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RESUMEN

OBJETIVO: El virus de papiloma humano es el agente
etiolégico del cdncer de cuello uterino y también se ha
relacionado como factor de riesgo en el desarrollo de
cancer de cabeza y cuello; este tipo de cdncer también
se ha asociado con virus Epstein Barr y con virus herpes
simple. Coneste tiltimo, los resultados son controversiales,
especialmente en estudios basados en biologia molecular.
La evidencia mas fuerte que sugiere al virus herpes simple
como factor o cofactor deriesgo en cdncerde cabezay cuello
se ha obtenido en estudios serolégicos. METODO: En
el presente estudio se evalué la presencia, mediante PCR,
del VHS 1 y VHS 2 en 45 muestras de cdncer de cabeza y
cuello que previamente resultaron positivas en la deteccion
de VPH. RESULTADOS: Se obtuvoun 37,7 % y 26,6 %
de positividad para VHS 1 y VHS 2, respectivamente.
CONCLUSIONES: Aunque no se encontré relacién entre
la infeccién por este virus con otros factores de riesgo en
cuanto a caracteristicas particulares de la patologia, su
presencia en alto porcentaje de las muestras apoya los
resultados registrados en otros estudios moleculares y
serolégicos que sugieren al virus herpes simple como factor
o cofactor de riesgo de esta malignidad.
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SUMMARY

OBJECTIVE: The human papilloma virus is the etiologic agent
of the cervical cancer and has been linked as a risk factor in the
development of the head and neck cancer. This malignancy
has also been associated with Epstein Barr virus and the herpes
simplex virus. With the herpes simplex virus, the results
are controversial, especially in the studies based on molecular
biology. The strongestevidence suggesting that herpes simplex
virus as a risk factor or cofactor in the development of head
and neck cancer and was obtained in the serological studies.
METHOD: This study evaluated the presence, by PCR, of
HSV 1 and HSV 2 in 45 samples of head and neck cancer who
previously tested positive for the detection of HPV. RESULT'S:
We obtained 37.7 % and 26.6 % of the samples were positive
forHSV 1and HSV 2, respectively. CONCLUSION: Although
no relationship was found between the infection with this virus
and the otherrisk factors in terms of characteristics of the disease,
its presence in a high percentage of the samples support the
results reported in other molecular and serological studies, which
suggest the herpes simplex virus as a risk factor or cofactor
in the development of this malignancy.
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INTRODUCCION

esde hace varios afos se ha
estudiado el papel de virus y
bacterias en el desarrollo de
procesos cancerigenos. En
general,los virus pueden favorecer
la carcinogénesis al inducir
inmunosupresion o modificar el genoma de
la célula huésped y el patrén de expresion
de proteinas y/o micro ARNs (miARN)
involucrados en mecanismos de reparacion del
ADN,regulaciondel ciclo celulary apoptosis 2.
Actualmente es bien conocidalaactuacién del
virus de papiloma humano (VPH) como agente
etiolégico del cancer de cuello uterino y también
se le ha relacionado como factor de riesgo en el
desarrollo de carcinomas epidermoide de cabeza
y cuello @, Por su parte, Veitia y col., en un
trabajo con carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello detectaron este virus en el
40 % de las muestras evaluadas, siendo el tipo
11 (de bajo riesgo oncogénico) el més frecuente,
correspondiendo al 58 % de los casos positivos®.
El cancer de cabeza y cuello (CCC),
especialmente carcinoma nasofaringeo,
carcinomaepidermoide de amigdalay carcinoma
supraglético, también se ha asociado con el
virus Epstein Barr ©® y con el virus herpes
simple (VHS). Con este ultimo, los resultados
son controversiales, principalmente en aquellos
estudios donde se ha detectado el virus mediante
biologia molecular ?. La evidencia mas fuerte
que sugiere al VHS como factor o cofactor de
riesgo en el CCC se ha obtenido en estudios
serolégicos, en los cuales se ha reportado un
mayor riesgo para el desarrollo de este cancer en
pacientes con los titulos més altos de anticuerpos
anti IgG contra VHS ©@®_  Incluso, se han
evaluado los niveles de anticuerpo contra un
péptido mutagénico del VHS en pacientes con
CCC, resaltando el papel de este péptido en la
carcinogénesis .
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Los mecanismos mediante los cuales este
virus de ADN de doble cadena pudiera inducir
o favorecer el desarrollo de malignidad no estan
totalmente claros. Sin embargo, la persistencia
del virus en la cavidad oral y su capacidad de
modificar la sintesis y reparacion del ADN del
hospedador durante reactivaciones de lainfeccién
sugiere que puede contribuir al desarrollo de
carcinogénesis ®.

En el presente estudio se evalud la presencia,
mediante PCR,del VHS 1 yel VHS 2 en muestras
de CCC que previamente resultaron positivas en
la deteccién de VPH.

METODO

Material biolégico: las muestras en estudio
correspondieron a 45 ADNs de biopsias de
pacientes con CCC que previamente fueron
evaluadas para la detecciéon y tipificacién
de VPH, resultando positivas para este virus
®. Las biopsias provenian de tumores en
distintas localizaciones anatdmicas que incluian
orofaringe,laringe,cavidad oral, seno paranasal,
amigdalay fosanasal. El 100 % de los pacientes
presentaba habitos tabiaquicos y/o de alcohol.

Deteccion del VHS: para la deteccién de
secuencias gendémicas del VHS1 y el VHS2
se utilizaron los kits comerciales “HSV type 1
DNA pol Primer Set Kit” y “HSV type Il DNA
polymerase Primer Set Kit” de Maxim Biotech®,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial.
Enambos procedimientos se obtiene un producto
de 101 pb paralos casos positivos. Los productos
amplificados fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosaal 2 % ,buffer TBE
1X, tincién con bromuro de etidio, y registrados
mediante ChemiDoc XRS+ (BIORAD)®.

Pruebas estadisticas: se aplicé el test exacto
de Fisher con un intervalo de confianza del 95 %
para evaluar la asociacién entre el grado y el
estadio del tumor, la progresion de laenfermedad,
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consumo de alcohol, exposicién al tabaco,
sobrevida, edad, género, localizacién y nimero
de tumores con la presencia de VHS.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran en
el Cuadro 1. Se observa que 17/45 muestras
(37,7 %) fueron positivas para VHS1 y 12/45
muestras (26,6 %) resultaron positivas para
VHS2; 5 muestras (11,1 %) presentaron
secuencias de ambos tipos virales.

La Figura 1 corresponde a los resultados de
la electroforesis en gel de agarosa para VHS1,
donde se observa la banda esperada de 101 pb
en un grupo de muestras positivas y en el control
positivo presente en el kiz. Este producto no se
observé en el control negativo (realizado con
aguadestiladay mezcladereaccién). Igualmente,
para el VHS 2 se obtuvo la banda esperada de
101 pb (Figura 2). Cabe mencionar que aunque
los productos de amplificacién para ambos tipos
de VHS tenian el mismo tamafo, los primeros
usados en cada caso presentan secuencias
diferentes, tal como lo sefiala el fabricante de
los kits.

En cuanto a la relacién entre la presencia del
VHS con la ubicacién, el grado y el estadio del
tumor, nimero de tumores, la progresion de la
enfermedad, consumo de alcohol, exposicion al

Cuadro 1. Resultados de la deteccién de VHS1 y
2 en las muestras en estudio

Deteccién VHS 1 Deteccién de VHS 2
N° muestras N° muestras N° muestras N° muestras
positivas  negativas  positivas negativas
17/45 28/45 12/45 33/45
(37,7 %) (62,2 %) (26,6 %) (73,3 %)

12345678

Figura 1.Detecciondel virus herpes 1 mediante PCR.
1-5: Muestras en estudio. 6: Control negativo. 7:
Control positivo. 8: Marcador de peso molecular
(100 pb). Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a
muestras positivas donde se observa la banda de
aproximadamente 100 pb, al igual que en el control
positivo (carril 7). Los carriles 4 y 5 corresponden
a muestras negativas.

123456

100 pb

Figura?2. Detecciéndel virus herpes 2 mediante PCR.
1-3: Muestras en estudio que resultaron positivas;
4: Control positivo donde se observa la banda de
101 pb; 5: Control negativo; 6: Marcador de peso
molecular (100 pb).

tabaco, sobrevida, edad y género no se encontrd
asociacion significativa, P> 0,05 (datos no
mostrados).
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DISCUSION

El CCC de células escamosas es el sexto
cancer mas comun en el mundo, presentdndose en
distintos sitios del tracto aerodigestivo superior
(. Se ha establecido que los principales factores
de riesgo para el desarrollo de este cdncer son
el alcohol y el tabaco, los cuales pueden actuar
independiente o sinérgicamente. En cuanto a su
asociaciéon con microorganismos, se considera
la infeccién por VPH como un factor de riesgo
independiente y se ha sugerido la posible
actuacion de otros virus (Epstein Barr y VHS),
como cofactores de la infeccion por VPH o
factores independientes .

Dada la frecuencia de ocurrencia de esta
malignidad alrededor del mundo, es importante
avanzar en los conocimientos sobre la etiologia
y las bases moleculares que contribuyan con el
diagndstico temprano y preciso, asi como con
la prevencion y establecimiento de tratamientos
mas efectivos.

Son pocos los trabajos sobre deteccion de
VHS en CCC mediante métodos moleculares,
reportiandose resultados positivos en algunos
casos y negativos en otros, lo que ha llevado
a controversias en cuanto al posible papel
como factor o cofactor de riesgo del virus en el
desarrollo y/o progresion de esta malignidad.
Sin embargo, ha sido destacada la influencia del
VHS especialmente en el carcinoma de células
escamosas de orofaringe, en combinacién con
otros factores de riesgo tanto fisicos (tabaco y
alcohol) como biolégicos (VPH). Asi, algunos
estudios se han basado en el potencial mutagénico
del VHS, a partir del cual este virus pudiera
modificar el ADN de la célula hospedadora y/o
potenciar el efecto del VPH y de carcindgenos
quimicos en el surgimiento y progresion del
cancer 1112,

Los mecanismos propuestos sugieren sinergia
entre el VHS y nitrosaminas presentes en el
tabaco, de manera que la exposicién a dichos
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compuestos quimicos previamente alainfeccion
viral incrementa el riesgo de desarrollar CCC
43 Ademas, la coinfeccién con el VHS pudiera
actuar sobre laformaepisomal del VPH e inducir
suintegracién dentro de la célula huésped,como
sugirieron los autores de un estudio en el que se
evaluaron pacientes con papilomatosis laringea
y se observé una evolucién mdés agresiva de
la malignidad en los casos que presentaban
coinfecciéon con VHS (2, De esta manera, el
VHS pudiera estar implicado por distintas vias
en los mecanismos por los cuales lacombinacién
de agentes quimicos y bioldgicos afecta la
transformacion maligna ‘9.

A nivel genético, es bien conocido a través
de estudios citogenéticos que la carcinogénesis
de células escamosas en la mucosa de cabeza
y cuello involucra la acumulacién progresiva
de anormalidades genéticas en secuencias que
regulan la progresion del ciclo celular, rutas de
sefnalizacién mitogénicas y de diferenciacion,
angiogénesis y muerte celular, en un proceso
llamado carcinogénesis de multiples pasos que
incluyedeleciones,duplicaciones,translocaciones
y re-arreglos de segmentos cromosomicos; otro
mecanismo de cambios somaticos heredables
en la expresién genética que no involucra la
alteraciondirectade lasecuenciadel ADN sebasa
enmodificaciones epigenéticas,especialmente la
hipermetilacion de ciertas regiones promotoras
1% En dichos procesos pudiera participar el
potencial mutagénico viral.

La dificultad para detectar el VHS mediante
métodos moleculares, asi como la variabilidad
o disparidad de los resultados obtenidos por
distintos investigadores, pudieran explicarse
en diferencias en cuanto a la sensibilidad de los
procedimientos utilizados y a las caracteristicas
de la muestra bioldgica, incluyendo secuencias
de primers, caracteristicas de la PCR, sondas
utilizadas en protocolos de hibridacion, tipo de
lesion, estadio de la enfermedad y carga viral
de las muestras analizadas. En este orden de
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ideas, Lopez y col.,”” no lograron la deteccién
de VHS mediante PCR en muestras de CCC,
al contrario de Cox y col.'®, quienes mediante
hibridacién por Southern Blot detectaron
secuencias genémicas de VHS 1 y VPH tipo
16 en biopsias de mucosa oral con patologia
maligna (12,5 %) y potencialmente maligna
(50 %); susresultados sugieren que VHS pudiera
ser encontrado con mayor frecuenciaen lesiones
potencialmente malignas que en carcinomas y
que la sinergia entre VHS y VPH puede ser un
evento temprano en el desarrollo de cdncer oral.
En este sentido, se ha sefialado que la presencia
o ausencia del ADN determinada por métodos
moleculares como laPCR noreflejaexposiciones
pasadas (solo exposiciones presentes) y para la
carcinogénesis, justamente las infecciones virales
pasadas pudieran ser mas importantes 7.

En este estudio se evalud la presencia del
VHS 1 y el VHS 2 en 45 muestras de CCC que
previamente resultaron positivas para VPH,
detectandose los virus en 37,7 % y 26,6 % de
las muestras, respectivamente. A pesar de no
haberse encontrado relacién estadisticamente
significativaentre la presenciadel VHS con otros
factores de riesgo o condiciones particulares de
la patologia (nimero de tumores, progresion,
supervivencia,etc.),el porcentaje viral detectado
es considerable y no debe descartarse la
posibilidad de su participacion en el desarrollo
oevoluciénde lacarcinogénesis. Similarmente,
Parker y col.'® en un estudio basado en pruebas
serolégicas, lograron detectar anticuerpos anti
VHS1 y VHS2 en muestras de pacientes con
cancer de cabeza cuello que también presentaron
anticuerpos frente a VPH tipo 16; los resultados
obtenidos por estos investigadores sugieren que
laseropositividad para VHS 1y VHS2,aunque no
pudo ser considerada como factor independiente,
pudiera modificar el riesgo asociado al CCC
en combinacién con otros factores como el
tabaco, el alcohol o la infecciéon por VPH.
Larsson y col. ®, en un estudio que combiné

hibridacién por Western Blot para evaluar la
reactividad contrauna proteinaherpética (ICP-4)
y la deteccién de anticuerpos IgG contra VHS,
encontraron una reactividad considerablemente
mayor en la hibridacién, asi como mayor titulo
de anticuerpos anti IgG para pacientes con
CCC (80 %) en comparacion al grupo control
(50 %); estos investigadores también sugieren
que la exposicion prolongada al VHS pudiera
incrementar el riesgo a desarrollar cancer de
cabeza y cuello.

Como se menciond, todas las muestras
evaluadas en este estudio eran positivas
para VPH, lo que imposibilita relacionar la
presencia de los dos virus en la patologia. Seria
recomendable realizar la detecciéon del VHS
en muestras negativas para VPH y estudiar la
expresion de marcadores oncogénicos, asi como
el patrén de expresion de miARNs y variaciones
en las secuencias de genes que incrementan la
susceptibilidad al CCC (ADPRT, APEI, NER/
BER, ERCC1, XPD) para hacer comparaciones
entre las muestras que resultaron positivas y
negativas en la deteccién de VHS, con miras a
lograr una mayor o mejor comprensioén de los
procesos subyacentes en el desarrolloy evolucion
de esta malignidad y del efecto que produce en
los mismos la infeccién o coinfeccién por VHS
(9 Este conocimiento es clave en el hallazgo
de nuevos blancos para tratamientos y terapias,
asi como en la identificacién de genes y rutas
moleculares especificas que son alteradas en un
tumor en particular.

En este estudio se obtuvo mediante PCR un
porcentaje considerable de muestras de CCC
positivas para VHS. Aunque no se encontrd
relacion entre la infeccidén por este virus con
otros factores de riesgo en cuanto a caracteristicas
particulares de la patologia, su deteccién apoya
los resultados registrados en otros estudios
moleculares y serolégicos que sugieren al
VHS como factor o cofactor de riesgo de esta
malignidad.
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