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Abreviaturas

CEA: antigeno carcino-embrionario

CECC: cancer escamoso de cabeza y cuello

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos

IC: intervalo de confianza

MMP: metaloproteasa

MT: marcador tumoral

MTS: marcadores tumorales séricos

PAAF: puncion aspiracion con aguja fina

PD- ECGF: factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas
PET: tomografia por emision de positrones

PF4: factor plaquetario 4

PSA: antigeno prostatico especifico

RNM: resonancia nuclear magnética

ROC: caracteristicas operativas relativas

AgSCC: antigeno de células escamosas

TAC: tomografia axial computerizada

TIMP: inhibidor tisular de metaloproteasas

cTNM: estadificacion tumoral clinica (T: tumor, N: metastasis ganglionar, M: metéstasis a
distancia)

pTNM: estadificacion tumoral patologica

VAS: vias aerodigestivas superiores

VEGEF: factor de crecimiento del endotelio vascular
VPN: valor predictivo negativo

VPP: valor predictivo positivo

UICC: Unioén Internacional Contra el Cancer.
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L. INTRODUCCION

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC) representa un problema socio-sanitario
de primer orden, no s6lo por su alta incidencia en nuestra comunidad, sino también porque
su control supone un elevado coste tanto para el enfermo como para la sociedad. En el
momento actual podemos considerar que uno de cada dos pacientes conseguira sobrevivir a
su enfermedad, siendo el condicionante principal de su prondstico la presencia de
metastasis linfaticas cervicales. La exploracion clinica y las pruebas de imagen (TAC y
RMN) son las técnicas realizadas para su deteccion durante el estudio preoperatorio. Sin
embargo, dependiendo de la localizacion del tumor primario, un nimero nada desdefiable
de estas metastasis (20%) pasan desapercibidas, obligando a un tratamiento quirrgico o
radioterapico profilactico indiscriminado. Asi, la clasificacion cTNM se modifica
frecuentemente en la pTNM, pasando de estadios clinicos iniciales (LII) a estadios
patolégicos avanzados (III-IV). Este planteamiento empirico es poco selectivo y muchos
pacientes sin metastasis ganglionares (pN-) deben padecer la morbilidad propia de esta
terapéutica, a la que se suma la supresion de la principal barrera frente a la progresion
tumoral, sin beneficio alguno. En los ultimos afios se ha producido un desarrollo muy
importante de la cirugia cerrada con laser, que en manos expertas reduce la morbilidad de
la cirugia abierta y mantiene los mismos indices de supervivencia. Sin embargo, so6lo
permite abordar el tumor primario, mientras que las posibles metdstasis deben seguir
tratandose con cirugia abierta o radioterapia. Este abordaje mixto resta eficacia y
coherencia al tratamiento con laser y aflade morbilidad y costes, a menudo, innecesarios.
Seria por tanto un gran avance poder indicar de forma individual y selectiva el tratamiento
de los ganglios cervicales, solo en el caso de que tuviesen metastasis. Son muchas las
evidencias acumuladas que nos llevan a suponer que el CECC es una enfermedad con base
genética y metabdlica con cambios importantes en el ambiente bioquimico de los
pacientes. En lo que se refiere a las metastasis, estos cambios han sido estudiados en el
tejido tumoral obteniendo diversos marcadores especificos (CD44, E-cadherina...) capaces
de predecirlas de forma individual, pero con el inconveniente de haberse realizado en
estudios retrospectivos y sobre la pieza quirirgica. Una linea de estudio muy prometedora
seria la que relacionase los marcadores tumorales séricos (MTS) con las metastasis
ganglionares o a distancia. Hay marcadores muy conocidos, pero otros mds recientes ain
no han sido suficientemente estudiados. El desarrollo de las técnicas de deteccion en suero
ha contribuido mucho a mejorar su sensibilidad y especificidad. Esta determinacion sérica
podria realizarse de forma rapida en el estudio preoperatorio, antes del planteamiento

terapéutico.



I1. DEFINICION DEL PROBLEMA



II. DEFINICION DEL PROBLEMA
II. 1. ANTECEDENTES DEL CANCER ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO

I1.1.1. Epidemiologia.

Cada ano se diagnostican a nivel mundial 500.000 nuevos casos de CECC que vienen a
representar entre el 5-10% de todos los tumores malignos'. Son los paises del sur de
Europa y entre ellos Espana los que tienen mayores tasas de incidencia: 40-42
casos/100.000h/afio en varones y 0,6 casos/ 100.000h/ afio en mujeres”. La mortalidad es
de 14-15/100.000h/afio (2,2-3,7% de todos los tumores malignos)’. El Principado de
Asturias es una de las Comunidades Espafiolas con mayor incidencia, habiéndose
diagnosticado 3.517 casos entre 1982-93, ocupando el CECC el 6° lugar en varones tras
pulmén, colon, vejiga, prostata y estomago, con una ligera tendencia ascendente”.

La mayoria de los CECC se originan en el epitelio de las vias aerodigestivas superiores
(VAS), siendo el o6rgano mas afectado la laringe (50%), seguida por la faringe (30%) y
cavidad oral (10-15%), mientras que el resto de localizaciones (cavidad nasal y senos
paranasales, hueso temporal) tienen minima incidencia. Dentro de la laringe predomina la
region supraglotica (70%) (14-16 casos/100.000h/afo), mientras que los tumores gldticos
son menos frecuentes (30%)(6-8 casos/100.000h/afno), al contrario de los que ocurre en los
paises anglosajones, donde el predominio es de los gléticos (65-70%). En la faringe
destaca la orofaringe (45-50%) y la hipofaringe (50%), con 5-6 casos/100.000h/afio cada
una, que también tienen alta incidencia con respecto a otros paises, mientras que los
tumores de rinofaringe son escasos (1-2 casos/ 100.000h/afio). El CECC es un tumor de
predominio masculino (95%), aunque en los paises anglosajones la relacion entre sexos
disminuye y se sitiia en 5:1. Hay localizaciones donde la incidencia en mujeres es mas alta
que la sefialada como son cavidad oral, senos y rinofaringe, pero sin superar a los varones”.
Mencidn aparte es el tiroides donde los tumores malignos afectan mas a mujeres, pero con
un numero muy limitado de carcinomas escamosos. Podemos considerar al CECC una
patologia propia de los 60-70 afios, aunque se ha observado tendencia a disminuir la edad
de aparicion en laringe y faringe en pacientes inmunodeprimidos, siendo la edad media en

. . . ~ 1,2
el carcinoma de rinofaringe de 40-50 afos .
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I1.1.2. Etiologia.

Aunque la etiologia del CECC sigue siendo desconocida, existen diversos factores
ambientales y genéticos relacionados con su aparicion, algunos de forma clara y otros mas
controvertidos®. Es muy evidente el consumo del alcohol y tabaco (90%), sobre todo en el
sexo masculino y en cavidad oral, laringe y faringe. Hay excepciones a esta regla como son
la cavidad oral en mujeres y los tumores de fosas nasales y rinofaringe.

Respecto al tabaco se ha visto relacion dosis-efecto, con riesgo 6-15 veces superior de
padecer un CECC entre los fumadores’. El humo del tabaco contiene miles de sustancias
carcinogénicas con capacidad para actuar como iniciadoras y promotoras del cancer. El
consumo de alcohol también se asocia a este tipo de tumor®, sobre todo en cavidad oral,
laringe supragldtica y faringe, donde potencia el efecto del tabaco. Un buen niimero de
estos pacientes presentan antecedentes de alcoholismo croénico.

Al igual que ocurre con la enfermedad por reflujo gastro-esofagico (ERGE), en la cual el
contacto prolongado de la mucosa con la secrecion acida géstrica induce la aparicion de
metaplasia de Barret y el posible desarrollo de adenocarcinomas, en la mucosa de las VAS
provoca la aparicion de metaplasia escamosa y el desarrollo de displasias epiteliales y
carcinomas escamosos. Los estudios que sustentan esa teoria han detectado casos de cancer
laringeo en pacientes sin exposicion a los carcinégenos habituales (tabaco y alcohol) pero
con reflujo como tnico factor de riesgo’. Un hecho similar acontece en la cavidad oral,
pero en relacion con la irritacion cronica y la boca séptica, en la fosa nasal con la sinusitis
cronica y en el hueso temporal con la otitis cronica.

El virus del papiloma humano (VPH) 16 y 6b se ha relacionado con el desarrollo de
tumores malignos faringolaringeos y en la papilomatosis'’. La integracién de ADN viral en
el genoma de las células epiteliales produce la sobreexpresion de las proteinas E6 y E7 que
inactivan genes supresores de tumores (P53 y Rb), y por tanto favorecen la trasformacion
de la célula huésped en célula tumoral. El virus de Epstein-Barr tiene un papel primordial
en el desarrollo del cancer de rinofaringe.

La exposicion laboral al asbesto, niquel, alquitran (laringe), nitrosaminas (rinofaringe),
polvo de madera (fosa nasal), radiaciones ionizantes (tiroides) y rayos ultravioleta (labio)
se han documentando extensamente como agentes etioldgicos en todas las localizaciones,
pero con el predominio sefialado".

El CECC no es considerado un tumor hereditario, aunque si se han observado antecedentes
familiares en el 50% de los casos, sobre todo de neoplasias pulmonares (77%). Esta
predisposicion fue observada en CECC, colon y pulmoén, con mayor susceptibilidad a

carcindgenos ambientales al tener reducida su capacidad genética para reparar el ADN. Se
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explicaria asi el hecho de que pacientes jovenes no fumadores desarrollen CECC
(mutdgeno sensibles), mientras que grandes fumadores no lo desarrollen (mutdgeno
resistentes)'?.

I1.1.3. Histopatologia.

Los CECC se originan en el epitelio superficial de la VAS, ya sea inicialmente escamoso
o respiratorio con metaplasia, y por eso se denominan carcinomas escamosos O
epidermoides (90-95%). Otros tipos histopatologicos similares menos frecuentes son el
carcinoma verrucoso, indiferenciado, epidermoide basaloide etc.

Segun el grado de diferenciacion, pleomorfismo y actividad mitética, los CECC se
clasifican en bien, moderada y pobremente diferenciados. Los dos primeros se dan mas en
glotis y cavidad oral, mientras que en faringe y supraglotis lo hacen los poco diferenciados,
con predominio de indiferenciados en rinofaringe. Se atribuye mayor agresividad a los
tumores menos diferenciados, aunque este hecho no siempre va parejo con la
supervivencia. Hay sistemas de clasificacion histopatologicos mas complejos que incluyen
diferenciacion, pleomorfismo, mitosis, infiltracion, profundidad, invasion vascular y
respuesta linfoplasmocitaria, pero no es extraflo observar que tumores similares tienen
distinta evolucion clinica'.

I1.1.4. Clinica y diagndstico.

La clinica del CECC es muy variada y depende de la localizacion del tumor primario.
Podemos considerar signos de alarma: disfonia, odinofagia, otalgia, obstruccion nasal,
sangrado, bultos cervicales indoloros (cN+); todo ello en un paciente con perfil de riesgo.
La localizacion del tumor primario condiciona esta sintomatologia asi como las metastasis
ganglionares, que son el factor prondstico mas importante'*.

Los tumores gloticos se manifiestan de forma precoz por disfonia y asi su deteccion se
hace en fases iniciales con escaso nimero de metastasis, que se incrementaria si el tumor
tuviese mayor tamafio (T), como ocurre en los transgloticos (30-40%). Esto contrasta con
el alto nimero de metéstasis de los tumores faringeos y supragloticos (50-70%), que
presentan clinica inespecifica y poco llamativa. En el resto de las localizaciones (fosa
nasal, hueso temporal) son escasas (<10%), pero si aparecen el prondstico es ominoso.

El diagnéstico se realiza, la mayoria de las veces en estadios avanzados (III-IV), por medio
de la inspeccion por vision directa o a través del endoscopio y la palpacion cervical. Asi,
determinamos la extension tumoral, la funcidon vocal y la presencia de ganglios (cN+).
Podemos también realizar autofluorescencia e identificar tejido mucoso sospechoso

préximo al tumor o mas alejado en las VAS. Las técnicas de imagen (TAC, RNM, PET)
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son utiles para valorar la afectacion de organos, cavidades, hueso y partes blandas, asi

como para identificar la presencia de ganglios sospechosos de > 0,5 cm (Figura 1).

Figura 1. TAC donde se observa un tumor supragldtico (1) y una metastasis ganglionar (flecha).

Un hecho clinico frecuente es la observacion de adenopatias en las pruebas de imagen no
demostradas en la exploracion, que también serian cN+, aunque con estas técnicas se
observa un porcentaje nada desdefiable de falsos positivos y negativos *°.

Por ultimo, el estudio histopatologico es imprescindible en el tumor primario para
establecer su estirpe y planificar el tratamiento. La biopsia se obtiene habitualmente de
forma ambulatoria por medio de vision directa o endoscopia, aunque no es infrecuente
tener que realizarla en quirdfano. En las metastasis ganglionares no se debe hacer nunca la
biopsia del ganglio por el riesgo de diseminar el tumor, pero la PAAF, a veces eco o TAC
dirigida, puede ser de gran utilidad evitando ese riesgo. Los estudios inmunohistoquimicos

completan el arsenal diagndstico en los casos histopatolégicamente complicados.

I1.1.5. Localizacion y estadificacion.

El término cabeza y cuello es muy amplio y abarca una extensa zona de las VAS y de las
partes blandas del cuello donde puede desarrollarse la neoplasia. Por frecuencia, la laringe
(supraglotica y glotica), faringe (oro e hipo), cavidad oral, rinofaringe, fosa nasal, hueso
temporal y tiroides son las localizaciones donde se desarrollan més carcinomas escamosos.
La frecuencia de metastasis ganglionares también es variable segun la localizacién. Se han
descrito un nimero importante de metastasis ocultas clinicamente (cN-), pero observadas
en el estudio histopatologico del ganglio (pN+), que corresponderian a las denominadas
micrometastasis. Serian por tanto la diferencia entre el porcentaje real y las demostradas

por la clinica (Tabla I).
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Tabla I. Metastasis ganglionares en las distintas localizaciones de cabeza y cuello. Se especifican
también las metastasis ocultas en la clinica pero demostradas en la histopatologia.

Localizacion tumoral  Metastasis ganglionar pN+ = Metastasis ocultas cN-

Rinofaringe 86-90%
Base de lengua 50-75% 35-50%
Hipofaringe 52-78% 38-56%
Paladar 60% 30-40%
Supraglotis 31-64% 16-26%
Suelo de boca 30-59% 21-50%
Lengua movil 34-65% 25-45%
Mucosa oral 9-31% 0-10%
Glotis 5%

El sistema TNM se emplea para clasificar de forma uniforme y consensuada los CECC
(estadificacion) y asi valorar con los mismos criterios el tamafio y la extension tumoral. Es
muy util para estandarizar los resultados terapéuticos y comparar estudios. No obstante,
estd muy limitado para establecer el pronostico individual, al no contemplar aspectos como
el volumen tumoral, rotura de la capsula ganglionar, respuesta inmunitaria y agresividad
intrinseca del tumor, decisivos para la evolucién posterior'”.

Dentro de la estadificacion TNM, un hecho fundamental para el prondstico son las
metastasis ganglionares, que condicionan la pN+, y el paso desde estadios precoces (I, IT) a
avanzados (III, IV) " *°. A medida que aumenta el estadio, va disminuyendo la
supervivencia de los pacientes, llegando a verse reducida en el 40% en pN+ con respecto a
pN-. En los ganglios cervicales es frecuente la forma de micrometéstasis que obliga a
realizar multiples cortes seriados para su diagnostico correcto (Figura 2), influyendo en el
pronéstico negativamente el nimero de ganglios afectados. La presencia de extension
extracapsular en las metastasis ganglionares cervicales reduce da la supervivencia del 78%
al 22%, al aumentar el riesgo de recidiva tumoral. Seria muy complejo y reiterativo citar el
TNM de todas las localizaciones del CECC, asi que a modo de ejemplo exponemos en la
tabla II el de la laringe supraglotica, que difiere de otras localizaciones en la categoria T,
siendo M y N similar en todas ellas, excepto esta ltima en el tiroides.

Se puede consultar la clasificacion TNM completa de los tumores ORL en el enlace web:

(http://www.seorl.org/index.php?option=com_content&task=view&id=142&Itemid=213po

ner).
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Figura 2. Embolos tumorales en vasos linfaticos (a). Micrometéstasis en un ganglio linfatico rodeada
por foliculos linfoides (b).

I1.1. 6. Tratamiento y prondstico.

La cirugia es el método de eleccion en la mayoria de las localizaciones, tanto del tumor
primario como de las metéstasis ganglionares, muchas ocultas clinicamente (cN-), pero
presentes en el estudio histopatoldégico (pN+). Por ese motivo el vaciamiento cérvico-
ganglionar debe hacerse siempre de forma profildctica, cuando la posibilidad de metastasis
ganglionares ocultas supere el 15-20%. Hay detractores del vaciamiento ganglionar
indiscriminado en cuellos cN-, argumentando que supone la eliminacion, en muchos casos
innecesaria, de un mecanismo de defensa frente a la neoplasia. La reseccion del tumor
primario se realizara con margenes amplios, si no hay barreras anatdmicas, como es el caso
de la faringe, donde son frecuentes las recidivas locales. En los ultimos afios se ha
impuesto el laser de CO2, muy util en lesiones de pequefio tamafio (T1 y T2) de la glotis,
pero que va ampliando sus indicaciones a cavidad oral, orofaringe, supraglotis e
hipofaringe. El tratamiento de las posibles metastasis ganglionares es un aspecto
controvertido desde la introduccion del laser en tumores distintos a los gloticos, con mayor
probabilidad de metéstasis ocultas, tratando de buscar un marcador tisular que las
demuestre, con el fin de indicar el vaciamiento ganglionar s6lo en casos seleccionados.
Una alternativa a los cuellos cN- es la radioterapia externa, sobre todo en el caso de indicar
radioterapia en el tumor primario, para no agotar las posibilidades de los dos tratamientos
en caso de recidiva. También tiene detractores sobre todo por la fibrosis tisular y los
posibles tumores radioinducidos. En nuestro medio la cirugia externa sigue manteniéndose
en las distintas variantes de vaciamiento ganglionar, siendo preferible el de tipo selectivo
en caso de cN-.

Una forma de indicar el vaciamiento de forma individual a cada paciente seria con el
estudio del ganglio centinela. Sin embargo, la mayoria de los CECC no son susceptibles de
su realizacion técnica, y solo zonas accesibles como la cavidad oral pueden beneficiarse de

su empleo. Los tumores primarios avanzados (III-IV) de cavidad oral, laringe y faringe, o
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de fosa nasal y hueso temporal, siguen teniendo la mayoria de las veces indicacion de
cirugia externa. En muchos casos, sobre todo en tumores avanzados (estadios III-IV) la
cirugia debe extirpar zonas de 6rganos que intervienen en la fonacion y en la deglucion,
ocasionando graves secuelas funcionales para el paciente. La radioterapia se plantea de
forma radical en la rinofaringe o en tumores incipientes (T1) de laringe, faringe o cavidad
oral. También sirve de complemento a la cirugia cuando los bordes de reseccion son
dudosos o afectados y se constatan metdstasis ganglionares o rotura capsular. La
quimioterapia solo tiene interés asociada a radioterapia como alternativa a la cirugia en
grandes tumores que precisen técnicas muy agresivas, dentro de un protocolo de
preservacion de érgano.

A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento conseguidos en las ultimas décadas,
la supervivencia no ha experimentado mejoras sustanciales, desde el 60-70% en la laringe
hasta el 20-30% en algunas zonas de la faringe, siempre en relacion con la presencia de
pN+. Las metastasis a distancia no son infrecuentes y cuando aparecen lo hacen a nivel
6seo o pulmonar (3-20%), estando relacionadas con las metéstasis ganglionares previas. Se
han demostrado células neoplésicas en sangre periférica en tumores con estadios precoces
sin que se manifiesten metastasis clinicas en los ganglios °. En relacion a la supervivencia,
la mayoria de los decesos (85%) se deben a las recidivas locales o regionales en los dos
primeros afios. También es frecuente el desarrollo de segundas neoplasias, sincronicas o
metacronicas al tumor primario, en la VAS, eséfago o pulmoén (10-40%), que estarian en
relacion con la teoria del “Campo de Cancerizacién”'®. La apariciéon de un segundo tumor
primario, sobre todo de origen pulmonar o esofagico tiene un pronostico ominoso. La
quimioprofilaxis con retinoides sintéticos no evita la apariciéon de los segundos tumores,

pero frenaria la carcinogénesis en lesiones preinvasivas”.
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Tabla II.- Clasificacion TNM y estadificacion en los tumores de laringe supraglotica (UICC)

Categoria T Tumor primario

TX No puede ser asegurado

TO No hay evidencia

Tis Carcinoma in situ

T1 Afecta a una sublocalizacion, movilidad normal de la cuerdas vocales

T2 Afecta mas de una sublocalizacion de supraglotis o region adyacente (base de lengua,
valécula..) sin fijacion de laringe.

T3 Tumor limitado a laringe con fijaciéon y/o invasion de region retrocricoidea, espacio
preepigldtico o paraglotico, parte profunda de la base de la lengua o erosion del cartilago
tiroides

T4a Tumor que invade el cartilago tiroides y/o se extiende hacia los tejidos blandos del cuello,
glandula tiroides y/o es6fago

T4b Tumor que invade espacio prevertebral, mediastino y arteria cardtida interna

Categoria N Ganglios linfaticos regionales

NX No se puede asegurar su existencia

NO Ausencia de nddulos metastasicos

N1 Metastasis en un unico nédulo linfatico ipsilateral < 3 cm

N2a Metastasis en unico nddulo linfético ipsilateral de > 3 cm pero < 6 cm

N2b Multiples nodulos linfaticos ipsilaterales, ninguno > de 6 cm

N2¢ Nodulos linfaticos bilaterales o contralaterales ninguno > de 6 cm

N3 Nodulo linfatico de > 6 cm

Categoria M Metastasis a distancia

MX No se puede asegurar su existencia

Mo Ausencia de metastasis

M1 Presencia de metastasis

ESTADIO T N M

0 Tis NO MO

I T1 NO MO

II T2 NO MO

I T1,T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO

IVA T1,T2, T3 | N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO

IVB T4b Cualquier N MO
Cualquier T | N3 MO

IvcC Cualquier T | Cualquier N M1

Se ha tratado de identificar los factores prondsticos mas importantes para poder predecir la
evolucion del paciente y emplear las estrategias terapéuticas mas eficaces en cada caso.

En el CECC algunos de estos factores son “propios del paciente” como la edad. En
general, parece que los pacientes jovenes tienen peor pronodstico, mientras que si superan
los 60 afios disminuye el riesgo de recidiva por una mayor estabilidad genética celular'’.

El paciente con CECC suele presentar un deterioro importante de su estado general (escala
de Karnofsky) por problemas respiratorios severos derivados del habito tabaquico, etilismo

cronico (hepatopatia) y el estado de inmunodeficiencia que éste provoca, asociandose la
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respuesta inmune inducida por el tumor (eosinéfilos, linfocitos T) a menor riesgo de
recidivas.

Las células plasmaticas parecen tener efecto contrario, en relaciéon con la sintesis de
anticuerpos (IgA) que disminuyen la eficacia del propio sistema inmune. Hay un déficit a
nivel tumoral y en sangre periférica de linfocitos T citotoxicos (LTc), linfocitos T
supresores (LTs) y de células “Natural Killer” (NK), que se han relacionado con la
incidencia de metastasis a distancia'®. Los ganglios linfaticos también reaccionan ante la
progresion tumoral aunque no se constate su invasion. Asi, la histiocitosis sinusal,
hiperplasia folicular y la abundancia de células plasmaticas en el ganglio se relacionan con
mayor supervivencia, mientras que la deplecion linfoide tiene peor prondstico'.

Entre los factores “propios del tumor” tienen importancia en el mal prondstico, la
localizacién (zonas mas silentes clinicamente y con mayor capacidad de metéstasis) y el

estadio avanzado, sobre todo por las metastasis ganglionares pN+, debiendo considerar las

frecuentes micrometastasis, el nimero de ganglios afectados y la rotura capsular. Otros

factores mas recientemente estudiados se muestran en la tabla III.

Tabla III. Factores prondsticos relacionados con el CECC.

Procedimiento Mal prondstico Buen pronostico
Modo invasion Infiltrante Vegetante
Diferenciacion Poco, indiferenciado Bien
Ploidia Aneuploidia, fase S alta Diploidia, fase S baja
Biologia molecular (amplificaciones) | (pérdidas)

11q13(PRAD1) |9p21 (MTS1)
7p12-14(ERB1) |17p13.1 (TP53)

FISH Aneusomia y polisomia 8 y 9

Inmunohistoquimica Ki67, ciclina D1, p53, CD44 E-cadherina

En lo que se refiere a los factores pronosticos “propios del tratamiento” tenemos como

positivos la quimio y radiosensibilidad con respuesta completa y entre los negativos los
’ s . 20 ’ . . , .

margenes quirtrgicos afectados™ y la traqueotomia previa a la cirugia por el riesgo de

.1 21
recidivas estomales” .
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I1.1.7. Modelos de progresion tumoral. Metastasis.

Se ha establecido un modelo de progresion en el CECC que contempla su evolucion desde
lesiones preinvasivas (hiperplasia, displasia, carcinoma in situ) a carcinoma invasivo. Este
modelo estaba basado en el propuesto para el cancer colorrectal y establece la pérdida de
heterocigosidad de determinados genes supresores. Estima que en el desarrollo del fenotipo
invasivo del CECC estan implicadas entre 6-10 alteraciones genéticas de forma
cronolégica y acumulativa®. Sin embargo, este modelo es bastante simplista al considerar
que la clave de la progresion estd solo en 10 genes, dentro de la complejidad e
interacciones del genoma, y no contempla un fendémeno tan importante en la progresion

tumoral como son las metéstasis ganglionares (Figura 3).

Pérdida
Pérdida
11q13
13q21
~rzi— 14q31
Mucosa Hiperplasia NIE bajo NIE alto Carcinoma
normal epitelial grado grado invasivo
Z”-Ux ~— 6p ~
17p13 8p
84q
Pérdida 4 q
Pérdida

Figura 3. Modelo de progresion en el cancer de cabeza y cuello (Califano et al ).

El fenémeno de las metastasis es una cascada de acontecimientos con interaccion entre las

células tumorales y el organismo. El tumor primario forma un clon celular que adquiere

rdpidamente un grado variable de heterogeneidad al acumular mutaciones de forma
progresiva. Esto conduce al tumor a superar los pasos de la cascada metastésica,
seleccionando las células mas agresivas.

En resumen, los pasos fundamentales de este complejo proceso serian (Figuras 4 y 5):

1) Invasién. Los tumores malignos presentan cambios en la adhesion normal de las
células. Se produce una pérdida de las moléculas de adhesion entre las mismas células
tumorales que facilita su movilidad. En estas moléculas estan integradas las
inmunoglobulinas (CAM, DCC, CEA, MUCIS8...)”*** y las cadherinas (E-
cadherina)®®. También hay alteraciones en la adhesion entre células de distinto tipo

(ICAM-1)*", como la establecida entre las células tumorales y el endotelio vascular.
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2)

3)

4)

5)

Por ultimo, hay moléculas que participan en la adhesién entre la célula y diversas
sustancias del sustrato o matriz extracelular (integrinas/FAK, CD44, laminina)***’.

Proteolisis. El tumor debe degradar la matriz extracelular en su borde para proseguir la
invasion. Este proceso surge del desequilibrio entre las enzimas proteasas (metalo o

. Cog e 1
serinproteasas) y sus inhibidores

. Las metaloproteasas mas importantes son las
colagenasas (MMP 1, 8, 13, 18), las estromelisinas (MMP 3, 10, 7) y gelatinasas
(MMP 2 y 9). Las serinproteasas principales son las plasmina y los activadores del
plasmindgeno.

Movilidad. Las células tumorales tienen capacidad para moverse activamente
(proteinas Cdc42, Rac 1 y Rho, Tiam1)***-** y dependen de factores autocrinos o
paracrinos que regulan esta movilidad (HGF, autotaxina, IGF1, IL8...)*.
Angiogénesis. El crecimiento tumoral y el desarrollo de metdstasis son estrictamente
dependientes de la formacion de vasos sanguineos, tanto para su nutriciéon como para
diseminarse. La angiogénesis es un proceso normal en el que se forman vasos
sanguineos en determinadas situaciones (cicatrizacidon, ciclo menstrual...), pero que
también se activa en el crecimiento e invasion tumoral, siendo un riesgo para las
metastasis. El efecto de la angiogénesis sobre la invasibilidad tumoral se deberia a la
reduccion de la tasa de apoptosis celular y al predominio de células proliferantes. Las
células endoteliales proliferan por los estimulos de algunos factores como FGF (1,
2,3,4)36, VEGF (A,B,C)”, angiogenina38 y PD- ECGF 9, y se ven inhibidas por PF4,
TIMP, trombospondina y angioestatina .

Diseminacién-colonizacion. Las células tumorales deben penetrar en los vasos
(intravasacion), mantenerse en la sangre y poder abandonar el torrente circulatorio
(extravasacion) justamente en el 6rgano diana de la metéstasis. La viabilidad de estas
células en el torrente circulatorio es mayor de lo que se pensaba, aunque sélo una
minima parte forman colonias metastasicas en determinados érganos®’. Esta capacidad
organo-especifica de ciertos tumores se explica por el microambiente del 6rgano

diana, unido a las caracteristicas anatomo-mecanicas de sus vasos capilares.
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Transformacion
v
Angiogénesis
v
Invasion
v
Diseminacion por sistema circulatorio/linfatico
v
Colonizacion (micrometastasis)
v
Angio/linfangiogénesis y crecimiento
v

Metastasis detectables

Figura 4. Modelo del proceso tumoral en el CECC.
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I1.2. ESTADO ACTUAL DE LOS MARCADORES TUMORALES

I1.2.1. Marcador tumoral. Concepto y clasificacion.

Los marcadores tumorales (MT) son sustancias sintetizadas por las células neoplasicas o
sanas en respuesta al tumor. Desde el punto de vista bioquimico son proteinas, con o sin
actividad enzimatica, detectadas en los fluidos extracelulares, durante o antes incluso de la
manifestacion clinica del tumor o de su recidiva precoz, permitiendo monitorizar la
respuesta al tratamiento. Los MT sintetizados por las células neoplasicas suelen ser
moléculas con capacidad antigénica que se localizan en la membrana celular. Los
oncogenes y los genes supresores de tumores no se encuentran en los fluidos extracelulares
y no se ajustan a la definicion de MT, pero son empleados con fines prondsticos bajo el
nombre de marcadores genéticos.

Se puede decir que el concepto de MT es amplio y cambiante, pero siempre pone de
relevancia procesos relacionados con el desarrollo y la progresion tumoral. El primer MT
fue la proteina de Bence Jones constituida por una cadena ligera de inmunoglobulina
monoclonal que se produce en exceso y se detecta en la mitad de los pacientes con
mieloma. Posteriormente se han descrito gran numero de MT que clasificamos segiin sus
caracteristicas bioquimicas (Tabla IV), que estan en relacion con determinadas neoplasias

4.42.93 (Tapla V).

Tabla IV. Principales marcadores tumorales aplicados clinicamente.

Clasificacién de los marcadores tumorales circulantes mas utilizados.

Antigenos oncofetales Antigeno carcinoembrionario (CEA)
Aliafetoprotelna (AFF)
Gonadotropina corténica humana (HCG)

Glucoprotelnas Antigeno especifico de la pristata (PSA)
CA-125
CALS3
CAL9D
CAT2.4

Enzmas Lactato deshidrogenasa (LDH)
Enolasa neuronoespecifica (NSE)
Fosfatasas icidas
Fosfatasa alcalina

Hormonas Serotomina
Catecolaminas
ACTH
ADH

Proteinas séricas Tiroglobulina
Ferritina
[mmunoglobulinas
Beta-2-microglobulina

Otros Cobre, zine, hidroxiprolina
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Tabla V. Marcadores tumorales y neoplasias relacionadas.

Relacion entre neoplasiaz maz comunes ¥ MT utilizados.

NEOPLASIA MT

Cancer de prostata P5A FAP

Tumores de c&lulas germinales HCG, AFE LDH

Céincer de ovaro CA-125 LDH

Cancer colomectal CEA CAl99

Cancer gastrico CEA . CALDD

Céncer de pincreas CALD9
Hepatocarcinoma AFP

Céincer de mama CA 153 CEA

Cancer de pulmdén no de célula pequena CEA. CA-125

Cancer de pulmdén de célula pequena NSE. ACTH, ADH
Carcinoma medular de tiroldes Caleitonina

Mieloma Inmunoglobulinas, H-2-microglobulina
Linfomas LDH. &-2-microglobulina
Enfermedad de Hodgkin Ferritina. cobre, zine
MT: Marcadores tumorales

11.2.2. Utilidad clinica.

La principal aplicacion clinica de los MT es su aportacion al diagnéstico del cancer. Asi, la

presencia de proteina de Bence Jones en suero establece el diagnodstico de mieloma. Se ha
encontrado que su concentracion urinaria es muy representativa de la masa tumoral. En los
afos 60-70, s6lo se usaba un ntimero limitado de MT en el diagndstico de tumores de baja
incidencia como el feocromocitoma (norepinefrina) o el tumor carcinoide (via triptéfano-
hidroxi-indol-acético), pero sentd las bases bioquimicas para el estudio de otros tumores
més frecuentes.***

La fosfatasa alcalina placentaria-like (isoenzima Regan) fue de las primeras proteinas
carcino-embrionarias identificadas. Se produce normalmente en la placenta por el
sincitiotrofoblasto a partir de la duodécima semana de embarazo, pero se encuentra elevada

46,47,48 . s .
474 También se describid el CEA en el céncer

en el cancer colorrectal avanzado
colorrectal, generalizandose su uso por el desarrollo de una técnica de radio-inmunoensayo
altamente sensible para cuantificar su valor en plasma*’~**>'. El descubrimiento del CEA
solo inici6 una intensa busqueda de lo que se denominaron los antigenos tumorales fetales
0 proteinas carcino-embrionarias, que derivaban del estudio de determinadas enzimas

. TT 2,53,54
asociadas a procesos glicoliticos %,

Mediante inmunoensayo con anticuerpos
monoclonales especificos de estas enzimas e isoenzimas se mejoré mucho su deteccion en
cuanto a sensibilidad y especificidad. Asi, isoenzimas de la fucosiltransferasa, la
arilsulfatasa o la deoxitimidina trifosfatasa, se han demostrado en la progresion bioquimica
de determinados tumores>*>®’.

En la actualidad muchas de las proteinas que se generan en estos mecanismos ligados al
desarrollo neoplésico pueden detectarse a nivel sérico y ser utiles no s6lo en el diagndstico

del céancer, sino también en su pronostico y seguimiento (recidiva o metastasis). Un hecho
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a tener en cuenta en los MT es la frecuencia de valores elevados en enfermedades no

neoplasicas y su solapamiento con los pacientes con cancer™’.

Para mejorar su
especificidad diagnéstica se ha sugerido recientemente el uso de MT mdltiples. En
carcinomas epiteliales la determinacion en suero de CEA, CA125, CA19.9 y CA15.3 de
forma simultanea ha permitido identificar arquetipos o patrones especificos para establecer

el origen del tumor primario y/o el desarrollo de metastasis®*-®'

. El mayor inconveniente de
los MT multiples lo constituye el coste y la seleccion adecuada de los integran cada panel.

Su segunda aplicacién clinica es el seguimiento del paciente durante y después del

tratamiento. Los valores de los MT pueden informar sobre la remision de la enfermedad o
el desarrollo de una recidiva y de la respuesta al tratamiento, donde fallan otros

- 62,63
procedimientos clinicos

. Esto ha sido corroborado en el control y seguimiento del
mieloma con la proteina de Bence Jones, permitiendo ajustar o redisefiar un tratamiento de
quimioterapia si se comprueba el aumento mantenido de su valor, siendo significativo de
persistencia tumoral. La concentracién del marcador refleja el éxito del procedimiento
terapéutico (cirugia y/o quimioterapia) y su valor elevado persistente podria indicar una
reseccion incompleta del tumor o bien metastasis o recidiva, sobre todo después de un

.. . . 4
seguimiento con cifras bajas®*%-%,

Hay ocasiones en las que durante la radio y/o
quimioterapia se pueden observar incrementos del MT, como ocurre con el PSA en el
cancer de prostata®’.

Para hacer el seguimiento de un paciente después del tratamiento hay que determinar MT
muy sensibles y especificos cada 6-12 meses, con el fin de detectar la recidiva de forma
precoz. En caso de sospecha se deberian considerar periodos o intervalos mas cortos. La
monitorizacidon de estos valores durante el seguimiento es mas fiable que en el tratamiento
pues su determinaciéon no se interfiere o modifica por el proceso terapéutico. En esta
secuencia de valores tiene importancia lo que se define como pendiente o tendencia, que es
la tasa de incremento en la concentracion del marcador, determinada por la frecuencia del
analisis.

Otro concepto es el de densidad que es el cociente entre la concentracion del marcador y el
volumen de su organo secretor. La densidad s6lo tiene sentido en los casos en los que se
puede evaluar el volumen tumoral con técnicas de imagen, como ocurre en el carcinoma de
prostata con ecografia. En otros marcadores (CA125) s6lo es posible comprobar la
pendiente, de ahi la necesidad de disponer de valores seriados. Muchos MT tienen
especificidad cuantitativa en vez de cualitativa, pues se sintetizan también en tejidos sanos
0 en procesos benignos, aunque la concentracion es siempre mayor en los tumores, de ahi

la necesidad de establecer un valor umbral. Para evitar estas situaciones ambiguas es mejor
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valorar la pendiente en varias determinaciones y ver si se mantiene, incluso aunque se
determinen valores que pudieran ser considerados como normales valorandolos
individualmente **>. Asi, el aumento en las pendientes del PSA en pacientes sometidos a
una prostatectomia total nos hace sospechar una recidiva, pues es un marcador tisular muy
especifico.

Por todo lo expuesto podemos interpretar que los valores séricos iniciales de algunos MT
reflejan algunas caracteristicas del tumor (volumen, localizacion, extirpe...) y se pueden
incrementar con su progresion, alcanzando niveles mas altos cuando el tumor primario es

agresivo o ha desarrollado metéstasis®®®

. Sin embargo, niveles bajos no indican lo
contrario puesto que muchos tumores no producen marcadores de agresividad o capacidad
metastésica. La aplicacion clinica en el prondstico difiere en cada MT, unos verifican la
presencia de recidiva de la enfermedad mientras que otros predicen el tiempo libre de
recidiva, asi como la supervivencia.

En los ultimos afos, se han incorporado técnicas de biologia molecular que permiten
estudiar muchas de las fases del ciclo celular y del desarrollo tumoral en cada una de las
fases del proceso. Asi, mecanismos como la apoptosis, angiogénesis, inhibicion-estimulo
del crecimiento, invasion y metdstasis, en los que intervienen multiples proteinas, tienen un
gran potencial para aportar nuevos marcadores diagnosticos o dianas terapéuticas que

. : , . 70,71,72,73
permitan combatir el cancer de manera mas eficaz™" """,
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11.2.3. Marcadores de metastasis.

Se han estudiado diferentes MT en el CECC sin que, de momento, ninguno sea aplicable
de forma decisiva en la clinica. Es una linea abierta de investigacion, y en algunos estudios
se pondera su valor predictivo, pero no alcanzan la utilidad diagnostica de las neoplasias
ginecoldgicas, hematologicas o digestivas. Es, por tanto, necesario perseverar en la
busqueda de nuevos MT y en mejorar el rendimiento de los actuales’*. No parece que un
solo marcador sea suficiente para predecir las metastasis en el CECC, por lo que seria
interesante disponer de una bateria multiple de marcadores, especificos del tejido epitelial,
relacionados con el fenomeno de progresion tumoral””. Asi, se podria mejorar el
rendimiento clinico de los disponibles, tanto en la posible deteccion preoperatoria de las
metastasis, como en el diagnostico precoz de las recidivas tumorales, donde el diagndstico
clinico y de imagen esté dificultado por la cirugia y radioterapia previas.

Los principales MT séricos y tisulares, que pueden tener interés en detectar las metastasis

en el CECC, porque ya han sido usados en estos u otros tumores, son:

-Antigeno del carcinoma de células escamosas (AgSCC).

Se trata de una fraccion del antigeno tumoral TA-4 denominado antigeno de células
escamosas (AgSCC)’®, obtenido de tejido de células escamosas de cuello uterino, el cual,
ha demostrado presentar concentraciones elevadas en tumores de células escamosas,
incluyendo el CECC”’. Esta glucoproteina aparece elevada en el suero del 60 % de los
pacientes con tumores epiteliales. El limite superior de normalidad se ha fijado en 2,5
ng/ml. Se han visto umbrales superiores en enfermedades hepaticas y renales severas, al
alterarse su eliminacion. En CECC sus valores muestran relacion con la masa tumoral, con

una sensibilidad del 12% en el estadio T1 y del 90% en el T4’®.

- CYFRA 21.1.

Las citoqueratinas son filamentos intermedios que forman el citoesqueleto celular y
proporcionan la dureza caracteristica de la mayoria de tumores malignos’’.
Bioquimicamente son polipéptidos con especificidad para cada tipo celular y cada epitelio
expresa un patron determinado. El epitelio escamoso expresa las citoqueratinas 7, 8, 9y
19*. Esta especificidad para el tipo celular no se pierde en la transformacion maligna,
expresando los carcinomas escamosos el mismo patron. CYFRA 21.1 representa los
fragmentos solubles en suero de la citoqueratina 19. El valor umbral en suero, para

personas sanas, es de 3,0 ng/ml. Algunos estudios realizados en cabeza y cuello mostraron

a CYFRA 21.1 como un marcador aceptable para diagndstico de carcinomas y una
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herramienta util en el seguimiento de la enfermedad. Se ha visto como después de la

cirugia su valor disminuye y vuelve a aumentar en caso de recidiva®'.

-Anticuerpos anti-p53.

Su expresion se puede determinar en tejido y en suero. La mutacion de p53 es la alteracion
genética mas comun en los canceres humanos y ha sido demostrada por
inmunohistoquimica en el CECC. Los anticuerpos séricos de p53 son muy especificos, no
expresandose en sujetos sin cancer, pero no determinan el tipo de tumor®. En el suero de
pacientes con CECC se han observado anticuerpos p53 en el 18-44%, asociandose a la
expresion nuclear de la proteina detectada. A pesar de tener una sensibilidad limitada,
podria ser util en el pronostico, pues su presencia resultd ser un marcador independiente

. g . . 83.84
del riesgo de recidivas y supervivencia™ .

-E-cadherina.
Las cadherinas son proteinas de membrana dependientes de calcio que participan en la

formacién de uniones adherentes 2%

. Hasta la fecha se ha podido demostrar un papel
supresor de invasividad para un miembro de esta familia, la E-cadherina también conocida
como L-CAM o uvomorulina®®. Esta proteina responsable de la adhesion celular, puede
ser determinada en tejido y en suero, relaciondndose su pérdida de funcién con la invasion
tumoral y las metastasis. Se piensa que el gen de la E-cadherina es un gen supresor que
interviene en la diferenciacion tumoral, pues la proteina no se expresa en el CECC poco
diferenciado, aumentando progresivamente en los moderada y bien diferenciados. Los
tumores sin expresion son mas agresivos y con mayor incidencia a metastatizar® -*®

La forma soluble de la E-cadherina (80-84 kD), fue descubierta en el sobrenadante del
medio de cultivo liberado por la linea tumoral de células tumorales humanas MCF-7%.
Esta forma soluble es el producto de degradacién de la forma intacta de la E-cadherina
(120kD) generada por una proteolisis calcio dependiente. También se ha demostrado su
presencia en fluidos bioldgicos de sujetos sanos, aunque los niveles séricos estaban mas

. , 1,92
elevados en pacientes con cancer **°"%2,

- Metaloproteasas o matrixinas (MMP).

Son endopeptidadas de matriz extracelular. Su determinacion se hace en suero en forma de
anticuerpos especificos. Hay establecida una clasificacion de cuatro grupos: colagenasas,
estromelisinas, gelatinasas y metaloproteasas de membrana’**. Aunque se pensaba que

intervenian solo en la rotura fisica de la matriz extracelular por el tumor (invasion local),
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actualmente se sabe que estan implicadas también en el crecimiento del tumor primario y
de sus metastasis’>*®. Se ha visto un aumento de la expresiéon de MMP-2 y MMP-9 en el
CECC”". En el cancer de laringe con sobreexpresion de colagenasa 3 (MMP-13) hay

. i 98
mayores tasas de progresion local y metastasis™ .
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IT .3. MODELO TEORICO

La célula epitelial sufre un cambio en su estructura genética (activacion de oncogén,
pérdida de gen supresor) que inicia su transformacion. Se altera su ciclo y se produce un
desequilibrio maduracion/proliferacion, con pérdida de la apoptosis 0 muerte programada.
Se origina asi un clon celular dominante inmortal que se perpetua y adquiere supremacia
sobre el resto.

El conflicto de espacio que supone el aumento del volumen tumoral debe ser solucionado
por los sucesivos mecanismos de invasion, angiogénesis y metastasis (Figuras 4 y 5).
Todos estos mecanismos estan determinados genéticamente e intervienen en la fisiologia
normal de la célula (crecimiento, migracion celular), formando parte del legado evolutivo,
pero son utilizados por el tumor de forma aberrante para su propio beneficio. En esta
progresion tumoral median un gran numero de proteinas que intervienen en estos
mecanismos a través de complejos procesos bioquimicos.

Las sustancias diversas que intervienen en los mecanismos de invasion y metastasis se
pueden evidenciar de forma cualitativa o cuantitativa, aumentando su cantidad segin el
tumor progresa por los tejidos y vasos sanguineos, aunque no se manifieste clinicamente la
enfermedad. La determinacion de estas sustancias en el suero sanguineo estara en relacion
con la intensidad del fenomeno que queremos medir y de la sensibilidad del método para

detectarlo.
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III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I11.1. HIPOTESIS

l.

Los CECC representan un problema de salud importante en nuestro medio por su
alta incidencia y elevada morbi-mortalidad por lo que se requieren medidas
eficaces en el diagnostico para ajustar y hacer mas eficaces los procedimientos

terapéuticos.

La progresion tumoral esta determinada en pasos sucesivos (invasion, metastasis)
mediados por determinadas moléculas o marcadores tumorales (MT) que se pueden
detectar en el suero de los pacientes, incluso antes de que se produzca la metéstasis

clinica.

La determinacion eficaz de MT multiples y especificos de la progresion tumoral
permitiria establecer un patrén de metastasis que podria aplicarse en el diagnostico

precoz y tratamiento individualizado de los pacientes con CECC.

La seleccion adecuada del tratamiento puede contribuir a mejorar la calidad de vida

y supervivencia de estos pacientes.
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I11.2. OBJETIVOS
1) Describir patrones especificos para el CECC por medio de MT séricos multiples.

2) Relacionar las distintas variables clinicas y la supervivencia con los marcadores

propuestos.

3) Predecir con dichos marcadores, la capacidad de progresion metastasica,

seleccionando los mas eficaces.
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IV. MATERIAL Y METODO

En este bloque de material y método se describira en un primer apartado los aspectos mas
destacados del diseno del estudio, la seleccion de pacientes y la toma de muestras. Un
segundo apartado se dedicard al estudio seroldgico, diferenciando los distintos tipos de
analisis y marcadores. Se describira en cada MT el principio y protocolo del ensayo

realizado. Por tltimo, se expondra la metodologia estadistica aplicada.

IV.1. SELECCION DE LOS PACIENTES Y MUESTRAS. DISENO DEL ESTUDIO
Se incluyeron en el estudio los pacientes con CECC diagnosticados y tratados por los
Servicios de Otorrinolaringologia de los Hospitales Central de Asturias (HUCA, Oviedo) y
Valle del Nalon (HVN, Langreo) de la Comunidad Autonoma del Principado de Asturias,
entre enero de 2.003 y diciembre de 2.004, cerrando el estudio en mayo de 2005.
Los criterios de seleccion fueron los siguientes:

- Disponer de una historia que permita extraer los datos clinicos y de seguimiento.

- Diagnostico histopatoldgico de CECC en el tumor primario.

- Indicacién quirargica sobre el tumor primario y realizaciéon de vaciamiento cérvico-

ganglionar.
- Ser el primer diagnostico de la enfermedad y no haber realizado tratamientos previos
con radio-quimioterapia.

El diagnéstico clinico se hizo por los procedimientos clinicos (endoscopia, biopsia) y de
imagen (TAC y RNM) habituales. El diagnostico histopatoldgico definitivo sobre la pieza
de reseccion quirtrgica lo realizo un patdlogo experimentado de los respectivos hospitales.
El tratamiento se planteo segin los protocolos establecidos y consensuados. Para la
clasificacion del estadio tumoral se utiliz6 el sistema TNM de la UICC.
En base a estos criterios se seleccionaron 39 pacientes, 5 correspondientes al HUCA
(12%) y 34 al HVN (88%).
Los 39 pacientes seleccionados entraron en un estudio longitudinal retrospectivo, con una
primera fase de seleccion y recogida de muestra y otra posterior donde se procedi6 a su
estudio seroldgico.
La toma de las muestras de sangre se realizd inmediatamente antes de la extirpacion
quirargica, durante la induccidén anestésica, previo consentimiento informado. Se obtuvo
una muestra de 10 cc de sangre total en un tubo, que se centrifugo para separar el suero, se
alicuot6 y congeld a —80°C hasta su procesamiento.
Como muestras control se incluyeron 10 muestras de sangre procedentes de donantes del

Banco de Sangre del Principado de Asturias, todos ellos mayores de 50 afios. Previo
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consentimiento informado se obtuvo una muestra de 10 cc de sangre total en un tubo, que

se centrifugo para separar el suero, se alicuotd y congeld a —80°C hasta su proceso.
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IV.2. ESTUDIO SEROLOGICO
Se realiz6 en las muestras del suero de los pacientes una vez descongeladas. Los
procedimientos de andlisis y los marcadores tumorales seleccionados para el estudio se

exponen a continuacion.

IV.2.1. Analisis quimioluminiscente.

Este tipo de método analitico consiste en la cuantificacion de una sustancia, utilizando una
reaccion antigeno anticuerpo, y un marcador como indicador de la reaccion que puede ser
el éster de acrinina u otro. La combinacion de los reactivos: peroxido-acido e hidroxido de
sodio, en contacto con la muestra y el analizador proporcionan la reaccion
quimioluminiscente. El peréxido-acido provee el agente oxidante para el éster de acridina,
y el hidroxido de sodio, proporciona el cambio de pH necesario para que la reaccion de

oxidacion ocurra.

-AgSCC.
Descripcion del marcador.
El AgSCC es una subfraccion purificada del antigeno tumoral TA-4 que fue obtenido de

.. . , , . . 99 .
tejidos con carcinoma de células escamosas del cérvix uterino” (Figura 6).
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Figura 6. Formula molecular del AgSCC.

El TA-4 es una glucoproteina de 48.000 daltons que se compone al menos de 14
subfracciones con valores de pl (punto isoeléctrico) que oscilan entre 5,44 y 6,62'%. El

AgSCC tendria en ese rango el valor maximo de 6,62.
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Principios del ensayo.

Para determinar la presencia de antigeno AgSCC en suero realizamos un inmunoanalisis en
dos pasos, el cual, se muestra esquematizado en la figura 7.

En el primer paso se combinan la muestra y las microparticulas paramagnéticas recubiertas
de anticuerpo antiAgSCC. El AgSCC presente en la muestra se une a las microparticulas
recubiertas de anticuerpo. En el segundo paso, después del lavado, se afiade el conjugado
de anticuerpo antiAgSCC mezclado con acridinio, separandose este complejo de la fase
solida mediante la adicion de H,O,. Posteriormente se anade NaOH que produce la
liberacion de la luz, siendo ésta la que determina la cantidad de SCC, en relacién a las

unidades relativas de luz (URL).

B b acin Lavado/Aspirado (X3}
== @
==

Elim muaterial ne unido

Muaestrs con Ao anti SCC unide a

2CC micropartioulas paramaznaticas
w
o 1 i Peroxddo de
Ae monoclonal congado anti 30C material no hidrégeno
marcado con Acridinio {(HIOI)

r =
Separacidon de la fase sdlida w
- j:rj'— LY v = LECTURA
 Hidréxido Sédico (NaOH)

Figura 7. Pasos del analisis quimioluminiscente del AgSCC.

Material y reactivos.

La determinacion del AgSCC se realizd6 mediante el equipo autoanalizador Architect
i2000SR® (Abbott diagnostics division, Wiesbaden, Germany), que de forma automatica
realiza un inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA®).

El material integrante est4d formado por:

Microparticulas: un frasco de 6,6 mL de microparticulas recubiertas de anticuerpo
monoclonal de raton frente al AgSCC en tampon MES con estabilizante proteinico
(bovino). La concentracion minima es de 0,08% de particulas solidas. Utiliza como
conservantes azida sddica y agentes antimicrobianos.

Conjugado: un frasco de 5,9 mL con anticuerpo monoclonal de raton frente al antigeno
SCC marcado con acridinio en tampon MES y estabilizante proteinico bovino. La
concentracion minima es de 0,07 ug/mL. Como conservantes emplea azida sdédica y

agentes antimicrobianos.
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Solucion preactivadora: contiene 1,32% (p/v) de peroxido de hidrogeno (H,0,).

Solucién activadora: NaOH 0,35 N.

Tampodn de lavado: solucion salina en tampon fosfato.

Protocolo del ensayo.

Antes de cargar los reactivos Architect AgSCC por primera vez, agitamos el frasco de
microparticulas para resuspender las que se hubiesen asentado. Para ello invertimos el
frasco 30 veces comprobando visualmente su resuspension. A continuacion se colocaron
los reactivos dentro del equipo.

Calibracion: se analizaron los calibradores A, B, C, D, E y F por duplicado.
Posteriormente se analizd una muestra unica de cada uno de los controles SCC (bajo,
medio y alto) para evaluar la calibracion del ensayo. El intervalo de calibracion fue de 0-70
ng/mL. Una vez aceptada la calibracion, se almacen6 en la memoria del equipo.

Control de calidad: para evaluar el estado de la calibracion y evitar errores en la medida,
se procesaron tres muestras de control (AgSCC controls Abbott®, Wiesbaden, Germany)
con las concentraciones control dadas por el fabricante:

Control 1 (bajo): 2 ng/mL (1,6-2,4)

Control 2 (medio): 10 ng/mL (8-12)

Control 3 (alto): 50 ng/mL (40-60)

Los resultados obtenidos al procesar los controles fueron 2, 11 y 54 ng/mL
respectivamente, estando dentro de los rangos establecidos, por lo que se aceptod la
calibracion.

Proceso de las muestras: se inici6 de forma automatica. El autoanalizador tiene
configurado en su software todo el procedimiento de la técnica, los volimenes de pipeteo y
los tiempos de cada paso del ensayo. Asi, comienza pipeteando 150 uL. de muestra de
suero que se dispensa en una cubeta de reaccion. A continuacion, afiade las microparticulas
y mezcla e incuba la reaccion. Posteriormente, mediante un iman, se atraen las particulas
paramagnéticas unidas al analito en un lateral de la cubeta, mientras se aspira el contenido
restante. Luego se afiade la cantidad suficiente de conjugado, mezclando e incubando 10
minutos, para posteriormente lavar con la solucion de lavado. El siguiente paso el la
adicion de la solucidn preactivadora, haciendo una lectura de blanco de sefial. Se afiade la
solucion activadora midiendo la emision quimioluminiscente, que sustraida del blanco nos
determina la luz que se traduce en la concentracion de AgSCC.

Evaluacién de los resultados: la concentracion de AgSCC presente en las muestras se
obtiene mediante interpolacion de las unidades relativas de luz (URL) de las muestras en la

curva patrén (curva de calibrado).
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IV.2.2. Analisis inmunoradiométrico.
Este tipo de analisis emplea un anticuerpo en exceso para la deteccion del analito y un
segundo anticuerpo marcado radiactivamente para permitir la cuantificacion. Lo

empleamos para valorar el marcador CYFRA 21.1.

-CYFRA 21-1.

Descripcion del marcador.

Es un fragmento de citoqueratina 19 (Figura 8), proteina acida que forma parte del
filamento intermedio del tejido epitelial, con un peso molecular de 40.000 daltons'”'. Se
encuentra presente en pacientes con distintos tipos de cancer pues en la muerte celular se

. 102
libera en suero en forma de fragmentos solubles .

Figura 8. Imagen obtenida mediante inmunofluorescencia indirecta

utilizando anticuerpos anti-citoqueratina 19 en Células HEp-2.

El reconocimiento especifico de este fragmento se realiza a través de dos anticuerpos
monoclonales (BM 19-21 y KS 19-1, Fujirebio Diagnostics Inc, Japan), obtenidos tras la
inmunizacion de ratones con células MCF7'%-1%,

Principio del ensayo.

La determinacion se realizd mediante un estudio inmuno-radiométrico basado en una
técnica “sandwich® en fase solida. Utilizamos dos anticuerpos monoclonales contra dos
puntos antigénicos apartados entre si, dispuestos sobre la molécula de CYFRA 21-1. El
primero se fija en la fase solida ELSA y el segundo, marcado radiactivamente con I'**", se
utiliza como trazador. Las moléculas de CYFRA 21-1 presentes en la muestra se disponen
entre los dos anticuerpos. El exceso de trazador se elimina mediante lavado, quedando

sobre el ELSA el complejo anticuerpo fijado/antigeno/anticuerpo marcado. Asi, la

radiactividad es proporcional a la cantidad de CYFRA 21-1 en la muestra (Figura 9).
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Figura 9. Modelo de grafica obtenida para la interpolacion de los resultados de CYFRA 21.1.

Material y reactivos.

Para la determinacion se emple6 la técnica ELSA-CYFRA21.1 (CIS bio internacional®,
Gif-sur-Yvette, Cedex, France).

Los reactivos que se utilizaron para la determinacion fueron:

- Tubos ELSA listos para su uso con anticuerpo monoclonal anti-CYFRA 21-1 fijado e
inmovilizado en el fondo del tubo.

- Anticuerpo monoclonal anti-CYFRA 21-1 marcado con I'*"

, con tampodn, albumina
bovina, azida sodica y colorante rojo (volumen 15 mL).

- Estandar 0 liofilizado con suero bovino (4 mL).

-Estandares liofilizados con suero bovino y CYFRA 21-1 humano en 4 viales a
concentraciones de 2, 10, 30, y 60 ng/mL, para reconstituir cada uno con 1 ml de agua
destilada.

- Control liofilizado con suero bovino y CYFRA 21-1 humano en una concentracion de 4
ng/mL, para reconstituir con 1 mL de agua destilada.

- Solucion concentrada de Tween 20 que se consigue diluyendo 9 mL de tween 20 en 3
litros de agua destilada agitando suavemente.

Para la determinacion de CYFRA 21-1 se tuvieron en cuenta las precauciones de
radioproteccion, siguiendo la normativa en vigor.

Otro material empleado consistié en micropipetas de precision con puntas desechables, que

permiten pipetear 100uL, 300uL, 1 mL, y 4 mL (+/- 1%), agua destilada, tubos de plastico
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desechables, agitador tipo vortex y contador de centelleo gamma calibrado para la

deteccion del 1'%,

Protocolo del ensayo.
Los estandares, el control y los tubos ELSA fueron puestos a temperatura ambiente (18-
25%C) al menos 30 minutos antes de ser utilizados. El trazador se conservo a 2-8 °C hasta el
momento de su uso. Para el ensayo son necesarios los siguientes grupos de tubos:

*Grupo estandar “0” para la determinacion de la union no especifica.

*Grupo estandar para determinar la curva estandar.

*Grupo de control para realizar el control.

*Grupo de tubos de muestra problema.
Los estandares se realizaron por triplicado y las muestras problema por duplicado.
En primer lugar se pipetean 100 pL de estandares, controles y muestras en los tubos ELSA
correspondientes. Se afiaden 300 uL de anti-CYFRA 21.1 en todos los tubos. Mezclamos
ligeramente cada tubo con un agitador tipo Vortex y se incuban de 18-22 horas a 2-8°C. A
continuacion, se lavan los tubos ELSA aspirando completamente el contenido de cada
tubo, anadiendo 3 mL de solucion de lavado volviendo a aspirar. Esta operacion se repite
dos veces mas hasta un total de tres. Finalmente se mide la radiactividad unida al ELSA
con un contador de centelleo gamma.
Para cada grupo de tubos se hizo la media de los contajes en cuentas por minuto (cpm) y
la curva estandar a partir de los resultados del grupo estdndar (cpm versus concentracion
CYFRA 21-1 en ng/mL) (Figura 9).
Evaluacion de los resultados.
Los resultados se obtuvieron interpolando los resultados de las cpm de las muestras a
través de la recta patron. Las muestras con valores superiores a la mayor concentracion del

estandar (60 ng/mL) fueron diluidas y repetidas.
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IV.2.3. Analisis por ELISA.

Este tipo de andlisis se basa en la deteccion del analito mediante un anticuerpo especifico
inmovilizado, posteriormente se realiza la adicciéon de un anticuerpo conjugado unido a
una enzima (peroxidasa de rabano), la cuantificacion se produce al afadir el sustrato del
enzima produciéndose una reaccion de color que se mide en un espectrofotometro.
Empleamos la técnica ELISA para valorar los marcadores E-cadherina, MMP-2, MMP-9,
MMP-13 activa y Anticuerpos antip-53.

-E-cadherina.

Descripcion del marcador.

Se conoce también como uvomorulina o cell-CAM120/80'". Forma parte de la familia de
las cadherinas que son moléculas de adhesion celular calcio dependientes localizadas en las

células epiteliales de tejidos embrionarios y adultos (Figura 10) %1%,

Figura 10. Estructura tridimensional de la E-cadherina.

La forma soluble de la E-cadherina tiene 80-84.000 daltons y fue descubierta en el
sobrenadante del medio de cultivo de la linea de células tumorales humanas MCF-7*°. Es
el producto de la degradacion de la forma intacta de la E-cadherina (120kD), generada por
proteolisis calcio dependiente. También se ha descrito en fluidos biologicos de sujetos
sanos, si bien los niveles séricos estaban més elevados en pacientes con cancer’ ',
Principio del ensayo.

Se basa en un ELISA tipo “sandwich” (Figura 11) con dos anticuerpos de raton anti E-

cadherina humana que detectan la forma soluble permitiendo su determinacion

cuantitativa.
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La cuantificacion se realiza mediante una curva estdndar usando concentraciones
conocidas de E-cadherina, comparando la absorbancia de las muestras problema con la de

los estandares.

Anticuerpo
* Afiadir antcuerpo conjuzado con enzima

= >

= Produccion de color

Avfiadivr susirato
L -

Figura 11. Esquema general de reaccion de un ensayo ELISA.
Material y reactivos.
Se utiliza un “kit” de enzimoinmunoanalisis ELISA (Zymed ® Laboratories, Inc, San
Francisco, USA).
Los reactivos empleados consistieron en:
-Placa de ELISA de 96 pocillos con anticuerpo de raton anti-E-cadherina humana unido a
la placa.
-Solucion de anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa de rabano.
-Estandares: 2.700 ng de E-cadherina humana.
-Solucién para la dilucién de muestras.
-Solucion de sustrato: H,O, y tetrametilbenzidina.
-Solucion de parada: H,SOy4 IN.
-Solucién de lavado: TBS: 0,1% de tween 20 y SmM CaCl,,
Se deben preparar las siguientes soluciones:
-Solucioén 1: formada por la solucion de anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa
de rabano disuelta en 11 mL de agua destilada mezclada generosamente.
-Solucion 2: rehidratar la solucion estandar con 1 mL de agua destilada y dejar reposar 15
minutos. Esta solucion posee una concentracion de 2.700 ng/mL de E-cadherina. Se
realizan diluciones seriadas con diluyente de muestras para conseguir 6 soluciones con las

concentraciones 2700, 1350, 675, 338, 169 y 84 ng/mL para realizar la curva estandar.

44



Protocolo del ensayo.

Las muestras se realizaron por duplicado con un factor de dilucion 1/10.

Se pipetean 100 pL de muestra y de estandar en los pocillos y se incuba por espacio de 2
horas a 37°C. A continuacién se aspiran y lavan los pocillos 3 veces con 400 pL de
solucion de lavado dejando la placa completamente seca. Se pipetean 100 pL de la
solucion 1 en cada pocillo y se incuban 1 hora a 37 © C. Se aspira y se lavan los pocillos 4
veces con 400 pL de solucion de lavado volviendo a dejar la placa completamente seca.
Posteriormente, se anaden 100 pL de solucion de parada (H,SO4 1N) a cada pocillo, en el
mismo orden que el sustrato. Se incuba a temperatura ambiente (20-30° C) durante 15
minutos. Por ultimo, se determina la absorbancia a 450 nm, realizando la lectura en la
primera hora después de afadir la solucion de parada.

Evaluacion de los resultados.

Se evalud la representacion de la media de la absorbancia de los estandares (eje Y) frente a
la concentracion (eje X) utilizando Unicamente para la E-cadherina la escala log-log. La
concentracion de las muestras se obtuvo mediante la interpolacion de los resultados en la
recta patréon (Figura 12). En este momento no existen datos publicados con los valores de

referencia de la fraccion soluble de E-cadherina en poblacion sana.
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Figura 12. Esquema de la reaccion entre el enzima fijado y el sustrato, formando

un producto coloreado que se mide por espectrofotometria.
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-Metaloproteasa 2 (MMP-2 gelatinasa A).

Descripcion del marcador.

La MMP-2 forma parte de la familia de las metaloprotesas de matriz, la cual estd formada
por endopeptidasas que hidrolizan las proteinas de la matriz extracelular. Seglin sobre que
tipo de proteina actien se dividen en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y
metaloproteasas de membrana. La actividad de las MMP estd controlada por varios
mecanismos entre los que destacan la regulacion transcripcional, la activacion de
zimégenos, los inhibidores generales de las proteasas y los inhibidores tisulares especificos
(TIMPs). La uniéon de las TIMPs con su MMP especifica produce una inhibiciéon completa
de su actividad.

La MMP-2 se encuentra en los fibroblastos mesenquimales durante el desarrollo y la
regeneracion tisular. La MMP-2 junto con la MMP-9 degrada el coldgeno IV que forma
parte de la membrana basal y el coldgeno desnaturalizado o gelatina'®®. Por tanto, este
enzima interviene en la diseminacion tumoral al romper la barrera de la membrana basal y
facilitar la invasion hacia otros tejidos. La MMP-2 es secretada como una proenzima
inactiva con estructura de propéptido (Figura 13) que, actuando como inhibidor al tener

. . . 109,11
bloqueado su centro catalitico, debe ser escindido para activarse'*-''°.

MMP 2

l Propéptido

Dominio catalitico

Fibronectina
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< Reqgion
bisagra

1 Hemopexina

Figura 13. Dominios y estructura tridimendsional de la MMP-2.
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Principio del ensayo.

Se trata de un inmunoensayo tipo “sandwich” empleando dos anticuerpos monoclonales de
ratobn. Uno de los anticuerpos, especifico para la proteina MMP-2 humana, ha sido
inmovilizado en la superficie de los pocillos de reaccion. La muestra a determinar es
pipeteada junto con el anticuerpo monoclonal detector biotinilado, incubandose en la placa
durante 2 horas. En ese tiempo la MMP-2 presente se une a los anticuerpos de deteccion y
de captura. El material no unido es eliminado, y posteriormente se afiade el anticuerpo
conjugado con estreptavidina-peroxidasa de rabano, el cual se une al anticuerpo detector.
La peroxidasa de rabano cataliza la conversion del sustrato cromogénico
tetrametilbenzidina, de una solucion incolora a una solucion azul o amarilla después de
afiadir el reactivo de parada. La intensidad de coloracion serd proporcional a la cantidad de
MMP-2 en la muestra. La cuantificacion se obtiene mediante una curva estandar usando
concentraciones conocidas de MMP-2. Asi, mediante la comparacion de la absorbancia de
la muestra problema con los estandares, se determina su concentracion.

Material y reactivos.

Para la determinacién en suero de MMP-2 utilizamos un “kit” de enzimoinmunoanalisis
ELISA (CALBIOCHEM®, Darmstadt, Germany).

Los reactivos empleados consisten en:

-Placa de ELISA con anticuerpo anti-MMP-2 fijado.

Solucion estandar de MMP-2: solucion con proteina liofilizada de MMP-2 recombinante
humana.

-Anticuerpo detector: anticuerpo monoclonal biotinilado anti MMP-2 humana.

-Anticuerpo conjugado concentrado: solucion concentrada 400 veces de conjugado unido
a estreptavidina-peroxidasa.

-Diluyente de conjugado: solucion tampon para la dilucion del conjugado 400X.

-Solucion de sustrato (TMB): tetrametilbenzidamina.

-Diluyente de muestras (2): solucion tampoén para la dilucion de las muestras.

-Solucion de lavado: solucion de PBS y surfactante. Contiene 2% de cloroacetamida.
-Solucioén de parada: H, SO4 2,5N.

Protocolo del ensayo.

Se prepara la solucion de lavado afadiendo 25 mL de dicha solucion concentrada a 475
mL de agua desionizada, mezclando bien. Se reconstituyen los estandar afiadiendo 1 mL de
agua desionizada al estandar liofilizado para alcanzar una concentracion de 50 ng/mL. Se
deja atemperar la solucion estandar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Diluir el

estandar con diluyente de muestra, rotulando 7 tubos con las concentraciones 50; 25; 12,5;
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6,25; 3,13; 1,56 y 0 ng/mL. Anadir 250 pL del diluyente de muestra a cada tubo excepto en
el de 50 ng/mL que permanece sin diluir.Posteriormente pipetear 500 uL de la solucion
estandar reconstituida al primer tubo. Pipetear 250 pL del primer tubo y afiadirlos al
segundo mezclando bien. Repetir este proceso hasta el sexto tubo (1,56 ng/mL). El altimo
tubo de 0 ng/mL debe llevar solamente diluyente de muestra. Se prepara la muestra
diluyendo el suero en proporcion 1:20. Se pipetean 50uL de anticuerpo detector en cada
pocillo. Se afiaden las muestras y los estdndares por duplicado, pipeteando 50 puL en cada
pocillo utilizando una pipeta limpia para cada muestra. Se incuba a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se lavan los pocillos tres veces con la solucién de lavado. Se pipetean 100
uL del anticuerpo conjugado en cada pocillo, cubriendo a continuacion la placa de ELISA,
e incubando a temperatura ambiente 30 minutos. Los pocillos se lavan tres veces con la
solucion de lavado. Se llena la placa de agua destilada, se invierte sobre un fregadero y se
golpea sobre un papel de filtro para que no quede nada de agua. Se afiaden 100 uL de
solucion de sustrato a cada pocillo y se incuban en la oscuridad a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Posteriormente, se afiaden 100 pL de solucidon de parada en el mismo
orden que se afiadié la solucidon de sustrato. Por ultimo, se determina la absorbancia en
cada pocillo utilizando un lector espetrofotométrico a longitud de onda dual (450/595 nm).
La lectura se debe realizar en los 30 minutos posteriores a la adicion de la solucion de
parada.

Evaluacion de los resultados.

Se evalud la representacion de la media de la absorbancia de los estandares (eje Y) frente a
la concentracion (eje X). La concentraciéon de las muestras se obtuvo mediante la
interpolacion de los resultados en la recta patrén. En este momento no existen datos

publicados con los valores de referencia de MMP-2 en poblacion sana.

-Metaloproteasa 9 (MMP-9, gelatinasa B).

Descripcion del marcador.

Es una endopeptidasa neutra responsable de la degradacion de la matriz extracelular y, por
tanto, implicada en la invasion tumoral y en las metastasis. La MMP-9 tiene actividad
colagenasa con especificidad por el coldgeno IV, componente fundamental de la membrana

111
1

basal . Es secretada por macrofagos estimulados, neutréfilos y células transformadas.

Todas las metaloproteasas de matriz, excepto las del tipo de membrana, son secretadas
.y . . . . . . 112
como zimdgenos inactivos o proenzimas hacia la matriz extracelular donde se activan

(Figura 14).
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Figura 14. Dominios y estructura tridimensional de la MMP-9.

En su estructura tiene cuatro dominios estructurales: un propéptido amino-terminal, un
centro catalitico (2 atomos de Zinc y un atomo de calcio), un dominio similar a la
fibronectina 2 y otro dominio similar a hemopexina en el extremo carboxi-terminal' .

El centro catalitico incorpora 3 repeticiones homologas de la secuencia de la fibronectina
2. Esta region se denomina dominio de unién a gelatina al estar implicada en la union al
colageno desnaturalizado. El dominio similar a hemopexina tiene una secuencia similar a
esa proteina plasmdtica y estd muy conservado en todas las MMPs, con un papel
importante en la unién al sustrato y en la interaccion con TIMPs. Hay alta especificidad
entre TIMPs y las formas latentes de MMPs. La TIMP-1 se une exclusivamente al
zimogeno de la MMP-9''*,

Principio del ensayo.

Utilizamos un inmunoensayo tipo “sandwich” con un anticuerpo monoclonal de raton y
otro policlonal de oveja. El anticuerpo policlonal es especifico para la MMP-9 humana. El
principio del ensayo es igual al de la MMP-2 y al general de todas las técnicas de ELISA
(ver pagina 47).

Material y reactivos.

Para la determinacién en suero de MMP-9 utilizamos un “kit” de enzimoinmunoanalisis
ELISA (CALBIOCHEM®, Darmstadt, Germany).

Los reactivos empleados consisten en:

-Placa de ELISA con anticuerpo anti-MMP-9 fijado.

-Solucion estandar de MMP-9: solucién de proteina recombinante MMP-9 humana.

-Anticuerpo detector: solucion con anticuerpo monoclonal biotinilado antiMMP-9 humana.
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-Anticuerpo conjugado concentrado: solucion concentrada 400 veces de conjugado unido a
estreptavidina-peroxidasa.

-Diluyente de conjugado: solucion tampén para la dilucion del conjugado 400X.

-Solucion de sustrato: tetrametilbenzidamina.

-Diluyente de muestras: solucion tampoén para la dilucion de las muestras.

-Solucion de lavado: solucion de PBS y surfactante. Contiene 2% de cloroacetamida.
-Solucion de parada: H, SO4 2,5N.

Protocolo del ensayo.

Todos los pasos son similares a los descritos en MMP-2 con algunos matices que
indicamos a continuacion. La reconstitucion de los estandares debe conseguir una
concentracion de 20 ng/mL. Las concentraciones de los 7 tubos son 20; 10; 5; 2,5; 1,25;
0,625 y 0 ng/mL. El diluyente de muestra tampoco se afiade en el tubo de mayor
concentracion, en este caso el de 20 ng/mL. En la preparacion de la muestra los sueros se
diluyen a 1:80. El resto del protocolo es exactamente igual al descrito en MMP-2 en la
pagina 47.

Evaluacion de los resultados.

Se realiza de forma similar al descrito para la MMP-2. En este caso tampoco existen datos

publicados con los valores de referencia de la MMP-9 en poblacién sana.

-Metaloproteasa 13 activa (MMP-13 activa, colagenasa 3).

Descripcion del marcador.

La MMP-13 también forma parte de la familia de las metaloproteasas de matriz, realizando
la hidrolisis de las proteinas de la matriz extracelular. La MMP-13 o colagenasa 3 es una
proteina de 452 aminoacidos (Figura 15), que es secretada por las células en forma de
zimégeno inactivo, el cual se activa extracelularmente por la separacion de su
propéptido'"”. La escision del propéptido de 84 aminoacidos puede ser catalizada por otras

metaloproteasas como la MMP-2 y la MMP-14, o por otros factores como la plasmina.
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Figura 15. Dominios y estructura tridimensional de la MMP-13.

En condiciones normales la MMP-13 ya se expresa durante la embriogénesis y esta
presente en concentraciones muy bajas en el tejido adulto. Sin embargo, se ha relacionado
con el desarrollo de metastasis en carcinomas de mama, pulmon, prostata,
condrosarcomas, oteosarcomas y CECC *”''®!"7 También juega un papel importante en
enfermedades Oseas degenerativas como la osteoartritis y la artritis reumatoide.''®
Principio del ensayo.

Es similar al descrito en MMP-2, difiriendo unicamente en que el anticuerpo fijado al
pocillo reconoce la forma activada de la MMP-13 (ver pagina 47).

Material y reactivos.

Para la determinacion en suero de la MMP-13 activa utilizamos un “kit” de
enzimoinmunoanalisis ELISA (CALBIOCHEM®, Darmstadt, Germany).

Los materiales utilizados fueron:

- Placa de ELISA con anticuerpo anti-MMP13 activa fijado

- Solucién estandar de MMP-13 activada: solucion de proteina recombinante MMP-13
activada humana.

-Solucion de dilucidn de estdndares y suero: solucion a base de suero humano en tampon.
-Solucion de deteccion |: solucién con anticuerpo monoclonal biotinilado anti-
procolagenasa-3.

-Solucion de deteccion I1: solucion de fosfato con excipientes, se afiade a la solucion de
conjugado antes de su uso.

-Solucion de conjugado: solucion de anticuerpo conjugado altamente polimérico con
estreptavidina-peroxidasa, se afiade a la solucion II ante de su uso.

-Solucién de sustrato: tetrametilbenzidamina.
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-Solucion de lavado: solucion de tampodn fosfato con aditivos.

-Solucion de parada: H, SO4 0,25M.

Protocolo del ensayo.

Los estandares tuvieron que ser preparados previamente de la siguiente manera. Se rotulan
7 tubos con las concentraciones 32, 63, 125, 250, 500, 1000, y 2000 pg/mL. Se pipetean
900uL de diluyente de estandares y suero en el tubo de 2000pg/mL, y 500uL en el resto de
los tubos. A continuacion, se pipetean 100uL de la solucion estandar (20ng/mL) en el tubo
de 2000pg/mL, mezclando bien. Se vuelve a pipetear S00uL del tubo con el estandar de
2000pg/mL, al tubo rotulado con 1000pg/mL y se mezcla bien. Se repite este
procedimiento de dilucion en el resto de tubos.

Una vez preparados los estandar, se procede a diluir las muestras a 1:10 con la solucion de
dilucion de muestras. Se pipetean 100uL de los estandares reconstituidos por duplicado y
100puL de cada muestra, también por duplicado. Incubamos a temperatura ambiente 2
horas. Se aspiramos y se lavan los pocillos 4 veces con la solucion de lavado,
comprobando que se llenan y vacian completamente en cada ciclo. Se vierte el contenido
residual de la solucion de lavado que pudiera quedar en la placa. A continuacion afiadimos
100uL de solucion de deteccion I en cada pocillo y se incuba a temperatura ambiente 90
minutos. Se vuelve a aspirar y lavar los pocillos 4 veces mas con la solucidén de lavado,
comprobando su relleno y vaciado completo en cada ciclo, vertiendo el contenido residual
de solucion de lavado que pudiera quedar en la placa.

Se afiaden 100uL de solucion de deteccion II en cada pocillo y se incuba a temperatura
ambiente 30 minutos. Se vuelve a aspirar y lavar los pocillos un total de 5 veces con la
solucion de lavado, comprobando su relleno y vaciado completo en cada ciclo, vertiendo el
contenido residual de solucion de lavado que pudiera quedar en la placa. Se afaden 100uL
de solucién de sustrato en cada pocillo y se incuba a temperatura ambiente y en la
oscuridad 15 minutos. A continuacion se anaden 100uL de solucidon de parada a cada
pocillo. Por tltimo, determinamos la absorbancia a 450 nm, con filtro de referencia a 540,
570 6 620 nm en 30 minutos.

Evaluacion de los resultados.

Se evalud la representacion de la media de la absorbancia de los estdndares (eje Y) frente a
la concentracion (eje X). La concentracion de las muestras se obtuvo mediante la
interpolacion de los resultados en la recta patron. Hasta la fecha en la bibliografia revisada

no aparecen referencias que describan los valores normales de MMP-13 activada.
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-Auto anticuerpos anti-p53 (Ac antip53).

Descripcion del marcador.

El gen p53 es uno de los principales genes supresores de tumores. Su alteracion se
demostré en el 60% de los canceres humanos''’(Figura 16). La forma mas comun de

120,121

alteracién son mutaciones sin sentido , que determinan la acumulaciéon anormal de

proteina p53 en el interior de la célula tumoral.

Figura 16. Estructura del core de la proteina p53, en verde; estructura del ADN

en azul oscuro y en amarillo los aminoacidos mas frecuentemente mutados.

Se ha observado que los pacientes con proteina p53 anormal pueden desarrollar una

122 ’ . Jon) . ,
. Asi, los Ac anti-p53 séricos en pacientes con cancer

respuesta inmunologica contra ella
se correlacionan con la positividad inmunohistoquimica de la proteina®.

Principio del ensayo.

Se realizé mediante un enzimoinmunoanalisis. Se utiliz6 una placa de ELISA con proteina
p53 salvaje humana altamente purificada unida a los pocillos de reaccion. El anticuerpo
conjugado unido a peroxidasa cataliza la oxidacion de la tetrametilbenzidina produciendo
una reaccion colorimétrica.

Reactivos y materiales.

La determinacion de Ac anti-p53 se realiz6 mediante un ensayo ELISA

(IBL Inmuno-Biological Laboratorios, Hamburg, Germany).

Los reactivos empleados consisten en:

-Placa de ELISA: pocillos con proteina p53 recombinante humana altamente purificada.
-Solucion de calibrador: 1 mL de suero humano con un titulo definido de Ac anti-p53.
-Solucioén control negativo: 0,6 mL de suero humano sin Ac anti-p53.

-Solucion de dilucidn de muestras: son 6 viales. Hay que diluir el contenido de cada vial en
12 mL de agua destilada.

-Solucion de anticuerpo detector: solucion de anticuerpo conjugado anti-p53.

-Solucion de sustrato: 12 mL de tetrametilbenzidamina.

53



-Solucion de parada: 7,5 mL de HCI 2M.

-Solucion de lavado: diluir previamente al ensayo con 285 mL de agua destilada.
Protocolo del ensayo.

Se afiaden 200 puL de solucion de lavado diluida a cada pocillo y se espera durante tres
minutos, se invierte y se sacude vigorosamente para que no quede liquido residual. Se
anaden 100 pL de solucidén de calibracion y control negativo sin diluir (por duplicado).
Posteriormente se afiade también los sueros problema (por duplicado) diluidos previamente
1:100 con diluyente de muestras, incubando una hora a temperatura ambiente. Se lava el
contenido de los pocillos 5 veces con 200 uL de solucion de lavado. A continuacion se
anaden 100 pL de solucidon de anticuerpo detector en cada pocillo y se incuba una hora a
temperatura ambiente. Se lava el contenido de los pocillos 5 veces con 200 pL de solucién
de lavado. Seguidamente, se afiaden inmediatamente 100 puL de solucioén de sustrato y se
incuba durante media hora. Consecutivamente, se afiade 50 puL de soluciéon de parada en
cada pocillo en el mismo orden seguido en los pasos anteriores. Por ultimo, se lee la

absorbancia a 450 nm, con filtro de referencia de 620 6 750 nm.

Evaluacion de los resultados.

Al tratarse de un test cualitativo no se realiza la curva de calibradores. El fabricante fija
para el calibrador (absorbancia de 450 nm) un valor superior a 0,7. La absorbancia del
control negativo ha de ser inferior a la del calibrador.

El calculo del nivel de corte se realiza multiplicando la absorbancia del calibrador por un
factor especifico del lote suministrado por el fabricante, que en este caso fue de 0,15.

Las muestras con valores superiores al nivel de corte son consideradas positivas, siendo
negativas las que tienen valores inferiores. Se consideran en zona gris las muestras con una

absorbancia +/- 5% del nivel de corte.
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V.3. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

V.3.1. Variables clinico-patoldgicas.

Incluyen sexo, edad (afos), héabitos toxicos (alcohol, tabaco), localizacion (laringe,
faringe), grado de diferenciacion (bien, moderado y poco), estadio (I, II, III, IV),
adenopatias metastaticas (N-: no, N+: si), radioterapia postoperatoria, supervivencia
(meses). De ellas se destacan las que se relacionan con las variables analiticas.

V.3.2. Variables analiticas.

Niveles séricos de AgSCC (ng/mL), tomando como punto de corte en la supervivencia 1,5
ng/mL, que es el recomendado por la casa comercial del “kit” empleado. Niveles séricos de
CYFRA 21-1 (ng/mL), utilizando como punto de corte 3 ng/mL. Niveles séricos de E-
cadherina soluble (ug/mL). No hay establecido punto de corte. Niveles de MMP-2

(ng/mL). No hay establecido punto de corte. Niveles séricos de MMP-9 (ng/mL). No hay
establecido punto de corte. Niveles séricos de MMP-13 activada (pg/mL). No hay

establecido punto de corte. Presencia en suero de Ac anti-p53 (+: si, -:no).
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IV.4. ANALISIS ESTADISTICO Y BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

IV.4.1. Pruebas empleadas.

Las variables cuantitativas se expresaron utilizando la media, comparandose mediante la t
de Student o por la U de MannWhitney en caso de no seguir una distribucién normal.

Las variables cualitativas se expresaron como porcentaje y se compararon mediante el test
de chi cuadrado (Xz), con correccion de continuidad de Yates en los casos de tablas de 2x2,
o bien por la prueba exacta de Fisher en los casos de tablas poco pobladas. Se establecio
como nivel de significacion estadistica un valor de p<0,05.

La supervivencia se analiz6 mediante las curvas de Kaplan-Meier, utilizando la prueba log-
rank. Los puntos de corte de las variables cuantitativas se determinan utilizando curvas
ROC.

Para el analisis estadistico utilizamos el programa estadistico Medcalc® v8.1.1 (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgium).

El andlisis multimarcador se realizé mediante regresion logistica binaria por el método de
introducir, definido por la existencia de una variable dependiente con dos categorias y una

0 mas variables independientes que pueden ser tanto categoricas como cuantitativas.

IV.4.2. Terminologia aplicada al estudio de marcadores tumorales.

Verdaderos positivos: numero de pacientes que actualmente padece cancer en una
poblacion con un resultado positivo para un marcador tumoral.

Falsos positivos: numero de pacientes de una poblacion con un resultado positivo para un
marcador tumoral que no padecen céncer.

Verdaderos negativos: nimero de pacientes de una poblacion con un resultado negativo
para un marcador tumoral que no tienen cancer.

Falsos negativos: nimero de pacientes de una poblacion con un resultado negativo para un
marcador tumoral que tienen cancer.

Sensibilidad: capacidad de un test para detectar pacientes que actualmente presentan la

enfermedad.

Verdaderos positivos

Sensibilidad =

Verdaderos positivos + Falsos negativos

La sensibilidad es una medida de la verdadera positividad. Las muestras usadas para

determinar la sensibilidad proceden todas de pacientes con cancer.
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Especificidad: capacidad de un test para distinguir aquellos pacientes que no tienen cancer
de aquellos que lo tienen. Todas las muestras utilizadas para determinar la especificidad

suelen obtenerse de pacientes sanos y de pacientes con enfermedades no tumorales.

Verdaderos negativos

Especificidad =

Verdaderos negativos + Falsos positivos

Un valor de especificidad del 100% identificard solo pacientes con el tipo concreto de
tumor y no otros con lesiones benignas o enfermedades no tumorales. Por tanto, la
especificidad es una medida de la falsa positividad.

La sensibilidad y la especificidad se encuentran inversamente relacionadas y tienen un
valor umbral seleccionado para cada marcador tumoral'**.

El valor umbral, también llamado valor “cut-off”, se obtiene del percentil 95 de los
valores encontrados en la poblacion que no tiene cancer. Sin embargo, hay siempre una
superposicion entre las concentraciones séricas del marcador tumoral en la poblacion
normal o con enfermedades no tumorales o lesiones benignas y las de pacientes con
cancer. Por tanto, se puede seleccionar un valor més bajo o mas alto (percentil 99 6
percentil 90) en relacion con los valores obtenidos en los sujetos sin neoplasia, segliin el
marcador tumoral especifico que se ha usado'**. Si establecemos un valor umbral bajo,
seleccionamos mayor numero de sujetos sin cancer, aunque un numero menor de pacientes
con cancer tendran resultados negativos. Asi resulta un descenso en la especificidad y un
aumento en la sensibilidad.

Por el contrario, si el valor umbral se sitiia en cifras elevadas, para asegurar que los sujetos
sin cancer tengan valor negativo en el test, podemos obtener mayor nimero de pacientes
con cancer con valores normales. Esto conllevaria menor sensibilidad pero mayor
especificidad del marcador.

Valor predictivo positivo (VPP): se define como la probabilidad de que un paciente con
un test positivo tenga cancer. Es también la proporcion de pacientes con enfermedad que
han sido correctamente identificados mediante el test. S6lo se utilizan para este célculo

aquellas muestras de pacientes con y sin cancer que muestran resultados positivos.
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Verdaderos positivos

VPP =

Verdaderos positivos + Falsos positivos

Valor predictivo negativo (VPN): se define como la probabilidad de que un paciente con
un test negativo no tenga cancer. Es también una medida de la proporcion de personas

libres de enfermedad que son correctamente diagnosticadas.
Verdaderos negativos

VPN =

Verdaderos negativos + Falsos negativos

Otros conceptos igualmente importantes son incidencia y prevalencia. Entendemos por
incidencia el niimero de nuevos casos que ocurren durante un periodo especifico de
tiempo. La tasa de incidencia para una enfermedad es el nimero de casos nuevos por
unidad de poblacion. La prevalencia se define como el nimero de casos de la enfermedad
que existen en la poblacién en un momento determinado. La tasa es el numero de casos
que hay expresado por unidad de poblacioén. La prevalencia de una enfermedad estaria en
funcién de su incidencia y duracion (tiempo desde el diagndstico a la curacion o muerte)
125

Un concepto relativamente nuevo es el analisis ROC que son las siglas de “caracteristicas
operativas relativas”. Se basa en la teoria de la deteccion de sefial como método de analisis
de sistemas diagnosticos. Establece criterios de decision con objeto de determinar los
umbrales normales y comparar la eficiencia de distintos marcadores para la misma
enfermedad. El analisis ROC permite establecer los limites optimos de normalidad y
verificar la eficiencia de un test, seleccionando el valor umbral de una misma prueba o
comparando pruebas distintas.

La mayoria de las pruebas obtienen resultados continuos, como el nivel de glucosa en
sangre para diagnosticar la diabetes. La eficiencia de la prueba depende de donde se
establezca el punto de corte, siendo habitual cierto grado de solapamiento en los valores

(Figura 17).
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Figura 17. Punto de corte en la determinacion de glucosa en sangre. Si lo desplazamos a la derecha
(>glucosa), disminuyen los falsos positivos (region azul) y aumentan los falsos negativos (region roja),
bajando la sensibilidad y subiendo la especificidad. Si lo desplazamos a la izquierda se produce el resultado

contrario.

Para seleccionar adecuadamente el punto de corte se usan las curvas ROC'*® (Figura 18),
en las que se representa la sensibilidad en funcién de la especificidad en distintos puntos de
corte. La informacién que proporciona esta curva ROC podemos concretarla segliin sus
siguientes morfotipos:

- Si la prueba fuera perfecta, sin solapamiento, hay una region en la que cualquier punto de
corte tiene sensibilidad y especificidad iguales a 1. La curva solo tiene el punto (0,1).

- Si la prueba fuera inutil, la sensibilidad (verdaderos positivos) es igual a la especificidad
(falsos positivos). La curva seria la diagonal de (0,0) a (1,1).

- Las pruebas habituales tienen curvas intermedias.

Una forma de evaluar la bondad de la prueba es el area bajo la curva que podra tener
valores entre 1 (prueba perfecta) y 0,5 (prueba inttil). Esta area se puede interpretar como
la probabilidad de clasificar correctamente a dos individuos enfermos, uno con céncer y

otro sin él.
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Figura 18. Ejemplo de los diferentes tipos de curvas ROC.

En resumen las curvas ROC son utiles para conocer el rendimiento global de una prueba
(area bajo la curva), comparar dos pruebas con dos curvas distintas y elegir el punto de
corte apropiado para un determinado paciente. No obstante, su uso presenta limitaciones
pues so6lo contemplan dos estados clinicos posibles: sano y enfermo, y no sirven para

situaciones intermedias o si se trata de discernir entre mas de dos enfermedades.

IV.4.3. Busqueda bibliografica.

Actualmente, los avances en la tecnologia de la informacion y comunicacion permiten
acceder con facilidad y de forma exhaustiva a las fuentes bibliograficas. Las bases de datos
actuales son la herramienta més adecuada para conocer los trabajos de investigacion mas
relevantes. Utilizando la base de datos de la “National Library of Medicine” y
seleccionando los términos cientificos relacionados con este trabajo se tuvo acceso a
revisiones y articulos de investigacion relacionados con el CECC, marcadores tumorales
séricos, metastasis ganglionares,..etc.

Enlace web: “National Library of Medicine” (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi).
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V. RESULTADOS

En un primer apartado se presentaran los datos descriptivos de las variables clinico-
patoldgicas estudiadas, dedicando una mayor extension a la supervivencia y a su relacion
con el resto de las variables.

En un segundo apartado se describiran las variables analiticas de cada MT, de forma
sistematizada, con una parte descriptiva y otra de correlacion con las clinico-patolégicas.
Al final de cada marcador se hara un breve resumen de los resultados con valor estadistico.
Para finalizar el bloque de resultados se expone una tabla resumen con las caracteristicas
de todos los MT, en términos de eficacia estadistica, en relacion con las metastasis

ganglionares.

V.1. RESULTADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Los resultados obtenidos del estudio de estas variables no pretenden definir los aspectos
generales de los CECC, sino las caracteristicas de los pacientes seleccionados y ver si se
ajustan o desvian de lo esperado en este tipo de tumores. También serviran para establecer

correlaciones con las variables analiticas estudiadas.

El grupo de 39 pacientes estudiados estaba formado por 37 hombres y 2 mujeres. La edad
media fue de 61 anos, con un rango entre 34 y 80.
Casi todos eran fumadores (97,4 %) y bebedores de alcohol (89,7%) En la tabla VI se

detallan estos hébitos toxicos y su tiempo de exposicion.

Tabla VI. Tiempo de exposicion y consumos mas importantes de alcohol y tabaco.
Tabaco Alcohol

Exposicion > 20 afios | 35 (90 %) 34 (87 %)
>20 cigarrillos/dia |34 (87 %) 17 (43,%)
>100 g etanol/dia)

La localizacion mas frecuente fue la laringe (22 casos), siendo el resto de faringe (17

casos) (Tabla VII).
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Tabla VII. Localizacion tumoral.

Localizacién Numero (%) Edad media (rango)
Laringe Supraglotis 12 (31) 62 (34-80)
(n:22) .
Glotis * 10 (25) 58 (46-76)
Faringe Orofaringe 12 (31) 61 (49-79)
(0:17) o
Hipofaringe 5(13) 66 (53-80)

* Incluye gléticos, transgloticos y subgléticos

Todos los pacientes tenian una histopatologia de carcinoma escamoso que se hizo en la
biopsia preoperatoria, estableciendo el grado histologico de diferenciacion (pobre,
moderado y bien) en la pieza de reseccion quirargica.

La estadificacion se obtuvo de acuerdo al sistema TNM de la UICC. El 77% de los
tumores estaban en estadios avanzados (III-IV).

Las metastasis ganglionares constatadas en el estudio histopatolégico postoperatorio se
observaron en 25 pacientes (64%), con distinta clasificacion dentro de la categoria N (N1:
36%; N2b:40%; N2c:12%; N3: 12%). La radioterapia postoperatoria se administro a 25

pacientes (54%). Todos estos datos se muestran en la tabla VIII.

Tabla VIII. Estadificacion, grado histologico, metastasis ganglionares y radioterapia.

Laringe Faringe (n:39)
(n:22) (n:17)
Supraglotis  Glotis * | Total (%) | Orofaring Hipofaring | Total TOTAL
e e (%) (")
Estadio
I 2 0 2(5) 0 0 0(0) 2 (5)
I 3 1 4 (10) 2 1 3 (8) 7 (18)
I 4 5 9 (23) 3 0 3(8) 12 (31)
v 3 4 7 (18) 7 4 11 (28) 18 (46)
Grado histolégico
Pobre 8 1 9 (23) 1 3 4 (10) 13 (33)
Moderado 2 5 7 (18) 8 2 10 (26) 17 (44)
Bien 2 4 6 (15) 3 0 3(8) 9 (23)
Metastasis ganglios
Negativos 5 5 10 (26) 3 1 4 (10) 14 (36)
Positivos 7 5 12 (31) 9 4 13 (33) 25 (64)
Radioterapia
Si 5 5 10 (26) 6 5 11(28) 21 (54)
No 7 5 12 (30) 6 0 6 (16) 18 (46)

* Incluye gloticos, transgldticos y subgloticos
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Los datos de supervivencia correspondientes a los 39 pacientes del estudio obtuvieron una
mediana de supervivencia de 24 meses. En la figura 19 se muestra la curva de
supervivencia global.

Se consideraron causas de muerte relacionadas con el tumor las metastasis y las recidivas,
excluyéndose los segundos primarios ya que pueden tener una expresion distinta del tumor

inicial y el tiempo de latencia entre los dos puede ser muy amplio.
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Figura 19. Supervivencia global.
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Figura 20. Supervivencia por estadios agrupados.
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En general, la supervivencia de los pacientes con estadios de la enfermedad mas avanzados
(III-IV) fue peor que en estadios mas precoces (I-II), aunque no existieron diferencias
significativas en la prueba log Rank (y*=0,7798; gl = 1; p = 0,3772)(Figura 20).

Los pacientes con metastasis ganglionares tienen peor supervivencia, sobre todo pasados

20 meses del diagnostico, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (x*= 0,1012; gl = 1; p = 0,7504) (Figura 21).
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Figura 21. Metastasis ganglionares y supervivencia.

Se observa mayor supervivencia en los pacientes que no recibieron radioterapia, debido a
que la mayoria de los que la recibieron eran estadios avanzados, aunque las diferencias no

fueron significativas (x*= 0,4815; gl = 1; p= 0,4878), (Figura 22).
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Figura 22. Antecedente de radioterapia y supervivencia.
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La supervivencia segun la localizacidén tumoral también presentd algunas variaciones. Los
tumores faringeos tenian peor supervivencia que los laringeos, aunque en este caso las
diferencias si fueron estadisticamente significativas con el log Rank (x> = 5,6262; gl =1; p

=0,0177), (Figura 23).
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Figura 23. Localizacion tumoral y supervivencia.
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V.2. RESULTADOS ANALITICOS

V.2.1. Antigeno de células escamosas (AgSCC).

Descripcion.

Los niveles séricos para los pacientes con CECC (n=39) oscilaron entre 0,6 y 57,8 ng/mL
(media 3,72; mediana 1,6). En el caso de los controles (n=10) se distribuyeron entre 1,1-1
,7 ng/mL (media 1,35; mediana 1,3 ng/mL). En la tabla IX se observa la distribucion de

estos valores en funcion de su concentracion.

Tabla IX. Valores séricos de AgSCC en pacientes con CECC y controles. Punto de corte 1,5 g/mL.

Concentracion AgSCC Pacientes (%) Controles (%)
<1,5 ng/mL 18 (46%) 8  (80%)
>1,5 ng/mL 21 (54%) 2 (20%)

Para clasificar los resultados se tomo inicialmente como punto de corte 1,5 ng/mL, pues
ese valor o menor era el observado en el 95% de los sujetos sanos, segun lo especificado
por el fabricante del “kit” empleado (n = 616).

La comparacion de los valores de AgSCC entre pacientes (media 3,72 mg/mL; IC: 0,70-
6,70) y controles (media 1,35 ng/mL; IC 1,20-1,49) no mostro diferencias estadisticamente

significativas (p=0,4275). En las figuras 24 y 25 se representan los niveles comparados de

SCC.
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Figura 24. Valores de AgSCC en controles y pacientes. Se muestran valores de la media, percentiles (25 y
75) y el rango.
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Figura 25. Dispersion por puntos de los valores de AgSCC en controles y pacientes.

Correlacion con variables clinicas.

En la figura 26 se muestra el analisis ROC de AgSCC frente a la presencia de metastasis

ganglionares.
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Figura 26. Curva ROC para AgSCC versus presencia de metastasis.

El area bajo la curva fue de 0,530. El punto de corte 6ptimo se fijo en 2,7 ng/mL para una
sensibilidad del 20 % y una especificidad del 100%. EI VPP fue del 71%, y el VPN del
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37%. Aplicando este valor obtenemos cuatro pacientes con metéstasis ganglionares y cifras
superiores a 2,7 ng/mL.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de AgSCC de los
pacientes con metastasis (mediana 1,7; IC: 1,2-2,14) frente a los que no las presentaron
(mediana 1,5; IC: 1,12-2,07), siendo p = 0,7585.

Los valores de AgSCC en funcion del estadio se pueden ver en la figura 27.

14 r

12

10

oo
T

N

o
TrrrY

AgSCC (ng/mL)
SN (o))

|
N
T
|
|

estadio | estadio Il estadio IlI estadio IV
Figura 27. AgSCC y estadio tumoral (barras de error de la media para IC del 95%).
Las concentraciones medias (ng/mL) por estadios fueron para I: 1,65; II: 1,54; III: 2,01 y
IV: 5,9. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de AgSCC en
funcioén del estadio (p = 0,608).
En la figura 28 se muestra la distribucion de los niveles de AgSCC en funcion de la

localizacion del tumor
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Figura 28. Distribucion por puntos de los valores de AgSCC en funcién de la localizacion.
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La concentracion de AgSCC en tumores laringeos (mediana 1,15; IC: 1,13-3,17) fue
similar a la de los tumores faringeos (mediana 1,16; IC: 1,1-2,2), no existiendo diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,5808).

En la figura 29 se muestran los valores de AgSCC segin el grado de diferenciacién
histologico. La concentracion media de AgSCC fue superior en los pacientes con tumores
poco diferenciados (8,16 ng/mL), en relacion con los moderadamente (1,55 ng/mL) y bien
diferenciados (1,4 ng/mL). Aunque estos valores no tenian diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,107), si estuvieron proximas entre tumores poco y moderadamente

diferenciados (p = 0,0892).

20

[,
W

—
(e

AgSCC (ng/mL)

(=]
TT T T[T 1T

Bien Moderado Poco

Figura 29. Niveles de AgSCC y grado de diferenciacion histologico (barras de error de la media para IC del
95%).

En la figura 30 se muestra la curva de supervivencia en funcion de la concentracion de
AgSCC, utilizando como punto de corte 1,5 ng/mL. Este punto nos aporta una sensibilidad
del 56% y una especificidad del 57%, para el diagndstico de metastasis y es el mas
utilizado en la clinica.

El estudio comparativo de ambas curvas de supervivencia no mostrd diferencias

estadisticamente significativas en la prueba log Rank (y*=0,2271; gl = 1; p = 0,6337).
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Figura 30. Supervivencia en relacion con el punto de corte 1,5 ng/ml para el AgSCC.

En resumen los valores del AgSCC tuvieron una sensibilidad del 20% y una especificidad
del 100% aplicando un punto de corte de 2,5 ng/mL para el diagndstico preoperatorio de
las metastasis, siendo el VPP del 71%, el VPN del 37% y el area bajo la curva ROC de

0,530. Ninguna de las variables clinicas se correlacion6 de forma significativa con sus

valores.
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V.2.2. CYFRA 21.1.

Descripcion.

Los niveles séricos para los pacientes con CECC (n = 39) oscilaron entre 0,1-406 ng/mL
(media 14,58; mediana 1,60). En el caso de los controles (n=10) se distribuyeron entre 0,1-
1,8 ng/mL (media 0,39; mediana 0,15). En la tabla X se observa la distribucion de estos

valores en funcidn de su concentracion.

Tabla X. Valores séricos de CYFRA 21.1 en pacientes con CECC y controles. Punto de corte 3 ng/mL.

Concentracion CYFRA 21.1 Pacientes (%) Controles (%)
<3 ng/mL 30 (76%) 10 (100%)
>3 ng/mL 9 (24%)

La comparacion de los valores de CYFRA 21.1 entre pacientes (mediana 1,60; IC: 1,21-
2,35) y controles (mediana 0,15; IC: 0,10-0,73) mostré diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,0001). En las figuras 31 y 32 se representan los valores comparados de

CYFRA 21.1.
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Figura 31. Valores de CYFRA 21.1 en controles y pacientes. Se muestran valores de la media con un IC del
95%.
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Figura 32. Dispersion por puntos de los valores de CYFRA 21.1 en controles y pacientes.

Correlacion con variables clinicas.
En la figura 33 se muestra el analisis ROC de CYFRA 21.1 frente a la presencia de

metastasis ganglionares.
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Figura 33. Curva ROC para CYFRA 21.1 versus presencia de metastasis.
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El 4rea bajo la curva fue de 0,620. El punto de corte 6ptimo se fijé en 0,5 ng/mL para una
sensibilidad del 96 % y una especificidad del 35,7%. E1 VPP fue del 70 % y el VPN del 80
%.

Con este valor encontramos que 24 pacientes con metdstasis ganglionares tenian cifras
superiores a 0,5 ng/mL, mientras que 10 no las presentaron.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de CYFRA 21.1 de
los pacientes con metastasis (mediana 1,70; IC: 1,27-2,56) frente a los que no las tuvieron
(mediana 1,35; IC: 0,40-4,33), siendo p = 0,1243.

Los valores de CYFRA 21.1 en funcion del estadio se pueden ver en la figura 34.
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Figura 34. CYFRA 21.1 y estadio tumoral (barras de error de la media para IC del 95%).

Las concentraciones medias (ng/ml) por estadios fueron para I: 0,3; II: 3,4; III: 2,93 y IV:
28,30. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de CYFRA
21.1 en funcién del estadio (p=0,701). Sin embargo, agrupando los estadios I, II, y III
frente al IV, si obteniamos valores significativos (r = 0.8428, p< 0,0001).

En la figura 35 se muestra la distribucion de los niveles de CYFRA 21.1 en funcién de la

localizacion del tumoral.
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Figura 35. Distribucion niveles CYFRA 21.1 en funcion de la localizacion.

La concentracion de CYFRA 21.1 en tumores laringeos (mediana 1,65; IC: 0,96- 2,5) fue
similar a la de los tumores faringeos (mediana 1,06; IC: 0,83-3,07 ng/mL), no existiendo
diferencias estadisticamente significativas entre estos niveles segiin la localizacion del
tumor (p = 0,9323).

En la figura 36 se muestran los valores de CYFRA 21.1 segun el grado de diferenciacion

histologico.
120 f
100 F o
S X
80
g -
~
1)) .
E 60 |
— N
—
~ 40 F
é Yo R R W I | S E—
© X
— - -
O 0 __ ......................................... *_ ........... ——— | 0 0 |
20 |
40 F

Bien Moderado Poco

Figura 36. Niveles de CYFRA 21.1 y grado de diferenciacion histologico (barras de error de la media para IC
del 95%).
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La concentracion media de CYFRA 21.1 fue superior en los pacientes con tumores poco
diferenciados (39,22 ng/mL), en relacion con los moderadamente (1,65 ng/mL) y bien
diferenciados (3,40 ng/mL). Aunque estos valores no fueron estadisticamente
significativos (p=0,256), si alcanzaban significacion entre tumores poco y moderadamente
diferenciados (p = 0,0226).

En la figura 37 se observa la curva de supervivencia segin la concentracion de CYFRA
21.1, utilizando como punto de corte 3 ng/mL, que es el valor mas utilizado en la clinica.
La mediana de la supervivencia en los 6 pacientes con valores superiores a 3 ng/mL fue de
35 meses, mientras que en los 22 pacientes con valores inferiores se redujo a 24 meses. El
estudio comparativo de ambas curvas de supervivencia no mostro diferencias

estadisticamente significativas en la prueba log Rank ( x*=0,1491; gl = 1; p = 0,6994).
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Figura 37. Supervivencia en relacion con el punto de corte 1,5 ng/mL para CYFRA 21.1.

El resumen de los resultados de CYFRA 21.1 muestra que la sensibilidad para el
diagnéstico preoperatorio de las metastasis fue del 96% y la especificidad del 35,7%. El
VPP fue del 70%, y el VPN del 80%. El area bajo la curva ROC fue de 0,620.

Existieron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de CYFRA21.1 de
controles y pacientes con CECC. Hubo también diferencias significativas entre los niveles
de CYFRA 21.1 de los tumores poco diferenciados frente a los moderadamente

diferenciados.
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V.2.3. E-cadherina.

Descripcion.

Los niveles séricos para los pacientes con CECC (n= 39) oscilaron entre 1,102-7,852
pg/mL (media 2,968; mediana 2,527). En el caso de los controles (n=10) se distribuyeron
entre 1,154-2,131 pg/mL (media 1,869; mediana 1,912), observando que s6lo 4 controles
superaban los 2 pg/mL. En la tabla XI se observa la distribucion de estos valores en

funcidn de su concentracion.

Tabla XI. Valores séricos E-cadherina en pacientes con CECC y controles.

Concentracion E-cadherina Pacientes (%) Controles (%)
<2,5 pg/mL 15 (38%) 0(0%)
> 2.5 pg/mL 24(62%) 0(0%)
1-2 pg/mL 0(0%) 6(60%)
2-2,5 pg/mL 0(0%) 4(40%)

La comparacion de los valores de E-cadherina entre pacientes (media 2,97 pg/mL; IC:
2,42-3,51 pg/mL) y controles (media 1,87 pg/mL IC: 1,66-2,07 pg/mL) mostrd diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,0483). En las figuras 38 y 39 se representan los

valores comparados de E-cadherina.

8000

LU

7000

UL

6000

LIBLLIL

5000

LU

4000

E-cadherina (ng/mL)

LU

3000

2000

lllllllll
i
==

[m] [R—

1000

Controles CECC

Figura 38. Valores de E-cadherina en controles y pacientes. Se muestran los valores de la media, percentiles

(25 y 75) y el rango.
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Figura 39. Dispersion por puntos de los valores de E-cadherina en controles y pacientes.

Correlacion con variables clinicas.
En la figura 40 se muestra el andlisis ROC de E-cadherina frente a la presencia de

metastasis ganglionares.
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Figura 40. Curva ROC para E-cadherina versus presencia de metastasis.

El area bajo la curva fue de 0,574. El punto de corte 6ptimo se fijo en 2,56 ug/mL, para
una sensibilidad del 56 % y una especificidad del 71,4%. E1 VPP fue del 73% y el VPN del
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45%. Con este valor obtenemos que 14 pacientes con metastasis ganglionares tenian
valores superiores a 2,56 y otros 5 no las presentaron.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de E-cadherina de los
pacientes con metastasis (media 2,99; IC: 2,35-3,65) frente a las que no las tuvieron (media
2,889; IC: 1,76-4,04), siendo p = 0,869.

Los valores de E-cadherina en funcion del estadio se pueden ver en la figura 41.
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Figura 41. E-cadherina y estadio tumoral (barras de error de la media para IC del 95%).

Las concentraciones medias (pug/mL) por estadios fueron para I: 1,69; II: 3,58; III: 3,23 y
IV: 2,69. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de E-
cadherina en funcién del estadio (p = 0,431).

En la figura 42 se muestra la distribucion de los niveles de E-cadherina en funcion de la

localizacion del tumor.
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Figura 42. Distribucion niveles de E-cadherina en funcion de la localizacion.
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La concentracion de E-cadherina en tumores laringeos (media 2,79; 1C: 2,01-3,49) fue
similar a la de los tumores faringeos (media 3,19; IC: 2,23-4,15), no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre estos niveles segin la localizacion del tumor (p =
0,4777).

En la figura 43 se muestran los valores de E-cadherina segun el grado de diferenciacién

histologico.
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Figura 43. Niveles de E-cadherina y grado de diferenciacion histologico (barras de error de la media para IC

del 95%).

La concentracion media de E-cadherina en funcidn del grado de diferenciacion fue superior
en los moderadamente diferenciados (3,375 pg/mL), en relacion a los poco (2,702 pg/mL)
y bien diferenciados (2,584 pg/mL), no existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,425).

En la figura 44 se observa la curva de supervivencia segin la concentracion de E-
cadherina, utilizando un punto de corte superior o igual a 2,56 pg/mL.

La supervivencia para los pacientes con valores de E-cadherina superiores al punto de
corte fue para la mediana de 24 meses, mientras que para valores inferiores alcanzo los 35
meses. El estudio comparativo de ambas curvas de supervivencia no mostrd diferencias

estadisticamente significativas en la prueba log Rank (x*= 0,3913; gl = 1; p = 0,5316).
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Figura 44. Supervivencia en relacion con el punto de corte 2,56 pg/mL para E-cadherina.

Como resumen de los resultados de la E-cadherina hay que decir que la sensibilidad para el
diagnostico preoperatorio de las metastasis fue del 56%, la especificidad del 71,4%, el VPP
del 76% y el VPN del 45%, aplicando como punto de corte un valor superior o igual a 2,56
ug/mL. El area bajo la curva ROC fue de 0,574. Existieron diferencias estadisticamente

significativas entre los niveles de E-cadherina de controles y pacientes con CECC.
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V.2.4. Metaloproteasa 2 (MMP-2).

Descripcion.

Los niveles séricos para los pacientes con CECC (n=39) oscilaron entre 119,7-907,2
ng/mL (media 355,63, mediana 311,7). Aproximadamente un tercio de los pacientes
tuvieron una concentracion superior a 400 ng/mL. En el caso de los controles (n=10) los
valores se distribuyeron entre 257,9-651,4 ng/mL (media 430,1; mediana 407,35). En la

tabla XII se observa la distribucion de estos valores.

Tabla XII. Valores séricos de MMP-2 en pacientes con CECC y controles. Punto de corte
400 ng/mL.

Concentracion MMP-2 Pacientes (%) Controles (%)
<400 ng/mL 27 (69%) 5(50%)
> 400 ng/mL 12 (31%) 5(50%)

La comparacion de los valores de MMP-2 entre pacientes (media 355,6 ng/mL; IC: 310,1-
401,1) y controles (media 430,1 ng/mL; IC: 331,9-528,3) no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,1393). En las figuras 45 y 46 se representan los

niveles comparados de MMP-2.
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Figura 45. Valores de MMP-2 en controles y pacientes. Se muestran valores de media, percentiles 25y 75) y

el rango.
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Figura 46. Dispersion por puntos de los valores de MMP-2 en controles y pacientes.

Correlacion con variables clinicas.

En la figura 47 se muestra el analisis ROC de MMP-2 frente a la presencia de metastasis

ganglionares.
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Figura 47. Curva ROC para MMP-2 versus presencia de metastasis.
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El area bajo la curva fue de 0,623. El punto de corte 6ptimo se fijo en una concentracioén de
MMP-2 menor o igual a 290,7 ng/mL, para una sensibilidad del 48 % y una especificidad
del 78,6%. Con este punto de corte obtenemos que 12 pacientes con metastasis
ganglionares tenian valores inferiores o iguales, mientras que otros 3 con valores inferiores
no las presentaron. E1 VPP fue del 80%, y el VPN del 45,8%.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de MMP-2 de
pacientes con metastasis (media 330,0; IC: 284,2-375,8) frente a las que no las presentaron
(media 401,3; IC: 299,2-503.5), siendo p = 0,1292.

Los valores de MMP-2 en funcién del estadio se pueden ver en la figura 48. Las
concentraciones medias (ng/mL) por estadios fueron para I: 283,9; II: 454,9; III: 339,4 y
IV: 335,8. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de MMP-2

en funcion del estadio (p = 0,210).
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Figura 48. MMP-2 y estadio tumoral (barras de error de la media para IC del 95%).

En la figura 49 se muestra la distribucion de los niveles de MMP-2 en funcién de la

localizacion del tumor.
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Figura 49. Distribucion niveles de MPP-2 (ng/mL) en funcion de la localizacion.

La concentracion de MMP-2 en tumores laringeos (media 356,6; IC: 290,9-422,2) fue
similar a la de los tumores faringeos (media 354,4; IC: 285,6-423,2), no existiendo
diferencias estadisticamente significativas en estos niveles (p = 0,9622).

En la figura 50 se muestran los valores de MMP-2 segun el grado de diferenciacién

histologico.
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Figura 50. Niveles medios de MMP-2 y grado de diferenciacion histologico (barras de error de la media para

IC del 95%).
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La concentracion media de MMP-2 fue superior en los pacientes con tumores
moderadamente diferenciados (383,7 ng/mL), en relacion con los poco (321,7 ng/mL) y
bien diferenciados (351,6 ng/mL), no existiendo diferencias estadisticamente significativas
(p = 0,497).

En la figura 51 se observa la curva de supervivencia segun la concentracion de MMP-2,
utilizando como punto de corte 290,7 ng/mL. Se observa una menor supervivencia en los
pacientes con concentraciones inferiores o iguales al punto de corte, siendo la mediana de
la supervivencia de 16 meses, mientras que con valores superiores alcanzo los 35 meses. El
estudio comparativo de ambas curvas de supervivencia mostrd diferencias estadisticamente

significativas para la prueba log Rank (y*= 7,168; gl = 1; p = 0,0074).
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Figura 51. Supervivencia en relacion con el punto de corte 290,7 ng/mL para MMP-2.

Como resumen de los resultados de la MMP-2 hay que decir que la sensibilidad para el
diagndstico preoperatorio de las metéstasis fue del 48%, la especificidad del 78%, el VPP
del 80% y el VPN del 45,8%, aplicando como punto de corte una concentracion inferior o
igual a 290,7 ng/mL. El area bajo la curva ROC fue de 0,623. Existieron diferencias
significativas en la supervivencia de los pacientes con valores de MMP-2 inferiores o

iguales al punto de corte con respecto a valores superiores.
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V.2.5. Metaloproteasa 9 (MMP-9).

Descripcion.

Los niveles séricos para los pacientes con CECC (n=39) oscilaron entre 38,4-784 ng/mL
(media 309,7; mediana 243,2). Aproximadamente dos tercios de los pacientes tuvieron una
concentracion superior a 200 ng/mL. En el caso de los controles (n=10) se distribuyeron
entre 36,8-241,8 ng/mL (media 161,7; mediana 159,9). En la tabla XIII se observa la

distribucidn de estos valores en funcion de su concentracion.

Tabla XIII. Valores séricos de MMP-9 en pacientes con CECC y controles. Punto de corte
200ng/mL.

Concentracion MMP-9 Pacientes (%) Controles (%)
> 200 ng/mL 24(61%) 3(30%)
<200 ng/mL 15(39%) 7(70%)

La comparacion de los valores de MMP-9 entre pacientes (mediana 243,2 ng/mL; IC:
177,8-332,7 ng/mL) y controles (mediana 159,9 ng/mL; IC: 109,1-236,3 ng/mL) mostro
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,0445).

En las figuras 52 y 53 se representan los niveles comparados de MMP-9.
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Figuras 52. Valores de MMP-9 en controles y pacientes. Se muestran valores de media, percentiles (25 y 75)

y el rango.
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Figura 53. Dispersion por puntos de los valores de MMP-9 en controles y pacientes.

Correlacion con variables clinicas.

En la figura 54 se muestra el analisis ROC de MMP-9 frente a la presencia de metastasis

ganglionares.
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Figura 54. Curva ROC para MMP-9 versus presencia de metéstasis.
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El area bajo la curva fue de 0,603. El punto de corte 6ptimo se fijo a 473,6 ng/mL para una
sensibilidad del 32 % y una especificidad del 92,9%. EI VPP para la presencia de
metastasis fue del 80%, mientras que el VPN del 41%.

Con este punto de corte obtenemos que 8 pacientes con valores superiores tenian
metastasis ganglionares, mientras que 2 no las presentaban.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de MMP-9 de
pacientes con metastasis (media 345; 1C: 247,2-442,7) frente a los que no las presentaron
(media 246,6; 1C: 160,4-332,9), siendo p = 0,1697.

Los valores de MMP-9 en funcion del estadio se pueden ver en la figura 55.
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Figura 55. MMP-9 y estadio tumoral (barras de error de la media para IC del 95%).

Las concentraciones medias (ng/mL) por estadios fueron para I: 178,4; I1: 282,8; I1I: 269,9
y IV: 361,2. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de MMP-
9 en funcidn del estadio (p = 0,520).

En la figura 56 se muestra la distribucion de los niveles de MMP-9 en funcién de la

localizacion del tumor.
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Figura 56. Distribucion por puntos de los valores de MPP-9 en funcion de la localizacion.

La concentracion de MMP-9 en tumores laringeos (media 270,1; IC: 187,4-352,9) fue
similar a la de los tumores faringeos (media 360,9; IC: 238,1-483,7), no existiendo
diferencias estadisticamente significativas en estos niveles segun la localizacion del tumor
(p= 0,1904).

En la figura 57 se muestran los valores de MMP-9 segin el grado de diferenciacién

histologico.
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Figura 57. Niveles de MMP-9 y grado de diferenciacion tumoral (barras de error de la media para IC del
95%).
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La concentracion media de MMP-9 fue superior en los pacientes que presentaban
tumores moderadamente diferenciados (326,87 ng/mL), en relacion con los poco (310,07
ng/mL) y bien diferenciados (276,8 ng/mL), no existiendo diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,856).

En la figura 58 se observa la curva de supervivencia segun la concentracion de MMP-9,
utilizando como punto de corte 473,6 ng/mL. La mediana de supervivencia en los
pacientes con valores de MMP-9 superiores al punto de corte fue de 23 meses, mientras
que con valores inferiores fue de 24 meses, por tanto muy similar. El estudio comparativo
de ambas curvas de supervivencia no mostré diferencias estadisticamente significativas

para la prueba log Rank (y*= 0,046; gl = 1; p = 0,946).
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Figura 58. Supervivencia en relacion al punto de corte 473,6 para MMP-9.

Como resumen de los resultados de la MMP-9 hay que decir que la sensibilidad para el
diagndstico preoperatorio de las metastasis fue del 32%, la especificidad del 92,9%, el VPP
del 80% y el VPN del 41%, aplicando como punto de corte una concentracion superior o
igual a 473,6 ng/mL. El area bajo la curva ROC fue de 0,603. Los niveles de MMP-9 que
presentaron los pacientes con CECC fueron superiores a las de los controles, siendo esta

diferencia significativa. El resto de las variables no mostr6 valores significativos.
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V.2.6. Metaloproteasa 13 activada (MMP-13 activada).

Descripcion.

Los niveles séricos para los pacientes con CECC (n=39) oscilaron entre 436,65-2096,85
pg/mL (media 679,10; mediana 648,12). En el caso de los controles (n=10) se
distribuyeron entre 345,54-691,20 pg/mL (media 533,67; mediana 531,49).

En la tabla XIV se observa la distribucion de estos valores en funcidn de su concentracion.

Tabla XIV. Valores séricos de MMP-13 activada en pacientes con CECC y controles. Punto de corte 600

pg/mL.
Concentracion MMP-13 Pacientes (%) Controles (%)
activada
> 600 pg/mL 25(64%) 3(30%)
<600 ng/mL 14(36%) 7(70%)

La comparacion de los valores entre pacientes (mediana 648,12; I1C: 597,39-688,70) y
controles (mediana 534,49; IC: 349,06-678,99) mostr6 diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,0151). En las figuras 59 y 60 se representan los niveles comparados de

MMP-13 activada.
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Figura 59.Valores de MMP-13 activada en controles y pacientes. Se muestran valores de media, percentiles

(25 y 75) y el rango.
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Figura 60. Dispersion por puntos de los valores de MMP-13 activa en controles y pacientes. MMP-13
activada (pg/mL)

Correlacion con variables clinicas.

En la figura 61 se muestra el analisis ROC de MMP-13 frente a la presencia de metastasis

ganglionares.
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Figura 61. Curva ROC para MMP-13 activa versus presencia de metastasis.

El area bajo la curva fue de 0,887. El punto de corte 6ptimo se fijo en 585,15 pg/mL, para
una sensibilidad del 96 % y una especificidad del 71,4%. El VPP para detectar metéstasis
ganglionares fue del 86%, mientras que el VPN del 90%. Un total de 25 pacientes con
valores superiores al punto de corte presentaron metéstasis, por 4 que no. Todos los
pacientes con valores superiores a 689,76 pg/mL tenian metéstasis ganglionares. En este

caso si existieron diferencias estadisticamente significativas (p=0,0001) entre los niveles
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de MMP-13 de los pacientes con metastasis (mediana 679,63; IC: 628,6-742,6) frente a los
que no las presentaron (mediana 536,62; IC: 461,3-640,7).

Los valores de MMP-13 activada en funcion del estadio tumoral se pueden ver en la figura
62.

100 - _

800 [

600 -‘
400
2001

ok

estadio | estadio Il estadio Ill estadio IV

MMP-13 activa (pg/mL)

Figura 62. MMP-13 activa y estadio tumoral (barras de error de la media para IC del 95%)

Las concentraciones medias (pg/mL) por estadios fueron para I: 490; II: 574,4; III: 6329y
IV: 771,6. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de MMP-
13 activa en funcion del estadio (p = 0,192).

Los valores de MMP-13 activada en funcion de la localizacion del tumor se representan en

la figura 63.
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Figura 63. Distribucion niveles de MPP-13 activada en funcion de la localizacion.
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La concentracion de MMP-13 activa en tumores laringeos (mediana 605,04; IC: 533,2-
727,9) fue similar a la de los tumores faringeos (mediana 648,12; IC: 616,6-704,3) pg/mL),
no existiendo diferencias estadisticamente significativas en estos niveles segun la
localizacién del tumor (p = 0,3427).

En la figura 64 se muestran los valores de MMP-13 activada segin el grado de

diferenciacidn histolégico.
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Figura 64. Niveles de MMP-13 activada y grado de diferenciacion histologico (barras de error de la media

para IC del 95%).

La concentracion media de MMP-13 activada fue superior en los pacientes con tumores
moderadamente diferenciados (749,7 pg/mL), en relacién con los poco (669,9 pg/mL) y
bien diferenciados (558,9 pg/mL), no existiendo diferencias estadisticamente significativas
(p=0,213).

En la figura 65 se observa la curva de supervivencia segin la concentracion de MMP-13
activada, utilizando como punto de corte 585,15 pg/mL. La mediana de la supervivencia de
los pacientes con concentraciones de MMP-13 activada superiores al punto de corte fue de
24 meses, mientras que con valores inferiores fue de 13 meses. So6lo 4 pacientes
presentaron concentraciones inferiores al punto de corte, de ahi el escaso numero de datos
en esa curva de supervivencia. El estudio comparativo de ambas curvas de supervivencia
no mostré diferencias estadisticamente significativas para la prueba log Rank (x> = 2,6347;

gl=1;p=0,1045).
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Figura 65. Supervivencia en relacion con el punto de corte 585,14 pg/mL para MMP-13 activada.

En el resumen de los resultados para MMP-13 activa, la sensibilidad para el diagnostico de
metastasis ganglionares fue del 96%, la especificidad del 71.4%, el VPP del 86% y el VPN
del 90%. El area bajo la curva ROC fue de 0,887. Hubo diferencias significativas entre los
controles y pacientes con CECC (p =0,0151).

También existieron diferencias significativas en el valor de MMP-13 activada entre los

pacientes con metastasis ganglionares y los que no las presentaron (p = 0,0001).
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V.2.7. Anticuerpos anti-p53 (Ac anti-p53).

Descripcion.

Su presencia en suero se muestra de forma cualitativa, considerando positivos aquellos que
presentaron una absorbancia mayor a la del punto de corte, segtin las especificaciones del
fabricante.

Los resultados de los pacientes y controles se muestran en la tabla XV.

Tabla XV. Valores séricos Ac anti-p53 en pacientes con CECC y controles.

Ac anti-p53 Pacientes (%) Controles (%)
Positivo 13 (33%) 0 (0%)
Negativo 26 (77%) 10 (100%)

El valor de y* fue de 2,99, observando diferencias estadisticamente significativas entre

pacientes y controles (p = 0,030).

Correlacion con variables clinicas.
Se compar6 el resultado de la prueba con la presencia de metéstasis. En la tabla XVI se

exponen estos resultados.

Tabla XVI. Valores séricos de los Ac anti-p53 en funcidn de la presencia de metastasis.

Metastasis \ Anti-p53 Negativo Positivo Total (%)
No 14 0 14 (35,9%)
Si 12 13 25 (64,1%)

26 (66,7%) 13 (33,3%) 39  (100%)
Total (%)

No encontramos ningun paciente sin metastasis que tuviese Ac anti-p53, aunque hubo 12
pacientes con metastasis en los que no se detectaron anticuerpos séricos. La sensibilidad de
la prueba para el diagndstico de las metastasis fue del 48% y la especificidad del 100%. El
VPP fue del 100% y el VPN del 53,8%. El valor de xz fue 8,705, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,0032).

En la tabla XVII se muestran los resultados encontrados al comparar la localizacién

tumoral con la presencia de Ac anti-p53 .
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Tabla XVII. Valores séricos de los Ac anti-p53 en funcion de la localizacion.

Localizacion\ Anti p53 Negativo Positivo Total (%)
Faringe 8 9 17 (43,6%)
Laringe 18 4 22 (56,4%)

26 (66,7%) 13 (33,3%) 39  (100%)
Total (%)

El valor de y* fue de 3,767, no encontrando diferencias estadisticamente significativas (p =
0,0523; OR 5,06; 95% IC: 0,99-28,1), aunque se observa mayor frecuencia de resultados
negativos en los tumores laringeos.

En la tabla XVIII se muestran los resultados de comparar los estadios de la enfermedad
con la presencia de Ac anti-p53, agrupando los estadios precoces (I y II) y los mas

avanzados (IIT y IV).

Tabla XVIII. Valores séricos de los Ac anti-p53 en funcion del estadio.

Estadio \ Anti p53 Negativo Positivo Total (%)
Estadios I-11 9 0 9 (23,1%)
Estadios III-1V 17 13 30 (76,9%)

26 (66,7%) 13 (33,3%) 39 (100%)
Total (%)

No se observaron Ac anti-p53 en los estadios precoces, siendo exclusivos de los estadios
mas avanzados.

El valor de y* fue 4,062 encontrando diferencias estadisticamente significativas (p =
0,0438).

En la tabla XIX se muestran los resultados al comparar el grado de diferenciacion y la

presencia de Ac anti p53.

Tabla XIX. Valores séricos de los Ac anti-p53 en funcion del grado de diferenciacion.

Diferenciacion\ Ac anti-p53 Negativo Positivo Total (%)

Poco 7 6 11 (33,3%)
Moderado 11 6 17 (43,6%)
Bien 8 1 9 (23,1%)
Total (%) 26 (66,6%) 13 (33,3%) 39 (100%)
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El valor de x> fue de 2,991 (gl = 2), no observando diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,2241).

En la figura 66 se muestra la curva de supervivencia en funcidon de la presencia o ausencia
de Ac anti-p53 en suero. La mediana de la supervivencia de los pacientes sin Ac anti-p53
séricos fue de 35 meses, mientras que si los tenian se reducia a 17 meses. Estos resultados
eran estadisticamente significativos para la prueba log Rank ( y* = 5,28; gl = 1; p =

0,0216).
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Figura 66. Supervivencia en relacion con la presencia o ausencia de Ac anti-p53.

Como resumen de los Ac anti-p53 hay que resaltar que la sensibilidad para el diagndstico
de metastasis fue del 48% y la especificidad del 100%. EL VPP fue del 100% y el VPN del
53%. Existieron diferencias significativas entre controles y pacientes. Hubo también
diferencias significativas entre su positividad y la presencia de metastasis, estadios

avanzados y menor supervivencia.
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V.2.8. Analisis multimarcador.

Para obtener mayor informacion sobre la presencia de metéstasis ganglionares se realizoé un
analisis de todos los marcadores en conjunto, para establecer un perfil que aumente su
potencial y resolucion.

En un primer paso se compararon los diferentes marcadores de metéstasis mediante el
estadistico U de Mann-Whitney. En la tabla XX se muestran los valores de p de cada

marcador y la puntuacion obtenida con el test para predecir las metéstasis.

Tabla XX. Resultados de cada marcador en funcion de la presencia de metastasis (U de Mann-Whitney).

Marcadores Puntuacién Grado de libertad Significacion
SCC 1,137 1 ,286
CYFRA 21.1 , 725 1 ,394
E-cadherina ,029 1 ,864
MMP-2 2,384 1 ,123
MMP-9 1,963 1 ,161
MMP-13 5,722 1 ,017
Anti-p53 10,920 1 ,001

Estadisticos globales 17,420 7 ,015

Se marcaron en rojo las dos Unicas variables con suficiente potencial diagnostico, los Ac
anti-pS3 y la MMP-13 activada, al tener valores de p iguales a 0,001 y 0,017,
respectivamente.

A continuacidn, en un segundo paso, mediante regresion logistica binaria por el método de
introducir, se define una ecuacion que determina cual de los dos marcadores tiene mayor

potencial para predecir las metastasis (variable dependiente) (Tabla XXI).

Tabla XXI. Valores de Ac anti-p53 y MMP-13 frente a la presencia de metastasis (Regresion logistica

binaria).
Error
estandar Significacion  1.C. 95,0% para XP(B)
Inferior Superior
MMP-13 ,019 ,007 1 ,011 1,004 1,034
Anti-p53 20,443 | 10385,621 1 ,998 ,000
Constante -11,860 4,637 1 ,011

Obtenemos asi las variables de la ecuacion genérica Z = By + B; X; + By X, +....

Donde Z = By (constante) + B; (factor del marcador 1)X;+B; (factor del marcador 2)Xs....
Los datos obtenidos se sustituyen en la ecuacion:
Z=-11,86+0,019 X, + 20,443 X,
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Donde X es el resultado de la prueba Ac anti-p53 y X, el valor sérico de MMP-13
activada.

La probabilidad de metéstasis ganglionar se calculé mediante la formula:

Probabilidad de metastasis =

En Ia tabla XXII se muestra la probabilidad de metastasis para distintos posibles valores de
MMP-13 activada en funcion de la positividad o negatividad de Ac anti-p53, teniendo en

cuenta que la probabilidad para metastasis era del 100 % con los Ac anti-p53 positivos.
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Tabla XXII. Probabilidad de metéstasis calculada en funcién de los valores de MMP-13 y Ac antip53.

MMP-13 _ Probabilidad MMP-13 _ Probabilidad(
(pg/mL) Anti-p53 %) (pa/mL) Anti-p53 %)
300 NEG 0,211 300 POS 100,000
325 NEG 0,339 325 POS 100,000
350 NEG 0,543 350 POS 100,000
375 NEG 0,871 375 POS 100,000
400 NEG 1,393 400 POS 100,000
425 NEG 2,220 425 POS 100,000
450 NEG 3,523 450 POS 100,000
475 NEG 5,546 475 POS 100,000
500 NEG 8,627 500 POS 100,000
525 NEG 13,182 525 POS 100,000
550 NEG 19,623 550 POS 100,000
575 NEG 28,191 575 POS 100,000
600 NEG 38,699 600 POS 100,000
625 NEG 50,375 625 POS 100,000
650 NEG 62,011 650 POS 100,000
685 NEG 76,042 685 POS 100,000
700 NEG 80,845 700 POS 100,000
725 NEG 87,158 725 POS 100,000
750 NEG 91,606 750 POS 100,000
775 NEG 94,609 775 POS 100,000
800 NEG 96,578 800 POS 100,000
825 NEG 97,844 825 POS 100,000
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A continuacidn, se sustituyeron los valores de los Ac anti-p53 y MMP-13 activada de los
39 pacientes como valores de X;y X, obteniendo los valores de Z de cada paciente. De
esta manera obtenemos una curva ROC de frecuencia acumulada de las dos variables

juntas (Z) en relacion a las metastasis ganglionares (Figura 67).
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Figura 67. Curva ROC para los valores de Z (Ac anti-p53 +MMP13 activada) versus presencia metastasis

ganglionares.

El area bajo la curva fue de 0,943, con un error estandar de 0,036. El punto de corte dptimo
se fijo para un valor de z superior a 0,76; para una sensibilidad del 76% y una especificidad
del 100%. Se observé que para la probabilidad del 76% (Tabla XXII, valor en rojo) se
obtendrian las mejores sensibilidades y especificidades. El punto mas cercano al 76% lo
obtenemos con los Ac anti-p53 negativos y una concentracion de MMP-13 de 685 pg/mL,
considerando positivos los valores de Z superiores a 0,76.

El andlisis comparativo de las tablas de frecuencia de los Ac anti-p53 solos (Tabla XVI)
con los Ac anti-p53 + MMP-13 activada (Tabla XXIII), muestran una prueba x* que tomé
un valor de 17,818 (p = 0,0001) siendo estadisticamente significativa. Los resultados
obtenidos con la prueba de Ac anti p53 solos que tenian una sensibilidad de 48%,
especificidad de 100%, VPP de 100% y VPN de 53%, mejoran su rendimiento cuando le
asociamos MMP-13 llegando a una sensibilidad de 76%, especificidad de 100%, VPP de
100% y VPN de 70%. De esta manera conjunta mejoramos el diagnostico de verdaderos

positivos (pasamos de 13 a 19), disminuimos los falsos negativos (pasamos de 12 a 6).
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Tabla XXIII. Ac anti-p53 + MMP-13 activada y presencia de metastasis ganglionares.

Metastasis\ Anti-pS3+MMP13 Negativo Positivo Total (%)

No 14 0 14 (35,9%)
Si 6 (V6) 19 (76) 25 (64,1%)

19 (51,3%) 20 (48,7%) 39 (100%)
Total (%)

Como resumen del estudio multimarcador con Ac anti-pS3+MMP-13 (utilizando un valor
de corte de z > 0,76) hay que resaltar que la sensibilidad para el diagndstico de metastasis
fue del 76% y la especificidad del 100%. EL VPP fue del 100% y el VPN del 70%.
Existieron diferencias significativas entre los Ac antip53 solos y asociados con MMP-13.

Por ultimo, en la tabla XXIV se muestran los resultados de manera resumida.

TablaXXIV. Resumen del potencial diagnostico de la presencia de metéstasis

mostrado por cada marcador.

Sensibilidad Especificidad VPP VPN P de corte
37
CYFRA21.1 96 35,7 70 80 0,620 >0,5ng/mL
E-cadherina 56 71,4 73 45 0,571 >2,56ug/mL
MMP-2 48 78,6 80 45,8 0,623 [<290,7ng/mL
MMP-9 32 92,9 80 41 0,603 >473,6
ng/mL
MMP-13 96 71,4 86 90 0,887 >585,15
activa pg/mL
Ac anti p53 48 100 100 53,8 - -
Anti p53 + 76 100 100 68 0,943 Z>0,76
MMP-13
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VI. DISCUSION
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VI. DISCUSION
La discusion se realizara sobre los resultados obtenidos, haciendo un contraste con los
datos ya publicados, para posteriormente hacer una interpretacion final de los mismos. De

esa interpretacion se obtendran las conclusiones.

VI.1. ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS

El estudio de estas variables clinicas en un nimero limitado de CECC no pretende
establecer resultados de tipo epidemioldgico, sino definir la muestra estudiada y comprobar
que se ajusta a las caracteristicas descritas para estos tumores en series mas amplias. El
CECC afecta predominantemente a varones y es poco frecuente en mujeres, como
observamos en nuestra serie en la que s6lo estudiamos a dos mujeres. Hay factores de
riesgo estrechamente asociados a su desarrollo como son el consumo de tabaco y alcohol.
El 97% de nuestros pacientes eran fumadores y el 89% consumidores de alcohol, siendo
una neoplasia casi exclusiva de pacientes con estos habitos como ha sido bien descrito en
articulos previos.”®

En nuestra drea geografica la localizacion anatdmica de estos tumores afecta mas a la
laringe, por el mayor nimero de tumores supragléticos, teniendo la faringe una frecuencia
ligeramente menor'. Nuestra serie también cumple este criterio como observamos en la
tabla V.

La mayoria de los pacientes estudiados tenian tumores avanzados, con el 77% en estadios
III-IV, presentando un gran nimero de ellos metastasis ganglionares (64%) (Tabla VI).
Estas circunstancias también condicionaron que el 54 % de los pacientes recibiesen
radioterapia postquirdrgica.

El grado histolégico también estd dentro de lo descrito en los CECC con predominio de los

moderadamente diferenciados, aunque la dispersion de la muestra hace que este dato casi
no tenga valor.

La supervivencia fue similar a lo publicado en estas neoplasias si consideramos el estadio
avanzado y la categoria N. Se exhiben tendencias que nos hacen considerar a los pacientes
con estadios avanzados (III-IV), metastasis ganglionares (N+) y que recibieron
radioterapia, con peor supervivencia, aunque sin alcanzar significacion estadistica. Si
alcanz6 este valor la localizacion faringea con respecto a la laringea (figura 23). Otros
autores encuentran significativos estos datos, sobre todo en relacion al estadio y, sobre
todo, a la presencia de metastasis ganglionares, pero presentando series mas amplias'>’*'**,

Acerca de estas variables podemos decir que se ajustan a lo esperado y exhiben las

tendencias habituales en los CECC. Probablemente no alcanzan valores estadisticamente
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significativos al ser una muestra reducida, pero si aumentasemos el nimero de casos podria

confirmarse esa tendencia.

VI.2. ASPECTOS ANALITICOS
VI.2.1. Antigeno de células escamosas (AgSCC).

En nuestro estudio no existen diferencias entre el valor de AgSCC en pacientes y controles,

quizas por el tamafio de la muestra, aunque trabajos publicados recientemente recogen
datos en igual sentido, no encontrando valores significativos de AgSCC en tumores
laringeos'®’. Nuestros resultados tampoco son rentables para predecir la presencia de

metéstasis ganglionares, como también ha sido anteriormente publicado'*’. Sin embargo,

otros autores si correlacionan la elevacion de AgSCC con la presencia de metastasis
ganglionares (NO vs N2 y N1 vs N2)'*°. En recientes estudios de CECC ya se habia
observado que el SCC no tenia utilidad diagnostica'”. A pesar de estos datos negativos, se
recomienda disponer de un valor de referencia inicial para compararlo con otro obtenido
durante el seguimiento, con vistas a detectar recidivas precoces''.

El AgSCC muestra, aunque no sea de manera significativa, una tendencia a aumentar en
funcién del estadio, que se hace mas evidente en el estadio IV (figura 27). Este dato ya
habia sido recogido en la bibliografia, al encontrar mayores concentraciones de AgSCC a
medida que aumenta el tamafio tumoral aumentaba y la presencia de metastasis era mas

132

frecuente ~°.

La concentracion de AgSCC segun el grado histolégico fue superior en los tumores menos

diferenciados, con unos valores proximos a la significacion estadistica (figura 29). Asi,
concentraciones séricas elevadas de AgSCC se relacionarian con menor grado de
diferenciaciéon y, por lo tanto, con tumores mas agresivos. Estudios previos describen
resultados en este sentido, relacionando la presencia de valores séricos elevados de SCC en
tumores con bajo grado de diferenciaciéon'>.

La localizacion del tumor no estuvo relacionada con una variacion significativa de los
niveles de AgSCC y la informacion que nos brinda su determinacion es nula a este
respecto. No encontramos bibliografia que relacione los niveles de AgSCC vy el origen
tumoral.

En nuestro estudio la supervivencia de los pacientes no registré cambios significativos en
relacion a la concentracion de SCC, como habian demostrado también otros autores en
relacion con otros marcadores'’. Es paradojico que el SCC no aporte datos que relacionen

el incremento de sus valores con la supervivencia, cuando si se observa esta tendencia en

relacion al estadio tumoral (figura 27). No obstante, recordamos que esta variable clinica
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tampoco alcanzo6 diferencias estadisticamente significativas en nuestra serie (figuras 20 y
30).

Un hecho que puede tener cierto interés es que todos los pacientes estudiados con valores
inferiores a 1,5 ng/mL tuvieron al menos un periodo libre de enfermedad de 10 meses
(Anexos I y II), dato que puede ser tutil para la planificar su seguimiento. También
observamos que los pacientes con concentraciones de SCC superiores a 6 ng/mL tuvieron
una pésima evolucion (Anexos I y II), siendo estos datos concordantes con los de otros
autores que afirman su utilidad para detectar recidivas durante el seguimiento del
paciente"-'**.

Podemos resumir que, segin nuestros datos y el contraste con lo reflejado en la
bibliografia, el SCC no parece que tiene valor diagndstico en las metéstasis ganglionares.
Podria tener interés en el seguimiento de los pacientes, cuando se constata un incremento
en sus valores, pero nosotros no lo hemos demostrado. Por tltimo, los niveles de SCC

tienen tendencia a aumentar en tumores avanzados y poco diferenciados, pero sin alcanzar

diferencias significativas.

VI.2.2. CIFRA 21.1.
Nuestros resultados muestran la existencia de diferencias significativas para CYFRA 21.1

entre pacientes y controles (Figura32), como también ha sido visto por otros autores en

135,136
C 27", Por tanto, el aumento de este

tumores laringeos o en series mas amplias de CEC
marcador entre pacientes y controles se puede establecer como un dato bien consolidado en
los CECC'.

No se observaron diferencias significativas entre los niveles CIFRA 21.1 y la presencia de

metdastasis ganglionares, siendo un marcador sensible (96%) pero poco especifico (35%)

para valores superiores a 0,5 ng/ml. El establecer un punto de corte en los marcadores
tumorales puede ser especialmente dificil en situaciones como ¢€sta en la que el rango de
valores preoperatorios de CYFRA 21.1 es muy amplio. Algunos autores han tratado de
analizar el potencial de este marcador sin establecer puntos de corte, objetivando so6lo los
cambios en su concentracion, en el primer diagndstico y durante el seguimiento,
encontrando que los niveles iniciales no se correlacionan con el tamafo tumoral ni con las
metastasis ganglionares. Sin embargo, se produjo un claro aumento de los valores séricos
durante el seguimiento, precediendo la aparicién de recidivas y metéstasis'*®.

Otros estudios confirman la utilidad de este marcador para detectar metastasis a distancia
durante el seguimiento, determindndolo de manera preoperatoria, observando que el 70%

de los pacientes con valores superiores a 3,3 ng/mL las presentaban posteriormente ™ .
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Por el contrario otros autores no dan utilidad clinica al marcador durante la monitorizacion
de la respuesta a la radioterapia'*’.

A la luz de nuestros resultados y de publicado pensamos que seria conveniente ampliar el
nimero de casos a estudio para ver si aumenta la capacidad del marcador como predictor
de metastasis, sobre todo en el seguimiento de pacientes, evaluando asi su utilidad en la
monitorizacidon y en el prondstico.

Los valores del marcador no aumentaron en nuestro estudio de forma escalonada en
funcion del estadio, pero los niveles mas elevados aparecieron en el estadio IV (Figura 34).
De esta manera CYFRA 21.1 puede orientar sobre el estadio en el que se encuentra en
paciente previamente a la cirugia, si tenemos en cuenta que la mayoria de los estadios IV
presentan metastasis ganglionares.

No hubo diferencias en la concentracion del MT en funcion de la localizacidon del tumor,
no encontrando datos publicados a este respecto que comparen los tumores faringeos con
los laringeos.

En el grado histolégico observamos diferencias significativas entre las concentraciones de

tumores con bajo grado de diferenciacion frente a los mas diferenciados (Figura 37), como
A : : 141 .
también ha sido visto por otros autores = . No obstante, otros estudios no encuentran

142,143 ,
»* . Serian

relacion entre los valores del marcador y el grado de diferenciacion
convenientes estudios con series mas amplias para confirmar esta relacion entre CYFRA
21.1 con los tumores menos diferenciados.

Tampoco encontramos relacion entre el marcador y la supervivencia de los pacientes con
CECC. No obstante, en nuestro estudio so6lo hubo 6 pacientes con valores superiores a 3
ng/mL, en relacion a los que tenian valores inferiores, sin que en ellos se observara peor
supervivencia (Anexo II) (Figura 38). En estudios recientes con series muy amplias si
demostraron que la supervivencia y el periodo libre de enfermedad fue significativamente
menor cuando los valores de CIFRA 21.1 eran elevados'*.

Podemos resumir que, segun nuestros datos y el contraste con lo reflejado en la
bibliografia, CIFRA 21.1 no tiene valor diagnostico en las metdstasis ganglionares.
Presenta valores elevados de forma significativa en tumores poco diferenciados y en
estadios avanzados. Aunque no hemos observado relaciéon con la supervivencia, es posible
que el nimero de casos de nuestra serie limite esta interpretacion y sea necesario establecer
su valoracion sistemdtica preoperatoria en los CECC, para determinar cuales son sus

capacidades y limitaciones reales.
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V1.2.3. E-cadherina

En nuestro estudio observamos diferencias significativas entre los valores de pacientes y
controles (Figuras 38 y 39). Esto también ha sido visto en tumores de prostata, con
diferencias significativas entre controles y pacientes, encontrando los valores mas elevados
en los casos con metéastasis'”. Sin embargo, no se encontraron datos en la literatura
previos a nuestro estudio en cuanto a las concentraciones de séricas de E-cadherina en
CECC.

El marcador no fue capaz de determinar la presencia de metastasis ganglionares, pues

ademads de presentar un area bajo curva no dptima, no obtuvo buenas cifras de sensibilidad
y especificidad (Tabla XXIV). No obstante, otros estudios si encuentran utilidad en la E-
cadherina para identificar a los pacientes con metastasis en cancer vesical, realizdndose asi
un tratamiento quirargico mas extenso'*°. También se ha visto su validez en el seguimiento
al predecir las recidivas precoces (3-6 meses) del carcinoma gastrico'*’.

A nivel tisular si se ha visto relacion entre la E-cadherina y las metastasis ganglionares en
CECC, aunque su mayor expresion se relacionaria con su menor namero'*.

Al tratarse de un marcador poco estudiado en el suero de los pacientes con CECC seria
necesario aumentar el numero de casos para establecer definitivamente su valor
diagnostico y pronostico.

Los niveles séricos de E-cadherina no variaron de forma significativa en funcién del

estadio, localizacién y grado histolégico, aunque otros autores encontraron mayores

niveles séricos de E-cadherina en tumores vesicales poco diferenciados'*. Tampoco
observamos diferencias significativas en la supervivencia, no existiendo estudios previos
en CECC. No obstante, la E-cadherina soluble fue un factor predictor independiente de la
supervivencia a largo plazo en el carcinoma gastrico .

Podemos resumir que, segun lo observado por nosotros y el contraste con lo publicado, E-
cadherina muestra diferencias significativas entre controles y pacientes, y aunque no se ha
visto relacion con ninguna de las variables clinicas estudiadas, esto contrasta con lo
observado en otras localizaciones tumorales y a nivel tisular. Todo esto nos sugiere la
necesidad de ampliar el estudio con mas casos y establecer una comparacion con la
expresion inmunohistoquimica en el tejido tumoral.

VI.2.4. Metaloproteasa 2 (MMP-2).

Nuestro estudio mostrd que no hay diferencias significativas entre los valores de MMP-2

. <7 . 150,151
entre pacientes y controles, como también ha sido observado por otros autores'”">'. Los

valores de sensibilidad y especificidad de la MMP-2 como marcador frente a metéstasis

ganglionares fueron bajos (Tabla XXIV). Es llamativo que la MMP-2 se asocia mds a
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metéstasis ganglionares cuando sus valores estan por debajo del umbral. Aunque el papel
de la MMP-2 en el CECC no esté bien definido, con nuestros datos podemos adelantar que
su valor como marcador de metastasis es bastante limitado. No obstante, antes de
desestimar su utilidad debemos contrastar estos resultados iniciales con estudios de mayor
tamafio muestral.

Los valores que hemos obtenido de MMP-2 para estadio, localizacién y grado histoldgico,

no son significativos, coincidiendo con otros autores'>*'>*. Se ha visto asociaciéon de sus
niveles séricos con el estadio y las metastasis del cancer géstrico y hepatico, pero en CECC
esta asociacion no ha sido demostrada'>**'>*.

En nuestros pacientes la supervivencia era menor cuando los valores de MMP-2 eran
inferiores al punto de corte, en relacion a la de los pacientes con concentraciones
superiores (Figura 54). Este valor discordante podria ser debido a varias circunstancias. Por
un lado el nimero limitado de casos hace que debamos ser prudentes en su interpretacion.
Ademas es posible que la MMP-2 tenga en el CECC menor capacidad para alcanzar la
circulacion sanguinea, o que predomine en el suero en su forma activada. Estos datos
deben ser contrastados con estudios mas amplios pues se han descrito muchas variaciones
de los niveles de MMP-2 en los pacientes con CECC'***"°.

Podemos resumir que, segun lo observado por nosotros y el contraste con lo publicado, hay
pocos estudios y con resultados muy dispares para MMP-2 en CECC. Los niveles bajos del
marcador, obtenidos en los pacientes con metastasis ganglionares y supervivencia, deben
hacernos reflexionar sobre su valor en el proceso de progresion tumoral. Es necesario
confirmar estas tendencias ampliando el nimero de pacientes. También seria recomendable

estudiar en suero la forma activada del marcador y relacionarla con la expresion

inmunohistoquimica en el tejido tumoral.

VI.2.5. Metaloproteasa 9 (MMP-9).

Nuestros resultados muestran que los niveles de MMP-9 eran superiores en los pacientes
con CECC respecto a los presentados por los controles, con diferencias significativas,
como también se observo en otros estudios*”"*'*’ (Figuras 52 y 53).

En el diagnostico de las metéstasis ganglionares la MMP-9 mostrd alta especificidad pero

baja sensibilidad (Figura 54) en el punto de corte establecido. Hay algunos estudios que
sugieren cierta tendencia con las metastasis linfaticas cuando se elevan los valores de

MMP-9, aunque sin alcanzar valores significativos'’. No obstante, somos de la opinion
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que deberia ser tenida en cuanta en el disefio de un perfil multiple de MTS por su alta
especificidad.

En relacion al estadio nuestros resultados muestran que no hubo diferencias significativas,

si bien la concentracion mas elevada correspondi¢ al estadio IV (Figura 55).

Tampoco fue util en relacion con la localizaciéon tumoral, ni con el grado histolégico de

diferenciacion, pues los valores de MMP-9 no se modificaron de manera significativa en
ninguna de estas variables. Resultados similares han sido publicados recientemente que
avalan lo observado por nosotros'®.

La supervivencia de los pacientes tampoco mostrd diferencias significativas en funcion de
los niveles de MMP-9. Los datos publicados en este sentido hasta la fecha son dispares. En
un reciente estudio se observd que las determinaciones preoperatorias de MMP-9
mostraban valores significativos en la supervivencia a largo plazo en funcién de su
concentracién en pacientes con CECC'®.

Como resumen de los resultados obtenidos y lo publicado hasta ahora, podemos decir que
la MMP-9 podria estar implicada en el desarrollo del CECC, siendo reflejo de ello el
aumento de sus niveles séricos con respecto a los controles, alcanzando su mayor valor en
los estadios mas avanzados. El estudio de series mas amplias, asi como, el establecimiento
de valores de referencia en la poblacion sana serian los siguientes pasos para evaluar la
utilidad clinica de este marcador. También seria util realizar estudios en otros canceres con

el fin de evaluar su potencial discriminatorio con respecto al CECC.

V1.2.6. Metaloproteasa 13 activada (MMP-13 activada)

Nuestros niveles de MMP-13 activada mostraron diferencias significativas entre pacientes
con CECC y controles, este dato refleja un aumento sérico de determinados marcadores de
degradacion de la matriz extracelular en este tipo de tumores (Figuras 59 y 60). No hemos
encontrado referencias bibliograficas a este respecto.

Los valores de MMP-13 activada fueron superiores en pacientes con metastasis
ganglionares, de forma significativa. La curva ROC para este marcador ofrecid los
segundos valores madas altos de sensibilidad y especificidad para el diagnodstico de
metastasis ganglionares en nuestro estudio (Figura 61). Hasta esta fecha no hay publicados
estudios que determinen la concentracion sérica de MMP-13 activada en pacientes
oncologicos y particularmente en CECC. Si hemos encontrado algunos trabajos que
demuestran mayor expresion tisular de esta metaloproteasa los tumores mas invasivos'’ y

con mayor incidencia de metéstasis ganglionares'®.
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Se ha publicado recientemente que los niveles plasmaticos de MMP-2, MMP-9 en su
forma activa y de la MMP-13 estan elevados en pacientes con cancer de prostata, sobre
todo en el caso de enfermedad metastatico'®'. Ademas, las determinaciones de MMP-13
fueron las que tuvieron mayor valor diagnéstico. También en pacientes con melanoma
metastatico la MMP-13 predomina en su forma activa frente a los controles'®*.

El nivel de MMP-13 activada no varié de forma significativa segun el estadio. En cambio
si pudimos observar que los valores medios de MMP-13 aumentan de forma escalonada a
medida que progresaba el estadio tumoral (Figura 62).

No encontramos diferencias significativas entre los niveles de MMP-13 activada y la

localizacion y grado histolégico. Esto se ha visto refrendado por estudios

inmunohistoquimicos en muestras tisulares de CECC, que tampoco observan diferencias
en la expresion de MMP-13 segun el grado de diferenciacion o la localizacion tumoral'®.

La supervivencia de los pacientes no mostrd diferencias significativas en relacion con los
niveles de MMP-13. Sélo 4 pacientes presentaron concentraciones por encima del punto de
corte, lo que limita bastante la interpretacion final de estos resultados. Se ha descrito que la
expresion de MMP-13 se asocia a menor supervivencia, la cual no podria predecirse ni por
el tamafio tumoral ni por la invasion linfatica, considerandola un factor prondstico
independiente'®. Por todo lo expuesto y con los escasos datos existentes en la actualidad,
podemos resumir que nuestros resultados avalan la capacidad de la MMP-13 activada
como marcador de metéstasis en el CECC, aumentando sus niveles en los pacientes, con
respecto a los controles, segiin progresa el estadio tumoral. Es necesario que estos

hallazgos se confirmen en estudios mas amplios, asi como establecer su correlacion con la

expresion tisular.

VI.2.7. Anticuerpos anti-p53 (Ac anti-p53).

Los Ac anti-p53 se determinaron de forma cualitativa, encontrando que aparecen en el 33%
de los pacientes, sin que ninguno de los controles fuese positivo, siendo las diferencias
significativas (Tabla XV). Estos resultados concuerdan con otros publicados en los que
aparecian anticuerpos solo en el suero de pacientes con CECC y no en el de controles'®”.
También se describe que son muy poco frecuentes los falsos positivos, observando que en
una serie de 75 CECC y 28 controles, hay s6lo un positivo en los controles por 23 positivos

. 166
en los pacientes con tumor

. Este MTS parece tener buena especificidad en el CECC,
siendo util para la deteccion precoz de la mutacion en p53, debido a su correlacion con el

acumulo de proteina mutada (Tabla XIII).
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En nuestro estudio se demuestra que la presencia de Ac anti-p53 se asocidé de forma

significativa con el desarrollo de metéstasis ganglionares, como también han visto otros

autores en series mas amplias'®*'®” (Tabla XVI). No obstante, en el 30% de los pacientes
que tenian metastasis no se detectaron anticuerpos, de ahi su utilidad limitada. Podria
considerarse como prueba preoperatoria con “cierto valor” para identificar la ausencia de
metastasis, pues era negativa en sujetos sanos y en pacientes sin metdstasis, aunque no
seria util como prueba de “screening” en el CECC debido a su baja sensibilidad mostrada
en pacientes ya diagnosticados. Nosotros hemos encontrado diferencias segin la
localizacién del tumor, observando que hay mayor nimero de pacientes con la prueba
positiva en tumores faringeos (Tabla XVII). Hay estudios que demuestran por
inmunohistoquimica mayor expresion de pS53 en la localizacion faringea frente a la
laringea®. Esto podria deberse al desarrollo de mutaciones distintas segin el origen
tumoral. La frecuencia mas elevada de Ac anti p-53 en el suero de pacientes con tumores
faringeos es un punto que deberia ser motivo de posteriores estudios.

Observamos que los Ac anti-p53 se asocian de forma significativa con los estadios
tumorales mas avanzados (IIl y IV) frente a los precoces (I-II) (Tabla XVIII). Otros
estudios concluyen que en el CECC los estadios avanzados y la presencia de Ac anti-p53
se asocian con mayor riesgo de recidiva tumoral'®’. Ademas, se estima que la
determinacion de estos anticuerpos establece un buen paralelismo con la deteccion precoz
de alteraciones en p53, pudiendo utilizarse como indicador de la presencia de la proteina
p53 mutada'®®.

La expresion mayor de anticuerpos en estadios avanzados se explicaria por la acumulacion
de alteraciones genéticas que en ellos ocurren, identificando asi a los pacientes con un
prondstico mas desfavorable.

Existieron diferencias significativas en la presencia de Ac anti-p53 en funcion del grado de
diferenciacidn histologico. Observamos que los Ac anti-p53 aparecian de forma similar en
tumores poco y moderadamente diferenciados, sin embargo solamente hubo un caso de
tumor bien diferenciado positivo para Ac anti-p53. Este dato ya ha habia sido recogido en
la bibliografia, encontrando corelacion entre la presencia de Ac antip-53, el estadio, y el
grado de diferenciacion'®. Sin embargo, otros autores no recogen esta relacion con el
grado de diferenciacion'®’, por lo tanto series mas amplias serian de utilidad para contrastar
estos resultados.

Respecto a la supervivencia observamos que fue peor en los pacientes que presentaban Ac

166,167

anti-p53, como también han demostrado otros autores (Figura 69). Ademas en

algunos estudios se encuentra asociacion entre la presencia de anticuerpos y la respuesta
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completa a la quimioterapia adyuvante'®®. Sin embargo, en publicaciones mas recientes se
obtienen resultados en sentido contrario, afirmando que la presencia de los anticuerpos no
se relaciona con la supervivencia'’*'"".

Por los datos obtenidos y el contraste con lo publicado, podemos resumir que los Ac anti-
p53 son un marcador 1util para detectar metastasis ganglionares y establecer el estadio
tumoral y la localizacion tumoral. También se ha comprobado su implicacion respecto a la
supervivencia. Son necesarios nuevos estudios para establecer un criterio mas firme en esta

cuestion, teniendo en cuenta que hay muchos factores que influyen en la supervivencia,

estando posiblemente todos ellos relacionados.

V1.2.7. Analisis multimarcador

En nuestro estudio valoramos diferentes marcadores (SCC, CYFRA 21.1, E-cadherina
soluble, MMP-2, MMP-9, MMP-13 activa y anticuerpos anti-p53), aplicados al
diagnostico de las metastasis ganglionares en pacientes con CECC. De todos ellos, solo
MMP-13 y Ac anti-p53 se mostraron como variables capaces de determinar la presencia de
metastasis, siendo este ultimo el que presentaba valores mas significativos.

El marcador individual con mayor potencial de los estudiados para predecir las metastasis
ganglionares son los Ac anti-p53. Con ellos somos capaces de predecir la presencia de
metastasis en el 33% (verdaderos positivos), aunque el 30% de los pacientes no
positivizaba la prueba y tenian metastasis (falsos negativos). No hubo pacientes sin
metastasis y anticuerpos positivos (falsos positivos). Sin embargo, aunque la prueba puede
ser util cuando es positiva al seleccionar los pacientes con un prondstico mas
comprometido (metastasis, estadio, supervivencia), no alcanza los valores necesarios para
tener relevancia clinica (Tabla XXIV). En este sentido se ha propuesto el uso combinado
de marcadores con el objeto de mejorar las limitaciones existentes'>*'">.

Nosotros proponemos el uso combinado de los Ac anti-p53 y la MMP-13 activa (Tabla
XXIII). De esta manera conseguimos mejorar nuestros resultados al aumentar los
verdaderos positivos, del 33% al 48%, y disminuir los falsos negativos, del 30% al 15%.
Cabe desatacar que no hubo ningun falso positivo (Tablas XVI y XXIII).

Como ya hemos sefialado al discutir los dos marcadores propuestos, los datos obtenidos en

nuestro estudio deben ser contrastados con series mas amplias.

115



116



VII. CONCLUSIONES

117



VII. CONCLUSIONES

1) El patrén de marcadores tumorales séricos para el cancer escamoso de cabeza y cuello
se establece con CYFRA 21.1, E-cadherina, metaloproteasa-9, metaloproteasa-13 activa y
anticuerpos anti-p53, que mostraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los controles sanos. (a poblacion control.)

2) El estadio tumoral avanzado esta en relacion con los niveles elevados de CYFRA 21.1
(valor medio de 28 ng/mL) y la presencia de anticuerpos anti-p53 positivos.

3) El menor grado de diferenciacion histoldgico del tumor esta relacionado con los niveles
elevados de CYFRA 21.1 (valor medio de 39 ng/nL).

4) La supervivencia fue menor en los pacientes que tenian niveles de metaloproteasa-2
inferiores a 290,7 ng/mL y en presencia de anticuerpos anti-p53 positivos.

5) Las metastasis ganglionares fueron mas frecuentes cuando los pacientes tenian
anticuerpos anti-p53 positivos o niveles elevados de metaloproteasa-13 activa (585
pg/mL).

6) Si asociamos los anticuerpos (marcadores) anti-p53 y la metaloproteasa-13 activa
conseguimos mejorar el rendimiento de ambas pruebas, alcanzando una sensibilidad del

76% y una especificidad del 100% para el diagnostico de metéstasis ganglionares.
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VIII. PROYECTOS FUTUROS

Este estudio no pretende ser un hecho aislado, sino que sigue la linea de investigacion
determinada por nuestro grupo en el CECC. Si esperamos que abra algunas vias nuevas
que permitan profundizar en aspectos de interés clinico. En un futuro inmediato se podrian
aplicar los MTS mas eficaces en el diagndstico y tratamiento de los CECC. Por ejemplo,
en la cirugia laser donde seria de mucho interés establecer la capacidad metastatica del
tumor para indicar los vaciamientos ganglionares, s6lo en pacientes de riesgo, evitando
procedimientos innecesarios, reduciendo la morbimortalidad y mejorando la calidad de
vida. También para el diagnéstico precoz de metastasis a distancia donde el planteamiento
terapéutico es muy diferente.

Nuestro estudio demuestra que el diagndstico de las metéstasis ganglionares mediante
MTS tiene atin margen de mejora, aunque es una opcion con posibilidades reales antes del
abordaje quirargico del tumor. Aumentar el nimero de sujetos a estudio y disefiar perfiles
con nuevos MT para el CECC seran los siguientes pasos a seguir. Entre estos nuevos
marcadores ya estamos pensando en las formas activas de otras MMPs (MMP-2, MMP-9,
MMP-14)'" o en los que intervienen en otras vias relacionadas con el desarrollo tumoral
(inflamacion, angiogénesis...), como por ejemplo la oxido nitrico sintasa inducible
(iNOS)'".

También seria muy interesante contrastar los resultados de los MTS con la expresion
inmunohistoquimica en el tejido tumoral para establecer su relacion.

Los avances en biologia molecular, junto con las nuevas técnicas de protedmica, que se
van introduciendo cada dia mas en la préactica clinica, representan nuevas oportunidades
para mejorar nuestro conocimiento de la biologia tumoral, constituyendo un campo
prometedor para el diagnostico y seguimiento de los pacientes con cancer. En este sentido
cobra interés la aplicacion de la espectrometria de masas con estudios preliminares para
identificar lo que se ha llamado “degradoma tumoral”, es decir, el perfil de expresion
proteico de cada tumor'’®. Con estas técnicas se abre la posibilidad de perfeccionar nuestro

conocimiento en la linea de investigacion del CECC, con el fin de identificar nuevos
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marcadores tumorales mas eficaces que puedan ser aplicados en la clinica de manera

eficaz!”’.
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Anexo |

Variables clinico-patoldgicas de los pacientes con CECC.

NO

Localizacion

N

Estadio

Tipo

Estado

Supervivencia
(meses)

Radiotera-
pia

paciente

histolégico

CASO 1 76 Transglético | NO I mod/difer M* 36* No
CASO2 | 68 Hipofaringe | N2B v poco/difer M 24 Si
CASO3 | 80 Hipofaringe NI v poco difer M 10 Si
CASO4 | 68 Supraglético | N2b v poco difer \% 31 Si
CASOS | 46 Glotis NO I bien difer \% 41 No
CASO6 | 34 Supraglético | NO I bien difer \4 13 No
CASO7 | §1 Supraglético | NI I poco difer \% 41 Si
CASO8 | 77 Supraglético | NO I mod/difer M* 1* No
CASO9 | 80 Supraglético | NO I poco difer M* 4* Si
CASO 10| 60 Cavidad oral | NO v bien difer M 35 Si
CASO11| 82 Mesofaringe | N2b v mod/difer M 22 Si
CASO 12| §3 Hipofaringe | NO I mod/difer M 18 Si
CASO 13| §1 Transglotico | N2b v bien/difer \% 32 Si
CASO 14 | 85§ Transglético | N2c v mod/difer \% 34 Si
CASO 15| 74 Supraglético | NIII v poco difer M* 5* No
CASO 16 | 64 Cavidad oral | NO I bien difer \% 12 No
CASO 17| 78 Supraglético | N2b v poco/difer M* 0* No
CASO 18| 49 Mesofaringe | N1 I mod/difer M 24 Si
CASO19 | 49 Supraglético | NO I mod/difer \% 28 No
CASO 20| 65 Glotis NO I mod/difer M* 22 No
CASO21 | §0 Mesofaringe | N2b v mod/difer M* 1 No
CASO22| 79 Cavidad oral | N2b v mod/difer \% 22 Si
CASO 23| §3 Mesofaringe | N2c v mod/difer M 18 Si
CASO 24 | 56 Cavidad oral | N2b v poco difer M* 1* No
CASO 25| 49 Transglético | N3 v poco difer M 16 Si
CASO 26| §7 Hipofaringe | N2c v poco difer M 13 Si
CASO27| T2 Hipofaringe | N2b v mod/difer M 9 Si
CASO 28| 62 Supraglético | N1 I poco difer \% 17 Si
CASO29| 63 Transglotico | NO 11 bien difer M 3 No
CASO30| 76 Mesofaringe | NO 1| biendifer \% 13 No
CASO31| 73 Orofaringe | NIII v mod/difer M 4 No
CASO 32| 56 Supraglético | NI I poco difer A\ 10 No
CASO33| 70 Supraglético | NO I bien difer M 13 No
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CASO34 | 76 Mesofaringe | NI I mod/difer M* 3% No
CASO35| 72 Glotis NO I bien /difer v 9% Si
CASO36 | 52 Mesofaringe | N1 111 mod/difer M* 31* Si
CASO 37| 48 Transglético | N1 11 mod/difer \% 10 No
CASO38 | §7 Transglotico | N2b v mod/difer \% 6 Si
CASO39 | 50 Supraglético | NI I poco difer \% 5 No

Clave: Poco/difer = tumores poco diferenciados, mod/difer = tumores moderadamente diferenciados, bien/difer = tumores
bien diferenciados. M* = pacientes fallecidos por otra causa no relacionada con el tumor. V* = paciente excluido a efectos
de la supervivencia al no volver a revision, considerandole perdido.

Anexo II
Resultados analiticos de cada marcador tumoral en pacientes con CECC.

N° paciente| AgSCC CYFRA | E-cadherina| MMP-2 MMP-9 MMP-13 Ac anti-

(ng/mL) 21.1 (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) activa p53

(ng/mL) (pg/mL)
CASO 1 2,7 1,3 1,806 273 105,6 530,62 N
CASO 2 2,3 1,6 4,934 263,4 336,8 595,15 N
CASO 3 1,1 2,6 1,641 4554 116 616,65 P
CASO 4 1,3 1,4 2,860 366,6 458 593,43 N
CASO 5 1,4 0,5 7,461 451,5 148,8 616,65 N
CASO 6 1,1 0,4 2,527 299.4 297,6 522,15 N
CASO 7 55 1,6 4,950 561,6 608.,8 585,15 N
CASO 8 2 1,7 3,055 485,7 598 490,65 N
CASO 9 2,1 0,4 1,747 346,5 119,2 543,38 N
CASO 10 1,8 4,9 2,503 577.8 473,6 648,12 N
CASO 11 1,6 0,7 1,974 543,9 727,2 711,12 P
CASO 12 2 1,5 7,232 450 218,4 689,76 N
CASO 13 1,2 2 1,639 319,2 653 679,63 P
CASO 14 1,7 1,6 2,157 305,1 151,2 805,59 N
CASO 15 1,1 1,7 1,102 306,3 270,4 742,62 P
CASO 16 2,5 1,4 1,547 340,8 260,8 436,77 N
CASO 17 15,2 406 2,980 216,6 245,6 634,15 P
CASO 18 1,8 1,9 3,034 500 574,4 616,65 P
CASO 19 1,1 0,1 1,604 907,2 367,2 585,15 N
CASO 20 1,5 5,9 3,531 311,7 207,2 459,18 N
CASO 21 1,7 3.3 2,753 342,3 784 625,15 P
CASO 22 14 0,9 1,773 495 176,8 653,65 N
CASO 23 0,6 0,8 2,016 2253 84,8 648,12 P
CASO 24 2,3 1,6 3,596 282,3 2432 648,12 P
CASO 25 11,6 52,2 3,872 288,3 541 711,12 P
CASO 26 57,8 25,3 2,350 269,4 717,6 716,65 P
CASO 27 0,9 1,2 3,199 240,9 187,2 673,67 N
CASO 28 34 3.7 1,441 256,5 38,4 732,52 N
CASO 29 1,2 0,9 2,565 298.8 241,6 468,12 N
CASO 30 0,7 18,2 1,663 249,6 88,8 679,63 N
CASO 31 1,5 0,4 3,578 2274 250,4 1089,03 P
CASO 32 0,7 9,9 1,327 290,7 144,8 784,72 N
CASO 33 1,2 0,2 1,644 2214 237,6 436,65 N
CASO 34 1,2 2.4 7,852 441,6 632 742,62 P
CASO 35 1,5 2,5 1,707 405,6 88,8 542,65 N
CASO 36 1,1 0,7 2,607 119,7 264 616,65 N
CASO 37 1,8 2,5 5,704 334,5 1424 711,12 N
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CASO 38 1,9 1,2 3,508 319,5 85,6 2096,85 N
CASO 39 1,8 1,9 2,331 279.3 191,2 805,59 N

Anexo III
Resultados analiticos de cada marcador tumoral en controles.

N° control AgSCC | CYFRA | E-cadherina MMP-2 MMP-9 MMP-13 Ac anti-
(ng/mL) 21.1 (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) activa p53
(ng/mL) (pg/mL)
CONTROL 1 1,2 0,1 1,780 596,3 145,2 546,65 N
CONTROL 2 1,3 0,6 2,131 321,2 235,7 677,47 N
CONTROL 3 1,6 0,1 2,110 280,6 167,5 454,42 N
CONTROL 4 1,2 1,8 1,735 468,7 241,8 522,33 N
CONTROL 5 1,1 0,1 2,014 651,4 160,6 557,76 N
CONTROL 6 1,2 0,5 1,950 353,6 159,3 624,33 N
CONTROL 7 1,7 0,1 1,850 556,3 205,2 345,54 N
CONTROL 8 1,3 0,3 2,098 456,6 147,5 349,5 N
CONTROL 9 1,4 0,1 1,875 257,9 36,8 691,2 N
CONTROL 10 1,5 0,2 1,154 358,1 118,1 467,55 N
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