénesis. Por lo tanto es importante ampliar el 

estudio y determinar tanto la expresión de las oncoproteínas E6/E7, el estado 

de E2 y el estado de metilación de p16 de las muestras analizadas. 

2) La recopilación de los datos demográficos de los pacientes, así como también 

datos del consumo de tabaco y alcohol en estudios retrospectivos es difícil, ya 

que las fichas clínicas de los pacientes en la gran mayoría de los casos están 

incompletas. De allí la importancia de poder realizar estudios prospectivos que 

incluyan fichas clínicas con  todos los datos de los pacientes para poder 
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realizar estudios de seguimiento y así poder establecer algún factor pronóstico 

en las muestras analizadas.  

 
  
9.  FINANCIAMIENTO DEL ESTUDIO 

 

Nuestro estudio contó con aporte económico del proyecto FONDECYT 

Nª1120248, “Función de las oncoproteínas E6 y E7 de virus papiloma humano (HPV) tipo 

16 en carcinogénesis asociada a humo del tabaco: Interacción entre componentes del 

humo del cigarrillo y las oncoproteínas E6 y E7 en células epiteliales orales y bronquiales 

y especímenes clínicos” cuyo investigador responsable es el Dr. Francisco Aguayo y co-

investigador el Dr. Gonzalo Rojas. 

 

10. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

Este trabajo formó parte del Proyecto FONDECYT Nª1120248, “Función de las 

oncoproteínas E6 y E7 de virus papiloma humano (HPV) tipo 16 en carcinogénesis 

asociada a humo del tabaco: Interacción entre componentes del humo del cigarrillo y las 

oncoproteínas E6 y E7 en células epiteliales orales y bronquiales y especímenes clínicos” 

cuyo investigador responsable es el Dr. Francisco Aguayo perteneciente al programa de 

Virología, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina de la Universidad de 

Chile, el cual fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Chile (ANEXO 1). 
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11. RESUMEN 

 

 

El virus papiloma humano (VPH), es el agente causal de cánceres de la región ano-

genital. Hasta la fecha se ha encontrado asociación entre la presencia del VPH y el 

desarrollo de un subconjunto de cánceres de la región orofaringe. Sin embargo, existe 

controversia de la participación del virus en el Carcinoma Oral de Células Escamosas 

(COCE) y de su rol oncogénico. El objetivo de este estudio fue determinar una eventual 

asociación entre la presencia de VPH 16/18 y el recuento de células epiteliales  p16, pRb, 

p53 y Ki-67 positivas en COCE. 

Estudio observacional analítico de corte transversal. Se seleccionaron 80 casos de COCE 

registrados en el Servicio de Anatomía Patológica de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile y del Instituto Nacional del Cáncer. La presencia de VPH fue 

detectada a través de PCR convencional y la detección de p16, pRb, p53 y Ki-67 

mediante inmunohistoquímica. Se contabilizó el número de células positivas por cada 

1000 células epiteliales utilizando el software Image J. Los análisis estadísticos se 

realizaron mediante el software Stata 11.0. 

De un total de 80 casos analizados, 9 casos (11%) resultaron positivos en la detección 

de VPH genérico utilizando los partidores GP5+/GP6+, de estos 9 casos, 8 (10%) 

resultaron ser positivos para la detección de VPH 16/18 y 1 caso resultó positivo para 

VPH-10. De los 8 casos positivos para VPH 16/18, 5 fueron VPH-16 y 3 fueron VPH-18. 

71 casos resultaron negativos para la detección de VPH genérico. 

La prevalencia del VPH 16/18 en muestras de COCE fue similar a lo reportado en la 

literatura. El VPH-16 fue el genotipo más prevalente en muestras de COCE VPH 

positivas. No hubo asociación entre la presencia de VPH 16/18 con el recuento de células 

epiteliales p16, pRb, p53 y Ki-67  positivas en COCE. 

Según nuestros resultados la expresión de células epiteliales p16, pRb, p53 y Ki-67 

positivas en COCE, sería independiente a la presencia de VPH 16/18. La detección de 

p16 a través de IHQ no se comporta como un marcador sustituto de la infección por VPH.  

 

 

Palabras claves: Carcinoma oral de células escamosas, virus papiloma humano, p16, 

pRb, p53 y Ki-67 
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