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Resumen

Se determind la asociacion de la integracion de papilomavirns humano (HPV16) con el proceso de carcinogénesis en carcinoma epidermoide de 84 tumores de
varias regiones de tracto digestivo superior y sistema respiratorio. EI ADN de HPV16 y la expresion de las oncoproteinas EG y E7 se determinaron con
PCR y RT-PCR. Las mutaciones en el gen TP53, utilizando dHPLC y secuenciacion. 5 27% de los carcinomas evalnados presents ADN de HP116.
E/ 37% de los carcinomas presentd el ADN viral integrado al genoma celular y 43% de 54 tumores evaluados expresé ARN de los oncogenes E6 y E7.
E/ gen TP53 presentd mutaciones en el 80% de los tumores evaluados (25). La mayor frecuencia de mutacion se observd en el exon 8 de tumores de pulmon
Y cavidad oral. Se propone la importancia de la integracion del ADN de HPV16 en la etiologia del carcinoma epidermoide en estas regiones anatomicas.

Palabras clave
HPV16 Integracion, carcinoma epidermoide, cancer tracto digestivo, cancer sistema respiratorio.

Abstract

The assoctation of DNA integration of Human papillomavirns (HPV'16) with carcinogenesis process in squamons cell carcinoma from digestive tract and
respiratory system was determined. DNA of HPV'16 and EG and E7 viral genes expression were determined through PCR and RT-PCR. TP53 gene
mutations were evalnated with by AHPLC and sequencing. The 37% of the carcinomas had viral DINA integrated into the cell genome and 43% of 54
evaluated tumonrs were expressed RNA of EG and E7 oncogenes. TP53 gene showed mutations in §0% of tumors. Exon 8 had the higher nutation rate in
tumors from lung and oral cavity. The important role of DNA of HPV'16 integration into the etiology of squamouns cell carcinoma of these regions is
proposed.

Key words
HPV16 Integration, squamous cell carcinoma, aerodigestive and respiratory cancer.

Resumo

A associacao da integragao do virus do papiloma humano (HPV 16) é determinada com o processo de carcinogénese em carcinoma escamoso de 84 tumores
de vdrias regides do trato digestivo superior e sistema respiratirio. O ADN de HPV16 e a expressdo de oncoproteinas de E6 ¢ E7 identificado com PCK e
RT-PCR. As mutagies no gene TP53, usando dHPLC e seqiienciamento.O 27% dos carcinomas avaliado apresenton DNA de HP1V'16 .0 37% de
carcinomas apresentou 0 DINA viral integrado no genoma da célula e 43% de 54 tumores avaliados expressou ARN dos oncogenes E6 ¢ E7. O gene TP53
apresentam mutagoes em 80% dos tumores avaliados (25). Maior frequéncia de mutagio observada no Exon 8 de tumores de pulmao e cavidade oral.
Propée-se a importincia da integracao do DNA de HPV16 na etiologia do carcinoma epidermdide destas regives anatimicas.

Palavras chave

HPV16 integracdo, carcinoma escamoso, cancer digestivo, cancer do aparelho respiratdrio.
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I. INTRODUCCION

El cancer de pulmén es la mas frecuente causa de
muerte de cancer en los pafses desarrollados y es el
segundo tipo de cancer en prevalencia en el mundo entero
entre hombres y mujeres. Los valores reportados para
cancer de pulmén, de eséfago y cavidad oral agregados,
representan un 29% aproximadamente de muertes por
cancer en hombres y mujeres en el mundo. Entre 25 y
30% de los casos de cancer de pulmoén corresponde a
cancer de células pequefias, el cual incluye el grupo de
células escamosas (o epidermoides)!. Ademads del habito de
fumar, considerado como el principal factor de riesgo para
este tipo de cancer, se consideran como factores de riesgo
importantes la exposicién ambiental a humo de tabaco,
asbesto,  radén,  carcindgenos  ocupacionales y
enfermedades pulmonares no malignas pre-existentes y
recurrentes. Desde hace dos décadas, la infeccién por
humano (HPV) ha

asociada a algunos tipos de cancer de estas regiones’->3.

Los (HPV),
pequefios epiteliotréficos, con ADN de doble cadena. Se

papilomavirus sido fuertemente

Papilomavirus  Humano son  virus
han descrito mas de 200 tipos, que han sido clasificados en
dos grandes grupos: mucosos y cutaneos. Dentro de cada
grupo se han descrito unos tipos denominados de alto,
mediano y bajo riesgo de acuerdo a la posibilidad de la
progresion a tumores malignos de las lesiones que ellos
generan®. Los tipos de alto riesgo HPV16 y HPV1S§,
ademids de otros, han sido asociados con la carcinogénesis
cervical desde hace vatias décadas, en varios paises,
apareciendo relacionados con mas del 80% de las lesiones
malignas cervicales en todo el mundoS. Desde la década
anterior estos virus han sido también asociados con el
proceso de transformacion de las células del epitelio de la
cavidad oral, tracto respiratorio y sistema digestivo
supetior (carcinoma escamoso de cabeza y cuello, siglas en
inglés: HNSCC)"8. Frecuentemente se ha establecido a la
integracién del ADN viral en el genoma celular, como un
proceso previo a la transformacion maligna de las células
del epitelio de cérvix uterino. Esta induce cambios en el
genoma de los dos organismos, que conllevan a la pérdida
de la estabilidad gendémica celular y a la sobreproduccion
de oncogenes virales que modifican las protefnas p53 y
pRB, principales suptresora de tumores celulares”!0. La
integracién del genoma viral en el ADN celular, se ha
correlacionado con un aumento en la velocidad de
crecimiento del tumor, elevacion de la posibilidad de

iniciar metastasis y la resistencia a tratamientos clinicos y
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farmacolégicos de las células cancerosas. A pesar de los
avances en la patogénesis de cancer de cuello uterino, los
estudios en cancer de tejido epitelial de esofago, laringe,
pulmon y cavidad oral son incipientes y solo se limitan a la
deteccion del ADN viral y a la determinacién de su estado

de integracion en el genoma celular!’.

II. MATERIALES Y METODOS
A. Poblacion

A partir de los registros existentes en la base de datos
del Registro Poblacional de Cancer del Hospital
Universitario del Valle, Cali, Colombia, desde el afio 1996
hasta los datos ya ingresados del afio 2004, se colectaron
230 bloques que contenian biopsias fijadas en formalina y
embebidas en parafina con diagnostico de carcinoma
epidermoide, procedentes de cualquier regiéon del tracto
respiratorio (eséfago, laringe, pulmén y cavidad oral)) Las
placas con tincién representativas de cada bloque fueron
revisadas nuevamente para confirmar el tipo de carcinoma
y la presencia de adecuada cantidad de células tumorales.
Se realizaron entre cinco y seis cortes de 10 um de cada
bloque y se almacenaron en tubos de crio-preservacion a

temperatura ambiente hasta su utilizacion.

B. Extraccion de DN.A

Se realizé la extraccion de ADN de 149 muestras de
tumores, empleando el método de desparafinacién con
xileno, de acuerdo al método descrito por Chang, 2001 con
las modificaciones realizadas de acuerdo a Gheit, 20051213,
Para la extraccién del ADN celular, las biopsias de tumores
de carcinoma epidermoide embebidos en parafina,
procedentes de la regién orofaringea y de pulmon, fueron
desparafinadas por lavado en 1 mL de xileno durante 5
minutos con agitacién constante por inversién suave del
tubo a temperatura ambiente. El xileno fue retirado
después de centrifugacion a 14.000 rpm durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Después de un segundo lavado
con xileno, a iguales condiciones, las biopsias fueron
mezcladas con igual volumen de etanol absoluto. El etanol
fue retirado totalmente previa centrifugacién a 14.000 rpm
por 2 minutos. El exceso de etanol se retiré por
decantacién en papel toalla y la muestra fue secada
totalmente en horno a 55 °C durante 20-30 minutos. El
tejido completamente seco fue diluido en 250 pl de
soluciéon de digestion (0.1 M Tris-HCL pH 7.4, 0,5%
Tween 20, 10 mM EDTA) para la enzima proteinasa K. El
tejido tumoral desparafinado fue sometido a digestién con
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la enzima proteinasa K a una concentracién de 0,5 mg/mlL
en el buffer descrito anteriormente.

La reaccién de digestion se llevo a cabo a 65°C durante
18-20 horas con agitaciéon constante. La actividad de la
proteinasa fue eliminada por calentamiento de las mezclas
de digestion a 94°C por 10 minutos. El ADN extraido fue

almacenado a 4°C hasta su utilizacién.

La calidad de la extraccién fue determinada por la
amplificacién por PCR de un fragmento de 268 pares de
base (pb) del gen B-globina. Esta amplificacion se llevé a
cabo utilizando como cebadores los oligonucleétidos
GH20 y PCO4 (ver secuencia en la Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleotidos empleados como cebadotes para la amplificacion de los fragmentos del gen de f-globina

humano y los genes E7 y E2 de HPV16

GENE Fragment Primer sequence Primer Name Primers Position
size (bp) Forward, Reverse

B-GLOBIN 268 5-GAAGAGCCAAGGACAGCAGGTAC-3 GH20
5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3 PC04

HPV16E7 212 5-CATGGAGATACACCTACATTG-3 HPV16FN1 565-585
5-CAGATGGGGCACACAATTCC-3 HPV16RN1.2 842-823

HPV16E2 179 5-AACGAAGTATCCTCTCCTGAAATTATTAG-  16E2F 3362-3390
3 16E2R 3519-3541
5-CCACTGAGTCTCTGTGCAACAAC-3

La reaccién de PCR fue llevada a cabo en un volumen Las muestras que presentaron un producto de

final de 50 pL. y contenia los siguientes componentes: of
1,5 pM MgClz 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 50 mM KCI,
200 nM de cada dANTP, 200 nM de cada oligonucleétido
cebador y 0,5 unidades de la enzima Taq DNA polymerasa
(Hot FIREPol Taq Solis bioDyne ™). Aproximadamente
5-10 ul de ADN de los tumores fue adicionado a la mezcla
de reaccién. La amplificacién fue llevada a cabo
empleando el siguiente programa automatico en un equipo
termociclador Perkin Elmer: un paso de desnaturalizacién
inicial a 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C potr 1 minuto, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1
minuto. Para finalizar la amplificacién se realizé un paso
final de extension a  72°C por 10 minutos. Para cada
reaccién de amplificacién se evalué simultineamente una
reaccion con ADN humano no tumoral como control
positivo y un control negativo que no contenfa ADN. Los
productos de la reaccién de amplificacién se analizaron
posteriormente por electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio.

Figura 1. Determinacién de la presencia de ADN de HPV 16 en
células de carcinoma epidermoide de region orofaringea y
pulmoén de pacientes Colombianos. A: PCR de un fragmento de

212 pares de base del gen E/7 viral. B: Patrén de hibridacion de
los amplificados con AND viral radiomarcado.
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amplificacion de 268 pb fueron consideradas de calidad
adecuada para el estudio (Figura 1).

III. DETECCION DEL ADN DE HPV16

Las extracciones de DNA positivas para el fragmento
de B-globina fueron evaluadas para determinar la presencia
de HPV, empleando los cebadores EG6F y EOGR. Estos
oligonucleétidos  permiten la amplificaciéon de un
fragmento de 590 pb. La mezcla de reaccion presentd la
siguiente composiciéon: 10 mM de Tris-HCl, pH 8,3, 50
mM KCl, 1.5 mM MgClz, 200mM de cada ANTP, 1.25
mM de cada primer y 1.2 U de Taq Polimerasa Hot Stat.
El programa de amplificaciéon fue el siguiente:
desnaturalizacién inicial a 94°C por 15 minutos. 35 ciclos
con el siguiente programa: 1 minuto a 94 °C/ 1 minuto a
55°C/ 1 minuto a 72 °C. Extensién final a 72 °C por 10
minutos. Almacenamiento a 4 °C en tiempo indefinido. El
producto de la amplificacién se determiné mediante la
visualizacién bajo luz ultravioleta de 12 pl de cada
amplificado en un gel de agarosa al 2% preparado en buffer
TAE (Trisma base, EDTA, Acetato) teflido con bromuro

de etidio.
IV. DETERMINACION DEL ESTADO FiSICO DEL ADN
VIRAL

De acuerdo con el protocolo reportado por Park!4, la
determinacion del estado fisico del virus se realizo a través
de la prueba de amplificacién del Gen E2 de HPV-16.
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Una pequefia cantidad de ADN se emple6 para
determinar la integridad del Gen viral E2 dentro de las
células tumorales. Se emplearon como cebadores para la
reaccién de amplificacion los oligonucleétidos E2ZHPV16F
y E2HPVI16R, las secuencias de los oligonucleétidos se

registran en la Tabla 1.

La reaccién de amplificacién se llevd a cabo en las
siguientes condiciones: 20 plitros de solucién conteniendo
10 pmoles de cebadores, 1.5 mM de cloruro de magnesio,
200 mM de ANTPS y 0.05 unidades de enzima Taq
polimerasa. La amplificacién fue realizada con un primer
paso de activacién de la enzima a 95°C por 15 minutos,
seguida de 40 ciclos consistentes en un paso de
desnaturalizaciéon a 95°C por 1 minutos, un paso de
apareamiento con los oligonucleétidos a 58°C por 1
minuto y un paso de extensién a 72°C por 30 segundos.
Los productos de la reaccién fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% y observados bajo
luz ultravioleta por tincién con bromuro de etidio.

V. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ONCOGENES
VIRALES E7 Y E2

A. Obtencion de ARN celular para el ensayo de RKI-PCR

El ARN de las células tumorales fue extraido mediante
la técnica descrita en el manual del Kit Absolutely RNA
RT-PCR  Miniptrep de

modificaciones realizadas para el tejido fijado en formalina

Stratagene™  con  algunas
y embebido en parafina de acuerdo con Korbler et al
(2003)>. El tejido presente en aproximadamente 5 o 6
cuidadosamente

secciones de tejido parafinado fue

separado y colocado en tubos preparados para aislamiento
de ARN. Las células fueron digeridas en 850 ul una
solucién que contenfa buffer de lisis, B-mercaptoetanol y
proteinasa K a concentracion final de 5 mg por ml. Las
muestras fueron incubadas a 55°C durante toda la noche
con agitacion fuerte y constante. El ARN fue extraido de
acuerdo al protocolo descrito por el manual y tratado con
DNAsa libre de RN Asa durante 30 minutos a 37°C, antes
de terminar el proceso de extraccién. El ARN fue
almacenado a —20°C hasta su utilizacién. Se evalud
ARN

procedimiento de maceramiento del tejido con nitrégeno

igualmente la  obtencién de utilizando el

liquido reemplazando la proteinasa K.

B.  Sintesis de la Primera cadena de ADN

El ARN aislado fue utilizado para la sintesis de la
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primera cadena de ADN; empleando el 4:7 RevertAid™ H
Minus First Strand cDNA Syntesis. En resumen, 10 ul de
la soluciéon de ARN extraido fue incubado con el
oligonucleotido poliA a 70°C durante 5 min, seguidamente
enfriado para adicionar el inhibidor de ARNasas y la
mezcla de dNTPs. Esta solucién se incubo a 37°C por 5
min y posteriormente se adicionaron 200 unidades de
enzima RevertAid H Minus M-MulV RT. La reaccién se
llevé a cabo a 42°C durante 60 min y se detuvo por
calentamiento a 70°C durante 10 minutos, seguido de
enfriamiento en hielo. El ADNc se almacend a —20°C
hasta su utilizacién. Para determinar la calidad del ADNc
elaborado, se realizé6 un ensayo de amplificacién de un
fragmento de B-globin a humano de 218 pb.

C. Amplificacion del gen E7 HP1” 16 por PCR

La expresion del gen E7 de HPV16 se determind
utilizando el protocolo descrito por Klaes y col (1999) (16),
partiendo de los fragmentos de ADNc elaborados a partir
de los ARN aislados de los tejidos tumorales. El gen E7 de
HPV 16 fue amplificado empleando los primers especificos,
HPV2 y TagP3 en un primer ciclo y los primers HPV7 y
oligo dT17 en un segundo ciclo. La reaccién de
amplificaciéon fue llevada a cabo en un volumen de 25 pl
con 2000M de primers, 1.5 mM de MgCl2 durante 30 ciclos.
El programa de PCR consistié en un primer paso de
desnaturalizaciéon a 95°C por 15 minutos, 40 ciclos
consistentes en 1 min a 95°C, 2 min a 50°C y 3 min a 72°C
y un paso final a 72°C por 10 min. Dos pl del producto de
amplificacién fueron utilizados en el segundo ciclo de
amplificacién, la temperatura de apateamiento de los
primers fue elevada a 60°C durante 1 minuto. El producto
de la segunda reaccién de amplificacién fue separado por
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiildo con bromuro
de etidio y observado bajo luz ultravioleta.

VI. ANALISIS DE LAS MUTACIONES DE LOS EXONES 5-
9 DE P53

A. Amplificacion de los exones 5, 6, 7 y & del gen p53 de las
células tumorales.

Los exones 5, 6, 7 y 8 del gen p53 de las células con el
virus HPV-16, fueron amplificados mediante la técnica de
PCR, empleando juegos de pares de oligonucleétidos

Las
condiciones para la amplificaciéon fueron 2mM de primers,

especificos para cada exon como cebadores.

2.5 mM de cloruro de magnesio, 200 uM de mezcla de
dNTPs y 0.25 U de enzima Taq polimerasa Hot FirePol.
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La reaccién fue llevada a cabo en un volumen de 25 pl y el
programa empleado para la amplificacion fue el siguiente:
95°C por 15 minutos una vez y 40 ciclos de reaccién con
95°¢ por 1 min, 50°c por 1 min y 72°C por 1.5 min.

Los productos de amplificaciéon de los exones 5-9 de
p53 fueron separados por HPLC a temperaturas de 60 y
65°C y los patrones de elucién fueron comparados con
amplificados de los mismos exones procedentes de lineas
celulares normales y algunas lineas con mutaciones mas
comunes para cada exén en cancer de seno y eséfago!”18,
Las muestras con patrones de elucion diferentes al patrén
normal similares con alguna de las mutaciones fueron
secuenciadas empleando el método de terminaciéon de

dideoxinucleétidos y andlisis por fluorescencia.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el presente estudio se realizé la extraccién de
ADN de 149 muestras de tumores de la regién orofaringea
(cavidad oral, laringe y eséfago) y pulmon, fijados en
formalina y embebidos en parafina con diagnéstico de

carcinoma epidermoide de pacientes colombianos.

Solo 84 carcinomas presentaron ADN de calidad y
cantidad adecuadas para la amplificacién de un fragmento
del gen de B-globina. La edad promedio de la poblacién
fue de 64 afios con una relaciéon entre hombres y mujeres
de 1,4. Las caracteristicas de la poblacién de estudio se
resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes del
estudio con SCC de Cali, Colombia
. Total
Variable n= 84 (%)
Edad (Mediat SEM) 64,2+ 1.22
Edad (afios)
<50 12
51-65 31
>66 41
Sexo
Femenino 34
Masculino 50
Sitio del Tumor
Cavidad Oral 23
Laringe 39
Esoéfago 5
Pulmoén 16
Grado de diferenciacion del tumor
Bueno 55
Moderado 12
Pobre 7

A. Deteccion de HP1-16

La presencia de HPV-16 en las muestras positivas para

B-globina, se llevo a cabo mediante la amplificacién de un
fragmento de 212 pb del gen E7. El 27.4% (23/84) de las
muestras analizadas presenté amplificacion del fragmento
de 212 pb del gen E7 esperado (Figura 1)

De acuerdo a la regién anatémica de procedencia del
tumor, el mayor porcentaje de infeccion con HPV-16 fue
encontrado en las muestras procedentes de laringe,
32.4%(12 de 39), seguidas por los carcinomas de pulmén y
lengua con un 31.3% y 27.8% respectivamente (Tabla 3).

Hsto presenta a Colombia con una prevalencia de HPV
similar a los valores reportados en otras regiones del
mundo y a estudios previos realizados por otros autores en

muestras colombianas!920,

Tabla 3: Incidencia del HPV 16 en los tumores positivos para §3-
globina de acuerdo a la region de procedencia del tumor

Sitio de Muestras Muestras E7
localizacién del B-globina HPV-16 %

tumor positivas (#) positivas (#)
Lengua 18 5 27.8
Pulmén 16 5 313
Laringe 39 12 324
Traquea 1 0 0
Eso6fago 5 1 20
Cavidad Oral 5 0 0
Total 84 23 100

B.  Integracion de HPV'16 en el genoma celular

En aproximadamente el 47% de las células tumorales
no fue posible la amplificaciéon del fragmento central de
E2HPV16, atn en los ensayos realizados para una segunda

amplificacion del gen E2.

Debido a que el gen E2 es fragmentado durante el
proceso de integracion, la imposibilidad de la amplificacion
de la region central de este es un apropiado indicador de la
integracién del DNA viral en el genoma celular?!.

La integracion fue detectada en tumores procedentes de
todos los sitios evaluados. Los tumores originarios de
laringe y cavidad oral mostraron el mads alto porcentaje de
integracién viral (ver Tabla 4).

El patrén de amplificacién del gen E2 de HPV16 en los
carcinomas evaluados se muestra en la Figura 2.

Tabla 4. Integracion de DNA de HPV16 en genoma celular de
acuerdo a la region de procedencia del tumor

HPV16 DNA integrado
Muestras (#) %

Region de Procedencia
de los Tumores
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Pulmon 11 39.3
Laringe 16 51.6
Traquea 1 100.0
Cavidad Oral 12 46.2
Esoéfago 2 66.6
Total 41 471

Figura 2. Analisis del estado fisico del ADN de HPV16 en
tumores de la region orofaringea y pulmoén de pacientes
colombianos. Amplificado de la region central del gen E2 HPV16

12 3 4 567 8 91011121314 15MP
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C. Expresion de E7THP116

Para evaluar la expresion de los genes de HPV16 en las
células tumorales, cDNA fue sintetizado a partir de RNA
obtenido de biopsias embebidas en patrafina. La calidad de
cDNA obtenido fue evaluada por amplificacién de un
fragmento de 290 bp del gen de B-globina. La presencia de
DNA genémico fue impedida por digestion del RNA con
la enzima DNAsa I antes de la sintesis del cDNA. Se
obtuvo un fragmento de 450-500 bp del gen E7THPV16
empleando como reverso un primer especifico que
reconocia una secuencia especifica introducida al extremo
del poli-A durante la sintesis del cDNA y como primer
delantero una secuencia especifica del gen E7HPV16
ubicada entre los nucledtidos 839 y 863 del gen. El
porcentaje de carcinomas que expresaron los oncogenes
virales se muestra en la Tabla 5. La expresion del gen E7
HPV16 fue detectada en el 43.4% (23/53) de los tumotes
evaluados. Mientras la expresion de E2 de HPV16 solo fue
determinada en el 24% de los tumores evaluados (Tabla 5)

Tabla 5. Expresion de los genes E7 y E2 de HPV16 en las células
tumorales, de acuerdo a la regién de procedencia del tumor

Procedencia Total No E7

del Tumor muestras  Expresion %
Pulmén 20 9 45
Laringe 17 7 41
Traquea 1 0 0
Cavidad Oral 12 5 42
Eséfago 3 2 66.7
Total 53 23 434
Procedencia Total No E2

del Tumor muestras  Expresion %
Pulmon 14 1 7.1
Laringe 4 1 250
Traquea 1 0 0.0
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Cavidad Oral 4 3 75.0
Eséfago 2 1 50.0
Total 25 6 240

Cuando se comparé la capacidad de expresion del gen
E7 de HPV16 de acuerdo al estado fisico DNA viral
(integrado o no-integrado) se observé mayor porcentaje de
expresion del gen viral en las muestras con DNA HPV16
integrado, aunque no hubo diferencia significativa entre los
dos grupos. La expresion de los genes virales E6 y E7 de
HPV16 se muestra en la Figura 3.

Figura 3. RT-PCR del gen E7 de HPV 16 en carcinoma
escamoso de region orofaringea de pacientes colombianos
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D. Andlisis de la tasa  de mutaciones del Gen Supresor de
Tumores (IP53) en Carcinoma de Células Escamosas

El analisis de la tasa de mutacién de los exones de 5 al
8 del gen TP53 mostrd una alta frecuencia de mutaciones
en tumores procedentes de todas las regiones analizadas.
El 83% de los tumores evaluados presenté mutaciones en
uno o mas codones del gen TP53. Sin embargo las células
tumorales procedentes de pulmén y cavidad oral
presentaron el mayor indice de mutacién (66.7%). El exén
8 presentd mayor frecuencia de mutaciones en tumores de
todas las regiones evaluadas y el codén 280 fue el de mayor
frecuencia de mutacién en todas las muestras. La Tabla 6
resume los resultados obtenidos en el analisis de la

mutacién de TP53.

Tabla 6. Muestras positivas para PCR de los exones del Gen p53

EXON % de Positivos % de Positivos
para PCR de p53  para PCR de p53
5 20.8 (5/24) 34.6 (9/26)
6 50 (12/24) 34.6 (9/26)
Exon 7 (Fragmento 1) 45.8 (11/24) NR
Exon 7 (Fragmento IT) 33.3 (8/24) NR
Exon 8 4/10 (40%) NR

VIII. CONCLUSIONES

La frecuencia de HPV16 encontrada en los carcinomas

epidermoides procedentes de la region orofaringea y
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pulmén en pacientes de Cali, Colombia, estin muy
cercanos a los reportados para otras regiones del mundo,
incluidos paises de Latinoamérica y Europa!®?. Las tasas
de integracion del ADN viral y expresion de los oncogenes
virales en el tejido tumoral, presentaron una fuerte
asociacién, lo que plantea un papel importante de la
integracién en el desarrollo de este tipo de carcinomas. En
pulmén, el papel de la infeccion de HPV16 en la
transformacién celular ha sido bastante discutido, debido a
las notables diferencias entre los distintos estudios, este
trabajo presenta evidencias de la actividad de los
oncogenes de HPV16 a través de la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7, las cuales se ha demostrado tienen
un papel fundamental en la carcinogénesis de cancer de
cérvix, fuertemente asociado con HPV de alto riesgo. La
tasa de mutaciéon de TP53 en carcinomas de las regiones
evaluadas en este estudio, especialmente pulmén y cavidad
oral, es bastante elevada comparada con la reportada
previamente en cabeza y cuello? o en cancer de cérvix?, lo
que sugiere un posible efecto de otros factores
mutagénicos, tales como tabaco o alcohol. Los resultados
encontrados en este trabajo aportan bases para determinar
la importancia de la integraciéon de HPV en el proceso de
carcinogénesis, dando bases para estudios posteriores. Se
requieren estudios con mayor nimero de muestras, que
permitan establecer en forma definitiva la asociacién la
integracion viral con el mecanismo de carcinogénesis en

este tipo de carcinomas.
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