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. RESUMEN

El Virus del Papiloma humano (VPH) es elagente causal de la infeccién de transmisidn sexual
mds comun en el mundo y es responsable del 5% de todos los casos de cancer a nivel
mundial. Alrededor del 70% de las infecciones por VPH se resuelven espontaneamente en
1 afio y del resto de estos casos, un 90% se resuelve en dos afios. Aquellos casos en los
cuales se presentauna persistencia por parte del VPH son debidoa una falla enla respuesta
delsistemainmune, incrementando el riesgo a la progresién hacia cancer o bien afectando

el comportamiento clinico de la enfermedad.

El 6ptimo funcionamiento del sistema depende de la accién de diversos factores, dentrode
estos la proteina AKNA es un factor de transcripciéon que pertenece auna familia de factores
que conducen a vias inflamatorias, lo cual interviene en el proceso de transformacion
celular. AKNA contiene un dominio de unidn al DNA en su dominio AT-hook, el cual se une
a regiones ricas en AT en los promotores de CD40 y CD40L, activando su expresiény por
tanto promueve ladiferenciacién de las células B. Esta accién, impacta en elreconocimiento

y eliminaciéon de células ya sea infectadas por algun patégeno o bien células transformadas.

Un estudio reciente comprobd que AKNA es un blanco de degradaciéon de la oncoproteina
E6 del VPH , lo cual tiene como consecuencia una desregulacidon en los niveles de CD40.
Hecho que pudiera favorecer que no haya una adecuada respuesta inmune, llevando asi a
una persistencia por parte del virus lo que puede conducir a desarrollar cancer. Por ultimo,
se ha visto que AKNA estd asociado a un prondstico favorable en algunos tipos de cancer,
como en cancer de cérvix y en canceres de cabeza y cuello, sin embargo, no se ha descrito
el efecto que la presencia del VPH podria ejercer en este fendmeno, especificamente en el

cancer de orofaringe.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la asociacion entre la presencia de VPHy los niveles
de expresién de AKNA con el desenlace clinico de pacientes con CaOF para lo cual se realizé

un estudio retrospectivo en casos de cancer de orofaringe a los cuales se les evalué los



niveles de expresion de AKNA a través de inmunohistoquimica; con PCR se detectd la

presencia de VPH en las muestras y por ultimo se realizé un andlisis de asociacion.

Se encontrd que la prevalencia general del VPH en la poblacién incluida fue de 30.23%,
donde la mitad de estos casos (16.2%) fueron positivos a VPH de bajo riesgo; asi mismo se
determind que AKNA presentaunalocalizacion mayoritariamente en citoplasma, hecho que
podria influir en su funcion como factor transcripcional. Al hacer el andlisis estadistico,
notamos que no hay relacién entre la positividad a VPH y los niveles de expresién de AKNA.
En cuanto a la supervivencia global, no se encontré una relacién estadisticamente
significativa con la presencia del VPH, aunque se aprecia que hay una tendencia a que los

pacientes positivos al virus tienen una mayor supervivencia global.

Al analizar la asociacion de los niveles de AKNA en el nucleo con la supervivencia global, se
encontrdé que aquellos casos con AKNA nuclear presentan un tiempo de supervivencia
reducido siendo esta estadisticamente significativa. Estos resultados sugieren que podria
haber una proteina que esté traslocando a AKNA al citoplasma, impidiendo asi su funcion
adecuada. Se esperaba que los pacientes positivos a AKNA tuvieran un mayor tiempo de
supervivencia global debido a que AKNA esta asociado con la activacién de la respuesta
inmune; sin embargo, no fue asi, siendo probable que existan otros factores (como el

consumo de alcohol y tabaco) que estén afectando en el desenlace clinico.

Aunque este estudio nos dio un acercamiento sobre la influencia de AKNA en el
comportamiento de la poblacidn con CaOF, aun se requieren diversos estudios mas
detallados que indaguen en los procesos que AKNA podria estar regulando y que en

consecuencia promuevan un peor pronéstico en CaOF.



V. INTRODUCCION

IV.l. Cancer de Orofaringe

IV.L.l. Generalidades del Cancer
El cancer ocupa la segunda causa de muerte en el mundo (Ferlay et al. 2010), el cual se
puede definir como una condicién clinica que se manifiesta por la presencia de uno o varios
tipos de crecimientos neoplasicos, es decir, incluye todo tipo de crecimientos anormales
(Weinberg, 2014). Se produce cuando las células normales sufren una transformacion
adquiriendo asi, ciertas caracteristicas conocidas como “hallmarks” las cuales son:
Mantenimiento de las sefiales de proliferacidn, insensibilidad de supresores de crecimiento,
resistencia a la apoptosis, induccidon de la angiogénesis e invasidon y metastasis (Hanahan
and Weinberg 2011). Estas caracteristicas son el resultado de la interaccidon entre factores
genéticos del paciente y tres agentes causales: 1) fisicos, 2) quimicos y 3) bioldgicos; dentro
de este Ultimo que incluye tanto bacterias como virus, se estima que causan alrededor de
un 18% de los casos de cancer a nivel mundial. Dentro de los virus oncogénicos se pueden
encontrar: Virus de la Hepatitis B, Polyomavirus, Adenovirusy el Virus del Papiloma humano
(VPH) (Schiller and Lowy 2014), siendo este ultimo causante del 5% de todos los casos de

cancer a nivel mundial (de Martel et al. 2017).

IV.LIL. Cancer de Orofaringe
Dentro de los canceres causados por el VPH se encuentra el cancer de orofaringe (CaOF). La
orofaringe es un odrgano ubicado en la parte superior de las vias aerodigestivas
(compartimento central de la faringe), es decir comprende las amigdalas, base de la lengua,
paladar blando, paredes laterales y posteriores de la garganta, Uvula y anillo Waldeyer
(Figura 1). Se sabe que mas del 90% de los casos de canceres de orofaringe corresponde a
carcinoma de células escamosas, los cuales se originan en el revestimiento interno de la

boca y garganta (D’Souza et al. 2007).
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Figura 1. Estructuras que comprenden la orofaringe. A. En azul se muestra los érganos que
conforman la orofaringe. B. Conjunto de estructuras que forman el anillo de Waldeyer. Obtenido
de: Instituto Nacional del Cancer (NCl) de EUA.
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Varios mecanismos se han reportado en la génesis de los tumores que se originan en el
tracto aerodigestivo superior, siendo los mds destacados los efectos cancerigenos del
alcohol y el tabaco ya que desempefian un papel importante en su etiopatogenia debido a
su potencial para inducir mutaciones en el gen supresortumoral p53. Sin embargo, el papel
del VPH se ha reconocido ahora como un factor independiente en el desarrollo de estas
neoplasias. Durante los ultimos 15 afios se ha observado un aumento en la incidencia de
carcinoma de células escamosas inducida por VPH mostrando una frecuencia creciente en
pacientes jévenesy en aquellos no fumadores o bebedores, especialmente asociada con
tipos de VPHde alto riesgo como eltipo viral 16 (Villagomez-Ortiz et al. 2016) cuya presencia

en este tipo de cancer oscila del 86 al 95%.

86%

EVPH-16 VPH-18 mWVPH-33 WVPH45 mVPH52 mVPH58 mOtros

Figura 2. Tipos de VPH presentes en cancer de orofaringe. Modificado de Guo, 2016.
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IV.LIIIl. Epidemiologia

De acuerdo a Globocan, el nUmero de casos estimados de cancer de orofaringe a nivel

mundial en el 2020 fue de 98 412 (GLOBOCAN, 2020). El VPH globalmente es responsable

del cancer de cabezay cuello en un 89.7%, particularmente los tipos 16 y 18 son causantes

del 84.9%; se havisto que predomina en América del Norte y Europa del Norte (de Martel

et al. 2017). De manera global, el CaOF ha incrementado su incidencia especialmente en

hombres y se estima que el nimero de casos aumentara dramaticamente en el 2040,

representando 142,797 nuevos casos (Figura 3).
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Figura 3. Numero estimado de casos
emergentes a nivel mundial de CaOF. El
ndimero de casos incidentes en mujeres
es poco en comparacién con el nimero
de casos de los varones lo cual indica que
debemos implementar un mayor cuidado
en prevenir de igual manera el contagio
de VPH en la poblacion masculina al
promover la vacunacidn en esta
poblacién. Obtenido y modificado de:
Globocan, 2018.

IV.LIILI Epidemiologia en México

En México, se presentan menos de 500 casos de CaOF cada afio, con una tasa de mortalidad

de 0.3%, mayoritariamente se presenta en edades entre 50 y 70 anos, es decir en México
este tipo de cdncer representa menosdel 10% de los carcinomas de células escamosas del
tracto aerodigestivo superior (Granados-Garcia 2016). De manera importante, se estima
que los casos de CaOF aumentaran casi un 100% para el afo 2040, de acuerdo con las

proyecciones de Globocan alcanzado cerca de 922 casos anuales (Figura 4).



Nimero estimado de casos incidentes de 2018 a 2040, cdncer de
orofaringe, todas las edades en México.

i ‘ambios demograficos
i =50 i =100
Mujeres Hombres
2018 2040 018 2040
P - ....| Figura4. Numero estimado de casos incidentes a
i = 00t Pt P1#9079% cn mexico de caOF. Obtenido y modificado de
m =3 B 58 Globocan 2018.

IV.LIV. Factores de riesgo
En la actualidad, el cancer de cabeza y cuello se puede dividir en dos categorias de acuerdo
con el agente etioldgico: 1) Positivos al VPH, cuyos factores de riesgo estdn relacionados
con el comportamiento sexual activo (especialmente el nUmero de parejas sexuales orales
a lo largo de la vida) y 2) Negativos al VPH, los cuales se relacionan fuertemente con el
consumo de alcohol y tabaco. Adicionalmente se ha visto que los pacientes VPH positivos

tienen una mayor supervivencia (Chaturvedi et al. 2011; Taberna et al. 2017).

Segun datos del repositorio de tejidos del programa Surveillance, Epidemiology and End
Results (SEER) de los Estados Unidos, la prevalencia de cancer negativo para el VPH
disminuyé un 50% de 1988 a 2004 y la prevalencia de los canceres orofaringeos positivos

para VPH aumento en 225% (Figura 5) (Chaturvedi et al. 2011).

El carcinoma de células escamosas orofaringeas (OPSCC) ha mostrado un aumento gradual
en el predominio masculino desde la década de 1970, a pesar de las reducciones en el
tabaquismo, hecho que se ha asociado al aumento en los casos positivos a VPH. Como
resultado de la incidencia creciente de OPSCC asociado a VPH, el OPSCC VPH+ es ahora una
entidad bien definida con caracteristicas bien conocidas que incluyen la edad joven, el sexo

masculino, no fumar y el comportamiento sexual activo (Nakashima et al. 2014). Recientes

~8~



estimaciones mundiales atribuyen entre un 18-28% al VPH, sin embargo, esto varia

dependiendo la regidn geografica estudiada (Morbini et al. 2019).

Rates per 100,000

Figura 5. Tasas de incidencia de CaOF. Se puede observar que la
incidencia, particularmente la que es positiva a VPH va en aumento,
mientras que la negativa al este virus va en decremento. Se observa
un punto de transicién epidemiolégica donde los casos positivos al
0 VPH representan ahora la entidad mas comun en este tipo de

o 5 o o S
K & & & &

cancer.Tomadode Chaturvedi, 2011.

Calendar Years

De manera alarmante, el OPSCC en la actualidad ha mostrado ser la entidad mas asociada

a VPH en el mundo y en algunos paises como EUA ha superado en ndmeros al cancer de

cérvix (Van Dyne et al. 2018).

IV.L.V. Factores pronéstico
La presencia de metastasis, aumento del nimero y tamafio en los ganglios linfaticos asi
como la invasién extracapsular y localizacién en niveles distales, antecedentes de fumador
y estadio clinico se asocian con un aumento en el riesgo de recaida asi como una menor
supervivencia en cancer de cabeza y cuello (Ang et al. 2010; Granados-Garcia 2016). Sin
embargo, la presencia del VPH ha obligado a la modificacion y clasificacion de estos
tumores, donde desafortunadamente poco se ha estudiado al cancer de orofaringe como

una entidad Unica, siendo esta neoplasia la que presenta mayor presencia del VPH (de

Martel etal. 2017).

Los HNSCC impulsados por el VPH muestran caracteristicas biolégicas y clinicas distintas,

incluido un prondstico favorable, se ha visto que este tipo de cdncer tiene menos
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alteraciones somaticas y cambios en la expresién de proteinas en comparaciéon con los

canceres negativos al virus (Ren et al. 2020).

IV.L.VI. Tratamiento
Los pacientes con CaOF reciben cirugia, radiacion y quimioterapia como tratamiento
primario; sin embargo, a pesar de esto se tiene una alta tasa de mortalidad. La tasa de
supervivencia a 5 afos es del 50% y se ha mantenido asi durante las ultimas décadas (Dasari

and Tchounwou 2014).

En tumores tempranos, el control se hace mediante radioterapia o cirugia, los tumores
moderadamente avanzados o resecables, se tratan con cirugia y tratamiento adyuvante que
incluye quimioterapia y radioterapia; en los tumores muy avanzados o no resecables, se
puede lograr una paliacion prolongada con quimioterapia basada en cisplatino y

radioterapia concurrente (Granados-Garcia 2016).

En el tratamiento adyuvante, incluso con la reseccién completa, un 10% de los pacientes
recaen con metastasis a distancia y un 60% desarrollan recidiva locorregional, por tanto, la
guimioterapia posoperatoria con cisplatino y radioterapia concurrente se recomienda para

pacientes con alto riesgo de recaida (Granados-Garcia 2016).

Actualmente, se ha postulado una disminucion en la fraccidn de radiacion en los casos
positivos al VPH encontrando que esta reduccién lograd desaparecer el tumor en el mismo
tiempo y sin complicaciones para los pacientes, por lo que resulta importante estudiar las

posibles alteraciones que ejerce el VPh en este tipo de cancer (Funget al. 2017).

IV.II. Virus del Papiloma humano (VPH)

IV.IL.l. Generalidades del VPH
El VPH es un virus pequefio de un didmetro entre 52-55 nm que pertenece a la familia

Papillomaviridae, posee un genoma de DNA de doble cadena desnudo circular de 8Kb que



se encuentradentro de una capside viral icosaédrica formada por 72 capsémeros. Cada uno

de los cuales esta formado por 5 moléculas de la proteina L1 y en el centro de estos

pentameros se localiza una molécula de la proteina L2, la cual no estd totalmente expuesta

en la superficie del virién, sélo su extremo amino terminal (Figura 6) (Loépez et al., 2006;

Manzo et al. 2014).
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Figura 6. Estructura del virion
del VPH. A) Micrografia
electrénica de transmisién
muestra viriones de VPH. B)
Los mondmeros de L1 forman
capsémeros y en su centro se
encuentra la proteina L2 y en
conjunto forman la capside
viral, la cual contiene al
genoma viral. C) Corte
transversal de la estructura
tridimensional de VPH.

Con fines de estudio, el genoma del VPH ha sido dividido en 3 regiones: 1) Regién no

codificante larga de control (LCR), la cual contiene el origen de replicacion asi como

secuencias que regulan expresién del genoma viral; 2) una regién temprana (E: Early) que

contiene secuencias que codifican para proteinas que controlan la replicacion y

mantenimiento del genoma viral (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) cuyas funciones se resumenen la

tabla 1; y 3) una region tardia (L:Late) que codifica las proteinas de la capside L1 y L2 que

forman la estructura del viridn y facilitan el empaquetamientoy la maduracién del virién

(Figura 7) (Z. Chen, de Freitas, and Burk 2015).



Figura 7. Regiones del genoma del VPH. Region
temprana (E), Region tardia (L), Region larga de control
(LCR). Modificado de Satanley, 2012.

A la fecha, se han secuenciado los genomas de aproximadamente 200 tipos de VPH los
cuales se agrupan en 16 géneros; sinembargo, 5 son los mas destacados: Alfa, Beta Gamma,
Nuy Mu (Cubie 2013). Los VPH causan una amplia gama de enfermedades, desde lesiones
benignas hasta tumores invasivos (Bzhalava, Eklund, and Dillner 2015). La Agencia
Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) clasifico 12 tipos de VPH como
carcinogénicos y los denominé VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58

y 59), siendo el VPH16 el mas prevalente (Bzhalava et al. 2013).

Tabla 1. Funciones de las proteinas que son codificadas en la region temprana (E: Early) del genoma viral.

Modulador de la replicacién de DNA, se une al origen de replicacién. Helicasa
ATPasa dependiente.

Se une al DNA ensecuencias especificas alrededor del origen de replicacién viral y
recluta a E1 para promover replicacién. Regulacién de la transcripcion de los genes
de E6y E7.

Causa la disrupcion de la citoqueratina en células escamosas, lo cual se asocia con
la liberacién de viriones y la formacién de coilocitos.

Transformacién celular mediante la sobrerregulacion de receptores de factores de
crecimiento e inhibicién del sistema inmune.

Tiene diversos blancos de degradacién, uno de estos es p53 lo cual puede
promover la transformacion celular.

Degrada a pRB ocasionando la liberacién de E2F para asi promover la entrada de
las células infectadas a fase S y provocas que haya replicacién celular.

Modificado de De la Fuente-Villareal et al., 2014.




El VPH infecta exclusivamente los queratinocitos en la capa basal de la epidermis y del
epitelio de la mucosa a través de micro-heridas y abrasiones que otorgan acceso a las
mismas (Wenbo Ma, Melief, and van der Burg 2017). Para que el virus pueda ingresar, se
activa un mecanismo de endocitosis mediado por la proteina L2 que a su vez requiere de
clatrinas y heparan sulfato (glicoproteina que se encuentra en la membrana de las células
basales). Una vez endocitado, se promueve la liberacién del genoma viral el cual es

transportado al nlcleo donde se mantiene en forma episomal (Manzo et al. 2014).

Posterior al ingreso del genoma viral, el promotor temprano de la transcripcion se activa en
células basales y se mantiene en un bajo nimero de copias (50-100 aprox.), mientras que
la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 es reprimida por la proteina viral E2. Conforme
los queratinocitos se van diferenciando, migran hacia la superficie del epitelio y por tanto
dejan de dividirse, es cuando el promotor dependiente de diferenciacién se activa y
conduce a un aumentoenla expresiénde E6 y E7 promoviendo asi la sintesis de DNA celular
e inhibiendo apoptosis. Como consecuencia se generan miles de copias del genoma viral,
desencadenando expresion de genes L1 y L2 para el ensamblaje de los viriones en la capa

superficial (Figura 8) (Stanley 2012).

Como consecuencia de una infeccion por VPH, las células de la capa basal comienzan a

proliferar sin control permitiendo la aparicién de lesiones intraepiteliales escamosas (LIE)

(Woodman, Collins, and Young 2007).



Este agente bioldgico es causante de varios tipos de cancer, dentro de los que se encuentran
cancer cervicouterino, ano, vulva, pene, vagina y de manera importante el de orofaringe

(Bzhalava, Eklund, and Dillner 2015).
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VPH ingresa através de
Estratos microherida . .
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Figura 8. Ciclo infectivo del VPH en epitelio plano estratificado. El epitelio plano estratificado se
puede dividir en 4 capas: basal, parabasal, intermedioy superficial. Conforme se diferencian, migran
hacia la zona superficial donde en determinado momento se descaman. El virus ingresa por una
micro-herida a la capa basal, en donde E1y E2 regulan la replicacién del genoma viral, conforme se
van diferenciando las células se expresa E6 y E7 para promover el crecimiento y divisién celular para
que asi se siga replicando el genoma viral; esta maduracion celular es modulada por ES5.
Posteriormente en la zona superficial, L1 y L2 se expresany promueven el ensamblaje de las
particulas virales, las cuales son liberadas gracias a la accién de la proteina viral E4 que promueve la
disrupcion de los filamentos de citoqueratina. Modificado de Manzoet al., 2014

Expresion de
E1, E2, E6, E7

Epitelio Sano Epitelio infectado

IV.ILII. Carcinogénesis inducida por el VPH
La actividad transformante de las oncoproteinas E6 y E7 estd mediada principalmente por

interacciones proteina-proteina que conducen a un entorno capaz de replicacién que

eventualmente conducen a cancer (Lo Cigno etal. 2020).

Se ha demostrado que los oncogenesvirales E6 y E7 inactivan dos proteinas supresoras de
tumores: p53 y pRb, respectivamente. La oncoproteina E7 se une a la forma no fosforilada
de la proteina Retinoblastoma (Rb), lo cual ocasiona que el ciclo celular avance. La

oncoproteina E6 se une a p53, promoviendo su ubiquitinacidn y posterior degradacién via



proteasoma (Husain and Neyaz 2017; Stanley 2012). De igual manera interfiere en otras

redes celulares, tales como la via PIK3CA-AKT-mTOR.

Adicionalmente, la proteina E5 contribuye al proceso carcinogénico al promover la
supervivenciade la célula tumoral (Husain and Neyaz 2017). En conjunto, da como resultado
la pérdida del control del ciclo celular al haber replicacién del DNA viral en células que no
deberian estar en ciclo (queratinocitos diferenciados), por tanto no hay regulacién del
crecimiento enla célula infectada propiciando a un aumento en mutaciones e inestabilidad
cromosémica conduciendo asi al desarrollo de cancer (Husain and Neyaz 2017; Stanley

2012).

En el caso particular de los canceres de cabeza y cuello positivos a VPH se han reportado
pérdidas significativas en el nUmero de copias en 22 genesy ganancias en 65, incluidos el

gen RB1 y PIK3CA (Litwin et al. 2017).

En un estudio realizado por el equipo de Parfenov, se encontré que un subconjunto
sustancial de HNSCC VPH positivo demostrd una expresiéon minima de VPH 16 E6/E7 pero
un aumento drastico en la expresion de genes E2,E4 y E5, lo cual podria indicar que hay un
mecanismo alternativo de oncogénesis viral del VPH que no depende de E6 y E7 o de la
integracion viral. En el estudio muestra que los efectos de E2/E4/E5 sobre el crecimiento

celular y el ciclo celular son dependientes de p53 (Ren et al. 2020)

IV.ILIII. Prevencidn de la infeccion por VPH
La prevencién primaria para evitar el desarrollo de cancer inducido por el VPH radica en la

implementacion de las vacunas que previenen lainfeccion, la prevencién secundaria implica
los sistemas de deteccion, mismos que en la mayoria de los paises es rentable. Esto pone
de manifiesto la factibilidad de la prevencidon entre un 70% y 90% para el desarrollo de
cancer causado por VPH. Sin embargo, en los paises menos desarrollados esto no sucede
asi (de Martel et al. 2017), ya que no toda la poblaciéon tiene acceso a la vacuna, aunado a

que no se tiene una correcta educacién sexual.



Actualmente, existen 3 tipos de vacunas dirigidas a evitar la infeccién por VPH: 1) Cervarix,
vacuna bivalente dirigida contra los VPH tipo 16 y 18; 2) Gardasil, vacuna tetravalente
dirigida contra los VPH tipo 16, 18, 6 y 11; 3) Gardasil 9, la cual esta dirigida contra los VPH
tipo 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 (de Martel et al. 2017).

El centro para Control de Enfermedades (CDC) recomendd en 2016 2 dosis con 6 mesesde
diferencia a la edad de 11 a 12 afios. Para adolescentes y adultos jévenes con una edad

entre 15 y 26 afios, la recomendacion es de 3 dosis (Gupta, Glueck, and Patel 2017).

La neutralizaciéon de las particulas virales debido a la respuesta humoral inducida por la
vacuna contra la proteina L1 del VPH es lo que hace que la vacunas profilacticas sean
realmente Utiles en evitar el desarrollo de los cdnceres asociados a este virus (Gupta,
Glueck, and Patel 2017). Por ende, la apropiada respuesta inmunoldgica contra el VPH es
un factor fundamental en la eliminacién tanto de células infectadas por VPH como de

aquellas transformadas por este virus.

IV.1Il. Respuesta inmune ante la infeccion del VPH

IV.1IL.I. Respuesta inmune innata
A pesar de los esfuerzos por parte del VPH para evadir el sistema inmune del huésped, de
un 80 a 90 % de las infecciones se resuelven con el tiempo, las verrugas y lesiones de grado
1 (CIN1) se revierten como resultado de una respuestainmune exitosa contra las proteinas
E2 y E6; cuyo reconocimiento se correlaciona con la presencia de células CD8 y CDS5.
Adicionalmente, las células eucariotas expresan receptores codificados por el sistema
inmune innato, los receptores de reconocimiento de patégenos (PRR), siendo los que
reconocen motivos moleculares invariantes conocidos como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP). Dentro de los PRR se encuentran los receptores tipo Toll
(TLR); estos receptores pueden activar respuestas del sistema inmune tanto innato como

adaptativo (Stanley 2012).



En particular, los queratinocitos secretan citocinas proinflamatorias, lo cual es fundamental
para la activacion de las células inmunes residentes en los tejidos, como son las células de
Lagerhans (LC) y los macréfagos, asi como para el reclutamiento de células T efectoras, que
en conjunto inician una respuesta inmune adaptativa hacia la lesidon o infeccién local. Por
otro lado, los queratinocitos expresan TLR tanto en la superficie celular (TLR 1, TLR2, TLR4,
TLR5 y TLR6) como en los endosomas (TLR3 y TLR9). En especifico, la activacion de TLR3 con
RNA de doble cadena (caracteristica de infeccién viral) induce la expresiénde TLR7, lo cual
activa los genes de respuesta de interferdn (IFN), tal como el IFN de tipo |, que ocasiona
respuestas citotdxicas de tipo Thl. Los IFN-a e IFN-f3 son de tipo | y se caracterizan por tener
propiedades antivirales, antriproliferativas, antiangiogénicas e inmunoestimuladoras,

actuando como un puente entre la inmunidad innata y adaptativa (Stanley 2012).

Por otro lado, se encuentran los linfocitos T citotdxicos (CTL), lo cuales pueden destruir
células infectadas por virus. Esta destruccion depende de la presentacién de péptidos
derivados de patogenos por moléculas MHC clase | en la superficie de los queratinocitos

(Zhou, Tuong, and Frazer 2019).

Se havisto que durante una infeccién por VPH hay un aumento de la infiltracion de células
T CDS8, lo cual se relaciona son una mayor supervivencia global. Las células T CD8 interactuan
con su entorno a través de multiples citocinas, especialmente IFN-v, IL-2, 4,8,12 Y 17; el
aumento de la expresion de IL-17 en células HNSCC VPH+ se asocia con la infiltraciéon de

linfocitos th17, resultante de la diferenciacion de células T CD4 (Lechien et al. 2019).

Asi mismo, los sensores de patégenos innatos pueden reconocer su DNA. Hay una
activacion de la proteina AIM2 (Ausente en el melanoma 2), por el DNA viral que conduce
a la activacién dela caspasa-1y de la intertelucina 1 B (IL-1 B). IL-1 B restringe la replicacion
del genoma del VPH y la transcripcién de genes al mejorar la asociacién de la
heterocromatina con los promotores tempranos y tardios (Westrich, Warren, and Pyeon

2017b).



En conjunto, podemos decir que una respuesta inflamatoria temprana podria ser critica

para iniciar una sélida defensadel huésped contra la infeccién por VPH (Westrich, Warren,

and Pyeon 2017b). A continuacién, se enlistan las funciones de las células inmunitarias en

el carcinoma de células escamosas de cabezay cuello (Tabla 2).

Tabla 2. Funciones de células del sistema inmune. Modificado: Lechien et al. 2019.

Células

Células T
CcDS8

Células T
CD4

Regulador
célulasT

Células
dendriticas
LCy MDSC

Marcador
celular
CD8

CDh4

Foxp3

Inmaduro:
CD1a
Inmaduro S-
100
Maduro:
CD83
LC:CD207

Funciones tedricas

1. Deteccidén de células neoplasicas y efecto
citotoxico através de launién de MHC clase
l.

2. Reclutamiento delinfocitos Treg.

3. Regulacién al alza de PD-L1 en células
tumorales atravésde un IFN-y dependiente
de conducta.

El papel de las células T auxiliares CD4 no
estd claro debido a una amplia gama de
subconjuntos de células CD4+.

1. Los linfocitos Th-1 pueden activar
linfocitos citotdxicos.

2. Loslinfocitos Th-2 estimulan lainmunidad
humoral y activan los eosindfilos.

3. Los linfocitos Th-17 pueden tener un
fenotipo Th-1 en el microambiente tumoral.

1.Mantenimiento de la  tolerancia
inmunoldgicaalos tejidos del huésped.

2. Supresion de linfocitos citotdxicosy otras
células.

1.Presentacién de antigenos asociados a
tumores al sistema inmunoldgico (MHC de
clase ly Il) y estimulacién de la diferenciacién
de célulasT.

2.Los agentesinmunosupresores como IL-10
y TGF-B convierten las CD inmaduras en CD
tolerogénicas, que inducen tolerancia de
células T especificas de antigenoatravés de
la activacién de Tregs, el silenciamiento dela
tolerancia de células T especificas de

Conclusiones

El nimero de células T CD8+
aumenta a lo largo de la progresion
del tumor.

La infiltraciéon de células T CD8+
suele asociarse con una mejor
respuestadel huésped al tumor.
Una mayor infiltracion de células T
CD8+ se asocia con unamejor SG.
La alta infiltracién de linfocitos T
CD4+ se asocia con resultados
controvertidos.

Algunos autores informan que enlas
cohortes de pacientes VPH
negativos, un nivel alto de CD4+, los
TIL se asociaron con una mejor SG,
siendo opuesto con los resultados
para pacientes con VPH+.

Las Treg pueden promover la
progresion deltumor.

La participacién de Tregs en HNSCC
es controvertida: algunos estudios
mostraron que un mayor nivel de
Tregs esta relacionado con un peor
prondstico. Otros informaron que
los recuentos altos de Treg estdn
asociados con un mejor prondstico.
El escape inmunoldgico se logra
produciendo IL-10 y TGF-B vy
consumiendo IL-2.

La infiltracion de DC aumentaa lo
largo de la progresién del tumor.

El papel de la CL en HNSCC es
controvertido: algunos estudios
mostraron que la infiltracién de DC
disminuye en HNSCC, mientras que
otros observaron que fue mayor en
las dreas fibrdéticas submucosas
orales de HNSCC.



antigeno diferenciadoy la diferenciacion de
células TCD4+ virgenes enTregs.

Macréfagos CD68 Presentacién de antigenos asociados a La infiltracion de macrdéfagos
M2: tumores al sistema inmunolégico y aumenta alo largo de la progresion
CD68/CD163 regulacidnde lainflamacion. deltumor.

M1: activacion de linfocitos T CD8+ Densidad de microvasos
citotoxicos y diferenciacion de linfocitos T = intratumorales y factores
CD4+ virgenes en células efectoras Thl angiogénicos (VEGF) se asociaron
(efectos antitumorales). positivamente con el nivel de

M2: Estimulacidon de la diferenciacion Treg;  infiltracién de macrdfagos.
lasecrecidn de algunosfactores (TGF-B, TNF-  Los  macrofagos  facilitan  la
a, IL-10) crea un entorno favorable para el = generacién de matris tumoral y la
crecimientotumoral y lainmunosupresién. = angiogénesis a través de la
eliminacion de depdsitos de fibrina
extravasculares. También estimulan
la expresion de HIF-1 a, haciendo
que el tumor sea mas invasivo y

agresivo.

Natural CD56 1.Activacion de linfocitos T citotdxicos. 2. | Las células NK pueden matar
killers Actividad antitumoral directa. directamente VPH- y VPH+ en

HNSCC. El bajo nimero de células
NK CD56+ infiltrantes de tumoresse
correlaciona con una disminucion

significativade la SG.

IV.1ILII. Respuesta inmune adaptativa
La respuestaadaptativa comprende la respuestahumoral que se basa enlas células B y sus
productos, asi como la respuestamediada por células basada en la activaciéon de las células
T. Se cree que una respuesta vigorosa basada en células T juegaun papelimportante en la
progresion del OPSCC asociado al VPH. Asi mismo, el microambiente del OPSCC asociado al
VPH estd marcado por una alta expresién de quimiocinas proinflamatorias y receptoresde
guimiocinas. Estos factores son importantes en el reclutamiento de TIL (linfocitos
infiltrantes de tumor), especialmente células T citotoxicas CD8+, las cuales son las
principales células efectoras antitumorales. Los péptidos antigénicos presentados por
moléculas de MHC de clase 1 expresadas por células tumorales conducen a la activacién de
las células T CD8+. Las células diana de los linfocitos T CD8+ se destruyen mediante la
secrecion de TNFa e IFN-y, la liberacién de granulos citotdxicos que contienen perforina 'y
granzimas y la apoptosis inducida mediante interacciones Fas/FasL. Asi mismo, se han

identificado otras células inmunitarias en el microambiente tumoral del OPSCC asociado al



VPH, un ejemplo de esto son las células T auxiliares CD4+; estas interactuan con los
antigenos expresados en el MHC de clase Il, lo que da como resultado la secrecién de
citocinas y por tanto, la consiguiente prolongacion y activacién de las células T CD8

(Subbarayan et al. 2019).

El ciclo de vida del VPH es estrictamente intraepitelial y los viriones se producen sélo a partir
de la capa superior del epitelio por tanto, no hay citdlisis ni viremia inducida por virus, lo
gue limita la exposicion del VPH a las respuestas inmunitarias sistémicas. No obstante, la
tasa de regresion de las lesiones precancerosas en cérvix se correlaciona fuertemente con
la presencia de células T citotéxicas positivas para granzima B intraepitelial (Westrich,

Warren, and Pyeon 2017a).

IV.1ILII. Moléculas Coestimuladoras y activacion de linfocitos
La activacidon de diversas células del sistema inmune esta regulada por la expresion de
moléculas co-estimuladoras, las cuales son un grupo heterogéneo de moléculas de la
superficie celular que pueden transducir sefiales a células T para modular de manera
positiva (receptores co-estimuladores) o negativamente (receptores co-inhibidores) la
sefializacion de TCR, es decir, determinan el resultado funcional de la sefializaciéon del
receptorde células T. La activaciéon productiva de las células T requiere de una primera sefal
proporcionada por la interaccion del péptido antigénico/complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) con el receptorde antigeno de células T (TCR) y unasegunda co-
sefal independiente del antigeno, la sefial “coestimuladora” (L. Chen and Flies 2013;

Magee, Boenisch, and Najafian 2012; Sharpe 2009).

En algunos casos, las células T activadas regulan positivamente los ligandos, como el CD40L,

que activan receptores afines en las APC (O’Neill and Cao 2019).

La molécula CD40 es una proteina transmembranal de tipo | de 45 a 50 kDa que pertenece

a la familia del receptordel factor de necrosis tumoral (TNF). Esta se expresaen la superficie



de células inmunes incluyendo monocitos, macréofagos, células B, células dendriticas,
células presentadoras de antigeno (APC), asi como en células no inmunes como son células
endoteliales y células epiteliales. Su ligando CD40L, es una proteina transmembranal tipo I
gue se expresa en células T activas, plaquetas y macréfagos (Chonan et al. 2015). La
interaccion de CD40 con CD40L induce la produccion de ciertas citocinas (IL-6, IL-10, TNFa,
LT-a) y quimiocinas (MCP-1) (Korniluk, Kemona, and Dymicka-Piekarska 2014). Esta
interaccion da como resultado la maduracién y activacién de las células dentriticas,
produciendo citocinas proinflamatorias y quimiocinas. Sin embargo, la promocién del
fenotipo inflamatorio depende de la localizacion membranal de CD40, es necesario que

CD40 esté en la membrana celular (Borcherding et al. 2010; Manzo-Merino et al. 2018).

Se ha visto que CD40-CD40L es fundamental para el desarrollo de una inmunidad
protectora antitumoral (O’Neilland Cao 2019). Mas aun, se hademostrado que el regulador
de CD40 como de CD40L es una proteina transcripcional denominada AKNA la cual, se une
aregionesricas en AT en la regién promotora de ambos genes, activando su expresiony en

consecuencia la diferenciacién en células B (Moliterno and Resar 2011).

IV.IILIV. Mecanismo de evasion a la respuesta inmune por el VPH
La mayor parte de la poblacién adulta ha estado en contacto con el VPH, se considera que
el 80% de los individuos habra cursado con una infeccién a la edad de 50 afios (Schiffman
et al. 2007). De estos casos, aproximadamente el 70% se resuelven espontaneamente en
un periodo de 1 afio y del resto de los casos, un 90% se resuelve en dos afios (Sasagawa et
al. 2016). Los casos que no se resuelven presentan una persistencia por parte del VPH, esto
es debido a diferentes factores entre los que destacan: 1) La integracidon del genoma viral
en los cromosomas de las células anfitrionas, ocasionando una pérdida o interrupciéon de la
expresionde E2 induciendo la pérdida del control de la regulacién de las oncoproteinas E6
y E7, promoviendo una mayor expresion de estas proteinas (Stanley 2012; Woodman,
Collins, and Young 2007); 2) Una falla enla respuestadelsistema inmune debido a la accién

constante de las oncoproteinas del virus (Cubie 2013; Manzo et al. 2014). Una vez que el



VPH esta integrado al DNA de las células anfitrionas, estas adquieren una mayor
inestabilidad gendmica y por tanto mayor probabilidad a adquirir anormalidades gendmicas

secundarias conduciendo asi, a una progresion maligna (Stanley 2012).

Pero ¢como es que el virus evade al sistema inmunoldgico para lograr establecer una

infeccion persistente?

En primera instancia, la replicacion y ensamblaje del virus ocurren en queratinocitos ya
diferenciados, los cuales son células destinadas a morir debido al proceso natural de
descamacién, mismo que se encuentra lejos del reconocimiento y la actividad
inmunoldgica. Es decir, nose induce un proceso de inflamacién y por ende no hay liberacién
de citocinas proinflamatorias, las cuales son importantes para activar la migracién celular
de las células presentadoras de antigenos (APC) (Stanley 2012).En las infecciones
persistentes, las sefales inflamatorias que activarian células APC intraepiteliales tales como
las LC y asi reclutar células Detriticas (DC) y macréfagos, estan ausentes; lo cual se debe a

una disminucion enla liberacidon de los interferones de tipo | (citocinas proinflamatorias).

Las LC son APC especializadas, que tras el reconocimiento del antigeno, su migracién a
tejidos linfoides secundarios permite el cebado de células inmunes adaptativas, por lo tanto
al haber una interferencia en el trafico de estas células puede favorecer la evasion
inmunoldgica. En los canceres asociados a VPH se ha notado una infiltracion baja de CL lo
que probablemente se deba ala regulaciéon ala baja de CCL20, una quimiocina que atrae a
las LC. La expresion de las oncoproteinas E6y E7 de VPH16 promueve la regulacién negativa
de CCL20, que se cree se logra a través de la capacidad de E6 y E7 para inhibir la via de
sefializacion NF-kB, particularmente la inhibicién de CCL20 por E6/E7 durante la infeccidn
tempranada como resultado la falta de reclutamiento de células presentadoras de antigeno
(APC) en el epitelio infectado por VPH, facilitando asi una infeccidn crénica (Subbarayan et

al. 2019; Zhou, Tuong, and Frazer 2019).



Por otra parte, se ha demostrado que este tipo de tumores que se asocian a VPH como los
HNSCC tienen una expresion reducida de E-cadherina, la cual es una molécula adhesiva que
permite que las LC permanezcan en la epidermis para asi permitir la captaciéon del antigeno

viral (Zhou, Tuong, and Frazer 2019).

La mayoria de los virus de DNA, entre ellos el VPH, poseen mecanismos para inhibir sintesis
y sefalizacién de interferdn. Particularmente las proteinas E6 de los VPH de alto riesgo,
interactuan con la via de sefializacién del interferdn. Porotro lado, E7 inhibe la transduccion
de sefales mediada por IFN- a al unirse a P48/IRF-9, evitando su translocacion al nucleo y
por tanto inhibiendo la formacion del complejo de transcripciéon ISGF-3, el cual se une al

elemento de respuestaespecifico de interferdn (ISRE) (Stanley 2012).

Por otro lado, E6 se une al factor de respuestaa interferon 3 (IRF-3) inhibiendo su funcién
transcripcional, evitando la transcripcién del RNA de IFN-a. Otra forma en que lo hace es al
unirse a TYK2, evitando la unidn a la proporcidn citoplasmica del receptor de IFN e
inhibiendo la fosforilacion de TYK2, STAT1 y STAT2, impidiendo la activacién de la via JAK-
STAT, la cual es una de las mas importantes en la respuesta antiviral (Stanley 2012). En la
tabla 3 se enlistan algunas vias por las cuales el virus logra evadir al sistema inmune innato

y asi impulsar la carcinogénesis.

Tabla 3. Impacto de oncoproteinas E6y E7 del VPH 16/18 en algunas vias de sefializaciéon del sistema
inmune innato.
Mecanismo u objetivo Modelo celular Referencia

Via de sefializacion cGAS /STING / TBK1
E7 VPH 18 se une y antagonizaa STING | Células Helay fibroblastos deembridnde ratén | (Lau et al.
transducidos de forma estable con retrovirus | 2015)
gue expresanE6 o E7 de VPH18.
Silenciamiento epigenético de los @ Células HelLa, CaSki, NIKSmcHPV18 y HEK 293 | (Albertini et

genes cGAS y STING a través de la que expresanVPH 16 0 VPH 18 E6 y E7. al. 2018; Lo
induccion mediada por E7 de VPH 16 Cigno et al.
y 18 de lametiltransferasa SUV39H1. 2020)

E7- VPH16 secuestra NLRX1 para | Lineas celulares derivadas de HNSCC que | (Luo et al.
inducir la degradacion de STING a | expresan ectdépicamente VPH16-E7 y un | 2020)
través de un mecanismo | modelo signénico C57 /BL /6 de VPH+ HNSCC.

dependiente de la autofagia.



Las lisinas desmetilasas H3K4
KDM5B y KDMS5C  suprimen
epigenéticamente los niveles de
expresion de ARNm de STING.
Activacidon transcripcional del gen
IFNB alterada tras la estimulacion
con agonistas de STING.

Células de cancer de mama, VPH+ cabezay
cuelloy carcinomas de cuello uterino.

Lineas celulares derivadas de VPH16+ HNSCC.

Via de sefalizacion RIG-1 /MAVS/ TBK1

VPH E6 forma un complejo ternario
E6-TRIM25-USP15 que reduce Ia
estabilidad de la proteina TRIM25, lo
que conduce a una ubiquitinacion
reducida de RIG-1 y la supresidon de su
capacidad para interactuar con
MAVS.

VPH E6/E7 induce la regulacion a la
baja de la expresion de SUV39H1,
que promueve el silenciamiento
epigenético de RIG-I.

VPH16 E6/E7 induce la regulacién a la
baja de la expresion de TLR9 tanto a
nivel de ARNm como de proteina.
VPH 16 suprimelaexpresion deTLRen
la mucosa cervical, contribuyendoala
persistenciaviral.

HEK 293T y la linea celular C33a derivada de
carcinoma cervical que expresa
ectopicamente E6 etiquetado con FLAG de
VPH16.

Células Hela, CasKi, NIKSmcHPV18 y HEK 293
que expresan VPH16/18 E6 o E7.

Via de senalizacion TLR

Queratinocitos primarios humanos transducidos
de forma estable con retrovirus que expresan
VPH16E6 /E7, Hel a, SiHa y CaSki.

Muestra de citocepillo cervical.

Factores de transcripcion relacionados con PRR

VPH E6 se une a IRF3 y altera su
actividad transcripcional.

VPH16 E7 se une a IRF1 y altera su

union al ADN y su actividad
transcripcional.

Modificado de: Lo Cignoet al, 2020.

Proteina sintetizada in vitro y células
transfectadas conVPH16 E6, incluidos los
gueratinocitos humanos primarios.

Células transfectadas con VPH16 E7 y VPH16 E7
sintetizadas in vitro.

(Wu et al.
2018)

(Shaikh et al.
2019)

(Chiang etal.
2018)

(Albertini et
al. 2018; Lo
Cigno et al.
2020)

(Hasan et al.
2007)

(Daud et al.
2011; Halec
et al. 2018;
Scott et al.
2015)

(Ronco et al.
1998)

(Park et al.
2000; Perey,
Massimi, and
Banks 2000;
Um et al
2002)

Asi mismo, el VPH modula la expresion génica del huésped desregulando la metilacion del

DNA del huésped, la modificacién de histonas y factores de transcripcién. Se ha visto que la

oncoproteina E7 del VPH interactia con la DNA metiltransferasa DNMT1 y estimula su

actividad, lo cual explica parcialmente los cambios globales en el metiloma del huésped que

se ha observado en los queratinocitos positivos al VPH (Westrich, Warren, and Pyeon

2017b)



V. ANTECEDENTES

V.l Inhibicidon de moléculas coestimuladoras en cancer por el VPH

La desregulaciéon de la respuestainmune es requisito para el establecimiento de cualquier
tipo de cancer. Especificamente en aquellas neoplasias provocadas por el VPH, se ha
reportado que la regién FRA94 del cromosoma 9g32 es susceptible a adquirir mutaciones
gue pueden llevar al desarrollo de neoplasias. En esta region se encuentra el gen que
codifica para la proteina AKNA (Martinez-Navaet al. 2015). Especificamente enla isoforma
F1 del gen que codifica para la proteina AKNA, sufre un polimorfismo de un solo nucledtido
en su dominio AT-Hook, la cual posee actividad bioldgica relevante en la maduracion de
linfocitos B. Este polimorfismo afectala expresidn de AKNA induciendo bajos niveles de la
proteina, lo cual se ha asociado con la ausencia de la respuestainflamatoria (Manzo-Merino
et al. 2018; Martinez-Navaet al. 2015). Esto favoreceria la persistencia del virus y por tanto

significaria un mayor riesgo de desarrollar cancer asociado a la infeccién por VPH.

Por otro lado, en un estudio reciente se comprobd que el factor transcripcional AKNA es un
blanco de degradaciéon de la oncoproteina E6, lo cual tiene como consecuencia una
desregulacidn en los niveles de CD40. Este evento podria favorecer una falla en el sistema
inmune del hospedero permitiendo el establecimiento de la persistencia viral, evento clave

en el desarrollo de los canceres producidos por VPH (Manzo-Merino etal. 2018).

Lo anterior supone que el VPH no solo promueve la transformaciéon celular, sino que
también podria estar modulando la respuestainmune contra las células transformadas y en

consecuencia afectar el prondstico de los canceres positivos al mismo.

V.II. Factor transcripcional AKNA

El gen akna en humanos tiene 61 kb de largo, contiene 24 exones y codifica 9 transcritos
diferentes debido al resultado del uso alternativo del promotor, el empalme y dos sitios de

poliadenilacién. La isoforma F1 fue unade las primeras en ser descritas y es una de las pocas



probadas funcionalmente. Se ubica dentro de la region FRA94 del cromosoma 9q32, el cual
es un sitio propenso a sufrir mutaciones de pérdida de funcién que se asocian con
enfermedades inflamatorias y neoplasicas. Adicionalmente, los polimorfismos de un solo
nucledtido en su motivo AT-hook se asocian con un mayor riesgo de desarrollar cancer

cervical (Martinez-Nava et al. 2015; Moliterno and Resar 2011).

La proteina AKNA es un factor transcripcional que pertenece a la familia de proteinas del
grupo A de alta movilidad (HMGA1), estas se encargan de remodelar la cromatina al
orquestar los complejos transcripcionales y por tanto promover la expresién génica.
Adicionalmente, se ha visto que los factores de transcripcién pertenecientesa esta familia
conducen a vias inflamatorias lo cual promueve la eliminacién de patdégenos y en casos en
los que existe una desregulacién continua conlleva a la transformacién celular (Moliterno

and Resar 2011).

AKNA juega un papel importante en la mediacién de respuesta celular por inflamacién,
misma que fue descubierta en tejido linfoide, con alta expresidon en linfocitos By T, células
Natural killer y células dendriticas. Aunque no ha sido muy estudiada, se sabe que contiene
un dominio de unidn al DNA en su dominio AT-hook (Wenbin Ma etal. 2011). El AT-hook es
un péptido corto, repetido 3 vecesen la familia de proteinas HMGA1, este dominio posee
la caracteristica de unirse al surco menor del DNA alterando su arquitectura, por lo que

facilita la unién de otras proteinas en el surco mayor opuesto (Filarsky et al. 2015).

Se ha demostrado la habilidad del dominio AT-hook de la isoforma F1 para unirse a las
regiones ricas en AT en los promotorestanto de CD40 como de CD40 ligando, activando asi
su expresion. Esta esuna de las razones por las que se considera que AKNA tiene un papel
fundamental en la respuesta inmune, ya que los linfocitos B dentro de los centros
germinales estan destinados a morir a menos que sean seleccionados positivamente por
antigenos y sefales iniciadas por las interacciones de las moléculas co-estimuladoras como

CD40/CD40L (Martinez-Nava et al. 2015).



V.IIl. ¢Cémo la oncoproteina E6 afectaa AKNA?

Es bien sabido que E6 tiene una alta capacidad para inducir la degradacion de diversos
blancos celulares. En un estudio realizado por Manzo-Merinoy colaboradores, se identifico
al factor transcripcional AKNA isoforma F1 como un nuevo objetivo de degradacion de la
oncoproteina E6, involucrando el sistema de proteosoma. En el mismo estudio se observé
gue la capacidad de interaccién de E6 con AKNA, es compartida con p53, ya que cuando se
inmunoprecipita p53, AKNA se encuentra como parte del complejo indicando una potencial
accion de este complejo ternario en la regulacidon de genes del sistema inmune (Manzo-

Merino et al. 2018).

V.IV. Polimorfismo de AKNA y su asociacion con cancer

Es bien conocido que los factores genéticos pueden afectar la infeccién por VPH y modular
el proceso de transformacién, es asi que la variabilidad genética tanto de los factores del
virus como del huésped estan involucrados en la susceptibilidad y/o resistencia. El
polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) es el tipo mds comun de variacidn genética. De
acuerdo con el National Cancer Institute, se puede definir como una variacién de la
secuencia de DNA que ocurre cuando un solo nucledtido en la secuencia del genoma se

altera y esta alteracion esta presente en al menosel 1% de la poblacion.

Como se menciond anteriormente, la regidon 9932 es susceptible a adquirir mutaciones que
pueden conllevara desarrollar cancer, dentro de la cual se encuentra akna. Este gen codifica
a un factor transcripcional involucrado en la maduracién de linfocitos y la regulacién de las
sefiales de las moléculas CD40/CD40L. Se han realizado analisis de SNPs para todo el gende
akna, los cuales revelaron que hay 313 SNPs pero sélo 11 de estos son codificantes. Uno de
estos SNPs parece ser relevante para la funcionalidad de la proteina, ya que afecta la
capacidad de unirse al DNA. Aunque aun no es del todo claro, es particularmente
biolégicamente importante debido a que el gen Q1119 (el cual es una importante variante
del genakna) estadlocalizado dentro del locus con mayor susceptibilidad a sufrir mutaciones

y producir cancer cervical (Peraleset al. 2010).



A la fecha, se ha postulado que los niveles de AKNA son importantes en la modulacién de la
respuesta inmune en cancer de cérvix, sin embargo, alin no se ha establecido si existe una
asociacién de los niveles de AKNA en cancer de orofaringe, sobre todo en aquellos casos
positivos al VPH. Por tanto, es de nuestro interés evaluar la asociaciéon entre los niveles de

AKNA, la presencia del VPH y el desenlace clinico en pacientes con cancer de orofaringe.

VI. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Existe una asociacion entre el estatus de expresion de AKNA y la positividad al VPH con el

desenlace clinico de pacientes con cdncer de orofaringe?

VIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La prevalencia del VPH ha aumentado considerablemente en los ultimos afios; asi mismo
los datos epidemioldgicos apuntan a un incremento en los casos de CaOF positivos al VPH
sobre todo en individuos jovenes a pesar de existir una vacuna contra el virus.
Actualmente, los tratamientos contra el cancer requieren de un estudio molecular detallado
para poder predecir la respuesta a tratamiento y estos son escasos en CaOF, por lo que
establecer una relacion directa entre el VPH y la proteina AKNA podria beneficiar a la

poblacién de estudio en términos de pronéstico de la enfermedad.

VIIl.  JUSTIFICACION
Estudios recientes han establecido al VPH como agente causal del cancer de orofaringe y su
presencia afecta el desenlace clinico. Sin embargo, los estudios se han enfocado en el
conjunto de canceres de cabeza y cuello sin considerar que elcancer de orofaringe presenta
una mayor asociacidon con VPH. Por lo que conocer la prevalencia del VPH, la poblacién a la

gue mas afecta, el estatus de expresionde AKNAy su asociaciéon en el desenlace clinico en



CaOF, ayudara a establecer el estatus de expresion de AKNA y positividad al virus como

factor prondstico de la enfermedad en el futuro.

IX.

HIPOTESIS

La expresidn alta de AKNA en casos de cdncer de orofaringe negativos al VPH estd asociada

con unamayor supervivencia global, por lo que podria emplearse como un factor prondstico

en este tipo de cancer.

OBIJETIVOS

X.l General

Evaluar la asociacion entre la presencia de VPH Yy los niveles de expresién de AKNA

con el desenlace clinico de pacientes con CaOF.

X.ll Especificos

1.

Xl.

Generar una base de datos clinico-patoldgicos de pacientes atendidos en el
Instituto Nacional de Cancerologia con diagndstico de CaOF del afio 2005-2015.
Detectar la presencia de secuencias de VPH en muestras de pacientes con CaOF.
Determinar el tipo viral presente enlas muestras de pacientes con CaOF.

Evaluar el grado de expresion AKNA en los casos de CaOF mediante
inmunohistoquimica.

Determinar la relacion entre VPH y AKNA con la supervivencia global.

DISENO DE ESTUDIO

Tipo de estudio: Retrospectivo.

Universo del estudio: Pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia.

Tamaiio de la muestra: 151 pacientes.

Diseio estadistico: Estudio no paramétrico.



Los criterios empleados en la inclusién, exclusién y eliminacion de casos fueron

considerados de acuerdo con lo estipulado en la tabla 4.

Tabla 4. Criterios de seleccion de pacientes.

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Criterios de eliminacion

1. Pacientes con CaOF
diagnosticado
histolégicamente vy
gue al momento de
toma de biopsiasean
virgenes a
tratamiento.

2. Pacientes que
completen un
tratamiento basico.

3. Tratamiento  haya
sido  administrado
confines curativos.

1.Informacion
incompleta de los
pardmetros.

2.Ausencia de bloque
de parafina.

3.Pacientes
terminaron
tratamiento basico.

4.Datos  incompletos
de seguimiento

que no

1.

Muestras con
material o calidad
insuficiente.

Muestras con tejido
necrético.

Muestras con
inmunohistoquimica
inadecuada.

Xll.  DISENO METODOLOGICO

A aprtir del registro electrdnico se seleccionaron los casos para seranalizados mediante IHQ

o bien PCR. Los resultados fueron analizados mediantes el programa estadistico SPSS

utilizando medidas de tendencia central.
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Xill.  MATERIALES Y METODOS

Base de datos

Mediante el uso del sistema de registro electrénico del INCan, se generd una base de datos
con los siguientes parametros: edad, tipo histoldgico, fecha de Dx, Tx, género, antecedentes
de alcoholismo y fumador, tipo de respuesta, fecha de respuesta, fecha de muerte o de

ultimo contacto y presencia de comorbilidades.

Estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica (IHQ)

Se realiz6é la técnica de IHQ utilizando diferentes concentraciones del anticuerpo (Ab)
primario anti-AKNA (1:25, 1:50, 1:100) en tejido linfoide como control de expresion. Se
incluyé un control negativo sin anticuerpo primario y como control positivo se consideré la

tincion de los linfocitos.

Deteccion y grado de expresion de AKNA mediante inmunohistoquimica en casos de CaOF

A partir de las biopsias embebidas en parafina de los casos seleccionados, se realizaron
cortes histoldgicos de 2um de espesor y se colocaron en laminillas electrocargadas. Las
laminillas fueron sometidas a un proceso de desparafinizacion y rehidratadas con xilol y
etanol. Posteriormente se colocaron en a solucién de citratos ImmunoRetriever (Bio SB) por
12 minutos. Asi mismo, se utilizaron soluciones bloqueadoras para sitios inespecificos; la
solucion quenching peroxidase soln se incubd por 40 min y la solucién bloqueadora de BSA
al 10% por 30 min. Posteriormente se realiz6 un lavado con PBS 1X para después anadir el
anticuerpo primario; para el anticuerpo anti-PCNA se dejé incubando toda la noche
mientras que para el anticuerpo anti-AKNA se dejé incubando 2 horas. Luego del tiempo de
incubacién se realizé un lavado con PBS y se agregé el anticuerpo secundario durante 30
min. Posteriormente se repitid el lavado con PBS y se adicioné el DAB (3,3’
diaminobencidina), para anti-PCNA se incubd por 10 minutos mientras que para anti-AKNA
se incubd 5 minutos. Para detenerla reaccidn se colocaron las laminillas en PBS durante 5

min. Posteriormente se realizd una contratincion empleando hematoxilina, para ambos



anticuerpos se dejo por 35 segundos; transcurrido este tiempo se colocaron las laminillas
en agua corriente. Por ultimo, se lavaron con PBS 1X y agua destilada para después realizar

el montaje de las laminillas.

Las laminillas se visualizaron a través del microscopio dptico y la expresion se clasific6 como
nula, baja, media o alta. Como control positivo se realizé la técnica tanto con anti-AKNA,
como con anti-PCNA en cortes de amigdala sana y como control negativo de técnica se

procesaron muestras sin el anticuerpo primario.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa SPSS (ver 24). la
supervivencia se analizé mediante el estimador no paramétrico Kaplan Meyer y se
compararon los grupos mediante la prueba de Log Rank, para evaluar si existia diferencia

entre los grupos.

Extraccion de DNA

Para la extraccién de DNa a apartir de las muestras embebidas en parafina se empled el Kit
DNeassy Blood Extraction DNA kit (Promega) cuyo protocolo se describe a continuacién:
Partiendo de las biopsias seleccionadas, se realizaron cortes histoldgicos de 7um vy se
colocaron enun tubo eppendorfde 2 mL. En este tubo se agregaron 1200 uL de xilenoy se
agitd fuertemente en vértex, después fueron incubadas durante 10 min en un termoblock
a 65°C. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a maxima velocidad por 5 min a T° ambiente
y se elimind el sobrenadante mediante pipeteo (sin desprender sedimento).
Posteriormente se afiadieron 500 uL de etanol puro al sedimento para asi remover el xileno
residual y se agitdé fuertemente con vdortex para después centrifugar por 5 min a maxima
velocidad a T° ambiente, seguidamente se removid el etanol por pipeteo de manera
cuidadosa para no desprender sedimento. Posteriormente, el tubo con el tejido
desparafinado se incub6 con la tapa abierta durante 15 min a 37°C para permitir la

evaporacion del etanol. Pasado este tiempo se resuspendié en 200 pL de bufferATLy a su



vezse agregaron 20uL de proteinasa K, se agitd con vértex e incubé a 55°C en eltermoblock
hasta que tejido quedd completamente lisado (toda la noche). Al dia siguiente se agitaron
las muestras con vértex luego se afiadieron 200 pL de buffer AL, se volvié a agitar con vortex
y se puso a incubar a 70°C durante 10 min. Después de este tiempo se adicionaron 200 plL
de etanoly se agitdé con vortex para después agregar esta mezcla a una columna desilica y
luego centrifugar a 10000 rpm por 3 min. La columna se colocé en un nuevo tubo para
después agregarle 500 uL de buffer AW1 y centrifugar a 10000 rpm durante 3 min. La
columna se transfirié a un tubo nuevoy se adicionaron 500 plL de buffer AW2, se centrifugd
a 13000 rpm por 5 min y se colocd en un tubo eppendorfde 1.5 mL. Se adicionaron 200 L
de buffer AE directamente sobre la membrana de la columna, se incubé a T° ambiente
durante 5 min y despuésde centrifugd por 5 min a 10000 rpm. Por ultimo, se anadieron 200
pL de buffer AE directamente sobre la membrana de la columna, se incubd a T° ambiente

durante 5 min y se centrifugd por 5 min a 10000 rpm obteniendo asi el DNA puro.

La cantidad de DNA obtenida se cuantificd mediante el uso de nanodrop modelo 20000
(ThermofFisher Scientific). Este DNA se empled para la deteccion de VPH mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Deteccion de VPH

La integridad del DNA obtenido se evalué mediante la amplificacién de un fragmento del
gen GAPDH co los primers GAPDHf 5'-GGTGATGCTGGTGCTGAGTA-3' y GAPDHr 5'-
GACCACCTGGTCCTCAGTGT-3'. Las condiciones de amplificacion utilizadas en la PCR se

muestran en la tabla 4.

Tabla 5. Protocolo de amplificacion para GAPDH.

Blanco | Desnaturalizacion | Alineamiento Extension Ciclos

GAPDH 94°C 50 seg 55°C 50 seg | 72 °C 30 seg 45



Tipificacion

Se realizé6 mediante una PCR multiplex, utilizando el kit “MPCR Kit for Human Papilloma
Virus Set 2 of Maxim Biotech, Inc”, el cual esta disefiado para amplificar el gen E6 de los
tipos de VPH 6, 11, 18, 31, 33, 52 y 58. La mezcla de reaccidén de PCR multiplex se realizé de

la acuerdo a lo sefialado en la tabla 5.

Tabla 6. Condiciones de Reaccién para la PCR multiplex.

Buffer Mixture 2x 12.5 ul
Oligonucleotidos 10x 2.5 ul
Taq Polimerasa (5 U/ pl) 0.5 ul
Agua 4.5 ul

DNA 5l

Volumen Final 25 ul

*Losvolumenes de DNA y agua variaron segun la concentracién de DNA de cada muestra analizada.

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se sometid a los ciclos térmicos indicados en la
tabla 6.

Tabla 7. Ciclos térmicos utilizados en la PCR multiplex.

Grados °C Tiempo (min) Ciclos
96 °C 1 2
68 °C 4 2
94 °C 1 35
68 °C 2 35
70 °C 10 1

*Termociclador- Applied Biosystem.

Electroforesis y visualizacidn de productos

Los productos de la PCR multiplex, fueron sometidos a electroforesis en un gel de

poliacrilamida (acrilamida-bisacrilamida 29:1) al 12% en un sistema de electroforesis

vertical a 80 Volts, durante 90 min con buffer de corrida TBE (Tris-HCI 88mL, acido bdrico
~ 35 ~



mM, EDTA 2mM) 1x. Para la visualizacién de los geles se utilizé la tincion con bromuro de
etidio (10mg/mL-Biorad), los geles se visualizaron en el transiluminador con luz UV con una

longitud de onda de 254 nm y las imagenes fueron captadas por un fotodocumentador.

XIV. RESULTADOS
XIIl. I. Poblacion de estudio
Se analizaron un total de 151 expedientes de pacientes diagnosticados con Cancer de
orofaringe tratados en el INCan en el periodo de 1995 al 2015, para los cuales se realizd una
revisién minuciosa con el fin de verificar si cumplian los parametros de inclusién. De estos,
20 fueron excluidos por no tener datos completos, 57 por falta de bloque de parafina; 7
pacientes fueron eliminados ya que la muestra que se proceso no contenia tejido tumoral,
8 por diagnéstico diferente a CaOF, 1 caso por tejido insuficiente para realizar el andlisis, 10
pacientes (muestras) no tuvieron una inmunohistoquimica adecuada y en 5 muestras no
hubo suficiente material para realizar extraccién de DNA. Por tanto, en el estudio se

incluyeron 43 pacientes.

XlIl.1.1. Caracteristicas de la poblacion incluida en el estudio
De acuerdo con el historial clinico de los 43 pacientes, la mediana de edad de la poblacién
fue de 61 anos, el 87 % de la poblacion de estudio pertenece al género masculino indicando
la alta prevalencia de este tipo de cancer en varones. Al analizar el nivel de estudios de la
cohorte se detectd que el 45% de ellos solo tuvieron acceso a educacidn basica, incluso
dentro de los cuales se reportd que no sabian leer o escribir o con primaria trunca. Un 29%
de los pacientes afirmaron tener comorbilidades tales como sobrepeso, obesidad, DM vy
DM+HTA. Respecto al consumo de alcohol y tabaco, se encontré que el 77% afirmaron
habertenido contacto con ambos agentes. En cuanto al estadio clinico en su mayoria fueron
diagnosticados en estadio avanzado y respecto al tratamiento primario que recibieron, el

52% de la poblacidn recibié QT+RT (Tabla 7).



Tabla 8. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Género
Femenino 4 9.3
Masculino 39 90.7
Escolaridad
Basica 21 48.9
Superior 17 39.5
Sin dato 5 11.6
Cormobilidad
Si 14 32.6
No 29 67.4
Antecedentes tabaco
Si 35 81.4
No 8 18.6
Antecedentes alcohol
Si 34 79.1
No 9 20.93
Tratamiento primario
Cirugia 4 9.3
QT 8 18.6
RT 9 20.93
QT + RT 22 51.17
Estadio clinico
Il 6 13.9
Iva 14 32.6
IVb 15 34.9
IVc 3 6.8
No estadificable 5 11.8

Xll.ll. Estandarizacion de la técnica de Inmunohistoquimica en tejido sano de
amigdala y bazo como control del anticuerpo

Con el fin de evaluar el grado de expresionde la proteina AKNA en pacientes con CaOF, se

realizaron ensayos de inmunohistoquimica (IHQ) utilizando un anticuerpo anti-AKNA, el

cual esunanti-suero generado porla inoculacién intramuscular de un plasmido que expresa

la isoforma F1 de AKNA en ratones (Donado por el Dr. Vicente Madrid Marina, Instituto

Nacional de Salud Publica). Como control negativo de la técnica, en cada corrida se incluyd



una laminilla con tejido sano de amigdala, en el cual no se agregd el anticuerpo primario,

por lo que no se observé ninguna reaccién.

Para la estandarizacion de la IHQ se utilizo tejido sano de amigdala y bazo ya que son tejidos
reportados con alta expresionde la proteina AKNA (Siddiga et al. 2001). Primero se realizd
la IHQ con dilusién de ab 1:50 y 1:100 con incubacién durante toda la noche, sin embargo,
el patdlogo sugirio disminuir eltiempo de incubacidn debido a la alta reactividad observada,
por lo que se redujo el tiempo de incubacién del ab primario a 2 horas. El patdlogo aprobé
las condiciones de dilucion 1:100, con tiempo de incubacion de ab primario a 2 horas. La
figura 9 muestra que en efecto AKNA es abundante en esos tejidos, mismos que contienen

abundantes linfocitos. La expresién de AKNA en tejido linfoide de amigdala (Figura 9A,B) y

en bazo (Figura 9C,D) fueron empleados como control positivo de la técnica.

Figura 9. Expresion de AKNA en tejido linfoide de amigdalay bazo sano. a) Tejido de amigdala:
control negativo de técnica. b) Tejido de amigdala: los linfocitos (tejido linfoide) muestran una
expresion intensa de AKNA, mostrandose en un color café muy intenso. c) Tejido de bazo: Control
negativo de técnica. d) Tejido de bazo: Hay una positividad moderada a AKNA. Aumento 40x.



Aunado a esto, se evalué la expresidon de AKNA en epitelio plano estratificado de tejido de
amigdala sana (Figura 10), lo cual sirvi6 como control de expresion ya que la amigdala es
una estructura dentro de la orofaringe, ademas de que es uno de los sitios que mas
desarrollan el proceso neoplasico. La expresion de AKNA se encontrd en el nucleo de las

células del epitelio, hallazgo que essimilar al reportado en epitelio cervical (Manzo-Merino

2018).

Figura 10. Expresion de AKNA en epitelio plano
estratificado de amigdala. a) Dilucién 1:50. b)
Diluciéon 1:100. En ambas figuras se muestra
que en las células de la capa basalla expresién
en nlcleo es muy intensa y conforme se
diferencian los queratinocitos se observa una
disminucién en la intensidad de expresion. Los
linfocitos, que fungieron como control positivo
de técnica, se aprecian reactivos a AKNA debajo
de la membrana basal. Bajola membrana basal
se observa el tejido conjuntivo en color
morado. Aumento 40x.

XII.11.11. Expresion de AKNA en casos de pacientes con CaOF
Posterior a la estandarizacion de las condiciones, se procedid a determinar los niveles de
expresiéon de AKNA en los casos de CaOF que cumplieron con los criterios de inclusién, los

cuales fueron evaluados por el patélogo.

Interesantemente, en los casos analizados se observo que el patron de expresion de AKNA
cambia de acuerdo con el grado de diferenciacién deltumor. Al serun factor transcripcional,
AKNA debe encontrarse en el nucleo; sin embargo, la expresién de AKNA pasaba a ser

citoplasmatica conforme se diferenciaba el tumor.



El grado de expresidn se clasificé en negativo, débil, moderado o intenso, asi como con
diferentes extensiones: focal (1 al 32% del area), parcial (33 al 66% del area) o difusa (66 al
100% del drea). Dado que AKNA es una proteina nuclear, la pérdida de la localizacién se
considerd como expresion negativa (figura 11). Asi mismo se considerd como una tincion

positiva cuando AKNA se localizd en nucleo o bien nucleo-citoplasma.

Figura 11. Casos con expresidon negativa a
AKNA. Imagenes representativas de la
tincion negativa de AKNA mediante
inmunohistoquimica. a) Las células tumorales
se aprecian de un color morado (flechas
rojas). En nucleo el color morado es mas
intenso; sin embargo, no hay coloracién café
lo que indica que es negativo a la proteina
AKNA. En los recuadros amarillos se aprecia
infiltrado  linfoide, positivo a  AKNA
(coloraciéon café). b) Linfocitos (flechas
amarillas), se aprecian de una coloracién
café, debido a la positividad a AKNA. Las
flechas rojas sefialan células tumorales que
presentan ausencia de tincién para AKNA.
Aumento 40x.

Casi la mitad de la poblacién presentd negatividad a la expresiéon de AKNA (53.5 %), en
cuanto a los casos positivos, 6 casos (13.9%) exhibieron una expresién baja, 6 casos (13.9%)
una expresién moderaday 8 casos (18.7%) unaexpresién intensa. Respecto a la localizacién
celular, 2 casos (4.7%) presentaron positividad exclusiva en nucleo, 18 casos (41.9%)
presentaron positividad en nucleo y citoplasma, mientras que en 20 casos (46.5%) la
localizacion fue citoplasmatica y negativa (sin alguna coloracién en las células cancerosas)
fueronsolo 3 casos (6.9%) (tabla 8).

La figura 12 ejemplifica los diferentes grados de expresion de AKNA, tanto en nucleo como

en citoplasma.
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Figura 12. Expresion de AKNA en casos de CaOF. Imagenes representativas de la tincién de AKNA
mediante inmunohistoquimica. a) Caso con expresion baja difusa en citoplasma; en morado se muestra
el estroma. b) Amplificacion de imagen en “a”: En color morado resalta el nicleo de las células, mientras
que el citoplasma se muestra en un color café débil. c) Caso con expresidén intermedia difusa en
citoplasma. d) Amplificacion de imagen en “c”: Las células tumorales se encuentran por debajo de la
membrana basal, es decir, junto al epitelio normal; en esta imagen podemos apreciar que la expresion
de AKNA es alta en el epitelio normal, mientras que en las células tumorales es intermedio. e) Caso con
expresion intermedio difuso en citoplasma y nucleo. En color morado se muestra el estroma, el cual
contiene abundante infiltrado linfoide, positivo a AKNA (coloracién café). f) Amplificaciéon de imagen en
“e”: En los rectangulos amarillos se pueden apreciar células en proceso de divisién. g) Caso
representativo con expresion alta en nlcleo y mayormente en citoplasma. En color morado se muestra
el estroma, el cual contiene abundante infiltrado inflamatorio, por tanto, los puntos cafés que se
observan son linfocitos positivos a AKNA. h) Amplificacién de imagen en “g”: En color morado se pueden
apreciar algunos nucleos que son negativos a AKNA; en el rectangulo se muestra una célula en posible
anafase. Dellado izquierdo aumento 20x, dellado derecho aumento 100x.



En la tabla 8 se resumen los resultados del analisis histopatoldgico de los casos de CaOF
respecto al grado de expresién, asi como su extensién. Adicionalmente se tomd en cuenta
la presenciade infiltrado linfoide, diferenciacidon del tumory la presencia de coilocitos, esto
ultimo es una caracteristica histoldgica clasica que indica la presencia de una infeccién por

VPH.

Tabla 9. Resultados del analisis de expresion de AKNA.
| Caracteristica N=43 (%) |

AKNA tincion

Positivo 20 46.5
Negativo 23 53.5
Localizacion
Nucleo 2 4.7
Citoplasma 20 46.5
Citoplasma y nucleo 18 41.9
Negativo 3 6.9
Grado de expresion en nucleo
Bajo 6 13.9
Moderado 6 13.9
Intenso 8 18.7
Negativo 23 53.5
Forma de expresion en nucleo
Focal 8 18.6
Parcial 7 16.3
Difusa 5 11.6
Negativo 23 53.5
Coilocitos
Si 6 13.9
No 37 86.1
Infiltrado linfoide
Escaso 31 72.1
Leve 5 11.6
Moderado 7 16.3
Grado de diferenciacion del tumor
Bajo 22 51.2
Moderado 18 41.9
Bien diferenciado 3 6.9



XII.11l. Deteccion vy tipificacion de VPH
De los 43 pacientes incluidos, el 30 % fueron positivos a la presencia de VPH y dentro de
estos pacientes se obtuvieron subgrupos en los cuales se observé que 5 pacientes son
positivos a VPH por confirmacién histoldgica (presentan coilocitos) pero no se detectéen la
PCR multiplex, 7 pacientes fueron positivos a través de la PCR multiplex y 1 paciente fue

positivo tanto en la PCR multiplex como con confirmacién histoldgica.

En cuanto a la distribucidon de los genotipos virales (Tabla 9), 7 pacientes presentaron VPH

de bajo riesgoy 1 presentd tanto VPH de alto riesgo como de bajo.

Tabla 10. Resultados de la deteccidn y tipificacion de VPH.

Caracteristica N=43 (%)
Presencia VPH
Positivo 13 30.23
Negativo 30 69.77
Tipos
16,18,31,11 1 2.3
11 5 11.6
11,6 1 2.3
6 1 2.3
Sin tipificar 5 11.6
Negativo 30 69.9

XI1.V. Asociacion de la presencia del VPH y los niveles de expresion de AKNA con
respecto a la respuesta al tratamiento.

Se realizaron estimaciones de Supervivencia Global (SG) por el método Kaplan-Meier en el

programa SPSS (ver. 24). Primeramente, se estimé el tiempo de supervivencia global de la

poblacion de estudio, encontrando una mediana de 11.49 meses (figura 13).
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Figura 13. Estimacion por el método Kaplan-Meier para supervivencia global en la poblacién de
estudio.

Posteriormente, se realizé la estimacidon de supervivencia global considerando los niveles
de AKNA para determinar si la positividad a esta proteina tiene alguna relaciéon con la SG,
mostrando una supervivencia global de 6.70 meses en los casos positivos en comparacion
con los casos negativos a la proteina en donde la supervivencia global fue de 23.12 meses
(figura 14), hecho que hace suponer que si existe una relacién entre la expresién de AKNA
yla SG, ademas de que esta estimacién es estadisticamente significativa, siendo que cuando

los pacientes son negativos a AKNA, estos exhiben una mayor SG.
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Figura 14. Estimacion por el método Kaplan-Meier para supervivencia global en la poblacién de
estudio de acuerdo con los niveles de AKNA.

Adicionalmente, se realizd una tercera estimacion de SG para determinar si la positividad al
VPH tiene alguna relacién con el tiempo de supervivencia en estos pacientes. Se observé
qgue cuando los pacientes eran positivos a VPH tuvieron una supervivencia global de 16.36
meses, comparados con aquellos que son negativos al virus en los que la supervivencia
global fue de 6.472 meses (figura 15); lo cual nos indica que si hay una relacién, pero el

estadistico obtenido indicé que no essignificativa.
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Figura 15. Estimacion por el método Kaplan-Meier para supervivencia globalen la poblacién de
estudio de acuerdo con la positividad al VPH.

XV.  DISCUSION

En la actualidad se sabe que el 30% de los casos de cancer de orofaringe son atribuibles a la
presencia del VPH, atribuible principalmente al tipo viral 16, seguido de los tipos 6, 11, 18,
31, 33, 45, 52 y 58 (de Martel et al. 2017). Por otro lado, se ha visto que en los pacientes
negativos al VPH las lesiones son mas grandes y la supervivencia global es menor en

comparacion con los positivos (Gunduz et al. 2020).

Este estudio se enfocd en determinar si existe una asociacién entre la presencia del VPH y
la positividad al factor transcripcional AKNA con el desenlace clinico de los pacientes con
CaOF con el fin de determinar si hay una relacidn con la supervivencia global y por tanto,

para determinar si AKNA podria funcionar como factor prondstico.

A través de este estudio pudimos determinar que la mayoria de la poblacién tuvo contacto

con tabaco (81.4%) y con alcohol (79.1%), lo cual también es reportado como un factor de



riesgo para desarrollar CaOF. Por otro lado, se observé que el estadio clinico enel que llegan
los pacientes, en su mayoria es avanzado, habiendo mayor predominancia en los estadios
IVa (32.6%) y IVb (34.9%), lo cual nos indica que los pacientes acuden ya cuando el cancer

esta muy avanzado y por tanto serd mas dificil que se logre una recuperacién completa.

Respecto al andlisis de genotipificacién viral a través de la PCR multiplex, arrojé que un 30%
de los pacientes fueron positivos al VPH, lo cual es similar a lo reportado a nivel mundial (de
Martel et al. 2017), en donde los tipos mas prevalentes fueron los tipos 11 y 6,
perteneciendoambos al grupo de bajo riesgo del VPH. Es importante mencionar que hubo
un caso en especifico de co-infeccién (4.6%), es decir, este paciente presentd genotipos
virales tanto de bajo como de alto riesgo. Esto se puede saberdebido a que la PCR multiplex
nos permite tener mas de un amplificado en la misma muestra al mismo tiempo, abarcando
los grupos de bajo y alto riesgo del VPH. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad
de que existan casos con VPH que nuestra técnica no pudo detectar, por ejemplo, aquellos
casos con coilocitos pero negativos a PCR. Esto deja de manifiesto la necesidad de ahondar

en las técnicas de deteccion del VPH.

Estudios recientes muestran que la prevalencia del VPH va en aumento en la poblacién
joven debido al uso creciente de practicas de sexo oral (Castellsgué, 2016), sin embargo, en
nuestro estudio, la mediana de edad fue de 46 anos, de modo que no coincide con lo
reportado en el estudio, de tal formaque se puede deber al periodo de tiempo que se tomod
en cuenta para este estudio (1995-2015), siendo en su mayoria personas no jévenes,

posiblemente con otras ideologias que no ponian en practica el sexo oral.

En un estudio realizado por Guoy colaboradores en 2016, se determind que el VPH tipo 16
es el mas asociado con el desarrollo de CaOF a nivel global(Guo, Eisele, and Fakhry 2016).
Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que los tipos virales mas prevalentes para la

poblacién atendida en el Instituto Nacional de Cancerologia fueron los tipos 11 y 6.



Respecto a la elevada taza de poblacién masculina que tuvimos en nuestro estudio, es
posible que sea debido a que reportaron un mayor consumo de alcohol y tabaco, factores
que favorecen el desarrollar cancer de orofaringe. Esto, aunado a que son la poblacién que
no tiene conocimiento de que al igual que las mujeres, deben vacunarse para evitar una

infeccién por VPH.

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la expresidn del factor de transcripcion
AKNA, el cual estd involucrado en los procesos de la respuesta inmune como lo es la
inflamacién cuya alteracidon ha sido descrita por el VPH y sus bajos niveles se asocian con

un mayor riesgo de desarrollar cancer cervicouterino (Martinez-Navaet al. 2015).

La isoforma F1 de la proteina AKNA tiene un dominio N-terminal de tipo AT-hook, el cual
tiene la capacidad de unirse a regiones promotoras ricas en AT de las moléculas
coestimuladoras CD40 y CD40L, activando asi, su expresidon para lograr una eficiente
respuesta inmune tanto celular como humoral(Sims-Mourtada et al. 2005). Como se
menciond anteriormente, al haber una infeccion por el VPH la respuesta inmune se
desregulay por tanto, se produce un estado antiinflamatorio(Moliterno and Resar 2011), lo
qgue nos puede llevar a pensar que el VPH puede estar desregulando de alguna manera a

AKNA durante la infeccidn o bien a lo largo del proceso carcinogénico.

En un estudio reciente, se hicieron diversos experimentos paracomprobar lo anteriormente
dicho y en efecto, los resultados apuntan a que AKNA es un blanco de degradacién de la
oncoproteina E6 del VPH que a su vez involucra el proteosoma; asi mismo este estudio
reveld que E6 y p53 interactuan con AKNA, formando asi un trimero. Sin embargo, no se
determinaron los efectos reguladores de este complejo (Manzo-Merino et al. 2018). Asi
mismo, se discute que la degradacion de AKNA se puede debera un efecto secundario por

parte de la degradacién de p53 por E6.

En este estudio no se pudo determinar si los niveles de la proteina AKNA son dependientes

de la presencia de VPH, debido a que no se contd con una poblacién mayor, por lo que no



se pudo realizar una curva de supervivencia global de estos dos factores. Es por esto que se
tuvo que realizar la estimacidn por separado, en donde encontramos que si hay una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.05) en la supervivenciaglobal de los pacientes
de acuerdo con la positividad a AKNA (es decir, cuando AKNA esta ausente, los pacientes
exhiben un mayor tiempo de supervivencia). Contrariamente, no se encontrd diferencia
significativa cuando se trata de la positividad al VPH (p=0.202), lo cual no coincide con los
reportado en la literatura, pero se puede deber a que el tamafo de nuestra poblacion de
estudio (n) incluida no fue muy grande, por tanto, se perdié fuerza estadistica. Con estos

resultados, aln no se podria proponer a AKNA como factor prondstico.

En cdncer de cérvix, en el cual se ha evaluado la expresién de AKNA por IHQ, se ha
observado que en el tejido epitelial normal hay una fuerte inmunotincidon en contraste con
las areas del tumor, ademas se observé que en los coilocitos la tincion fue completamente
negativa (Manzo-Merino etal. 2018). En el caso de este estudio, las muestras analizadas no
nos brindaban area de tumor en contraste con epitelio normal, por lo que fue dificil hacer
una comparacion entre tejido sano y tumoral para cada paciente. El tejido tumoral tuvo
diferentes grados de inmunotincidon y se observé una tendencia respecto al grado de
diferenciacion del tumor, es decir, entre mayor diferenciacion, AKNA se localizaba en el
citoplasma, hecho que podria indicar su inactividad y por ende una pérdida en el
reconocimiento deltumor por parte del sistema inmune. También, este hecho sugiere que
alguna proteina celular podria estar translocando a AKNA fuera del nucleo para evitar una

respuestainmune en contra del tumor.

De manera interesante, los pacientes que fueron positivos a AKNA en nucleo, tuvieron una
menor SG, lo cual resulta confuso, ya que se ha reportado en la literatura que los pacientes
positivos a la proteina AKNA tienen una mayor supervivencia global, lo cual eslégico ya que
al estar funcionando correctamente el factor de transcripcion AKNA, hay una correcta
respuestainmunolégica sin embargo, curiosamente en este estudio fue lo contrario, ya que

la presencia de AKNA se asocié a una menor supervivencia global, pero esto se puede



asociar a diversos factores como por ejemplo que el nimero de casos de nuestro estudio
no fue igual para aquellos negativos y positivos, otro ejemplo de algo que pudo influenciar
en esto es que AKNA se presentd en una localizacidn tanto nuclear como citoplasmatica
(caso que fue tomado como negativo a AKNA ya que sélo debe ser una proteina con
localizacién nuclear). Por otra parte, AKNA ha sido postulado como un supresortumoral en
cancer gastrico, sin embargo pueden existir diferencias sustanciales en cuanto a la funcién
de esta proteina de acuerdo con el origen celular del tumor, hecho que amerita mayores

estudios (Wang et al. 2020).

Para tener un enfoque mucho mds completo, se podrian hacer otros ensayos para
complementar la informacion obtenida en este estudio, por ejemplo, evaluar la expresién
de p53 y CD40 en estos mismos casos para asociar los niveles de AKNA con la presencia de
otras proteinas blanco del VPH. De igual manera, se podria realizar una
inmunoinfluorescencia, la cual permitiria evaluar al mismo tiempo la expresién de diversas
proteinas como AKNA, CD40, p53 y adicionalmente una proteina que fuera otro control de
inflamacién; todo esto en las muestras de pacientes de CaOF. Adicionalmente, en un
modelo celular se podria silenciar a p53 y determinar como se expresa AKNA y por tanto

CD40, lo cual se podria hacer mediante el uso de siRNAs y posteriormente Western Blot.

XVI. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de VPH en cancer de orofaringe fue del 30.23%, donde la mayoria de
estos casos (16.2%) fueron positivos a VPH de bajo riesgo (tipos 11 y 6) y un caso
(2.3%) fue positivo tanto para VPH de alto y bajo riesgo.

2. AKNA presenta una localizacién mayoritariamente en citoplasma en casos de CaOF.

3. El VPH no estd asociado con los niveles de expresion de AKNA en tejidos derivados
de CaOF.

4. No hayuna asociacién estadisticamente significativa entre los nivelesde VPHyla SG

en CaOF.



5. Hay una tendencia estadisticamente significativa en cuanto a la presencia de AKNA
yla SG, yaque los pacientes que presentaban AKNA, tuvieron unaSG de 23.12 meses

en cambio los negativos vivieron 6.70 meses.

XVII. PERSPECTIVAS

1. Aumentar el tamafio de la poblacién incluida en el estudio.

2. Realizar la secuenciacion de las muestras para permitir una mejor identificaciéon de
los casos positivos a VPH.

3. Evaluar la expresidn de AKNA através de IHQ en casos de CaOF en diferentes grados
de diferenciacion del tumor para determinarsi hay una asociacién entre el grado de
diferenciacion y la localizaciéon de la proteina.

4. Evaluar a través de IHQ la expresidnde p53 en los mismos casos para determinar si

p53 esta influyendo en la expresion de AKNA en presencia de la infeccién por VPH.
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XIX. Anexos

Anexo 1.

Soluciones

1.1 Solucién de recuperacion de citratos
2mL de citrato

30mL H20 miliquo

1.2 Dilucion de anticuerpo 1° para IHQ (Dilucién 1:100)
170.6 pL de Agua de ampolleta
20 pL Tris IM Ph 7.4
7.4 uL NacCl
2 pL Ab primario



Anexo 2. Constancias que acreditan participacion en congresos nacionales

2.1. Constancia de presentaciéon del trabajo en la 52 reunién anual del Colegio Mexicano
para la Investigacién del Cancer (C-MIC) realizada en la ciudad de Puebla en septiembre de

2018.
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2.2. Constancia de presentacion del trabajo en el 42 Congreso de la AMIINSHAE realizado

en la Ciudad de México en noviembre de 2018.
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2.3. Constancia de presentacion del trabajo en el XI Congreso Nacional de la Virologia

realizado en en la Ciudad de Guanajuato, México el 7 de septiembre de 2019.
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