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Resumen 

 

Identificación de biomarcadores transcriptómicos relacionados con procesos 

oncogénicos en cáncer orofaríngeo VPH positivos 

 

La infección por el virus del papiloma humano (VPH) es la infección de transmisión sexual 

más común en Colombia y el mundo. Dependiendo del genotipo viral, el VPH puede causar 

lesiones benignas como las verrugas, o inducir procesos de transformación maligna, 

especialmente cuando se trata de genotipos de alto riesgo, que están asociados con 

diversos tipos de cáncer, incluido el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello 

(HNSCC, por sus siglas en inglés), particularmente en la región orofaríngea. Aunque 

tradicionalmente el cáncer orofaríngeo se ha relacionado con el consumo de tabaco y 

alcohol, en los últimos años, se ha observado un incremento sostenido de casos 

relacionados con la infección por VPH, asociado a cambios en los comportamientos 

sexuales y el incremento en la incidencia de infecciones de transmisión sexual. 

El carcinoma de orofaringe asociado a VPH (VPH+) constituye una entidad biológica y 

clínicamente distinta, con diferencias en la respuesta inmune, los perfiles moleculares y el 

pronóstico en comparación carcinoma de orofaringe No asociado a VPH (VPH-), lo que 

resalta la importancia de identificar biomarcadores transcripcionales diferenciales en 

tumores asociados a VPH para avanzar en la comprensión de los mecanismos 

oncogénicos mediados por el virus y contribuir al desarrollo de herramientas diagnósticas 

y estrategias terapéuticas más específicas.  

El objetivo de este proyecto fue identificar y validar biomarcadores transcriptómicos 

asociados a procesos oncogénicos en carcinoma de orofaringe asociado a VPH mediante 

el análisis bioinformático de datos públicos y su validación experimental en muestras de 

pacientes colombianos. Contemplamos el análisis de la expresión génica diferencial, la 

construcción de redes de coexpresión y la evaluación de la relevancia biológica de los 

genes priorizados con el fin de establecer una base molecular solida que facilite la 

caracterización de esta enfermedad en el contexto latinoamericano. Nuestros resultados 
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sugieren que el VPH modula la expresión génica y el microambiente inmune en el cáncer 

orofaríngeo, favoreciendo un perfil con mejor pronóstico, donde ASCL4 se perfila como un 

biomarcador clave y una potencial diana terapéutica.  

Palabras clave: VPH, carcinoma de orofaringe, HNSCC, expresión diferencial, 

biomarcadores. 
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Abstract 

Identification of transcriptomic biomarkers related to oncogenic processes in HPV 

associated oropharyngeal carcinoma patients 

 

Human papillomavirus (HPV) infection is the most common sexually transmitted infection 

in Colombia and worldwide. Depending on the viral genotype, HPV can cause benign 

lesions such as warts or induce malignant transformation processes, particularly when 

involving high-risk genotypes, which are associated with various types of cancer, including 

head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), especially in the oropharyngeal region. 

Although oropharyngeal cancer has traditionally been associated with tobacco and alcohol 

consumption, in recent years a sustained increase in HPV-related cases has been 

observed, linked to changes in sexual behaviors and the rising incidence of sexually 

transmitted infections. 

HPV-positive oropharyngeal cancer represents a biologically and clinically distinct entity, 

with differences in immune response, molecular profiles, and prognosis compared to HPV 

no associated oropharyngeal carcinoma. This highlights the importance of identifying 

differential transcriptomic biomarkers in HPV-associated tumors to advance the 

understanding of virus-mediated oncogenic mechanisms and to contribute to the 

development of more specific diagnostic tools and therapeutic strategies. 

This project aims to identify and validate transcriptomic biomarkers associated with 

oncogenic processes in HPV associated oropharyngeal carcinoma through bioinformatic 

analysis of public datasets and their experimental validation in samples from Colombian 

patients. The research includes the analysis of differential gene expression, the 

construction of gene co-expression networks, and the evaluation of the biological relevance 

of prioritized genes, to establish a solid molecular basis that facilitates the characterization 

of this disease in the Latin American context. 

Our results suggest that HPV modulates both tumor gene expression, and immune 

microenvironment in oropharyngeal cancer, favoring a better prognostic profile, where 

ASCL4 emerges as a key biomarker and a potential therapeutic target. 

Keywords: HPV, oropharyngeal carcinoma, HNSCC, differential expression, 

biomarkers. 
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Introducción 

El virus del papiloma humano (VPH) es una de las infecciones de transmisión sexual (ITS) 

más frecuentes en el mundo y puede causar verrugas en las mucosas genitales, anales y 

orales. Generalmente, el sistema inmune es capaz de controlar esta infección, muchas 

veces sin que se presenten síntomas. Sin embargo, cuando el sistema inmune no logra 

eliminarla, se produce una infección persistente. Si se trata de un VPH de alto riesgo, esta 

infección puede inducir cambios celulares que llevan al cáncer, proceso que se produce 

posteriormente si hay integración viral. Este proceso está mediado por la expresión 

sostenida de las oncoproteínas virales E6 y E7, las cuales interfieren con los principales 

mecanismos de control celular. La oncoproteína E6 promueve la degradación de la 

proteína supresora de tumores p53, impidiendo la apoptosis y favoreciendo la acumulación 

de mutaciones. Por su parte, E7 se une a la proteína de la retinoblastoma (pRb), liberando 

factores de transcripción como E2F que inducen la entrada desregulada al ciclo celular, 

contribuyendo así al desarrollo de lesiones malignas(1). 

 

El VPH representa el 44.7% de todos los cánceres atribuidos a virus, siendo el cáncer de 

cuello uterino el más prevalente dentro de este grupo (2). En años recientes, se ha 

observado un aumento notable en los casos de cáncer orofaríngeo. Este incremento no 

puede atribuirse únicamente al consumo de tabaco o alcohol, considerados 

tradicionalmente los principales factores de riesgo para esta enfermedad. Más bien, se ha 

asociado con un aumento en las conductas sexuales de riesgo, como el elevado número 

de parejas sexuales y la práctica del sexo oral, lo que ha favorecido la propagación de 

infecciones de transmisión sexual, incluido el VPH(3). 

 

Existe evidencia de una relación causal entre la infección por VPH y el desarrollo del 

HNSCC. Esta asociación se manifiesta de manera clínica y molecularmente distinta en 

comparación con los casos no asociados al VPH(4). Dentro de este grupo, se han 

identificado varios tipos de cáncer según su ubicación, como el cáncer orofaríngeo (OPC), 

cáncer escamoso rinosinusal, cáncer escamoso de la cavidad oral y carcinoma laríngeo.  
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A nivel global, se ha reportado que aproximadamente el 25% de los carcinomas de cabeza 

y cuello son VPH positivos, siendo el carcinoma orofaríngeo el subtipo más prevalente 

(46%), seguido de la cavidad oral (24%) y la laringe (22%). Sin embargo, estas cifras varían 

considerablemente según la región geográfica, reportándose prevalencias más altas en 

Norteamérica y Europa que en Asia y Latinoamérica (5). 

 

El carcinoma de orofaringe asociado a VPH se presenta como una entidad distinta, con 

factores de riesgo, características histopatológicas, moleculares y clínicas diferenciadas. 

Entre los factores de riesgo se encuentran el inicio temprano de relaciones sexuales, 

múltiples parejas sexuales y prácticas de sexo oral (oral-oral, oral-genital, oral-anal). Esta 

asociación se vincula con un buen pronóstico en pacientes no fumadores, pues se ha 

observado una mayor supervivencia y mejor respuesta al tratamiento, lo que 

probablemente se debe a que los pacientes son más jóvenes y saludables(6). 

 

En las últimas dos décadas, la prevalencia del cáncer orofaríngeo asociado al VPH ha 

aumentado de forma alarmante, pasando del 16% al 72.2%. En la década de 2010, los 

casos de cáncer orofaríngeo superaron a los de cáncer de cuello uterino en Estados 

Unidos, y se estima que los HNSCC asociado a VPH podrían representar hasta el 47% de 

todos los casos de HNSCC (7). Esta tendencia subraya la necesidad urgente de mejorar 

las estrategias de diagnóstico para reducir la mortalidad y las complicaciones asociadas 

(8). En este contexto, es esencial profundizar en el conocimiento molecular del cáncer 

orofaríngeo para identificar biomarcadores transcriptómicos con potencial aplicación en el 

diagnóstico y tratamiento, lo que podría mejorar la detección temprana, el pronóstico y la 

personalización de la terapia, contribuyendo a reducir la morbilidad y mortalidad asociadas 

a esta enfermedad. 

 

Los biomarcadores han emergido como herramientas clave en la práctica clínica, al permitir 

una comprensión más profunda de los procesos biológicos y facilitar el diagnóstico, 

pronóstico y seguimiento de diversas enfermedades, incluido el cáncer. En particular, la 

identificación de biomarcadores transcriptómicos en el carcinoma de orofaringe asociado 

a VPH es esencial para mejorar el diagnóstico temprano y el tratamiento personalizado de 

la enfermedad. Estos biomarcadores proporcionan información clave sobre las 

características moleculares del tumor, como patrones de expresión génica alterados, vías 
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de señalización activadas o suprimidas, y posibles mecanismos de progresión tumoral, lo 

cual proporciona información permite una mayor precisión diagnóstica, así como la 

identificación de posibles blancos terapéuticos y la estratificación de los pacientes según 

su perfil molecular. De esta manera, es posible identificar a los pacientes con mayor riesgo 

y adaptar el tratamiento según las particularidades moleculares del cáncer orofaríngeo, 

tanto en presencia como en ausencia del virus.  

 

Para abordar esta problemática, este estudio empleó datos transcriptómicos obtenidos de 

la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI) (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Se identificaron y priorizaron 

genes diferencialmente expresados y se construyeron redes de coexpresión con el fin de 

asociar procesos oncogénicos en carcinoma de orofaringe asociado a VPH a través de la 

identificación de genes alterados y centrales en la red en pacientes con HNSCC asociados 

a VPH. Entre los principales hallazgos se evidenciaron alteraciones en vías asociadas con 

la inestabilidad genómica, como la vía de la anemia de Fanconi, proliferación celular y 

posibles mecanismos de evasión inmune, relacionados con la infiltración y función de 

células B. Además, se realizó la validación experimental en pacientes colombianos de los 

genes propuestos, con el objetivo de identificar biomarcadores transcriptómicos asociados 

con esta enfermedad.  
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1. Capítulo 1: Formulación del problema 

1.1. Planteamiento del problema 

La infección por VPH es la infección de transmisión sexual más común en Colombia y el 

mundo. Aunque frecuentemente la infección es transitoria y controlada por el sistema 

inmune, la persistencia de genotipos de alto riesgo puede inducir transformaciones 

celulares y dar lugar al desarrollo de cáncer.  Actualmente, se considera el agente 

etiológico principal del cáncer de cuello uterino, pero hay cada vez más evidencia sobre su 

papel en el desarrollo de otros cánceres anogenitales (ano, vulva, vagina y pene), así como 

en los cánceres de cabeza y cuello. Dependiendo del genotipo responsable de la infección, 

el VPH puede manifestarse en forma de verrugas o inducir carcinogénesis. Es importante 

destacar que los genotipos de alto riesgo están asociados con diversos tipos de cáncer, 

incluyendo el cáncer de cabeza y cuello, cuya incidencia estimada es de 38.000 casos 

diagnosticados por año a nivel mundial (9)(10) 

En los últimos años, se ha observado un aumento significativo en los casos de cáncer 

orofaríngeo no relacionado con el tabaquismo o el consumo de alcohol, sino con el 

incremento de conductas sexuales de riesgo como tener un alto número de parejas 

sexuales y las prácticas de sexo oral. Estas prácticas han conducido a un aumento de las 

ITS, incluyendo el VPH, en la orofaringe. Se ha encontrado una causalidad directa entre la 

infección por este virus y el desarrollo del HNSCC. Esta asociación se manifiesta de 

manera clínica y molecularmente diferente a la de los casos donde no hay integración por 

VPH (4). En términos moleculares, los tumores relacionados con VPH presentan 

alteraciones específicas en las vías de señalización, como la inactivación de p53 y la 

expresión de proteínas virales como E6 y E7, lo que diferencia estos cánceres de aquellos 

causados por otros factores como el consumo de tabaco o alcohol.  
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El HNSCC cursa con síntomas inespecíficos como dolor de garganta, odinofagia y disfagia, 

lo que dificulta su diagnóstico oportuno. Es común que el cáncer orofaríngeo se 

diagnostique mediante biopsias cuando ya existen metástasis linfáticas cervicales, 

unilaterales en aproximadamente el 40% de los casos y bilaterales en hasta el 70%. Este 

tipo de diagnóstico suele ser tardío, además de costoso, y no se realiza de manera rutinaria 

mediante pruebas de tamizaje, lo que dificulta una detección temprana y oportuna de la 

enfermedad. El tratamiento suele ser quirúrgico si el tumor es localizado o 

radio/quimioterapia si el tumor tiene progresión loco-regional. Sin embargo, debido a su 

localización anatómica, el tratamiento deja secuelas a largo plazo, como disfunción 

faríngea y laríngea, y dependencia de gastrostomía o traqueostomía (5). 

En las últimas dos décadas, la prevalencia del HNSCC ha experimentado un notable 

aumento en poblaciones como las de Hawái, Iowa y Los Ángeles, pasando del 16% al 

72.2%, y superando al cáncer cervicouterino en número de casos durante la década de 

2010. En estos mismos análisis ponderados, se observó que las tasas de incidencia de 

HNSCC asociados VPH aumentaron en un 225% entre 1988 y 2004, mientras que la 

incidencia de OPSCC negativos para VPH disminuyó significativamente en un 50%. Se 

proyecta que, para la década de 2030, cerca del 47% de los casos de HNSCC estarán 

asociados al virus del papiloma humano (VPH), lo cual evidencia una tendencia 

ascendente que exige una respuesta urgente en materia de salud pública. El aumento 

sostenido en la incidencia del HNSCC constituye una preocupación creciente en la salud 

pública global. La Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó más de 377 mil casos 

nuevos y cerca de 178 mil muertes por esta enfermedad en el año 2020, y se prevé un 

aumento del 30% para el año 2030, lo que equivale a más de un millón de casos nuevos 

anualmente. 

Esta proyección destaca la necesidad de desarrollar mejores estrategias de diagnóstico 

temprano, con el objetivo de reducir las muertes y complicaciones asociadas. Durante el 

periodo de 2012 a 2016, el cáncer orofaríngeo se convirtió en el cáncer más frecuente 

producido por VPH en los Estados Unidos (12600 casos), superando incluso al cáncer 

cervicouterino (9700 casos) (8) (7). Esta proyección resulta bastante acertada, lo que refuerza 

la urgencia de abordar el aumento de casos a través de una mayor comprensión de las 

bases moleculares de la enfermedad. En Colombia, el HNSCC también representa una 
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carga significativa. Según datos de GLOBOCAN 2022, la incidencia de esta neoplasia en 

el país fue de 0,88 casos por cada 100.000 habitantes, lo que corresponde a un total de 

569 casos nuevos, representando aproximadamente el 6,2% de todos los cánceres 

reportados en la población colombiana.  

Este aumento en la prevalencia subraya la necesidad urgente de investigaciones 

moleculares y de nuevas herramientas diagnósticas y terapéuticas específicas para este 

tipo de cáncer. Es esencial comprender profundamente las alteraciones moleculares del 

cáncer orofaríngeo relacionado con VPH para desarrollar biomarcadores eficaces.  

 

1.2. Justificación 

El cáncer orofaríngeo asociado a VPH ha mostrado un aumento sostenido en su incidencia 

en las últimas décadas, particularmente en hombres jóvenes y en pacientes sin 

antecedentes de consumo de tabaco o alcohol. Este cambio en el perfil epidemiológico ha 

sido documentado principalmente en poblaciones de países desarrollados, donde se ha 

observado una mayor prevalencia de casos asociados a VPH (2). A pesar de los avances 

en la prevención mediante la vacunación, su impacto en el desarrollo del cáncer 

orofaríngeo aún no está completamente comprendido (4)   

El diagnóstico de este tipo de cáncer continúa siendo un reto, ya que suele realizarse en 

etapas avanzadas debido a la inespecificidad de los síntomas iniciales. Por ello, es crucial 

comprender mejor las diferencias moleculares entre los pacientes con carcinoma 

escamocelular de cabeza y cuello asociado y no asociado a VPH, para avanzar en el 

desarrollo de estrategias diagnósticas más tempranas y efectivas (11) 

A pesar de algunos avances en la caracterización del HNSCC, persisten vacíos 

importantes en el entendimiento de los mecanismos moleculares implicados, 

especialmente en el contexto del VPH. Se ha demostrado que la presencia del virus 

modifica el comportamiento biológico de estos tumores, diferenciándolos de aquellos no 

asociados a la infección. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de estudios que 

profundicen en las diferencias moleculares entre ambos subtipos (12). 
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En este contexto, resulta necesario realizar un estudio que explore los procesos 

moleculares del cáncer orofaríngeo, centrado en las diferencias en la expresión y 

coexpresión génica entre pacientes asociados y no asociados a VPH en Colombia. 

Actualmente, existen múltiples conjuntos de datos transcriptómicos disponibles —

incluyendo RNAseq, miRNA(microRNA) y scRNAseq— que contienen información valiosa 

que no ha sido explorada de manera integrada. 

Este estudio propone llevar a cabo un meta-análisis transcriptómico exhaustivo, mediante 

la integración de múltiples conjuntos de datos de expresión génica, con el objetivo de 

identificar genes expresados diferencialmente que podrían regularlos en el contexto del 

HNSCC asociados y no asociados a VPH. A la fecha, no se han reportado estudios que 

integren simultáneamente datos de expresión génica derivados de múltiples. Esta 

estrategia integrativa permitirá una comprensión más profunda de los mecanismos 

moleculares subyacentes y facilitará la identificación de biomarcadores con potencial y 

utilidad clínica en el diagnóstico temprano y la estratificación de pacientes. 

Si los biomarcadores identificados en estudios realizados con otras poblaciones 

demuestran ser aplicables a nuestra cohorte, podrían desarrollarse herramientas más 

efectivas para la detección de marcadores clínicamente relevantes en pacientes 

colombianos. El análisis integrativo de estos datos junto con su validación preliminar en 

muestras de pacientes colombianos permitirá optimizar recursos, al reducir el tiempo como 

los costos asociados a estudios futuros más amplios y complejos. Además, esta validación 

facilitará la priorización de los genes candidatos en una población específica de pacientes 

colombianos, proporcionando una base sólida para futuras investigaciones centradas en 

el cáncer orofaríngeo asociado al VPH en Colombia. 
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1.3. Pregunta de investigación 

 

¿Existen diferencias significativas en los perfiles de expresión génica de biomarcadores 

transcriptómicos entre pacientes con carcinoma de orofaringe asociado a VPH y aquellos 

con carcinoma de orofaringe no asociado a VPH? 
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1.4. Objetivos 

1.4.1.  Objetivo general 

Identificar biomarcadores transcriptómicos de procesos oncogénicos relacionados con 

carcinoma de orofaringe asociado a VPH mediante el análisis de datos transcriptómicos. 

1.4.2. Objetivos específicos 

1. Identificar transcritos con expresión diferencial en bases de datos accesibles y 

llevar a cabo análisis de enriquecimiento funcional. 

2. Construir y analizar redes de coexpresión para emitir hipótesis biológicas acerca 

del mecanismo molecular implicado en la carcinogénesis inducida por la integración del 

VPH en carcinoma orofaríngeo y priorizar los genes para proponer biomarcadores 

potenciales de diagnóstico, progresión y pronóstico. 

3. Verificar experimentalmente la expresión diferencial de los biomarcadores 

propuestos en muestras de pacientes colombianos. 





 

 
 

2. Capítulo 2. Marco conceptual 

2.1. Virus del papiloma humano  

El VPH es un virus de DNA bicatenario perteneciente a la familia Papillomaviridae que 

infecta los epitelios cutáneos y mucosos. Se transmiten principalmente por vía sexual y es 

considerado la infección de transmisión sexual más común a nivel mundial. Existen más 

de 200 genotipos de VPH que se clasifican según su potencial oncogénico en VPH de bajo 

riesgo, asociados con lesiones como verrugas en áreas genitales, anales, bucales o 

faríngeas, y VPH de alto riesgo, relacionados con el desarrollo de diversos tipos de 

cánceres anogenitales y orofaríngeos. Los genotipos 16 y 18 son los más prevalentes en 

los cánceres asociados a VPH (13).  

2.2. Estructura y clasificación molecular del VPH. 

El VPH se caracteriza por ser un virus pequeño, con un tamaño aproximado de 50 a 60 

nm de diámetro, y presenta una estructura icosaédrica sin envoltura, compuesta por 72 

capsómeros (60 hexámeros y 12 pentámeros). Su genoma consiste en una molécula 

circular de DNA de doble hebra (episoma) de aproximadamente 8000 pares de bases, que 

contiene entre ocho y nueve ORFs (marcos de lectura abiertos). A pesar de su reducido 

tamaño genómico, el VPH es capaz de codificar varias proteínas gracias al uso de múltiples 

promotores y a patrones complejos de empalme en la expresión génica (14). 

La figura 1 representa la organización del genoma circular de VPH que tiene 

aproximadamente 87906 pares de bases, dividido en tres regiones funcionales: la región 

temprana (E, de Early en inglés), la región tardía (L, de Late en inglés), y la región 

reguladora (URR, Upstream Regulatory Region en inglés) (15). 

Figura 1. Organización del genoma del VPH16. El genoma viral consiste en un ADN circular de doble hebra 
de aproximadamente 7906 pb, dividido en tres regiones funcionales: i: La región temprana (E) que incluye los 
genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7, implicados en la replicación viral, regulación transcripcional y transformación 
celular. E6 y E7 codifican las oncoproteínas que interfieren con p53 y pRb, respectivamente. ii: la región tardía 
(L) que comprende los genes L1 y L2, que codifican las proteínas estructurales de la cápside viral y iii: la región 
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reguladora no codificante (URR) conocida también como LCR (o región larga de control, por sus siglas en 
inglés) que contiene los elementos de control necesarios para la replicación y la transcripción del genoma. 

 

 

(Tomado de (16). 

Los tipos de virus del papiloma humano que infectan a los humanos se clasifican según 

las variaciones en su secuencia de DNA. Se han identificado cinco géneros, de los cuales 

Alfa y Beta/Gamma son los más representativos. A nivel de genotipos individuales, la 

secuencia de nucleótidos del gen L1 presenta al menos un 10% de diferencia con la de 

otros tipos de VPH. 

Los VPH se agrupan en géneros, (Alfa, Beta, Gamma, Mu y Nu), de los cuales el género 

Alfa es el más relevante clínicamente por incluir los genotipos oncogénicos (Figura 2). La 

clasificación se basa en diferencias a nivel de la secuencia de nucleótidos del gen L1. Un 

nuevo genotipo se define cuando hay una divergencia en la secuencia de nucleótidos ≥ del 

10% con la de otros tipos de VPH. Entre los genotipos de alto riesgo se destacan los tipos 

16, 18, 31, 33, y 45 entre otros, reconocidos como carcinógenos humanos por la IARC 

(17,18) 

 

 

 

 



 

 

Figura 2. Clasificación de los VPH. Los tipos de papilomavirus humanos encontrados en humanos se dividen 
en cinco géneros, siendo los géneros Alfa y Beta/Gamma los grupos más grandes. Los tipos de papilomavirus 
humanos del género Alfa se clasifican a menudo como cutáneos de bajo riesgo (gris), mucosos de bajo riesgo 
(naranja) o de alto riesgo (rosa). (Tomado de (17)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 Identificación de biomarcadores transcriptómicos relacionados con procesos 

oncogénicos en cáncer orofaríngeo VPH positivos 

 

2.3. Mecanismo de carcinogénesis inducida por VPH 

 

El potencial oncogénico del VPH se atribuye principalmente a las oncoproteínas virales E6 

Y E7. La oncoproteína E7 se une a la proteína supresora de tumores pRb (19), lo que 

interrumpe el complejo transcripcional pRb/E2F liberando   los factores E2F y promoviendo 

la progresión del ciclo celular.  Por su parte, la oncoproteína E6 induce la degradación de 

la proteína supresora de tumores p53 permitiendo la evasión de la apoptosis, generando 

inestabilidad genómica y progresión de las lesiones por VPH, (Figura 3) (20). 

Adicionalmente, E6 altera la transcripción de TERT (telomerasa transcriptasa inversa) 

estimulando la actividad de la telomerasa, lo que evita la senescencia replicativa y favorece 

la inmortalización celular.  

Ambas proteínas alteran la expresión de múltiples miRNAs que afectan vías de 

señalización celular como el control del ciclo celular, proliferación y evasión de la respuesta 

inmune (21). Los efectos de E6 Y E7 por sí mismos no son suficientes para inducir la 

carcinogénesis y progresión maligna directamente; se requieren eventos adicionales como 

inestabilidad genómica, alteraciones epigenéticas y reorganización cromosómica. Las 

modificaciones en el ciclo celular inducidas por estas oncoproteínas generan alteraciones 

genéticas como reordenamientos, deleciones, inversiones y translocaciones 

cromosómicas (22).  

Factores del huésped como la respuesta inmune, el entorno epitelial y las citoquinas 

proinflamatorias, pueden favorecer la transformación maligna. La respuesta inmune del 

hospedero también juega un papel crucial, ya que puede tanto limitar como facilitar la 



 

progresión tumoral, mientras que las citoquinas proinflamatorias contribuyen a crear un 

microambiente favorable para la proliferación celular y la resistencia a la apoptosis (23).  

Figura 3. Mecanismo de acción carcinógena del VPH de alto riesgo. Tomado de (1) 

 

 

2.4. Carcinomas escamosos de cabeza y cuello 
(HNSCC) 

HNSCC se origina en el epitelio mucoso de diversas localizaciones anatómicas, incluyendo 

la cavidad oral (labios, mucosa bucal, paladar duro, lengua anterior, piso de la boca y 

trígono retromolar), la nasofaringe, la orofaringe (amígdalas palatinas y linguales, base de 

la lengua, paladar blando, úvula y pared faríngea posterior), hipofaringe (porción inferior 

de la garganta, que se extiende desde el hueso hioides al cartílago cricoides) y la laringe. 

(Figura 4).  
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Figura 4. Sitios anatómicos de desarrollo del carcinoma espinocelular de cabeza y cuello. 

 

 

Según la Organización Mundial de la Salud OMS, el HNSCC fue el13° tipo de cáncer más 

común en el mundo en 2020, con 377.713 casos nuevos y 177.757 muertes. Se estima 

que su incidencia continuará en aumento, con una proyección de crecimiento del 30%, lo 

que equivale a aproximadamente a 1,08 millones de nuevos casos anuales para el año 

2030 (11)  

2.5. Relación del cáncer orofaríngeo con el VPH 

El VPH ha sido identificado como un factor etiológico relevante en varios tipos de cáncer 

de cabeza y cuello. Dentro de los distintos tipos de cáncer de cabeza y cuello, el carcinoma 

orofaríngeo (OPC) es el que muestra la mayor asociación con VPH, detectándose el virus 

en aproximadamente el 46% de los casos a nivel global. Otros carcinomas del tracto 

aerodigestivo superior, como el carcinoma escamoso de cavidad oral (24%), el carcinoma 

laríngeo (22%) y el carcinoma sinonasal (con una frecuencia aún menor), también han sido 

relacionados con la asociación del virus aunque con menor prevalencia que en el OPC. 

Sin embargo, en el caso del cáncer laríngeo, aún se requieren más estudios para confirmar 

esta asociación (5). 



 

Durante las últimas dos décadas se ha observado un incremento en la incidencia del 

HNSCC en pacientes sin antecedentes de tabaquismo ni consumo de alcohol. Este cambio 

en el perfil epidemiológico ha estado fuertemente vinculado al aumento de tumores 

asociados a VPH, especialmente en el cáncer orofaríngeo. De hecho, en Estados Unidos 

la proporción de casos de carcinoma orofaríngeo asociados al VPH pasó del 16% en la 

década de 1980 al 72.2% en el año 2000 (8). Para 2020, la incidencia global del HNSCC 

se incrementó en un 47.7%, mientras que la del OPC asociado a VPH se incrementó en 

un 72.2% (24). Según datos del proyecto GLOBOCAN 2022, la prevalencia mundial del 

OPC en un período de cinco años se estima en 3.9 casos por cada 100,000 habitantes. 

Esta cifra varía según la región: 4.0 por 100,000 en América Latina y el Caribe, y 3.1 por 

100,000 en Colombia. 

Entre los diferentes tipos de VPH, el subtipo 16 es el más comúnmente detectado en los 

casos de HNSCC asociado a VPH, presente en más del 80% de los tumores, seguido por 

los subtipos 35 y 33 (25). Un estudio reciente realizado en 2023 en el marco de una tesis 

de maestría en Colombia analizó la prevalencia de infección del VPH en muestras 

tumorales de pacientes con carcinoma escamocelular orofaríngeo de Argentina, Brasil y 

Colombia. encontrando DNA viral en el 83.33%, 72.35% y 97.43% de los casos 

respectivamente. Esta neoplasia afecta predominantemente a hombres entre la quinta y 

sexta décadas de vida, con una relación de incidencia de 3:5 en comparación con las 

mujeres. Aunque se ha sugerido que factores como el comportamiento sexual podrían 

influir, se considera que esta diferencia no es suficiente para explicar por si sola la mayor 

prevalencia en hombres. Se postula que podrían existir factores biológicos o inmunológicos 

que aumenten la susceptibilidad masculina a la carcinogénesis inducida por VPH, incluida 

una mayor carga viral en la mucosa genital femenina que favorece la transmisión oral (9). 

El carcinoma de orofaringe asociado a VPH es considerado como una entidad clínicamente 

distinta, con factores de riesgo y características histopatológicas, moleculares y clínicas 

diferenciadas. Estos tumores tienen un mejor pronóstico que otros tipos de OPC, debido a 

que suelen presentarse en pacientes más jóvenes, con un mejor estado general de salud, 

y presentan una mayor estabilidad genómica, en contraste con los tumores no asociados 

a VPH. Mientras que os OPC VPH- acumulan mutaciones como la inactivación del gen 

TP53 y alteraciones en vías de reparación del DNA, los OPC asociados a VPH expresan 

las oncoproteínas E6 y E7, que interfieren con p53 y pRb sin inducir mutaciones extensas., 



34 Identificación de biomarcadores transcriptómicos relacionados con procesos 

oncogénicos en cáncer orofaríngeo VPH positivos 

 
Esta menor carga mutacional se asocia con una mejor respuesta al tratamiento y, por ende, 

un pronóstico más favorable (26).  

Evidencia reciente sugiere que el microbiota orofaríngeo podría desempeñar un papel en 

la persistencia de la infección por VPH y el desarrollo del carcinoma de orofaringe asociado 

a VPH. Se ha propuesto que el microbiota local podría modificar el microambiente inmune 

para facilitar la entrada del virión a los queratinocitos y favorecer la persistencia viral. 

Estudios en cáncer de cuello uterino han identificado asociaciones entre firmas fúngicas 

específicas, el VPH de alto riesgo y a la presencia de lesiones premalignas, lo que sugiere 

un mecanismo similar en la orofaringe. Estas firmas microbianas podrían ser 

fundamentales para caracterizar lesiones premalignas, mejorar la comprensión de la 

carcinogénesis y abrir nuevas posibilidades para el diagnóstico temprano y el diseño de 

estrategias terapéuticas dirigidas  (27,28). 

2.6. Factores de riesgo 

Entre los factores de riesgo más relevantes se encuentran el inicio temprano de relaciones 

sexuales, múltiples parejas sexuales y prácticas de sexo oral (oral-oral, oral-genital u oral-

anal) (Tabla 1).  

Tabla 1. Factores de riesgo comunes y características biológicas que comparten los 
cánceres de cuello uterino y orofaríngeo asociados al virus del papiloma humano. 
Adaptado de (6).  

Característica VPH-Asociado a Cáncer de 
Cuello uterino  

VPH-Asociado a cáncer 
de orofaringe 

VPH 16/18 positivo 70% 90% 

E6/E7 expresión Si Si 

p53 and pRb Si Si 

Edad media de 
detección 

49 años 54 años 



 

Edad del pico de 
prevalencia 

20 años 25-30 años y 55-60 años 

Periodo de latencia 30 años 10-30 años 

Sexo 100% Mujeres 70% Hombres 

Lesiones premalignas Bien documentada Incierto 

Transmisión sexual Si Si 

Otros factores de 
riesgo 

Múltiples parejas sexuales 
vaginales, parejas con muchas 
parejas, edad temprana de 
coitarquia, tabaquismo, uso 
prolongado de anticonceptivos 
orales, múltiples nacimientos 
vivos, estado 
inmunocomprometido y niveles 
bajos de folato 

Alto número de parejas de 
sexo vaginal en la vida 
(>25) y ≥6 parejas de sexo 
oral en la vida, pareja 
femenina con carcinoma 
de células escamosas 
anogenital asociado al 
VPH, estado 
inmunocomprometido, 
sexo masculino 

Susceptibilidad a 
Quimio y Radioterapia 

Moderado Alta 

Citología Si No 

Tasa de supervivencia 
5 años 

68% 85-90% 

Evidencia de la 
eficacia de las 
vacunas 

Fuerte Débil 

2.7. Características clínicas y diagnóstico del cáncer 
orofaríngeo asociado al VPH 

 

En el ámbito clínico, los pacientes con cáncer orofaríngeo relacionado con la infección por 

el VPH suelen presentar síntomas como dolor faríngeo persistente, odinofagia, cambios 

en la voz y la aparición de una masa cervical palpable, generalmente atribuible a 

metástasis ganglionares. El diagnóstico del HNSCC ha avanzado considerablemente con 
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el desarrollo de herramientas moleculares y serológicas que permiten detectar la infección 

viral y determinar cuál es su participación en la oncogénesis.  

Entre los métodos disponibles para estudiar la infección viral, la detección de anticuerpos 

séricos contra epítopes virales y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) han 

demostrado gran sensibilidad y utilidad en contextos de investigación, aunque no 

discriminan entre infecciones activas y latentes (Johnson et al., 2020). Sin embargo, en la 

práctica clínica para el cáncer orofaríngeo asociado a VPH, el objetivo no es únicamente 

confirmar la presencia del virus, sino establecer su papel oncogénico. Para ello, los 

métodos más utilizados son la inmunohistoquímica para p16 —como marcador indirecto 

de actividad viral— y la hibridación in situ (ISH) para DNA o RNA viral, complementados 

en algunos casos por técnicas serológicas como ELISA. Por otra parte, aunque la 

inmunohistoquímica para la proteína p16 se utiliza como un marcador surrogado de 

integración viral, debido a que su sobreexpresión es secundaria a la inactivación de pRb 

por la oncoproteína viral E7 (sensibilidad del 94% y especificidad del 83%), el estándar de 

referencia para confirmar la actividad transcripcional del VPH es la detección del RNAm de 

las oncoproteínas E6 y E7, pese a que su implementación en la práctica clínica compleja 

y laboriosa (24).   

El tratamiento del cáncer orofaríngeo depende del estadio clínico de la enfermedad y de 

las características del paciente, y puede incluir cirugía, radioterapia y quimioterapia. Sin 

embargo, dado el incremento de casos en población joven y teniendo en cuenta las 

secuelas funcionales a largo plazo asociadas a estas intervenciones, se hace cada vez 

más necesaria la búsqueda de alternativas terapéuticas más específicas y menos 

invasivas, que mantengan la eficacia oncológica sin comprometer la calidad de vida de los 

pacientes(29). 

2.8. Historia natural de la enfermedad 

 

El virus del papiloma humano infecta preferentemente los epitelios estratificados, como los 

presentes en la piel, la región anogenital y la cavidad orofaríngea. Su ciclo de vida depende 

de la diferenciación epitelial, ya que la infección se inicia en las células basales no 

diferenciadas tras la exposición del epitelio a micro lesiones. En el caso de la orofaringe, 



 

la arquitectura reticulada del epitelio escamoso que recubre las criptas amigdalinas facilita 

el acceso del virus a las células madre epiteliales y células basales en proliferación, lo que 

favorece el establecimiento de una infección persistente. En estas células, el VPH se 

mantiene como un episoma extracromosómico con aproximadamente 50 a 200 copias por 

núcleo, sin inducir la producción inmediata ce viriones. Esta fase latente puede perdurar 

durante largos periodos, sin manifestaciones clínicas evidentes (30). 

Las criptas amigdalinas representan un nicho ideal para la persistencia del VPH en la 

orofaringe debido a sus invaginaciones profundas que permiten la captura del virus y 

favorecen su supervivencia en las células basales, contribuyendo a la evasión inmune viral 

y la persistencia de la infección. Con el paso del tiempo, la expresión continua de las 

oncoproteínas virales E6 y E7 puede alterar profundamente la biología de la célula 

huésped al inducir cambios en la expresión génica viral y del huésped. Estas oncoproteínas 

interfieren con p53 y pRb, promoviendo la proliferación celular descontrolada, la evasión 

de la apoptosis, la desregulación de la respuesta inmune y la inestabilidad genómica, 

factores clave en la transformación maligna del epitelio infectado. 

Aunque la mayoría de las infecciones por VPH son transitorias y eliminadas por la 

respuesta inmune del huésped antes de que esta evolucione a un proceso tumoral, en 

algunos casos pueden progresar a lesiones precancerosas y eventualmente a cáncer 

invasivo. Este proceso ha sido bien caracterizado en el cáncer de cuello uterino, y aunque 

la historia natural del cáncer orofaríngeo asociado al VPH comparte varios mecanismos 

patogénicos, no se ha logrado caracterizar con la misma claridad. Se ha propuesto que, 

en la orofaringe, al igual que en el cuello uterino, la infección por VPH de alto riesgo 

particularmente el VPH16 constituye un requisito necesario, pero no suficiente para la 

carcinogénesis, dado que generalmente se requiere la integración del genoma viral al 

genoma del huésped para desencadenar la transformación maligna. La vacunación 

profiláctica, especialmente cuando se administra antes del inicio de la actividad sexual ha 

demostrado ser una estrategia preventiva altamente eficaz en la prevención de infecciones 

por VPH de alto riesgo. Sin embargo, su efectividad puede variar dependiendo del genotipo 

viral y la localización anatómica de la infección. Aunque se han implementado programas 

de vacunación para prevenir el cáncer cervicouterino, su impacto sobre la incidencia de 

cáncer orofaríngeo aún está en proceso de evaluación debido a las diferencias en la 

historia natural de otros tipos de cáncer asociados al VPH (31).  
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2.9. Biomarcadores en cáncer 

 

Los biomarcadores son moléculas biológicas detectables en muestras clínicas como 

tejidos, sangre y otros fluidos, cuya presencia o variación cuantitativa proporciona 

información sobre procesos fisiológicos normales, estados patológicos o   respuestas 

farmacológicas a intervenciones terapéuticas. En el contexto oncológico, los 

biomarcadores son herramientas fundamentales que contribuyen al abordaje integral del 

cáncer, desde la prevención hasta el seguimiento post tratamiento. De acuerdo con su 

función, los biomarcadores se pueden clasificar en las siguientes categorías: 

o Biomarcadores de Riesgo: Estiman la probabilidad de que un individuo desarrolle 

un determinado tipo de cáncer con base en características moleculares 

individuales. 

o Biomarcadores de cribado: Permiten detectar la presencia del cáncer en etapas 

tempranas, antes de la aparición  

o de los síntomas. 

o Biomarcadores diagnósticos: Ayudan a confirmar el diagnóstico de cáncer y 

distinguen entre hallazgos benignos y malignos. 

o Biomarcadores pronósticos: Determinan la evolución probable de la enfermedad, 

independientemente del tratamiento aplicado. 

o Biomarcadores predictivos: Anticipan la posible respuesta o resistencia de un tumor 

a tratamientos específicos como quimioterapia, radioterapia o inmunoterapia. 

o Biomarcadores de seguimiento: Detectan recurrencias tumorales, progresión 

metastásica, o evalúan la eficacia terapéutica durante y después del tratamiento.  

 

En los últimos años, los biomarcadores transcriptómicos han adquirido una gran relevancia 

en oncología de precisión, por ser moléculas de RNA (como RNA mensajeros (RNAm), 

miRNA o RNAlargos no codificantes (lncRNA), cuya expresión diferencial puede reflejar 

alteraciones funcionales propias de procesos tumorales. Estos biomarcadores permiten 

evaluar la actividad transcripcional de tejidos tumorales o incluso de fuentes no invasivas 

como biopsias liquidas (Sangre o saliva) facilitando el diseño de estrategias diagnósticas, 

pronósticas o terapéuticas personalizadas.  



 

En el caso del OPC asociados a VPH se ha demostrado que la expresión diferencial de 

ciertos genes y perfiles de RNA permiten distinguir entre OPC asociado y no asociado, 

ayudando en su clasificación molecular exacta y en la toma de decisiones terapéuticas 

individualizadas. (32, 33).(33). 

2.10. Fundamentos moleculares y computacionales 
del análisis transcriptómico 

 

El estudio del transcriptoma permite analizar la expresión génica en un momento y contexto 

biológico determinado, proporcionando información clave sobre los procesos celulares y 

moleculares involucrados en condiciones fisiológicas o patológicas. A través de técnicas 

como el RNA-seq, es posible cuantificar el nivel de transcripción de miles de genes de 

forma simultánea, lo que ha revolucionado la investigación biomédica y el entendimiento 

de enfermedades complejas como el cáncer(34). 

Uno de los enfoques más utilizados en el análisis transcriptómico es la identificación de 

genes diferencialmente expresados, los cuales son aquellos genes que muestran cambios 

estadísticamente significativos en sus niveles de expresión entre dos condiciones o grupos 

de estudio. Este análisis permite identificar posibles biomarcadores, genes reguladores o 

rutas alteradas asociadas con una enfermedad o fenotipo de interés. Para ello, se aplican 

métodos estadísticos que ajustan modelos a los conteos de expresión, como DESeq2 (35) 

desarrollado en la librería Bioconductor, considerando la variabilidad entre muestras y 

corrigiendo por múltiples pruebas (36). 

Además de los genes codificantes, los microARNs (miRNAs) constituyen otra capa clave 

de regulación postranscripcional. Estos pequeños RNAs no codificantes modulan la 

expresión génica al unirse de manera complementaria a regiones específicas de los 

ARNm, principalmente en la 3’UTR, induciendo su degradación o inhibiendo su traducción 

(37). Diversos miRNAs han sido reportados como biomarcadores diagnósticos, pronósticos 

y terapéuticos en cáncer, incluidos aquellos asociados a la infección por VPH. No obstante, 

en el presente estudio el enfoque se centró en genes codificantes; por esta razón, se 

incluyó únicamente la predicción de blancos de miRNAs asociados a los genes de interés, 

empleando herramientas bioinformáticas que infieren interacciones potenciales a partir de 

la complementariedad de secuencia y la conservación evolutiva de los sitios de unión(38)  
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Para comprender el papel biológico de los DEGs, se realizan análisis de enriquecimiento 

funcional, los cuales permiten identificar si ciertos procesos biológicos, funciones 

moleculares o rutas celulares están sobrerrepresentados en el conjunto de genes 

identificados. Las bases de datos más utilizadas para este fin incluyen Gene Ontology (GO) 

y KEGG. El enriquecimiento proporciona una interpretación funcional al conectar los 

hallazgos con procesos celulares relevantes, como respuesta inmune, proliferación, 

diferenciación o apoptosis (39,40). 

Adicionalmente, plataformas integrales como UALCAN y Xena Browser se emplean 

frecuentemente para la visualización y análisis exploratorio de datos transcriptómicos y 

clínicos a gran escala. UALCAN facilita la exploración de expresiones génicas y la 

correlación con variables clínicas en distintos tipos de cáncer, mientras que Xena Browser 

ofrece una interfaz versátil para explorar, visualizar y analizar conjuntos de datos 

genómicos y transcriptómicos públicos, permitiendo la integración de información 

molecular y clínica para la generación de hipótesis y validación de resultados(41, 42).(42).  

 

Por otro lado, cuando se trabaja con datos provenientes de tejidos heterogéneos, como en 

el caso del cáncer, es habitual emplear técnicas de deconvolución transcriptómica, que 

permiten estimar la proporción de distintos tipos celulares presentes en una muestra a 

partir de su perfil de expresión. Herramientas como CIBERSORT, basadas en algoritmos 

de regresión, permiten inferir la abundancia relativa de células inmunes u otros tipos 

celulares a partir de datos bulk RNA-seq, lo que resulta especialmente útil en el estudio del 

microambiente tumoral(43).  

 

Este tipo de estimaciones puede complementarse y validarse mediante análisis de célula 

única (scRNA-seq), que descomponen la expresión génica a nivel individual de cada 

célula. Esto no solo confirma la presencia de las poblaciones celulares estimadas por 

deconvolución, sino que también permite identificar subpoblaciones específicas, 

caracterizar la heterogeneidad celular y revelar interacciones que pasan desapercibidas 

en los análisis a granel. Así, la integración de ambos enfoques proporciona una visión más 

precisa y detallada de la composición celular y de los mecanismos que intervienen en el 

contexto tumoral (44). 

 



 

 

3. Capítulo 3. Marco metodológico 

Este estudio integró múltiples enfoques bioinformáticos y experimentales con el objetivo 

de identificar y validar biomarcadores transcriptómicos en carcinoma orofaríngeo asociado 

a VPH. Se analizaron datos de expresión génica provenientes de diversas plataformas, 

incluyendo transcriptómica de alto rendimiento y datos de célula única. La estrategia 

metodológica incluyó el control de calidad de los datos, análisis de expresión diferencial, 

construcción de redes de coexpresión, análisis funcional e inmune, así como priorización 

de genes candidatos. Posteriormente, se realizó una validación teórica mediante el uso de 

bases de datos públicas y revisión de la literatura, y una validación experimental en 

muestras clínicas utilizando técnicas de biología molecular (Figura 5).  

Figura 5. Este flujograma metodológico del estudio muestra el esquema general de la estrategia bioinformática 
utilizada para la identificación y verificación experimental de biomarcadores transcriptómicos asociados a la 
infección por VPH en cáncer de cabeza y cuello. El enfoque se divide en dos fases: 1. Fase exploratoria in 
sílico, que incluye la selección del conjunto de datos, el control de calidad, el análisis de expresión diferencial, 
la construcción de una red de coexpresión, el enriquecimiento funcional, el análisis del infiltrado inmune y el 
análisis con datos de célula única. 2. Fase de priorización y validación: En esta fase se seleccionarán los genes 
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candidatos con mayor potencial para ser biomarcadores, se realizará la validación teórica de los hallazgos y 
posteriormente la validación experimental en muestras biológicas mediante RT-PCR 

 

  

3.1. Selección del conjunto de datos 

Se seleccionaron cinco conjuntos de datos de la base de datos del repositorio GEO 

específicamente: GSE72536, GSE205308, GSE74927, GSE139324 y GSE209670 

(disponibles en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) tres conjuntos de datos son de RNA-seq 

a partir de tejido completo, uno es de single-cell RNA-seq (scRNA-seq) y el otro de 

miRNAs. Estos conjuntos de datos fueron escogidos porque pertenecían a muestras de 

pacientes con carcinoma escamo celular de cabeza y cuello (HNSCC) VPH asociado 

(VPH+) y VPH no asociado (VPH-). A continuación, se describen en detalle las 

características de cada conjunto de datos (Tabla 2). 



 

 

Tabla 2.  Conjuntos de datos seleccionados 

 

Los conjuntos de datos seleccionados fueron procesados individualmente para garantizar 

su comparabilidad. Se aplicaron controles de calidad, filtrado de muestras y análisis de 

expresión diferencial utilizando herramientas del proyecto Bioconductor en R. 

Posteriormente, se realizaron análisis de enriquecimiento funcional y anotación, así como 

la construcción de redes de coexpresión génica. 

El reanálisis individual y conjuntos de estos datos es fundamental para extraer información 

significativa y cumplir con los objetivos del proyecto. No obstante, es importante reconocer 

algunas limitaciones. En primer lugar, la mayoría de los conjuntos de datos carece de 

información sobre la ancestría de los participantes y ninguno,  corresponde a población 

colombiana, lo que representa un desafío, para la interpretación y generalización de los 

resultados, puesto que la ancestría puede influir en los perfiles de expresión génica 

Además, el pequeño tamaño de  muestra en los estudios incluidos podría impactar la 

representatividad biológica y aumentar la heterogeneidad atribuible a los tejidos 

analizados. 

3.2. Control de calidad 

El control de calidad se realizó mediante estadísticas descriptivas que incluyeron 

diagramas de caja, histogramas, análisis de correlación y tendencias, con el fin de 

identificar muestras atípicas. Se eliminaron aquellas muestras y genes con conteos nulos, 

valores desproporcionados o baja varianza. La normalización de los datos se integró al 

Conjunto de 
datos Tipo Muestras (VPH+/VPH-) Subtipos de HNSCC Fuente y año 

GSE72536 RNA-seq 23 tumores (10/13) Orofaringe (14), Oral (5), 
Laringe (4) 

Southampton, Reino 
Unido (2015) 

GSE205308 RNA-seq 40 tumores (20/20) Orofaringe, Oral, 
Hipofaringe 

Múnich, Alemania 
(2022) 

GSE74927 RNA-seq 32 tumores (16/16) Orofaringe (20), Oral (14), 
Laringe (2) 

Michigan, EE.UU. 
(2015) 

GSE139324 scRNA-seq 
16 muestras de sangre 
periférica y tejido tumoral 
infiltrante (8/8) 

Orofaringe (7), Oral (14), 
Laringe (1), Supraglotis (1), 
Mandíbula (1) 

Pittsburgh, EE.UU. 
(2019) 

GSE209670 miRNA 20 muestras de plasma y 
saliva (8/12) 

Orofaringe (14), Oral (12), 
Laringe (4), Hipofaringe (2) Ulm, Alemania (2022) 
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análisis de expresión diferencial, mediante la estimación de factores de tamaño de 

muestra. También se excluyeron las muestras con baja correlación y cuyos factores de 

tamaño estuvieran fuera del rango establecido (-2 a +2). 

3.3. Análisis diferencial de expresión génica 

La identificación de genes diferencialmente expresados (DEG) se llevó a cabo utilizando 

el paquete DESeq2 (35), una de las metodologías más robustas y ampliamente utilizadas 

para el análisis de datos de expresión génica. Este enfoque no requiere la transformación 

previa de los datos, sino que emplea una normalización basada en el cálculo de los 

factores de tamaño. Posteriormente, se estimó la dispersión para cada gen, seleccionando 

el valor máximo entre la estimación individual y la tendencia media de la dispersión. Los 

datos fueron ajustados a un modelo lineal generalizado con distribución binomial negativa 

para evaluar el efecto de la condición con asociación con  VPH sobre la expresión génica 

aplicando la prueba paramétrica de Wald para determinar la significancia estadística de 

este efecto.   

Como parte del análisis estadístico, DESeq2 calcula valores p sin ajustar para cada gen, 

los cuales indican la probabilidad de que las diferencias observadas ocurran por azar. No 

obstante, dada la gran cantidad de pruebas simultáneas, se corrigieron aplicando el 

método de Benjamini-Hochberg (BH) para controlar la tasa de falsos descubrimientos 

(FDR) (45). 

El análisis de expresión diferencial se llevó a cabo de manera independiente para cada 

conjunto de datos, comparando los niveles medios de expresión génica entre pacientes 

con HNSCC con asociación a VPH y HNSCC sin asociación. Para controlar posibles 

efectos del estadio clínico sobre la expresión génica, se incluyó esta variable como 

covariable en los 3 conjuntos de datos de RNAseq que disponían de dicha información. 

Además, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) sobre los datos 

normalizados con el fin de evaluar visualmente la influencia del estadio clínico en la 

variación global de la expresión génica. 

Se consideraron como genes diferencialmente expresados aquellos con un valor de p 

ajustado <0.001 en los conjuntos de RNAseq, y < 0.05 en el conjunto de miRNA. 



 

Finalmente, los posibles genes blanco-regulados por los miRNA desregulados se 

identificaron mediante la base de datos miRBase. 

3.4. Priorización de genes 

 

Las listas de genes diferencialmente expresados obtenidas en cada conjunto de datos se 

consolidaron en un único documento, incluyendo sus respectivos valores de Fold Change. 

Este procedimiento permitió realizar una priorización de genes para la posterior 

construcción de la red de coexpresión. 

Para esta priorización, se implementó un sistema de puntuación basado en dos criterios: 

o Dirección del cambio: consistencia en el patrón de regulación Sobreexpresión o 

expresión a la baja) entre los distintos conjuntos de datos  

o Presencia del mismo gen en al menos dos conjuntos de datos. 

Cada gen recibió un punto por cada criterio cumplido, con un puntaje máximo de tres 

puntos. Los genes que cumplían únicamente uno de los criterios no fue considerado en la 

priorización. Cabe destacar que, en esta etapa, los miRNA no fueron incluidos en el 

proceso de selección. 

3.5. Red de co-expresión 

 

A partir de los genes priorizados, se construyó una red de coexpresión. Los genes 

seleccionados fueron organizados en una nueva matriz, donde cada fila representó los 

conteos de expresión de cada gen en su respectiva base de datos original. Dado que se 

priorizaron genes presentes en más de un conjunto de datos, fue necesario imputar los 

valores faltantes. Para ello, se utilizó la mediana de la expresión del gen entre las muestras 

disponibles en cada conjunto de datos, generando así una matriz final de expresión 

compuesta por 244 genes evaluados en 3 conjuntos de datos independientes. 

Se calcularon los coeficientes de correlación de Pearson entre los perfiles de expresión 

génica por cada par de genes en todas las muestras para determinar, con base en esta 

coexpresión, aristas en la red. Para determinar el umbral de correlación, es decir, el valor 
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a partir del cual la similitud entre dos genes se considera suficiente para definir una 

conexión en la red de coexpresión, se aplicó un enfoque basado en la comparación del 

coeficiente de agrupamiento propuesto por Elo et al. (46), el cual compara el coeficiente 

de agrupación de la red observada (Co) con el coeficiente de agrupación esperado para 

una red aleatoria (Cr). Estos valores fueron evaluados para diferentes valores de umbral τ 

(tao), para ajustar el umbral de correlación necesario para definir qué pares de genes se 

considerarían coexpresados. 

A partir de este análisis, se generó la matriz de adyacencia, en la cual cada conexión 

representa un par de genes con correlación significativa en su expresión. Para garantizar 

que la red no fuera dirigida, se estableció en cero la diagonal de la matriz, se eliminaron 

los nodos no conectados con el fin de simplificar la representación visual de la red. 

La construcción de la red se realizó en R utilizando el paquete igraph (47). Posteriormente, 

se utilizó Cytoscape, un software de código abierto, para la visualización y el análisis 

adicional de la red (48). 

3.6. Análisis de enriquecimiento de genes 
priorizados 

 

La lista de genes priorizados fue anotada y analizada mediante enriquecimiento funcional 

utilizando la herramienta DAVID (Database for Annotation, Visualization, and Integrated 

Discovery) (49). 

Esta herramienta compara la lista de genes de interés con el genoma completo como fondo 

de referencia y evalúa su asociación con términos funcionales como procesos biológicos, 

funciones moleculares y componentes celulares.  

Para cada termino funcional, DAVID calcula un valor p que indica la probabilidad de que el 

numero observado de genes asociados a dicho término haya ocurrido por azar. Este 

análisis se realiza mediante pruebas estadísticas.  

Dado que se realizan múltiples comparaciones, DAVID aplica corrección por pruebas 

múltiples para reducir el error tipo 1. El método más utilizado es la corrección de Benjamini-



 

Hochberg que ajusta los valores p para controlar la tasa de falsos descubrimientos (False 

Discovery Rate, FDR) y evitar resultados que reflejen una asociación que no existe.   

Posteriormente, se utilizó la tabla Functional Annotation Chart generada por DAVID, 

considerando únicamente los términos funcionales con valor p corregido menor a 0.05.  

Para facilitar la interpretación, los resultados fueron procesados y visualizados mediante 

herramientas bioinformáticas en R priorizando las categorías con mayor relevancia 

biológica. Cuando fue necesario, los identificadores génicos se convirtieron a formatos 

estandarizados como ENTREZ, para asegurar la compatibilidad con las funciones de 

visualización. Finalmente, se generaron distintos tipos de representaciones gráficas para 

mostrar los resultados del análisis de enriquecimiento: diagramas de barras para los 

términos más significativos, rutas enriquecidas KEGG para visualizar los procesos 

biológicos asociados a los genes identificados, y una red de términos GO, que permitió 

explorar la relación entre términos funcionales basados en la superposición de genes 

asociados. 

3.7. Estimación de la infiltración inmunitaria  

 

Se utilizó el algoritmo CIBERSORT para estimar la proporción relativa de 22 tipos de 

células inmunes en las muestras de RNA-seq de los conjuntos de datos GSE205308, 

GSE74927 y GSE72536, empleando la matriz de referencia LM22. Tras la deconvolución 

de los perfiles de expresión, se seleccionaron únicamente aquellas muestras con valores 

de p < 0.05, con el fin de garantizar la robustez estadística de la estimación. 

Para comparar las proporciones de células inmunes entre los grupos asociado a VPH y no 

asociado, se aplicaron pruebas estadísticas apropiadas según la distribución de los datos. 

En primer lugar, se evaluó la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Dependiendo 

del resultado, se utilizó la prueba t de Student para realizar las comparaciones de los datos 

con distribución normal o la prueba de U de Mann–Whitney en el caso contrario. Estas 

comparaciones permitieron identificar subtipos celulares con diferencias significativas 

entre los grupos, potencialmente asociados con la presencia del virus. 

Finalmente, se evaluaron las diferencias en la composición de las poblaciones inmunes 

entre los grupos de pacientes asociados y no asociados a VPH, identificando aquellas 
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células cuyo comportamiento diferencial pudiera estar asociado con la presencia del virus. 

Para garantizar la robustez de los resultados, se aplicaron pruebas de corrección por 

comparaciones múltiples 

3.8. Análisis de transcriptómica de célula única 
(scRNA-seq) 

 

Para el análisis transcriptómico de célula única se utilizaron datos del conjunto de datos 

GSE139324, que incluye 16 muestras de sangre periférica (PBMC) y 16 muestras de 

células inmunitarias infiltrantes de tumores (TILs), correspondientes a 8 pacientes VPH+ y 

8 pacientes VPH−). Las muestras se agruparon por separado en dos listas de casos 

(VPH+) y controles (VPH−). 

El procesamiento se realizó con el paquete Seurat siguiendo el flujo de trabajo propuesto 

por Luecken & Theis (50). Inicialmente, cada muestra fue normalizada y se identificaron 

genes altamente variables. Posteriormente, se realizó la integración por grupos (VPH+ 

(asociados) y VPH- (no asociado)) mediante la estrategia de anclaje, para corregir efectos 

técnicos entre pacientes y generar matrices integradas de expresión por cada condición. 

Posteriormente los datos se escalaron y se aplicaron análisis de reducción de 

dimensionalidad mediante PCA y UMAP. A partir de esta representación, se construyeron 

grafos de vecinos más cercanos y se identificaron los clústeres celulares con una 

resolución de 0.5. Para su anotación se utilizó el paquete SingleR tomando como 

referencia el atlas inmunológico MonacoImmuneData del paquete celldex, lo que permitió 

identificar las principales poblaciones inmunes presentes en cada grupo. 

A continuación, se integraron todos los datos (asociado y no asociado a VPH) en un único 

objeto combinado que conservó la anotación celular y la información de grupo 

experimental. A partir de esta integración, se realizó un análisis de expresión diferencial 

célula a célula enfocado en tres poblaciones inmunes seleccionadas por su relevancia 

biológica. 

Finalmente, para evaluar diferencias en la composición celular entre grupos, se realizó la 

anotación celular individual de cada muestra de PBMCs y de TILs, se obtuvieron los 



 

conteos de cada tipo celular por paciente, y se calcularon las proporciones relativas de 

cada tipo celular. Estas proporciones se compararon entre los grupos con y sin asociación 

mediante la prueba de Wilcoxon, con el objetivo de identificar poblaciones inmunes 

diferencialmente representadas en función del estado de infección. 

3.9. Selección de genes para validación experimental 

 

Como parte del proceso de integración de los análisis bioinformáticos realizados, se 

identificaron los genes con potencial valor diagnóstico y pronóstico en el cáncer 

orofaríngeo asociado al VPH. La selección de esto se basó en un enfoque integrador que 

consideró tres criterios principales:  

1.Expresión diferencial consistente entre distintos conjuntos de datos.  

2. Posición central en la red de coexpresión génica (Alto grado de conectividad) 

3.Respaldo bibliográfico que confirmara su asociación con el HNSCC relacionado con el 

VPH.  

Inicialmente los genes fueron priorizados según su valor de fold change, destacando 

aquellos con los cambios de expresión más marcados. Posteriormente, se evaluó su grado 

de conectividad dentro de la red de coexpresión, asumiendo que los genes más 

conectados podrían tener un papel regulador clave en el contexto biológico analizado. 

Finalmente, se revisó la literatura para confirmar su asociación previa con la infección por 

VPH en el contexto del HNSCC. Con base en estos criterios, se seleccionaron cinco genes 

con alta relevancia biológica y potencial valor como biomarcadores. 

Para validar in silico la relevancia de los cinco genes, se evaluaron sus niveles de 

expresión en muestras de HNSCC disponibles en el proyecto TCGA (The Cancer Genome 

Atlas), utilizando la plataforma UALCAN (51). Esta herramienta permite explorar datos de 

expresión génica y epigenética en distintos tipos de cáncer y facilita la comparación entre 

grupos clínicos y moleculares. En este estudio se analizaron tres grupos: 1. tejido tumoral 

asociado a VPH (VPH+), 2. tejido tumoral no asociado a VPH (VPH−) y 3. tejido sano. Los 

niveles de expresión génica se visualizaron mediante diagramas de cajas (boxplots) que 

evidencian las diferencias relativas entre los grupos.  
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Adicionalmente, se evaluó el potencial discriminativo de los genes seleccionados mediante 

la construcción de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) a partir de los valores 

de expresión génica obtenidos de los conjuntos de datos empleados en los análisis 

bioinformáticos (52). Este análisis permitió estimar la sensibilidad y especificidad de cada 

gen para clasificar a los pacientes según su asociación a VPH (VPH+ vs. VPH−). Para ello, 

se utilizaron los valores de expresión normalizados, y se calculó el área bajo la curva (AUC) 

como medida del desempeño diagnóstico de cada marcador. 

3.10. Verificación experimental de genes propuestos 
mediante qPCR 

3.4.1. Diseño de sondas y primers 

Para la detección y cuantificación de los genes seleccionados, se diseñaron primers y 

sondas utilizando la herramienta PrimerQuest (Integrated DNA Technologies, IDT). Los 

criterios establecidos para el diseño incluyeron: 

  Temperatura de alineamiento (Tm): Diferencia máxima de 2°C entre primers. 

  Contenido de A-T: Aproximadamente 50%. 

  Ausencia de estructuras secundarias: Se evitaron secuencias que formaran 

homodímeros, heterodímeros y horquillas a las temperaturas de la PCR. 

  Tamaño del amplicón: Menor a 160 pb. 

  Región de amplificación: localizada dentro de la región codificante (CDS). 

• Posteriormente, las secuencias de los primers y las sondas diseñadas se evaluaron 

con OligoAnalyzer (IDT) para verificar la calidad de los oligonucleótidos y confirmar 

la ausencia de estructuras secundarias. Adicionalmente, se realizó un análisis de 

especificidad en BLASTn (NCBI) contra la base de datos RefSeq Select RNA para 

asegurar la alineación exclusiva de los primers con las secuencias diana y 

descartar posibles hibridaciones inespecíficas. Para la normalización de la 

expresión génica, se utilizó una sonda específica para el gen GAPDH, utilizada 



 

como control endógeno. Todas las secuencias fueron sintetizadas por Macrogen 

Inc., Seúl, Corea del Sur. 

A continuación, en la tabla 3 se detallan las secuencias diseñadas:  

.  

Tabla 3. Características de los primers y sondas diseñadas. 

Gen Tipo Secuencia (5' → 3') Tm 
(°C) 

Amplicón 
(pb) 

Fluoróforo
/Quencher 

 
 

ZNF541 
Gene ID: 

84215 
 
 

SONDA 
TAQMAN 

CGTCTGGACCCCTAT
AGAGAAGAGGC 

67.9  5'FAM 
3'BHQ1 

Forward CTCGCTGACTATCGC
TACAC 

61.6 135  

Reverse CTGAGCTACCGTCTT
TGTCTG  

62.1   

 
 

IL17REL 
Gene ID: 
400935 

 

SONDA 
TAQMAN 

AGGGTGACATAGAGG
TGCTGGG 

67.9  5'FAM 
3'BHQ1 

Forward CCAGCACCTCTATGT
CACC 

61.5 135  

Reverse ACTTGCACCAGAATC
GCC 

62.5   

 
 

CD19 
Gene ID: 

930 

SONDA 
TAQMAN 

CCCCAGAACCAGTAC
GGGAACG 

67.9  5'FAM 
3'BHQ1 

Forward TCTTCAAAGTGACGC
CTCC 

61.7 150  

Reverse TGCTCGGGTTTCCAT
AAGAC 

61.9   

 
 

FCER2 
Gene ID: 

2208 

SONDA 
TAQMAN 

ACAAAGCTAAGGATG
GAGTTGCAGGT 

68  5'FAM 
3'BHQ1 

Forward AGGAATTGAACGAGA
GGAACG 

62 129  

Reverse TGATCCACTTTTCAGG
GCAC 

62.4   

 
 

ASCL4 
Gene ID 
121549 

SONDA 
TAQMAN 

CACTTTGCTGAGGCG
CTTGTCTG 

67.6  5'FAM 
3'BHQ1 

Forward GTGAACGAGGGCTAT
GCG 

61.1 110  

Reverse AGGTGCTTGATGTAG
TCGATG 

61.9   
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3.4.2. Selección de muestras 

 

Las muestras utilizadas en el presente proyecto provienen de la cohorte colombiana del 

estudio Interchange/HEADSpAcE: “Estudio translacional del cáncer de cabeza y cuello en 

Sudamérica y Europa”, iniciativa internacional de carácter colaborativo. El desarrollo de 

este trabajo se llevó a cabo en alianza con el Grupo de Investigación en Patología de la 

Fundación Santa Fe de Bogotá y la Facultad de Odontología de la Universidad Nacional 

de Colombia, lo que permitió articular capacidades científicas y técnicas para la 

recolección, procesamiento y análisis de las muestras biológicas. Esta cooperación 

institucional garantizó el acceso a material proveniente de una cohorte con criterios 

estandarizados de inclusión y seguimiento lo que permitió articular capacidades científicas 

y técnicas para la recolección, procesamiento y análisis de las muestras biológicas. 

Para la validación experimental, se utilizaron 20 muestras de pacientes con diagnóstico 

confirmado de HNSCC, divididas en dos grupos: 10 casos de carcinoma de orofaringe 

asociado a VPH / p16 positivo y 10 casos de carcinoma escamocelular de cavidad oral sin 

asociación a VPH (p16 y VPH-DNA negativos). De cada paciente se analizaron tres tipos 

de muestra:  tumor, saliva y sangre, que estaban almacenadas a -20 °C. 

El protocolo de reclutamiento y consentimiento informado fue aprobado por el Comité de 

Ética de la Fundación Santa Fe de Bogotá (CCEI-2424-2014) y el presente proyecto fue 

aprobado por el Comité de ética de la facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de 

Colombia (Acta 01-2024). 

La selección de los bloques de parafina fue realizada por la Dra. Paula Andrea Rodríguez, 

patóloga experta de la Fundación Santa Fe de Bogotá, quien diagnosticó y eligió el bloque 

completo o una porción representativa del tumor, de acuerdo con la disponibilidad de 

material biológico. 

 



 

3.4.3. Extracción de RNA a partir de bloques de 
parafina, buffy coat y saliva. 

 

La extracción de RNA total se realizó a partir de tres tipos de muestras biológicas: tejidos 

embebidos en parafina (FFPE), saliva y buffy coat.  

Muestras FFPE, se empleó el RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Thermo Fisher 

Scientific), diseñado específicamente para recuperar ácidos nucleicos de tejidos fijados en 

formol y embebidos en parafina, siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Muestras líquidas (saliva y buffy coat) se utilizó el Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit Catalog 

No. R1054 & R1055 (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.), adecuado para obtener RNA 

de alta calidad a partir de fluidos biológicos y células en suspensión. 

Una vez extraído, el RNA fue cuantificado y evaluado en términos de concentración y 

pureza utilizando dos métodos: fluorometría utilizando el equipo Qubit ® 2 Fluorometer 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU, y el kit Qubit RNA HS Assay Kit, Catalog 

No. Q32852, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU, que permite una medición 

precisa de concentraciones bajas de RNA y espectrofotometría utilizando el Nanodrop 

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific para verificar la pureza del RNA total. En los 

casos donde fue necesario, se concentró el RNA utilizando el Savant SpeedVac (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU). 

Todas las muestras fueron almacenadas a −80 °C hasta su procesamiento para análisis 

posteriores. 

3.4.4. Síntesis de cDNA 

La síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizó a partir del RNA total previamente 

extraído y validado, utilizando el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Cat. No. 4368814, Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la reacción se empleó 

una concentración aproximada de 100–150 ng de RNA por muestra. El programa de 

retrotranscripción incluyó los siguientes ciclos: 25 °C por 10 minutos, 37 °C por 120 

minutos, 85 °C por 5 minutos y mantenimiento a 4 °C. 
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3.4.5. PCR cuantitativa (qPCR) 

La qPCR se realizó en un equipo QuantStudio 3 formato de 96 pozos (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EE.UU.) empleando el reactivo Luna Universal Probe qPCR Master Mix 

(Cat. No. M3004, New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU. Cada muestra se analizó por 

duplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados. Las condiciones de 

amplificación incluyeron una desnaturalización inicial a 95 °C por 60 segundos (1 ciclo), 

seguida de 40–45 ciclos de desnaturalización a 95 °C por 15 segundos y extensión a 60 

°C por 30 segundos con lectura de placa. Finalmente, se efectuó una curva de disociación 

(melt curve) en el rango de 60–95 °C. 

El gen GAPDH se utilizó como control endógeno para normalizar la expresión génica. El 

análisis de expresión relativa de los genes de interés se realizó utilizando el método 

comparativo ΔΔCt (delta delta Ct)(53). 

Primero, se determinó el valor umbral de ciclo (Ct) para cada gen analizado y para el gen 

de referencia (GAPDH). Posteriormente se calculó el valor ΔCt restando el Ct del gen de 

referencia al Ct del gen de interés en cada muestra:  

ΔCt = Ct gen de interés − Ct GAPDH 

Luego, se calculó el ΔΔCt comparando el ΔCt del grupo experimental (Asociado a VPH) 

con el   ΔCt del grupo control (No asociado a VPH):  

ΔΔCt = ΔCt VPH+ − ΔCt VPH−.  

Finalmente, se estimó la expresión relativa utilizando la fórmula:  

Fold change = 2^−ΔΔCt.  

Un valor de fold change > 1 indica sobreexpresión, mientras que un valor < 1 indica 

subexpresión relativa en el grupo VPH asociado. 

Se excluyeron del análisis aquellas muestras cuyos controles negativos presentaron 

amplificación o cuyas curvas de amplificación fueron atípicas. 

 



 

3.4.6. Análisis estadístico 

 

La distribución de los datos se evaluó mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. 

De acuerdo con los resultados, se eligió la prueba estadística más adecuada para la 

comparación entre grupos. Dado que la mayoría de los datos no siguieron una distribución 

normal, se utilizó la prueba no paramétrica de Wilcoxon para determinar diferencias 

significativas en la expresión de cada gen entre los grupos con y sin asociación a VPH 

Todos los análisis se realizaron en R considerando significativo un valor de p < 0.05. 
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4. Capítulo 4. Resultados 

Con base en el flujo metodológico planteado (Figura 5), se desarrolló un enfoque 

sistemático para identificar y caracterizar genes relevantes en el cáncer escamocelular de 

cabeza y cuello (HNSCC) asociado o no a la infección por VPH. Primero, se seleccionaron 

los conjuntos de datos transcriptómicos y se aplicaron controles de calidad para asegurar 

la confiabilidad de los análisis. Posteriormente, se realizó el análisis de expresión 

diferencial, que permitió generar listas de genes diferencialmente expresados (DEGs) 

entre muestras VPH positivas y negativas. Estos genes fueron integrados en una red de 

coexpresión para explorar sus relaciones funcionales y facilitar su priorización.  

A partir de esta red, se seleccionaron genes clave que fueron sometidos a análisis de 

enriquecimiento funcional, evaluación de infiltración inmune y exploración en datos de 

transcriptómica a célula única. Finalmente, los genes priorizados fueron evaluados in silico 

y experimentalmente para validar su relevancia biológica. 

4.1. Identificación de genes diferencialmente 
expresados 

 

En los tres conjuntos de datos de RNA-seq (GSE205308, GSE74927 y GSE72536), se 

utilizó la herramienta DESeq2 para identificar los DEGs. Además, se identificaron los genes 

diana regulados por los miRNA detectados y se integraron en los análisis posteriores de 

enriquecimiento funcional y redes de coexpresión. 

 

En total, se identificaron un total de 2,130 DEGs distribuidos de acuerdo con cada conjunto 

de datos (Figura 6).  



 

 

Figura 6. Diagrama de Venn de genes diferencialmente expresados en los conjuntos de datos GSE205308, 
GSE72536 y GSE74927. 

 

 

Cuando se incluyó el estadio de la enfermedad como covariable en el modelo estadístico, 

se obtuvieron 1103 DEGs en 2 de los conjuntos de datos (Figura 7). Adicionalmente, se 

realizó un PCA con los datos normalizados para explorar la distribución global de las 

muestras en función del estadio clínico. Como se muestra en la figura 8, el PCA no 

evidenció agrupaciones definidas por estadio, lo que indica que esta variable no explica la 

mayor proporción de la variabilidad en los datos. Estos resultados respaldan que las 

diferencias de expresión génica observadas entre los grupos VPH+ y VPH− se asocian 

principalmente al estatus viral, y no al estadio tumoral. 
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Figura 7. Diagrama de Venn de genes diferencialmente expresados incluyendo estadío como covariable en 
los conjuntos de datos GSE72536 y GSE74927. 

 

 

Figura 8. Análisis de componentes principales (PCA) de los conjuntos de datos GSE74927 (izquierda) y 
GSE72536 (derecha), según condición VPH (positivo en azul, negativo en rojo) y estadio clínico (representado 
por diferentes formas). En ambos casos, las muestras se agrupan principalmente según su asociación a VPH 
y no por el estadio, lo que sugiere que la principal fuente de variabilidad está asociada a la condición viral más 

que al estadio tumoral 

 

4.2. Priorización de genes y construcción de la red 
de coexpresión 

Para la construcción de la red de coexpresión, se combinaron las listas de DEGs obtenidas 

de los tres conjuntos de datos de RNA-seq junto con sus valores de log₂FoldChange, 

generados por DESeq2. Posteriormente, se aplicó el sistema de puntuación descrito en la 

sección de metodología. De los 2081 DEGs iniciales, se seleccionaron 243 genes 



 

presentes en al menos dos de los tres conjuntos de datos y que presentaban la misma 

dirección de cambio en la expresión. 

Estos 243 genes se utilizaron para construir la red de coexpresión (Figura 9). Se generó 

una matriz de correlaciones lineales de Pearson, y a partir de ella se calculó un umbral de 

similitud utilizando el método del “máximo local”, con un valor de τ = 0.79. Este umbral se 

consideró óptimo para diferenciar genes altamente co-expresados de aquellos con 

relaciones débiles o aleatorias. Como resultado, se identificaron 173 genes con 

correlaciones significativas que conformaron la red final. 

Sobre estos 173 genes se construyó la matriz de adyacencia, visualizada en Cytoscape, 

eliminando aquellos genes con menos de dos conexiones, para facilitar la interpretación. 

En la red final se observaron 3 módulos, uno principal con el mayor número de genes 

(Figura 9A) y dos adicionales con 6 y 8   genes respectivamente (Figura 9B y 9C)  
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Figura 9.  Red de co-expresión génica en pacientes con HNSCC asociados  VPH. La red muestra los DEGs 

priorizados a partir de los conjuntos de datos de RNAseq. Cada nodo representa un gen, mientras que las 

aristas corresponden a interacciones de co-expresión entre ellos.  El color de los nodos varía en una escala de 

rosa a purpura según su grado en la red, donde los más oscuros corresponden a genes con mayor conectividad 

(grado más alto). Se observan tres subredes principales que reflejan posibles módulos de genes Co-

expresados.  

 

Se construyó una nueva red incorporando los miRNAs a la matriz de adyacencia, lo que 

permitió visualizar una red bipartita de genes y miRNAs (Figura 10). Para ello, los miRNAs 

diferencialmente expresados se incluyeron en la matriz, estableciendo conexiones con los 

genes priorizados. Esta aproximación permitió explorar posibles relaciones reguladoras 

entre ambos conjuntos. La red resultante evidencia que varios de los genes seleccionados 

son regulados por miRNAs, incluso cuando provienen de distintos conjuntos de datos, lo 

que sugiere una relación funcional relevante en la carcinogénesis mediada por VPH. En 

particular, miR-363-5p se conectó con PAX5, RHBDL3, SCAI, TLL1, ZNF445 y ZFR2; miR-

612 con CD22, IL17REL, PAX5, RHBDL3, RNF207 y SYNGR3; miR-499a-5p con WNK3, 

ZNF621, miR-526a-5p con INA, POLH y PRDM15, y hsa-miR-323b-3p con BPIFC, 

FAM129C, RBM24 y ZBF445. 



 

 

Figura 10. Red bipartita de co-expresión entre genes y miRNAs diferencialmente expresados en HNSCC 
asociado a VPH. Los genes se muestran en rosado y los miRNAs en azul.  Los miRNAs diferencialmente 
expresados están conectados a múltiples genes priorizados, lo que sugiere que pueden estar regulando su 
expresión. La intensidad del color en los nodos refleja su grado dentro de la red, donde los nodos más oscuros 
presentan un mayor número de conexiones, indicando una conectividad más alta. 

 

 

 

4.3. Análisis de enriquecimiento funcional 

 

Tras la construcción de la red de coexpresión, se realizó un análisis de enriquecimiento 

funcional considerando exclusivamente los 173 genes altamente correlacionados que 

conformaban la red final. Este enfoque permitió identificar funciones biológicas 

sobrerrepresentadas y posibles mecanismos de regulación conjunta entre los genes con 

mayor conectividad. 
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Las principales categorías enriquecidas correspondieron a procesos inmunológicos, 

señalización mediada por citocinas y rutas asociadas a la interacción virus-huésped 

(Figuras 11 y 12).  

Figura 11. (A) Red de términos GO asociados a los genes diferencialmente expresados, donde los nodos 
representan los procesos biológicos y el tamaño está relacionado con el número de genes asociados. (B) 
Gráfico de barras con los principales términos GO enriquecidos, ordenados según el número de genes 
asociados (Count) y coloreados de acuerdo con el valor de significancia ajustado (p.adjust). 

 

 



 

 

 Figura 12. Enriquecimiento de rutas funcionales KEGG a partir de los genes incluidos en la red de 
coexpresión. El análisis evidenció la participación de dos vías que significativamente enriquecidas: la vía de 
señalización del receptor de células B, asociada a procesos de activación y regulación inmune, y la vía de 
anemia de Fanconi involucrada en la reparación del DNA y en la respuesta al daño genómico. El tamaño de 
los nodos corresponde al número de genes anotados en cada ruta, mientras que la intensidad del color refleja 

el nivel de significancia estadística (p.adjust). 
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4.4. Estimación de la infiltración inmunitaria  

Dado que los resultados previos sugirieron diferencias potenciales en la respuesta inmune 

asociadas al estado de infección por VPH, se decidió explorar con mayor detalle la 

composición de las poblaciones inmunes en los pacientes con y sin infección. Para ello, se 

aplicó el algoritmo CIBERSORT sobre los tres conjuntos de datos de RNA-seq 

(GSE205308, GSE74927 y GSE72536). Este enfoque permitió descomponer los perfiles 

de expresión génica y estimar la proporción relativa de 22 subtipos de células inmunes, 

utilizando como referencia la matriz LM22. 

Con el fin de garantizar la robustez de las inferencias, solo se consideraron aquellas 

muestras que presentaron un valor de p < 0.05 en el análisis de CIBERSORT.  

Posteriormente, se comparó la composición celular entre los grupos asociados y no 

asociados a VPH, identificándose diferencias significativas en la proporción de células B 

de memoria, células B nave, células T CD8+ y células T foliculares colaboradoras. 

Estos hallazgos sugieren un patrón diferencial de infiltración inmune entre los tumores 

asociados a VPH y los no asociados, lo cual podría reflejar mecanismos inmunológicos 

particulares inducidos por la presencia del virus y aportar información relevante sobre la 

interacción virus-huésped en el microambiente tumoral (Figuras 13, 14 y 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 13.  Comparación de las proporciones de subpoblaciones inmunes significativamente diferentes entre 

muestras VPH asociadas (caso) y VPH sin asociación (controles) en el conjunto de datos GSE72536, 

estimadas mediante el algoritmo CIBERSORT. Se observaron diferencias estadísticamente significativas en: 

células B de memoria (p = 0.0385), células T foliculares colaboradoras (p = 0.0236), células T gamma delta (p 

= 0.0179), neutrófilos (p = 0.0075), células NK en reposo (p = 0.0181) y células dendríticas en reposo (p = 

0.0353). 

 

 

Figura 14. Comparación de las proporciones de subpoblaciones inmunes significativamente diferentes entre 

muestras asociadas y no asociadas a VPH en el conjunto de datos GSE74927, estimadas mediante 

CIBERSORT. Se observaron diferencias significativas en las siguientes poblaciones: células B naïve (p = 

0.0245), células B de memoria (p = 0.001), células T CD8+ (p = 0.0091), células T foliculares (p = 0.003) y 

macrófagos M0 (p = 0.0004). 

 

Figura 15. Comparación de la proporción de células inmunes entre grupos asociados a VPH (Positivo) y no 
asociado (Negativo) en el dataset GSE205308. Las células B naïve mostraron mayor abundancia en el grupo 
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Positivo (p = 0.0401), mientras que las células dendríticas en reposo fueron más frecuentes en el grupo 
Negativo (p = 0.0045). 

 

4.5. Análisis de datos de transcriptómica de célula 
única 

Si bien herramientas como CIBERSORT han facilitado la estimación de la proporción de 

distintos tipos celulares a partir de datos transcriptómicos masivos, el análisis de la 

transcriptómica de célula única (scRNA-seq) proporciona una resolución mucho más 

detallada, lo que permite caracterizar con precisión la heterogeneidad celular y la 

composición del microambiente inmune. 

Las muestras de PBMC y de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) se integraron de manera 

independiente para los grupos de casos y controles, utilizando la función IntegrateData del 

paquete Seurat con el fin de corregir posibles efectos de lote. Posteriormente, se realizó la 

anotación de las poblaciones celulares mediante el paquete SingleR, empleando como 

referencia el atlas inmunológico humano provisto por celldex (referencia Monaco Immune 

Data). 

La visualización de las poblaciones celulares a través de la reducción dimensional con 

UMAP evidenció una distribución clara y consistente de los diferentes tipos celulares, 

destacándose la presencia de los principales linajes inmunes (Figuras 16 y 17). De manera 

complementaria, la Tabla 4 resume la distribución de los principales tipos celulares 

identificados en sangre periférica (PBMC) y en linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) de 

pacientes con cáncer orofaríngeo asociado a VPH (casos) y no asociados (controles), 



 

expresada como el número absoluto de células clasificadas en cada subpoblación 

inmunitaria. 

 

Figura 16. Anotación de tipos celulares en PBMCs de pacientes con carcinoma orofaríngeo asociado a VPH 

(casos, izquierda) y controles (derecha) realizada con la herramienta SingleR. 

 

Figura 17. Anotación de tipos celulares presentes en TILs de pacientes con carcinoma orofaríngeo asociado 

a VPH positivo y no asociado (controles). El análisis se realizó mediante la herramienta SingleR.
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Tabla 4. Distribución de los principales tipos celulares identificados en sangre periférica 

(PBMC) y en linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) de pacientes con carcinoma orofaríngeo 

asociado a VPH (casos) y no asociado (controles). Los valores corresponden al número 

absoluto de células clasificadas en cada subpoblación inmunitaria. 

Cellular 
type 

Cases 
PBMC 

Controls 
PBMC 

Cases TIL Controls 
TIL 

CD4+ T 
cells 

4227 3879 7160 5013 

Monocytes 1901 1692 344 254 

NK cells 2302 1452 67 381 

CD8+ T 
cells 

1359 537 2232 2945 

B cells 918 537 5063 756 

T cells (no 
clasif.) 

1175 1437 1764 578 

Dendritic 
cells 

84 88 140 377 

Progenitors 0 6 10 35 

 

Con el fin de identificar alteraciones transcriptómicas específicas en las principales 

poblaciones inmunes, se integraron los objetos correspondientes a los casos (Asociado a 

VPH) y controles (No asociado a VPH) en un único objeto de Seurat, conservando la 

información de grupo experimental y anotación celular. A partir de este objeto conjunto, se 

realizó un análisis de expresión diferencial célula a célula, enfocado en la población 

inmunes de interés: células B, seleccionadas por presentar las mayores diferencias 

porcentuales en su abundancia entre casos y controles tanto en PBMCs como en TILs 

(Figura 18 y 19). 

 

Para este tipo celular, se generó un subconjunto del objeto integrado, y se aplicó la función 

FindMarkers del paquete Seurat, considerando como variable de comparación, el grupo 

(caso/control). Se establecieron como criterios de significancia un umbral mínimo de 



 

expresión en al menos el 10% de las células, un log2FC ≥ 0.25, y un valor de p ajustado 

(padj) < 0.05. 

El análisis de expresión diferencial reveló patrones consistentes de activación 

inmunológica en los casos, respecto a los controles. Las células B mostraron mayor 

expresión de RPS29, IGHD, PPP1CA, CHCHD2, MT‑CO1, CYBA y SH3BGRL3 en los 

casos, lo que sugiere un papel activo de esta población en la respuesta humoral frente al 

VPH, así como posibles modificaciones inducidas por el microambiente tumoral. 

 

Figura 18. Distribución porcentual de los distintos tipos celulares en PBMCs. Izquierda: Distribución porcentual 
de los distintos tipos celulares en cada grupo, con predominancia de células CD4+ T y monocitos en ambos 
grupos. Derecha: Diferencia porcentual entre casos y controles donde los valores positivos indican mayor 
proporción en casos. Se observó un aumento relativo de células NK, CD8+ T y B en los casos, mientras que 
los controles presentaron una mayor proporción de monocitos, células T no clasificadas, CD4+ T y células 
dendríticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 Identificación de biomarcadores transcriptómicos relacionados con procesos 

oncogénicos en cáncer orofaríngeo VPH positivos 

 
 

 

Figura 19. Distribución porcentual de los distintos tipos celulares en TILs. Izquierda: distribución porcentual de 
los distintos tipos celulares en cada grupo, con predominancia de células CD4+ T en ambos grupos. Derecha: 
diferencia porcentual entre casos y controles, donde los valores positivos indican mayor proporción en casos. 
Se observó un aumento relativo de células B y T en los casos, mientras que los controles presentaron una 
mayor proporción de células CD8+ T, CD4+ T, NK y dendríticas. 

 

 

Posteriormente, con el objetivo de evaluar posibles diferencias en la composición celular 

entre los grupos de estudio, se realizó la anotación de tipos celulares por separado para 

cada una de las muestras de PBMCs y TILs. Esto permitió obtener el conteo de cada 

población inmune por paciente. Con esta información, se aplicó la prueba estadística no 

paramétrica de Wilcoxon para comparar la abundancia relativa de cada población celular 

entre los pacientes con asociación y sin asociación a VPH (Tabla 5 y 6).  

 

 

Tabla 5. Comparación de la abundancia relativa de poblaciones inmunes en PBMC entre 
pacientes con asociación y sin asociación a VPH. 

Cell population P-value Adjusted p-value 

B cells 0.270 0.683 

Cd4 t cells 0.442 0.773 

Cd8 t cells 0.793 0.959 



 

Dendritic 0.171 0.683 

Monocytes 0.878 0.959 

Nk cells 0.959 0.959 

Total t cells 0.293 0.683 

Comparación de la abundancia relativa de poblaciones celulares en muestras de PBMC entre pacientes 
asociados y no asociados a VPH. Los valores corresponden a los p-valores obtenidos mediante la prueba no 
paramétrica de Wilcoxon y sus correspondientes ajustes por FDR (método de Benjamini-Hochberg). 

 

Tabla 6. Comparación de la abundancia relativa de poblaciones inmunes en TIL entre 
pacientes con asociación y sin asociación a VPH. 

Cell population P-value Adjusted p-value 
B.cells 0.065 0,324 
Cd4 t cells 0.065 0,324 
Basophils 0.152 0,377 
Dendritic.cells 0.189 0,377 
Monocytes 0.189 0,377 
Nk.cells 0.292 0,486 
Cd8 t cells 0.461 0,659 
Neutrophils 0.564 0,705 
T cells 0.645 0,717 
Progenitors 0.870 0,87 

Comparación de la abundancia relativa de poblaciones celulares en muestras de TIL entre pacientes con 
asociación y sin asociación a VPH. Los valores corresponden a los p-valores obtenidos mediante la prueba no 
paramétrica de Wilcoxon y sus correspondientes ajustes por FDR (método de Benjamini-Hochberg). 

 

Aunque no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en PBMC ni en TIL, 

se observaron algunas tendencias relevantes en la abundancia de ciertas poblaciones 

inmunes entre pacientes asociados y no asociados a VPH (Figuras 20 y 21). En las 

muestras de PBMC de los casos asociados, se observó una mayor proporción de células 

B, células T CD4⁺ y células T totales en comparación con los controles. De forma similar, 

en los TIL de pacientes con asociación a VPH se evidenció un incremento relativo de 

células B, células T CD4⁺, monocitos, células dendríticas y células NK. En contraste, en 

los TIL de los casos VPH -se registró una tendencia al aumento de células T totales y 

células progenitoras. Cabe resaltar la mayor abundancia de células B en los pacientes con 

asociación tanto en PBMCs como en TILs. Estas diferencias sugieren un microambiente 

inmune más activado en los pacientes asociados al virus, posiblemente asociado a la 

presencia del virus y la respuesta inmune desencadenada. 
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Figura 20. Comparación de la proporción relativa de tipos celulares inmunes entre casos VPH asociados (n = 
8) y no asociados (n = 8), obtenida a partir del análisis de scRNA-seq. Los boxplots muestran tendencias hacia 
un mayor número de células B, células T CD4+, monocitos, células dendríticas y células NK en los casos VPH 
asociados, mientras que las células T totales fueron más abundantes en los controles. No se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

Figura 21. Comparación de la proporción relativa de tipos celulares inmunes entre casos VPH asociados (n = 
8) y no asociados (n = 8), obtenida a partir del análisis de scRNA-seq. 

 

  

 

 



 

 

4.6. Selección de genes para validación experimental 

 

Como parte del proceso de integración de los análisis bioinformáticos, se identificaron 

genes con potencial valor diagnóstico y pronóstico en el cáncer orofaríngeo asociado al 

VPH. La selección se fundamentó en dos criterios principales: i) la expresión diferencial 

consistente entre distintos conjuntos de datos y ii) su papel central dentro de la red de 

coexpresión generada. 

Adicionalmente, se revisó la literatura científica con el fin incluir en la priorización las 

evidencias previas de asociación a VPH en el contexto del HNSCC. A partir de esta 

revisión, se seleccionaron cinco genes con mayor relevancia biológica y soporte 

bibliográfico para su posterior validación experimental: IL17REL, ZNF541, ASCL4, FCER2 

y CD19 (Tabla 7). 

 

Para validar in silico su relevancia, se evaluaron los niveles de expresión de estos genes 

en muestras de HNSCC provenientes del proyecto TCGA, utilizando la plataforma 

UALCAN. Se compararon tres grupos: tejido tumoral VPH asociado (VPH+), tejido tumoral 

VPH no asociado (VPH−) y tejido sano. Los resultados, presentados en la Figura 22, 

mostraron que los cinco genes analizados presentan una expresión significativamente 

mayor en los tumores asociados a VPH, en comparación con los grupos no asociados y el 

tejido normal.  

Tabla 7. Genes seleccionados para validación experimental 

Gen Fold 
Change 

Grado en 
red 

Nombre 
completo 

Evidencia bibliográfica 
(resumen) 

Fuente  

ZNF541 5.52 24 Zinc finger 
protein 541 

Sobre expresado en 
50% de casos VPH+ vs. 
0.5% en VPH− 

(54) 

ASCL4 5.03 1 Achaete-
scute family 
bHLH TF 4 

Elevada en tejidos en 
desarrollo, poco 
estudiado en cáncer 

(55) 

IL17REL 5.00 8 Interleukin 
17 receptor 
E-like 

Asociado a mejor 
pronóstico en HNSCC 
VPH+ 

(56) 

FCER2 5.00 16 Fc epsilon 
receptor II 

Relacionado con mayor 
supervivencia y menor 
proliferación tumoral en 
VPH+ 

(57) 
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CD19 3.53 20 CD19 

molecule 
Elevado en infiltración de 
células B, marcador 
pronóstico favorable 

(58,59) 

La Tabla 7 resume el valor de fold change, grado de conectividad en la red y principales hallazgos reportados 

para cada gen. 

 

Figura 22. Niveles de expresión de los cinco genes seleccionados en muestras de carcinoma escamocelular 
de cabeza y cuello (HNSCC) según su asociación a VPH. Los datos fueron obtenidos de TCGA mediante la 
herramienta UALCAN, y se muestran en unidades de transcritos por millón (TPM). En todos los casos, se 
observa un aumento en la expresión de los genes en las muestras asociadas a VPH (VPH+), en comparación 
con las no asociadas (VPH−) y los controles normales. 

 

 

Adicionalmente, se evaluó el poder discriminativo de expresión diferencial de los genes 

seleccionados mediante el análisis de curvas ROC (Figura 23), calculando el área bajo la 

curva (AUC) promedio para cada uno con el fin de evaluar su capacidad diagnóstica para 

diferenciar pacientes con asociación a VPH y negativos en los conjuntos de datos 

seleccionados (Tabla 8). El gen ZNF541 mostró el mayor rendimiento diagnóstico, con un 

AUC promedio de 0.996, lo cual indica una capacidad casi perfecta para discriminar entre 

pacientes asociados al VPH y los que no. Le siguieron los genes CD19 (AUC = 0.873), 

IL17REL (AUC = 0.855), ASCL4 (AUC = 0.844) y FCER2 (AUC = 0.814), todos con valores 

superiores a 0.8, lo que representa un desempeño diagnóstico bueno a excelente. 



 

En conjunto, estos hallazgos resaltan el potencial de los genes seleccionados como 

marcadores diferenciales de expresión, y como herramientas con valor diagnóstico en el 

contexto del cáncer orofaríngeo asociado al VPH. 

Tabla 8. AUC de los genes seleccionados 

 

Gen Auc 
promedio 

Znf541 0.996 

Cd19 0.873 

Il17rel 0.855 

Ascl4 0.844 

Fcer2 0.814 
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Figura 23. Curvas ROC para los genes candidatos seleccionados. Se muestra el rendimiento diagnóstico de 
cada gen en la discriminación entre muestras VPH positivas y VPH negativas. El área bajo la curva (AUC) se 

utilizó como métrica de desempeño, donde valores cercanos a 1 indican mayor capacidad de discriminación 

 

 

 

 

 



 

4.7. Validación experimental mediante qPCR  

Con el fin de validar experimentalmente los hallazgos in silico se evaluó la expresión de 

cinco genes candidatos (ZNF541, CD19, IL17REL, ASCL4 Y FCER2) mediante RT-qPCR 

en muestras biológicas (tejido embebido en parafina (FFPE), buffy coat y saliva). La 

normalización se realizó con el gen GAPDH y el análisis relativo de expresión de efectuó 

utilizando el método ΔCt.  

Se presentaron limitaciones en las extracciones de RNA a partir de las muestras de tejido 

FFPE y saliva, posiblemente relacionadas con la técnica de extracción empleada o con la 

baja concentración de material genético en el caso de saliva. En contraste, las muestras 

de buffy coat presentaron un mejor rendimiento de RNA para la retro transcripción y 

amplificación, por RT-qPCR, de los genes seleccionados.  

Únicamente dos de los cinco genes seleccionados para la validación experimental, ASCL4 

y CD19 presentaron expresión detectable en las muestras de buffy coat analizadas ASCL4 

mostró diferencias estadísticamente significativas en buffy coat (p = 0.0019) entre el 

carcinoma orofaríngeo con asociación a VPH y carcinomas escamosos orales sin 

asociación, lo cual sugiere un posible valor diagnóstico. Los demás genes no alcanzaron 

significancia en las condiciones evaluadas pues, aunque CD19 también fue detectado en 

buffy coat, no se observaron diferencias significativas entre los grupos (p = 0.34) (Figura 

24). Este resultado podría estar asociado a limitaciones técnicas o a la necesidad de 

ampliar el tamaño de muestra. 

En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial de ASCL4 como biomarcador en 

muestras de buffy coat, mientras que los protocolos para extraer RNA de saliva o de tejido 

FFPE requieren ser optimizados para mejorar la estabilidad y calidad del RNA.  
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Figura 24. Expresión relativa de los genes CD19 y ASCL4 en muestras de tejido y buffy coat de pacientes con 
carcinoma orofaríngeo asociado a VPH. Se muestra la expresión relativa calculada por el método 2^–ΔΔCt en 
los grupos sin asociación negativos (azul) y asociados positivos (naranja) para cada gen y tipo de muestra. En 
tejido, no se observaron diferencias significativas en la expresión de CD19 (p = 0.4) ni de ASCL4 (p = 0.27) 
entre los grupos. En buffy coat, la expresión de CD19 tampoco mostró diferencias significativas (p = 0.34), 
mientras que ASCL4 presentó una expresión significativamente mayor en el grupo asociado a VPH (p = 

0.0019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5. Discusión de resultados 

Aspectos biológicos 

El cáncer orofaríngeo asociado al VPH ha cobrado un interés creciente debido a su 

comportamiento biológico diferencial y a su mejor pronóstico en comparación con los 

tumores VPH negativos. Sin embargo, aún existen limitaciones en la disponibilidad de 

biomarcadores con valor diagnóstico y pronóstico, especialmente aquellos capaces de 

reflejar las particularidades inmunológicas y transcriptómicas de este subtipo tumoral. En 

este contexto, los análisis transcriptómicos constituyen una herramienta poderosa para 

identificar mecanismos clave de la carcinogénesis mediada por el VPH.  

En nuestro estudio integramos múltiples enfoques bioinformáticos, incluyendo RNA-seq, 

scRNA-seq y miRNA, junto con la construcción de redes de coexpresión y el análisis de 

enriquecimiento funcionales, lo que permitió priorizar un conjunto de cinco genes 

candidatos (IL17REL, ZNF541, ASCL4, FCER2 y CD19). Estos genes mostraron expresión 

diferencial consistente entre carcinomas orofaríngeos asociados y no asociados al virus, y 

este hallazgo fue corroborado mediante validación in sílico en bases de datos públicas y 

posteriormente evaluado experimentalmente mediante qPCR. De forma complementaria, 

la exploración del microambiente tumoral a través de herramientas de deconvolución y 

transcriptómica de célula única, evidenció diferencias inmunológicas relevantes entre los 

grupos asociados y no asociados, reforzando la coherencia de los resultados y valida la 

metodología basada utilizada en el presente estudio, la cual es similar a estudios previos 

(60–62), pero combina análisis bioinformáticos diversos y se soporta en análisis 

estadísticos robustos.  

La consistencia observada entre cohortes independientes, pese a las diferencias en 

plataformas, y origen de las muestras sugiere que las alteraciones transcriptómicas 

asociadas al VPH no corresponden a fenómenos aislados, sino a patrones biológicos 
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recurrentes. Esto se confirmó al incorporar el estadio clínico como covariable, donde se 

evidenció que la separación entre grupos dependía del estado viral y no del estadio 

tumoral, tal como se observó en el PCA de los genes diferencialmente expresados. Estos 

resultados resaltan el papel determinante del virus en el perfil transcriptómico tumoral y 

subrayan la importancia de su detección para el abordaje terapéutico en todos los estadios 

de la enfermedad.  

Por otra parte, el uso de sistemas de priorización y redes de coexpresión permitió filtrar los 

genes con mayor consistencia biológica y destacar aquellos con un papel central en la 

regulación de los procesos biológicos. Esta metodología combina las evidencias de 

análisis diversos en un flujo de trabajo y es una estrategia común cuando se realiza 

integración de datos ómicos (60,63,64).  

Procesos biológicos e infiltrado inmune 

Cabe destacar que, además de los genes seleccionados, la red de coexpresión también 

reveló otros nodos con alta conectividad que podrían representar candidatos relevantes. 

En particular, el gen PRDM15, que emergió como un nodo central, conectado a miRNAs y 

con potencial valor biológico. No existen estudios directos en cáncer orofaríngeo, pero 

resulta interesante su relación con la familia PRDM, ya que se ha reportado que las 

oncoproteínas virales E6 y E7 regulan positivamente la expresión de PRDM6, lo que 

sugiere que un mecanismo similar podría afectar también a PRDM15 (65) y el gen ZFR2, 

cuya sobreexpresión ha sido recientemente descrita en tumores con asociación con VPH 

en comparación con los no asociados, mostró un elevado grado de conectividad junto con 

ZNF541, uno de los genes seleccionados en este estudio. Sin embargo, debido a las 

limitaciones presupuestales y logísticas, fue necesario reducir el número de genes a validar 

experimentalmente mediante RT-qPCR, priorizando aquellos con mayor respaldo 

bioinformático y bibliográfico en el momento de la selección. En este contexto, ZNF541 fue 

incluido dentro de los genes validados, mientras que ZFR2 y PRDM15 se mantiene como 

candidatos de interés para estudios futuros (66,67).   

La integración de miRNAs en la red gen-regulación destacó la expresión de miR-363-5p y 

miR-612, que participan en procesos de inmunomodulación y supresión de metástasis al  

regular genes como PAX5, CD22 e IL17REL, que están directamente vinculados a la 

respuesta inmune adaptativa y a vías de señalización inflamatoria y, por otra parte, también 



 

se destacó la expresión de miRNAs como miR-499a-5p y miR-526a-5p que se asocian a 

genes implicados en la proliferación celular y el mantenimiento genómico tales como 

WNK3, POLH y PRDM15, lo que sugiere un rol potencial de estos miRNAs en la progresión 

tumoral asociada al VPH. Adicionalmente, el análisis de enriquecimiento funcional reveló 

la participación destacada de vías relacionadas con la activación de células B y la vía de 

anemia de Fanconi, previamente asociadas con mejor pronóstico y mayor sensibilidad 

terapéutica en tumores VPH asociados (26, 59, 57). (59) (57).  

En términos generales, los tumores de cabeza y cuello asociados al VPH presentan un 

microambiente inmunológico más activo que los VPH-, lo que se traduce en un mejor 

pronóstico y una mayor respuesta terapéutica. Este patrón se ha descrito tanto en el 

estroma tumoral como en sangre periférica, con una mayor infiltración de células T, B y 

NK. Nuestros resultados, que combinaron enriquecimiento funcional, coinciden con estas 

observaciones (68,69).   

El análisis de enriquecimiento funcional y de redes de coexpresión destacó genes 

priorizados, relacionados con la activación de células B y otros procesos inmunes 

adaptativos. La deconvolución con CIBERSORT mostró un aumento relativo en las 

proporciones de células B y linfocitos T citotóxicos en los tumores asociados mientras que 

el análisis de scRNA-seq confirmó este patrón, al evidenciar un incremento de poblaciones 

NK, T y B en pacientes con asociación (70).  

Estos hallazgos son consistentes con reportes previos que asocian la abundancia de 

linfocitos infiltrantes de tumor, especialmente CD8+, con una supervivencia en HNSCC 

asociado a VPH, en comparación a cuando no hay asociación (71). Además, se ha 

demostrado que estos linfocitos no solo son más abundantes, sino que pueden reconocer 

específicamente antígenos virales como E6 y E7, lo que respalda la existencia de una 

respuesta adaptativa dirigida contra el virus (72). 

Además de la respuesta mediada por los linfocitos T, las células B infiltrantes parecen 

desempeñar un papel protector en tumores asociados a VPH. Nuestros análisis de 

enriquecimiento funcional evidenciaron procesos vinculados a su activación, lo que 

concuerda con estudios recientes que destacan su contribución en este contexto. En 

particular, se han descrito células B de memoria específicas contra proteínas virales (E2, 

E6 y E7) así como anticuerpos generados localmente, capaces de reconocer dichos 

epítopos. Esta respuesta humoral se ha asociado con una mejor evolución clínica y resalta 
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el rol regulador de las células B en la orquestación de la respuesta inmune adaptativa 

dentro del microambiente tumoral (73).  

Por otra parte, observamos el papel relevante de las células NK, cuya mayor proporción 

en tumores con asociación a VPH, se ha asociado con mayor supervivencia y menor riesgo 

de metástasis. Nuestros hallazgos, junto con lo descrito en la literatura, sugieren que la 

menor expresión de moléculas HLA clase I en tumores asociados a VPH facilita su 

reconocimiento por NK, potenciando la actividad antitumoral. Adicionalmente, se han 

descrito subtipos de NK residentes en tejido tumoral, con potencial terapéutico relevante 

en este contexto (74,75). 

Metodología 

Los distintos niveles de análisis empleados en este estudio revelaron una notable 

coherencia en la caracterización del microambiente inmune en HNSCC asociado a VPH. 

La activación de células B y los procesos inmunológicos adaptativos identificados en los 

análisis de expresión diferencial se vieron reforzados por las redes de coexpresión y el 

enriquecimiento funcional. El análisis de infiltrado celular mediante CIBERSORT confirmó 

la mayor presencia de linfocitos T citotóxicos y células B en tumores asociados mientras 

que el scRNA-seq, tanto en PBMCs como en TILs validó, de manera consistente, la 

expansión de estas subpoblaciones inmunes en pacientes con asociación a VPH. 

La coherencia entre estas aproximaciones respalda la idea de que la infección por VPH no 

solo modifica el perfil transcriptómico tumoral, sino que también promueve un 

microambiente inmunológico más activo y favorable, lo que contribuye a explicar el mejor 

pronóstico clínico observado en este grupo de pacientes. Estos hallazgos resaltan la 

importancia de integrar distintos niveles de análisis para comprender los mecanismos de 

interacción virus-huésped y abren la posibilidad de considerar a las poblaciones inmunes 

moduladas por el VPH como potenciales biomarcadores de respuesta o como blancos 

terapéuticos en carcinoma de orofaringe con asociación a VP+.  

La priorización de los cinco genes candidatos (IL17REL, ZNF541, ASCL4, FCER2 y CD19) 

adquiere especial relevancia porque su selección no se limitó a un criterio estadístico, sino 

que se sustentó en la integración de múltiples niveles de evidencia. La consistencia de su 

expresión diferencial en distintas cohortes junto con la magnitud marcada de los cambios 



 

en sus niveles de expresión refuerza la noción de que participan en mecanismos 

moleculares comunes al cáncer orofaríngeo asociado a VPH, superando las limitaciones 

propias de cada análisis independiente. Además, su localización central dentro de las 

redes de coexpresión indica que no son genes periféricos, sino nodos clave en procesos 

de señalización e inmunoregulación. Dado que los genes con alta conectividad suelen 

actuar como puntos de control en redes de coexpresión, estos hallazgos fortalecen su valor 

como posibles biomarcadores pronósticos y como candidatos para el desarrollo de 

estrategias de inmunoterapia dirigidas.  

La revisión de la literatura permitió establecer que varios de los genes priorizados han sido 

previamente asociados a funciones inmunológicas y oncogénicas relacionadas con la 

asociación por VPH. En este sentido, se ha descrito un enriquecimiento significativo de 

células B y estructuras linfoides terciarias en tumores asociados, caracterizadas por la 

expresión de CD19 y CD20, lo cual ha sido confirmado tanto por transcriptómica de célula 

única como por citometría de flujo (58,76). De manera consistente, se han reportado la 

sobreexpresión de IL17RB e IL17REL en presencia del VPH, con la capacidad de modular 

la actividad antitumoral de células B de memoria, NK y subpoblaciones de células T (56). 

Por otro lado, ZNF541 se ha identificado como uno de los genes más frecuentemente 

alterados en tumores con asociación al VPH, con mutaciones presentes en 

aproximadamente el 50% de los casos, frente a una frecuencia mínima en tumores no 

asociados al virus (54).  

En cuanto a FCER2, marcador clásico de células B, mostró una mayor expresión en 

tumores asociados, en concordancia con el incremento en la abundancia de células B y 

plasmáticas reportada en este subtipo tumoral. Estudios histológicos han confirmado que 

las células B FCER2+ se localizan predominantemente en el estroma de tumores p16 

positivos (57). Finalmente, aunque ASCL4, no ha sido estudiado previamente en cáncer 

de cabeza y cuello, pertenece a una familia de factores de transcripción (ASCL1-3) con 

funciones descritas en diversos tipos de cáncer, como pulmón, esófago, mama y ovario. 

Nuestros resultados sugieren que ASCL4 podría tener un papel relevante en el contexto 

del carcinoma de orofaringe asociado a VPH lo que representa un hallazgo novedoso y 

abre la posibilidad de explorarlo como potencial biomarcador de la enfermedad (77). (55)   

Estos criterios de priorización se vieron reforzados por la validación in silico. En primer 

lugar, el análisis mediante UALCAN mostró que los cinco genes presentan niveles de 



84 Identificación de biomarcadores transcriptómicos relacionados con procesos 

oncogénicos en cáncer orofaríngeo VPH positivos 

 
expresión significativamente más elevados en tumores asociados a VPH en comparación 

con tumores no asociados y tejidos normales, respaldando su asociación con la infección 

viral. De manera complementaria, las curvas ROC evidenciaron un buen desempeño 

discriminativo, destacándose ZNF541 con un AUC cercano a 1, y en menor medida CD19, 

IL17REL, ASCL4 y FCER2, lo que sugiere su valor diagnóstico para diferenciar los tumores 

según el estado del VPH.  

En contraste, la validación experimental mediante RT-qPCR, realizada en muestras 

biológicas provenientes del proyecto HEADspace (tejido embebido en parafina, buffy coat 

y saliva), enfrentó limitaciones en algunas muestras, derivadas de la calidad y tipo de las 

muestras disponibles. Mientras que el buffy coat permitió la obtención de RNA de buena 

calidad y rendimiento, las muestras FFPE presentaron una amplificación limitada 

probablemente asociada a la degradación del material genético, y no se logró obtener RNA 

utilizable a partir de las muestras de saliva, probablemente debido a la acción de nucleasas 

y a la ausencia de preservantes. De los cinco genes seleccionados, únicamente ASCL4 y 

CD19 mostraron una expresión detectable. 

En las muestras FFPE no se hallaron diferencias significativas entre los grupos VPH 

asociados y no asociados, probablemente debido al bajo número de casos amplificados y 

a las limitaciones inherentes a este tipo de tejido. Sin embargo, en buffy coat se obtuvo un 

hallazgo relevante: ASCL4 presentó una sobreexpresión significativa en pacientes 

asociados a VPH (p = 0.0019), lo que sugiere su potencial como biomarcador sistémico 

asociado a la infección viral. Aunque CD19 fue detectable en sangre periférica, no mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. 

En síntesis, estos resultados reflejan una notable coherencia entre los hallazgos in silico y 

la validación experimental, aunque con diferencias en la magnitud de la evidencia. Mientras 

que los análisis computacionales respaldan de manera amplia el potencial diagnóstico de 

los cinco genes priorizados, la validación experimental resalta particularmente a ASCL4 

como un candidato prometedor detectable en sangre periférica. Este hallazgo no solo 

refuerza la utilidad de los enfoques bioinformáticos en la identificación de biomarcadores, 

sino que también subraya la necesidad de contar con cohortes experimentales más 

amplias y homogéneas que permitan consolidar estos resultados y trasladarlos al ámbito 

clínico. 



 

El interés en ASCL4 se ve fortalecido por la exploración en bases externas: en Xena 

Browser se evidenció una sobreexpresión significativa de este gen en tumores asociados 

al virus frente a los no asociados (p = 6.7e-08), confirmando su asociación con el fenotipo 

viral en cohortes independientes. Asimismo, el análisis de interacciones proteicas 

mediante STRING reveló conexiones con factores de transcripción como TCF12, ID2 y 

ASCL2, vinculados a procesos de diferenciación y proliferación celular, además de 

interacciones con proteínas como GPX4, relacionadas con el control del estrés oxidativo y 

la ferroptosis (78, 79, 80).(79)(80). 

De manera concordante, en nuestros análisis ASCL4 presentó una sobreexpresión 

significativa en los tumores con asociación con un fold change de 5.03, reforzando su papel 

dentro del perfil transcriptómico diferencial de esta enfermedad. 

Un aspecto especialmente relevante es que, a diferencia de otros miembros de la familia 

achaete-scute like (ASCL1, ASCL2 y ASCL3), estudiados en distintos tipos de cáncer como 

pulmón, mama, esófago y ovario, ASCL4 no había sido explorado previamente en el 

contexto del HNSCC. En nuestros datos, mostró una marcada sobreexpresión en tumores 

VPH asociado, lo que sugiere que podría desempeñar un papel clave en la dinámica 

tumoral asociada al virus. Dado que ASCL4 pertenece a la familia de factores de 

transcripción basic helix-loop-helix (bHLH), conocida por regular programas de 

proliferación y diferenciación celular, este hallazgo refuerza su atractivo como biomarcador 

y abre la puerta a estudios funcionales que permitan esclarecer si su sobreexpresión 

contribuye directamente a la progresión tumoral o a la modulación de la respuesta inmune 

(55, 76). (55)(76). 

Si bien este estudio enfrentó limitaciones derivadas del uso de datos públicos 

heterogéneos y de la validación experimental en un número reducido de muestras, los 

hallazgos se mostraron consistentes a través de distintos enfoques analíticos, lo que 

refuerza la solidez del enfoque empleado. Estas limitaciones, representan más bien 

oportunidades para futuras investigaciones que deberán incorporar cohortes más amplias, 

seguimiento clínico de pacientes e integración de tecnologías emergentes como la 

transcriptómica de célula única y los abordajes multi-ómicos. En este sentido, los 

resultados no solo ofrecen evidencia preliminar del potencial de los genes priorizados, en 

especial ASCL4, como biomarcadores diferenciales en carcinoma de orofaringe con 

asociación a VPH sino que también sientan bases firmes para avanzar hacia una medicina 
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de precisión que optimice el diagnóstico y las estrategias terapéuticas en este subtipo 

tumoral. 

En conjunto, nuestros hallazgos muestran que la integración por VPH ejerce una influencia 

más determinante que el estadio clínico en el desarrollo del carcinoma orofaríngeo, al 

modular la expresión génica tumoral y promover un microambiente inmune más activo, con 

infiltración de poblaciones celulares potencialmente protectoras, como las células B, lo que 

podría explicar el mejor pronóstico de estos pacientes. La priorización de genes como 

IL17REL, ZNF541, ASCL4, FCER2 y CD19 refuerza la existencia de mecanismos 

moleculares convergentes asociados a la respuesta inmune, entre los cuales ASCL4 

emerge como nodo central en la red de coexpresión y como candidato a biomarcador con 

valor diagnóstico y pronóstico. La integración de estos elementos no solo amplía la 

comprensión de la biología tumoral, sino que también abre oportunidades para el diseño 

de estrategias inmunoterapéuticas más precisas y la implementación de biomarcadores 

que optimicen la estratificación y el manejo clínico de los pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

6. Conclusiones y recomendaciones 

Conclusiones biológicas 

▪ Se identificaron 2130 genes diferencialmente expresados (DEGs) entre pacientes 

con carcinoma de orofaringe asociado a VPH. A través de la priorización y el 

análisis de coexpresión se seleccionaron 173 genes correlacionados, los cuales 

representan candidatos clave para investigaciones posteriores. 

 

▪ Las diferencias en la expresión génica estuvieron más asociadas a la presencia 

VPH que al estadio clínico, lo que evidencia el impacto de la infección viral en los 

mecanismos de carcinogénesis. Así mismo, se evidenciaron diferencias 

inmunológicas claras destacando que los pacientes asociados al virus presentan 

un microambiente tumoral más activo, con mayor infiltración de células B. 

 

▪ El mejor pronóstico clínico descrito en pacientes con asociación a VPH podría 

relacionarse con este perfil inmune más robusto y con la activación de genes 

vinculados al síndrome de anemia de Fanconi, que favorecería una mayor 

sensibilidad a la quimioterapia y radioterapia. 

 

▪ Los biomarcadores transcriptómicos priorizados constituyen candidatos 

prometedores para diferenciar entre pacientes con asociación a VPH. Aunque en 

la validación experimental únicamente ASCL4 mostró una expresión diferencial 

significativa, este hallazgo refuerza su potencial como marcador relevante para 

futuros estudios. 
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▪ El estudio de los mecanismos moleculares y celulares asociados a la infección por 

VPH en cáncer orofaríngeo contribuye no solo a comprender mejor la enfermedad, 

sino también a sentar bases para un diagnóstico más preciso y un manejo más 

personalizado de los pacientes. 

Concusiones metodológicas 

▪ La combinación de enfoques de análisis de expresión diferencial, construcción de 

redes de coexpresión e integración con datos inmunológicos resultó ser una 

estrategia robusta y confiable para priorizar biomarcadores en cáncer orofaríngeo 

asociado a VPH. 

 

▪ El uso complementario de datos públicos y la validación experimental en pacientes 

locales confirma la utilidad de integrar metodologías bioinformáticas y 

experimentales para obtener hallazgos con relevancia clínica. 

Recomendaciones 

 

▪ Validar los biomarcadores transcriptómicos identificados en cohortes más amplias 

y diversas, que permitan confirmar su utilidad diagnóstica y pronóstica. 

 

▪ Explorar nuevos genes candidatos, más allá de los priorizados en este estudio, 

considerando la complejidad molecular del cáncer orofaríngeo asociado a VPH. 

 

▪ Integrar enfoques bioinformáticos y experimentales, incluyendo 

inmunohistoquímica, estudios funcionales y análisis clínicos de supervivencia, para 

fortalecer la traslación de los hallazgos. 

 

▪ Promover el desarrollo de biomarcadores traslacionales, orientados a la detección 

temprana y a la estratificación de pacientes en entornos hospitalarios, mejorando 

así las estrategias de tratamiento y seguimiento. 



 

 
 

A. Anexo: Repositorio de análisis 
bioinformático en GitHub 

 

  

Con el fin de garantizar la transparencia y la reproducibilidad de los resultados, los scripts 

de análisis, junto con los archivos y documentación complementaria, se encuentran 

disponibles en un repositorio público en GitHub: 

   https://github.com/fernandacant/oropharyngeal-cancer-associated-with-HPV 

El repositorio contiene tres carpetas principales: 

• Data: incluye los conjuntos de datos empleados para el análisis. 

• Files: contiene archivos en formato Excel y otros resultados derivados del 

procesamiento de los datos. 

• Scripts: agrupa los códigos en R utilizados para realizar los diferentes análisis 

bioinformáticos. 

 

https://github.com/fernandacant/oropharyngeal-cancer-associated-with-HPV?utm_source=chatgpt.com
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