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CASO CLINICO

Carcinoma epidermoide orofaringeo metastasico

en ganglios linfaticos cervicales asociado a los subtipos
16 y 45 del virus del papiloma humano (VPH).

Estudio clinico, morfolégico y molecular de dos casos
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Resumen

El carcinoma epidermoide orofaringeo asociado al VPH ha sido identificado como una entidad diferente dentro de los
carcinomas de cabeza y cuello. A diferencia de los carcinomas asociados con alcohol ylo tabaco, este subtipo se
presenta a menor edad, en ausencia de factores de riesgo, se relaciona con habitos sexuales orales, tiene predileccion
por las amigdalas palatinas y la base de la lengua (amigdalas linguales), tiene diferenciacion basaloide y linfoepitelial,
y exhibe mayor grado de radiosensibilidad y mejor sobrevida. Se informan dos casos de carcinoma epidermoide poco
diferenciado metastdsico en ganglios linfdticos que fueron positivos mediante inmunohistoquimica a p16, con identificacion
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del VPH-16 y 45.
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Abstract

Human papillomavirus (HPV)-associated oropharyngeal squamous cell carcinoma has been identified as a distinct
entity within squamous cell carcinoma of the head and neck. In contrast to carcinomas associated with alcohol and/or
tobacco, this subtype occurs at younger age, with frequent absence of classic risk factors, correlation with oral sexual
habits, strong predilection for the palatial tonsils and the base of the tongue (lingual tonsils), basaloid or lymphoepithelial
differentiation, higher degree of radiosensitivity, and overall better survival. We report two cases of lymph node, metastatic,
poorly differentiated squamous cell carcinoma that were positive by immunohistochemistry for p16 with detection of
HPV-16 and HPV-45 by PCR. (Gac Med Mex. 2013;149:673-9)
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mayor parte son atribuidos al abuso de alcohol y/o taba-

co; sin embargo, en los Ultimos afos se ha reconocido
la relacion entre la infeccion por VPH de alto riesgo y el

|ntroducci6n

El carcinoma epidermoide de cabezay cuello repre-
senta, a nivel mundial, la sexta causa mas comun de
cancer, con una incidencia anual de 400,000 casos'. En
México constituye el 5% de todas las neoplasias*®. La
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carcinoma orofaringeo, considerando este grupo de tu-
mores como un subtipo diferente con caracteristicas cli-
nicas, morfoldgicas, moleculares y terapéuticas propias®®.

Los carcinomas orofaringeos VPH positivos, a dife-
rencia de los carcinomas orofaringeos VPH negativos,
se manifiestan a menor edad, no presentan asociacion
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Figura 1. Paciente 1. A: tomografia axial computarizada que muestra una lesion cervical izquierda hipodensa y con pared adelgazada.
Paciente 2. B: PET-CT con imagen de fusion con una lesion en la orofaringe que se extiende desde el borde posterior de la base de la
lengua hacia el piso de la boca. C: adenopatias cervicales bilaterales con zonas hipodensas sugerentes de necrosis.

con alcohol y tabaco, se relacionan con hébitos sexuales
orales, tienen predileccion por las amigdalas palatinas
y la base de la lengua (amigdalas linguales), morfolé-
gicamente son poco diferenciados con patron basaloi-
de o de tipo linfoepitelial, son mas radiosensibles y
tienen una mejor sobrevida global'-3,

El subtipo de VPH mas frecuente en este grupo de
carcinomas es el 16, que representa el 84-90% de
todos los casos y actla a través de las oncoproteinas
E6 y E7'3210 La oncoproteina E6 acelera la degrada-
cion de la p53, con la subsecuente inestabilidad ge-
noémica. La oncoproteina E7 se une a la proteina del gen
de retinoblastoma, lo que permite la liberacion del fac-
tor de transcripcion E2F, que induce sobreexpresion
de p16 en las células epiteliales infectadas. Debido a
este mecanismo la expresion inmunohistoquimica de
la p16 es de utilidad para el diagnostico de este sub-
tipo de carcinomas™ ",

En este estudio presentamos dos casos de carcino-
ma orofaringeo con metastasis ganglionar; uno de ellos
se manifestd como metastasis quistica y posteriormen-
te se identificd como carcinoma epidermoide en la amig-
dala izquierda. Ambos casos fueron positivos mediante
inmunohistoquimica a p16, y a través de la PCR se de-
tecto infeccion por VPH de alto riesgo, subtipos 16y 45.

Descripcion de los casos
Caso 1
Mujer de 61 afos sin antecedentes de importancia,

cuyo padecimiento actual se inicid dos meses antes
del diagnéstico con faringoamigdalitis y odinofagia,

que fue tratada con antibiéticos y antiinflamatorios sin
respuesta favorable. Posteriormente presentd aumento
de volumen de la region inframandibular izquierda,
motivo por el cual se realizd una tomografia axial com-
putarizada, en la que se encontré6 un aumento del
volumen del hemicuello izquierdo secundario a lesion
ovoide, hipodensa, sin reforzamiento ante la adminis-
tracion de material de contraste y con pared adelga-
zada, con posibilidades diagnosticas de adenopatia
con componente necrético versus quiste de segunda
hendidura branquial (Fig. 1). Se realizd una reseccion
de la lesion quistica que fue enviada a estudio transo-
peratorio; media 4.6 x 3.5 x 1 cm, presentaba una
superficie externa lisa y una superficie interna granular
e irregular de color café-rosa. El diagndstico transope-
ratorio fue de carcinoma poco diferenciado quistico
metastasico. Debido al diagndstico emitido se explo-
raron de manera intencionada las amigdalas palatinas:
la izquierda presentd irregularidad y mayor consisten-
cia que la derecha, por lo que se realizd una amigda-
lectomia izquierda, que fue enviada a estudio transo-
peratorio. La pieza quirdrgica media 3.4 x 2.5 x 1.5
cm, pesaba 5.9 g, tenfa una superficie externa irregu-
lar y de color café-amarillo. La superficie de corte fue
granular, con un area soélida que afectaba una zona
de 1.6 cm. El diagndstico transoperatorio fue de car-
cinoma epidermoide poco diferenciado de amigdala
izquierda. En el estudio microscopico de los cortes
definitivos se identificé un carcinoma epidermoide
poco diferenciado, de aspecto basaloide, con células
de citoplasma eosindfilo, de nucleos irregulares, pleo-
morficos, hipercromaticos, con nucléolos ocasionales,
mitosis atipicas dispersas y zonas de necrosis (Fig. 2).
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Figura 2. Paciente 1. A: fotomicrografia del ganglio linfatico con metds-
tasis quistica de carcinoma epidermoide poco diferenciado (H y E, 10x).
B: fotomicrografia de la amigdala palatina que presenta, hacia el lado
izquierdo, carcinoma epidermoide poco diferenciado y tejido amig-
dalino residual a la derecha (H y E, 10x). C y D: carcinoma epider-
moide poco diferenciado con caracteristicas basaloides con mitosis
atipicas y zonas de necrosis (H y E, 100x y 400x). Paciente 2. E-F:
ganglio linfdtico con carcinoma epidermoide poco diferenciado me-
tastdsico, con extensas zonas de necrosis (H y E, 10x y 400x).

Mediante inmunohistogquimica las células neoplésicas
resultaron positivas de manera intensa y difusa a la
queratina AE1-3, a bcl-2, a p16 y a p63 (Fig. 3). Debi-
do a la positividad especialmente de la p16, se realizd
PCR para deteccion vy tipificacion de VPH, que resultd
positiva 4+ (infeccion grave) por virus de alto riesgo
16 (Fig. 4). La paciente recibi¢ tratamiento basado en
quimioterapia (cisplatino 80 mg/m?) y radioterapia, y a
los cuatro meses no se detectd recurrencia.

Caso 2

Hombre de 73 afos con antecedente de tabaquismo
de 50 afios de evolucion, cuyo padecimiento actual se
inicio varios meses antes con disfagia, disfonia y disnea,
con presencia de lesion neoplasica en la orofaringe. Se
realiz6 una tomografia por emisiéon de positrones con

Figura 3. Inmunohistoquimica de ambos casos; las células son
positivas a queratina AE1-3 (A), p16 (B), p63 (C) y bcl-2 (D).

tomografia computarizada (PET-CT) en la cual se ob-
servd una lesion en la orofaringe que se extendia del
borde posterior de la base de la lengua hacia el piso
de la boca, de bordes irregulares, sin disminucion de
la via aérea, con standardized uptake values (SUV)
méaximo de 16.3. Ademas, se detectaron multiples ade-
nopatias cervicales bilaterales en los niveles I, Il, Il y IV,
con zonas hipodensas sugerentes de necrosis (Fig. 1).
Se realizé una biopsia de uno de los ganglios cervica-
les de mayor tamafio, que fue enviada a estudio tran-
soperatorio, donde se diagnostic6 como carcinoma
poco diferenciado con extensas zonas de necrosis. En
los cortes definitivos se identificé un carcinoma poco
diferenciado, con patron soélido, con células de cito-
plasma escaso y eosindfilo, de nlcleos pleomorficos,
hipercromaticos, con nucléolos ocasionales, mitosis ati-
picas dispersas y extensas zonas de necrosis (Fig. 2).
Las células neoplasicas fueron positivas, mediante
inmunohistoquimica, a la queratina AE1-3, bcl-2, p16
y p63 (Fig. 3). Debido a las caracteristicas morfolégicas
y de inmunohistoquimica, se realizé una PCR para de-
teccion vy tipificacion de VPH, que resulté positiva 3+
(infeccion moderada) por virus de alto riesgo 45 (Fig. 4).
El paciente fue tratado con traqueostomia y gastrosto-
mia; posteriormente se perdi6é para el seguimiento.
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4. Muestra explorada para f3-globina
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6. Muestra explorada para GP

7. Muestra explorada para L1C1

Figura 4. PCR con tres juegos de oligos universales con método de tipificacion por secuenciacion con resultado positivo para VPH 16

(paciente 1 [A]) y 45 (paciente 2 [B]).

Discusion

Méas del 5% de los carcinomas escamosos/epider-
moides son producidos por una infeccion del VPH;
entre ellos se encuentran el carcinoma cervicouterino,
los carcinomas anogenitales (vagina, vulva, pene y ano)
y un grupo de neoplasias de cabeza y cuello que
corresponden a los carcinomas orofaringeos, que afec-
tan casi exclusivamente a las amigdalas palatinas y la
base de la lengua (amigdalas linguales)''. Este grupo
de tumores representa un subtipo diferente a los car-
cinomas de la cavidad oral VPH negativos, asociados
a tabaquismo y alcoholismo, ya que tienen caracteris-
ticas clinicas, morfolégicas, moleculares, pronosticas
y terapéuticas propias (Tabla 1)!67.1213,

Los primeros investigadores que detectaron la presen-
cia del VPH en carcinomas de la cavidad oral a través
de hibridacién con Southern blot fueron Loning, et al., en
1985, seguidos de Brandsma y Abramson'#'>. Estos
tipos de carcinomas inicialmente son pequefios; sin em-
bargo, se asocian con un alto indice de metastasis gan-
glionar cervical en el momento del diagnostico (65-
93%), que en la mayor parte de los casos corresponden
a ganglios de gran tamafio con cambios quisticos, que
si estan compuestos por carcinoma bien diferenciado,
pueden confundirse con quistes branquiales'38. Cuando
el carcinoma aparece primero como metastasis ganglio-
nar cervical, el tumor primario generalmente se encuen-
tra localizado en la amigdala lingual o palatina, como

describieron originalmente Micheau, et al., del Instituto
Gustave Roussy de Francia'®. En un estudio realizado en
el afio 2008 por Goldenberg, et al. se observd que en el
85% de las metéastasis quisticas en ganglios linfaticos
de cabeza y cuello el tumor primario estaba localizado
en las amigdalas palatinas o linguales, y el 84% de estos
pacientes fueron positivos para VPH'™. Zengel, et al.
realizaron la deteccion mediante la PCR del VPH en
26 pacientes con metastasis en los ganglios linfaticos
cervicales sin conocer inicialmente el sitio primario; pos-
teriormente se detecto que este estaba localizado en las
amigdalas palatinas y en la base de la lengua'. El 81%
de estos casos tuvieron sobreexpresion de p16, con
deteccién molecular de VPH de alto riesgo en el 83%
de los casos de carcinoma que afecté a las amigdalas
y en el 79% de los casos de carcinomas localizados en
la base de la lengua. Los subtipos mas comunes fueron
el 16 (18 casos), el 33 (2 casos) y el 58 (1 caso)'.

En un estudio realizado en México por Gallegos-
Hernandez, et al. se vio que, de un universo de 118
pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, el
42.37% tuvieron infeccion por VPH detectada median-
te la PCR, el 70% de los cuales estuvo relacionado con
virus de alto riesgo 16. Dieciocho casos de esta serie
se localizaron en la orofaringe, y en seis se identificd
infeccion por VPH de alto riesgo?.

Por otra parte, hay distintos estudios que efectuaron
deteccién de VPH en amigdalas mediante PCR en
pacientes sin carcinoma orofaringeo. Ernster, et al.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas en el carcinoma orofaringeo VPH positivo y el carcinoma orofaringeo

VPH negativo

Carcinoma orofaringeo VPH positivo

Carcinoma orofaringeo VPH negativo

Edad mas temprana

Sin historia de tabaquismo
Habitos sexuales de alto riesgo
Sin mutacion de TP53

Morfologia de carcinoma poco diferenciado: basaloide y
linfoepitelial

Zonas de necrosis
Ganglios linfaticos con metéstasis quisticas
Mejor respuesta al tratamiento

Mejor prondstico y mayor tiempo de sobrevida

utilizaron la PCR para VPH-16 y 18 en 226 pacientes,
y en ninguno se identificé genoma viral®. Syrjanen re-
copild datos de varios estudios y detectd un total de 8.5%
de amigdalas sin carcinoma con infeccién por VPH'.
Sisk, et al. informaron de una incidencia del 2% de infec-
cion por VPH en amigdalas con inflamacion crénica y
Chen, et al. reportaron una incidencia del 6.3%'1. Sin
embargo, el riesgo absoluto de carcinoma orofarin-
geo en pacientes con infeccién por VPH es descono-
cido; los estudios descritos sefialan que deben de
existir cofactores para poder generar carcinoma®'".
El mecanismo de infeccion del VPH se inicia con el
contacto obligatorio con las células de la capa basal,
que puede verse facilitado por las caracteristicas es-
tructurales de la porcion basal del epitelio criptico amig-
dalino®. El genoma viral codifica dos proteinas regu-
ladoras (E1 y E2), tres oncoproteinas (E5, E6 y E7) y
dos proteinas estructurales de la capside (L1y L2)"22,
El ciclo de vida del VPH es complejo; en la infeccion
temprana el ADN viral se presenta como forma episo-
mal con un nimero de copias bajo en la capa basal
del epitelio. EI ADN viral es amplificado y rodeado por
capside solo en células epiteliales que han terminado
su diferenciacion®?!, Datos recientes indican que el
establecimiento de la infeccion inicial esta fuertemen-
te ligado a la progresion del ciclo celular en la fase de
mitosis, especificamente en la fase temprana de la
profase®?!. La oncoproteina E5 juega un papel impor-
tante durante la etapa temprana de infeccién al unirse
al receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), al receptor p del factor de crecimiento deriva-
do de las plaquetas (PDGFR-B) y al receptor del factor

Mayores de 55 afios

Historia de consumo de alcohol y/o tabaco
Con o sin hébitos sexuales de alto riesgo
Mutacion de TP53

Carcinoma epidermoide convencional, bien o moderadamente
diferenciado

Puede presentar zonas de necrosis 0 no
Ganglios linfaticos con metéstasis solidas
Peor respuesta al tratamiento

Peor prondstico y menor tiempo de sobrevida

estimulante de colonias-1 (CSF-1) para promover la
proliferacion celular®??. Sin embargo, de manera habi-
tual, la secuencia que codifica la oncoproteina E5 se
pierde durante la integracion al genoma, pero se pien-
sa que E5 no es necesaria para la carcinogénesis final;
este papel lo cumplen las oncoproteinas E6 y E72.

La oncoproteina E6 forma un complejo con la pro-
teina asociada a E6 a través de una ligasa ubiquitina
E3, con ubiquitinacion de la p53, que induce la degra-
dacion acelerada de esta proteina supresora tumoral,
con pérdida de la regulacion de los puntos de control
G1/Sy G2/M, generando inestabilidad gendmica®?3. La
oncoproteina E7 se une al complejo ligasa ubiquitina
cullina 2, y produce la ubiquitinacion de la proteina del
gen de retinoblastoma (pRb), que induce su degrada-
cién con pérdida de control de la fase G1/S. En ausen-
cia de pRb la familia de los factores de transcripcion
E2F se libera y se produce la transcripcion de genes
de la fase S, dando lugar a la proliferacion celular®?.

Estudios recientes sefialan que no solamente las
oncoproteinas E6 y E7 se limitan a unirse a la p53 y
pRb, sino que existen otras moléculas a las que se
unen con efectos complementarios en la carcinogéne-
sis?. Por ejemplo, la E7 se une a las proteinas p107,
p130, a los inhibidores de las cinasas dependientes
de ciclina p21 y p27 que inducen proliferacion des-
controlada. La E6 incrementa la actividad de la telo-
merasa que genera inmortalizacion celular y ademés
se une a proteinas antiapoptdticas como Bak?.

A pesar de todos los mecanismos en los que estan
implicadas las oncoproteinas E6 y E7, se considera
gue su expresion no es suficiente en el proceso de la
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carcinogénesis y que se requieren otros factores, has-
ta el momento no conocidos, para generar carcinoma?.
Desde el punto de vista morfoldgico, los carcinomas
asociados a VPH son generalmente carcinomas poco
diferenciados con patréon basaloide y linfoepitelial, lo
que apoyaria aun mas el origen en el epitelio de las
criptas amigdalinas. Mediante inmunohistoquimica,
uno de los marcadores gue son Utiles en el diagndsti-
co y sospecha de infeccion por VPH de alto riesgo es
la p16, que refleja el efecto de la oncoproteina E7; por
ello se recomienda el uso de este anticuerpo en casos
de carcinoma epidermoide metastasico en ganglios
linfaticos, como marcador de deteccién de infeccion
de VPH, acompanado de estudios moleculares?3.
Los dos casos aqui presentados mostraron la loca-
lizacién habitual de este subtipo de carcinomas: el
primero en la amigdala palatina y el segundo en la
base de la lengua. El primer caso se manifestd con
crecimiento ganglionar y, mediante estudios de ima-
genologia, se identificd una lesion de aspecto quistico
con diagnosticos diferenciales que incluian ganglio
linfatico con zonas de necrosis 0 quiste branquial. En
el segundo caso, el paciente presentd una lesion que
afectaba a la base de lengua, con crecimiento de
ganglios linfaticos cervicales, sin cambios quisticos,
pero con extensas zonas de necrosis.
Morfolégicamente ambos resultaron carcinomas epi-
dermoides poco diferenciados con células de nucleos
hipercromaticos con mitosis atipicas dispersas. Me-
diante inmunohistoquimica mostraron positividad a
marcadores epiteliales/epidermoides (queratina AE1-3
y p63, respectivamente). Ademas, un dato caracteris-
tico fue la expresion intensa y difusa tanto nuclear
como citoplasmatica de la p16, que refleja el mecanis-
mo de accion de la oncoproteina E7. De igual manera,
el bcl-2, que es una proteina antiapoptética, resultd
positivo, intenso y difuso en las células neoplasicas.
Debido a las caracteristicas morfologicas y de inmu-
nohistogquimica, se realiz6 una busqueda de la infec-
cion por VPH mediante la PCR, que en ambos casos
resultd positiva para virus de alto riesgo (16 y 45).
Debido a la evidencia descrita en los distintos estu-
dios, se demuestra una asociacion clara entre la infec-
cién del VPH de alto riesgo y el carcinoma orofaringeo.
Por este motivo, en este punto surge el concepto de
la prevencion primaria y/o secundaria. Kreimer y Cha-
turvedi analizaron este aspecto y llegaron a la conclu-
sion de gque un tamizaje con estudio citolégico de la
orofaringe no es util como método de deteccion de
lesiones preneoplasicas y que la eficacia de la vacuna
no ha sido aun probada'.

En cuanto al tratamiento y sobrevida de los pacientes
con infeccion por VPH, Fakhry, et al. realizaron un estu-
dio prospectivo en 96 pacientes en estadio Ill o IV de
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, y el 40%
presentaron infeccion por VPH vy recibieron dos ciclos
de induccion de quimioterapia con paclitaxel intraveno-
so y carboplatino, seguidos de paclitaxel intravenoso
semanal y radioterapia estandar fraccionada. En com-
paracion con los casos VPH negativos, los pacientes
con VPH positivos tuvieron una mayor tasa de respuesta
tanto con la induccién con quimioterapia (82 vs 55%)
como con el tratamiento posterior con quimio y radiotera-
pia (84 vs57%). Después de un seguimiento de 39 meses,
los pacientes VPH positivos tuvieron mayor sobrevida
global en comparacion con el grupo VPH negativo
(95 vs 62%)%. Un estudio retrospectivo realizado por
Sedaghat, et al. demostré que pacientes con carcinoma
de cabeza y cuello e infeccion por VPH tienen mejor
respuesta al tratamiento con quimioterapia y radiotera-
pia, en relacion con el control local de la enfermedad y
mayor sobrevida global y libre de enfermedad?®. En un
estudio retrospectivo realizado en 179 pacientes del
Centro Nacional Siglo XXI de la Ciudad de México, Flo-
res-de la Torre, et al. vieron que la infeccién por VPH en
pacientes con carcinoma de cabeza y cuello no tuvo
valor prondstico; sin embargo, debido a que este hecho
estd ampliamente demostrado en varias publicaciones,
llegaron a la conclusion de que el universo de estudio
debe ser mayor para obtener resultados indiscutibles®”.

Como conclusién, ante la presencia de carcinoma
poco diferenciado metastasico en ganglios linfaticos
de cabeza y cuello, especialmente si tienen cambios
quisticos y zonas de necrosis, se debera considerar
la posibilidad de estar frente a este subtipo de carci-
noma orofaringeo asociado a VPH, y se debera suge-
rir, como probable sitio primario, las amigdalas palati-
nas o la base de la lengua.
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