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Abreviaturas

cecc: Cédncer escamoso de cabeza y cuello (Incluye laringe, faringe, cavidad
oral, fosa nasal y senos paranasales).

cGH: Hibridacién genémica comparativa.
FisH: Hibridacién in situ por fluorescencia.
HE: Hematoxilina-eosina.

LoH: Pérdida de heterocigosidad.

MD: Metéstasis a distancia.

MLpA: «Multiplex ligation-dependent probe amplification».
pB: Pares de bases.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.
PET: Tomografia por emisién de positrones.
pT: Primer tumor.

RB: Retinoblastoma.

RT: Recidiva tumoral.

RNM: Resonancia nuclear magnética.

stC: Segundo tumor de campo.

sTP: Segundo tumor primario.

vas: Via aéreo-digestiva superior.

vpH: Virus del papiloma humano.






Glosario

Huella génica: cambios génicos frecuentes y constantes que definen un tipo
de tumor.

Perfil génico: grupo de alteraciones génicas (ganancias, pérdidas) que defi-
nen una determinada muestra o grupo.

Patrén de concordancialdiscordancia: nivel establecido de similitud y
diferencia entre las alteraciones génicas de dos muestras tumorales o grupos.
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1. Presentacion






Presentacion

El cdncer escamoso de cabeza y cuello (CEcc) es una enfermedad que presenta
en nuestro medio una incidencia elevada, con unas cifras para varones de 40-
42 casos/100.000h/afo y una mortalidad aproximada de 15 casos/100.000h/
afio". Aunque en los tltimos anos se han realizado importantes avances en
los métodos de diagnéstico y tratamiento, que han supuesto un mejor con-
trol local de la enfermedad, la supervivencia no sélo no ha mejorado, si no
que incluso ha disminuido®. Esto se debe en parte a que los pacientes siguen
presentdndose en la consulta con su enfermedad en estadios avanzados. El
numero de recidivas tumorales (RT) se ha ido reduciendo al realizar un con-
trol local mds seguro, con resecciones mds amplias, debido a la introduccién
de nuevas técnicas reconstructivas®. Sin embargo, las metdstasis a distancia
(MD) y los segundos tumores primarios (sTp) se han incrementado de forma
paulatina, inversamente al descenso de RT. En la actualidad, es muy elevado
el nimero de Mp (10%) y stP (12%), constituyendo conjuntamente la prin-
cipal causa de mortalidad de los pacientes con cecc*>°.
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2. Definicién del problema






Definicién del problema

Voy a exponer los aspectos clinicos y genéticos conocidos hasta ahora de los
stP y de las RT. Muchos de ellos son muy similares en ambas entidades por lo
que trataré hacer mds hincapié en sus diferencias.

2.1 Antecedentes

2.1.1 Concepro de segundo tumor primario y recidiva tumoral

Es importante definir desde el principio que entendemos por sTP, RT y MD.

Bajo la denominacién de RT se entiende el crecimiento de tejido neopldsico
desde los bordes tumorales después de un tratamiento con fin curativo del
rT. Debe cumplir con ciertos criterios clinicos, como son el ocurrir en un
periodo de tiempo de tres afos desde el diagnéstico y a una distancia menor
de 2 cm’. En general la Rt se suele clasificar en local (misma localizacién que
el p1), locorregional (afecta zonas adyacentes, profundas o con extension cer-
vical) y del traqueostoma o estomal (se exterioriza a ese nivel)®.

El concepto de MD expresa la aparicién de células tumorales con una ex-
tirpe similar al PT, pero en una zona anatémicamente distinta, que habitual-
mente no tiene ese tipo de tejido’.

El st es diferente a los dos conceptos anteriores. Se trataria de un nuevo
tumor que surge en un territorio sometido a similares agentes etiolégicos,
pero sin tener el mismo origen ni localizacién. Todos los sTp deben cumplir
los siguientes criterios: 1) presencia de dos lesiones separadas por tejido sano,
2) confirmacidn histolégica de cada lesién y 3) excluir la posibilidad de mp’.
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Los stp diagnosticados seis meses después del pT se denominan metacré-
nicos, mientras que si el periodo es inferior serfan sincrénicos. Dentro de los
sincrénicos pueden ser simultdneos si coinciden a la vez'®!". En el caso espe-
cial de los sTP pulmonares necesitamos criterios adicionales como son que la
lesién sea tinica y con histologia no idéntica al p1°.

Por tanto, un sTP serfa una o varias lesiones distintas del pt desde el punto
de vista espacial y temporal, aunque en este tltimo aspecto pueden coinci-

dir.

2.1.2 Incidencia

La incidencia de sTP representa el 5-36% de los pacientes diagnosticados de
CECC8,10,11,12

En nuestro medio se diagnostican en torno a 4-6/afio, representando el
10-24 % de los diagndsticos oncoldgicos nuevos, observando cierta tenden-
cia a aumentar ese porcentaje. Por otro lado, la mayoria de los stp se diag-
nostican en los tres primeros afnos de seguimiento del pT, si bien s6lo el 13%
lo hacen en el primer trimestre, acumuldndose el resto entre el segundo se-
mestre y los afos siguientes'?.

La mayoria de los estudios demuestran mayor incidencia de los sTP me-
tacrénicos', con un 8%?", siendo su riesgo anual del 3-7%'"'4",
que los sincrénicos oscilan entre 0,8-18% y suelen estar asociados con un
pT de laringe'®". El riesgo anual de aparicién del tumor metacrénico se
mantiene constante durante todo el periodo, siendo los pacientes con esta-
dios iniciales los mds susceptibles de desarrollarlo, debido quizds a su mayor
supervivencia'®'®.

mientras

La incidencia de las RT es del 16-32 %, si bien en algunos estudios realiza-
dos en cecc con estadios avanzados esa cifra supera el 50%'®". La frecuencia
de recidivas tumorales se sitGa en torno al 2- 7,2%, sobre todo en el primer
afo (64%), reduciéndose de forma progresiva en el segundo afio y sélo de
forma ocasional a posteriori. En nuestro medio se detectan en torno a 7-10
RT/ afo, representando el 13-39% de los diagnésticos oncoldgicos nuevos,
con cierta tendencia a disminuir en los tltimos anos®.
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Definicién del problema

2.1.3 Etiologia

La conjuncién de factores genéticos y ambientales son los causantes del cecc.
Los factores de riesgo ambientales o extrinsecos asociados al desarrollo de stp
son similares a los del pT, destacando el consumo de tabaco y alcohol, la esca-
sa higiene bucal, asi como la extensién y el tratamiento del pT?"*%. Respecto
al papel del tabaco se ha demostrado que, su consumo previo al diagnéstico
del pr, es el factor de riesgo mds importante para desarrollar un stp*. Sin
embargo, los estudios que han abordado el abandono del tabaco y el riesgo
de stp después del tratamiento del T son contradictorios, sin que, para al-
gunos autores, el riesgo se vea reducido®, aunque otros s lo constatan®. No
obstante, hay mayor incidencia de stp en fumadores que en exfumadores®.
En esta linea podemos concluir que dejar de fumar a consecuencia del diag-
néstico de un P en cabeza y cuello es beneficioso al reducir el riesgo de un
STP, mientras que seguir fumando eleva el riego tres veces mds™.

El consumo de alcohol previo a la aparicién del pr es también un factor
que incrementa el riesgo de aparicién de un sTP en la vas hasta tres veces?.

Otros factores implicados en el cecc como el reflujo faringolaringeo, veu
y diversos quimicos no tienen rasgos diferentes cuando se desarrolla un stp.

Ademds de los carcindgenos externos, hay algunos factores genéticos in-
trinsecos que pueden influir en el riesgo de desarrollar un stp. Estos factores
podrian ser relevantes en la aparicién del sTp en pacientes no fumadores y
no bebedores®. En el 16% de esta poblacién compuesta mayoritariamente
por mujeres de edad avanzada y Pt localizados en cavidad oral, se observa la
aparicién de un stp**?. Los factores genéticos podrian relacionarse con las
vias de detoxificacion y la susceptibilidad a sustancias mutagénicas*"3*?"3233,
Igualmente, se ha observado que la aparicién del sTp estd relacionada de for-
ma significativa con los polimorfismos en los genes Gs771 (glutation S trans-
ferasa theta 1), 7nrB (factor de necrosis tumoral beta)?>34,

Se ha comprobado que los pacientes con cecc, que desarrollan un stp,
tienen tendencia a poseer ciertos alelos del antigeno de leucocitos humanos
(HLA), con menor nimero de algunos alotipos de inmunoglobulinas. Estos
hechos sugieren cierta influencia genética en el desarrollo de los sTp®.
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Los pacientes de mayor edad o que presenten un PT en estadio avanzado
desarrollan menos stp, teniendo mds riesgo los sujetos jévenes con estadios
precoces de su PT. Este hecho podria deberse a que los pacientes ancianos
tienen menor supervivencia global y, por tanto, menos tiempo para
desarrollar el sTp'**, aunque no todos los autores estdn de acuerdo con estas

observaciones'’?’.

No estd demostrado que el tratamiento del PT con radioterapia radical o
complementaria a la cirugfa se asocie a mayor incidencia de sTP por un posi-
ble efecto carcinogénico'®*. Por el contrario, el tratamiento con radioterapia
en los cecc localizados se asocia a una reduccién significativa de stp, sobre
todo en los 1 de faringe, sugiriendo un potencial efecto terapéutico de la
radioterapia al erradicar focos ocultos de sTp*. Sin embargo, se ha visto que
los tumores metacrénicos desarrollados en dreas previamente radiadas tienen
peor prondstico''.

En el caso de las rT el consumo de tabaco y el alcohol tras el tratamien-
to inicial del T se asocia de forma significativa con su alto riesgo. Otros
factores como la diferenciacién histolégica del tejido tumoral, los cambios
genéticos en determinadas regiones cromosémicas y la expresién de ciertas
proteinas (metaloproteasas, factores de crecimiento) han sido frecuentemen-
te implicados en su desarrollo®. El tamafio del pt y su grado histopatolégico
se han relacionado también con la aparicién de RT precoces; mientras que la
expresion de los genes ccnpl y 7nF BI D5 parecen hacerlo con las RT tardias
pasados cinco afios*. La localizacién supraglética del pr y la presencia de
metdstasis ganglionares son factores de riesgo en la aparicién de la rT*'. Sin
embargo, la utilizacién de radioterapia en el PT no se asocia con el incremen-
to de Rt ni influye en la supervivencia global®.

2.1.4 Sexo

Al igual que sucede con la mayoria de los cecc, los sTP son mds frecuentes en
varones, aunque también se han visto en mujeres como ocurre en el Sindro-
me de Lynch. Algo similar ocurre con las RT#"44,
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Definicién del problema

2.1.5 Cronologia

No hay una edad bien definida para el desarrollo de los sTP, como se ha visto
en las distintas localizaciones del cecc. Los stp suelen aparecer unos tres
afnos después del diagnéstico del pT, aunque los de origen pulmonar son mds
precoces (30 meses) que los de cabeza y cuello (47 meses)'®. Los pacientes
mds jévenes y con mayor supervivencia después haber padecido un cecc tie-

nen mayor riesgo de desarrollarlos'®*.

La mayoria de las RT se suelen diagnosticar en el primer afo de seguimien-
to, sobre todo en el primer semestre. El tiempo medio de aparicion de la rT
en los tumores faringeos estd en torno a los 11 meses, mientras en el caso de
los tumores de laringe ese intervalo se amplia a los 15 meses®. Los tumores
que recidivan antes de ese periodo de tiempo, después del tratamiento ini-
cial, suelen tener peor prondstico*®.

Aunque parece existir relacién entre la edad de diagnéstico de la RT y el
prondstico, los estudios recopilados muestran resultados contradictorios®?.

2.1.6 Histopatologia

La mayoria de los sTp son carcinomas epidermoides o escamosos y sélo en
el 10% se trata de adenocarcinomas. El tipo histolégico influye en la super-
vivencia, siendo mayor en los pacientes con tumores escamosos que en las
otras estirpes histopatolégicas (33% versus 20% a los tres afos)'®. Se ha visto
cierta influencia del grado histoldgico de pT en el desarrollo posterior de stp,
observando mayor riesgo en los pacientes con cecc bien o moderadamente
diferenciados’.

Las RT como vimos anteriormente al revisar el concepto, deberian com-
partir la estirpe histoldgica con el p17.

2.1.7 Localizacion

Los st se localizan con mayor frecuencia en la regién de cabeza y cuello (35-
50%), pulmén (25-32%) y eséfago (9%), mientras que el 9-31% restante lo
hace en otras zonas distintas (Figura 1)"%. La localizacién del pT condiciona
la frecuencia y el asiento del stp, con tendencia a establecer determinadas
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asociaciones. Asi, la localizacién del pT que mds se asocia con el desarrollo
de un stp es la laringe supraglética, seguida por la cavidad oral y la larin-
ge glética”*%. Los sTp sincrénicos suelen localizarse en zonas anatémicas
préximas al pT, mientras los sTP metacrénicos tienden a estar més dispersos,
en el eje respiratorio (laringe-pulmén) y digestivo (faringe-eséfago). Estas
asociaciones sugieren promotores comunes, estando los tumores de la via res-
piratoria més relacionados con la exposicién al tabaco, y los de la via digesti-
va, incluyendo laringe supraglética, con la asociacién de tabaco y alcohol”*°,
El riesgo relativo de un stp pulmonar en los cinceres de laringe supraglética
es mds del doble que en la laringe glética, siendo esta relacién adn superior si
el tumor pulmonar era de tipo indiferenciado®°.

1001 B Cabeza y cuello
90 @ Pulmén
H Esoéfago

80

@ Vejiga urinaria
704 Jig

M Otras localizaciones

601

50

40

30

20

Figura 1. Localizaciones mas frecuentes de los stp.

En relacién a las rt, son los tumores localizados en oro e hipofaringe los
que presentan el porcentaje mds alto®®**. En algunos estudios predomina-
ban las recidivas locorregionales (50%)?, si bien en otros eran las recidivas
locales (20-30%), siendo menor el porcentaje de recidivas locorregionales
(10-15%)°". La recidiva local se observa mds en tumores gldticos, rinofarin-
ge y cavidad oral®®#%. La recidiva locorregional predomina en orofaringe,
hipofaringe y supraglotis, sobre todo con ganglios afectados, mientras que la

estomal lo hace en tumores gléticos? %
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Definicién del problema

2.1.8 Estadificacion

El stp se clasifica igual que el pT de la zona en la que asienta, pero en la ca-
tegoria T debe figurar en subindice y entre paréntesis «<m» o bien el nimero
de tumor que ocupa T2(m) o 12(2). Al final para describir toda la patologia
neopldsica del paciente habria que poner el TNM de todas sus localizaciones
tumorales. En el caso de érganos distintos, légicamente se utilizara la estadi-
ficacién especifica®. Los sTP tienden a presentarse en estadios mds avanzados
que los PT que los precedieron, pues en estos PT predominan los estadios
precoces™ 141,

Al contrario, en el caso de las RT los PT suelen diagnosticarse en estadios
avanzados. Este estadio del pT guarda relacién con la supervivencia después
de la rt, pero el estadio de la RT no, como se ha visto en tumores de la cavi-
dad oral®, si bien en este punto también existe discrepancia®.

2.1.9 Diagnéstico

La busqueda del stp debe formar parte del protocolo de estudio y valora-
cién del cecc. Este control debe realizarse durante el seguimiento, pues son
mds frecuentes los tumores metacrénicos que los sincrénicos y simultdneos.
Ademds, en estos ultimos, el pT suele ser responsable de la mayoria de los
sintomas®. Los sTP metacrénicos aparecen tres anos después del diagndstico
del pT, siendo los originados en cabeza y cuello, como ya hemos senalado,
mis tardios que los pulmonares'®. En la historia clinica se deben constatar
sintomas como pérdida de peso, disfagia, disfonia, dolor y hemoptisis, ade-
mds de otros intestinales y/o urinarios, que deben interrogarse tanto duran-
te la primera visita como en el seguimiento”. La exploracién completa de
toda la vas, incluyendo estudios de imagen (Tac, RNM, radiografias de torax)
y endoscopia digestiva, nos llevard al diagnéstico del segundo tumor'®'7%,
aunque su resolucidn puede verse limitada por las alteraciones anatémicas, el
edema y la fibrosis consecuente del tratamiento previo. En los tumores trata-
dos con protocolos de quimio-radioterapia los cambios tisulares secundarios
al tratamiento recibido podrian confundirse con una persistencia o RT. Se ha
objetivado que los estudios de imagen en el seguimiento de estos pacientes
son menos efectivos para detectar la RT que los realizados a los pacientes con
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un primer control post tratamiento inmediato®. Sin embargo, los cambios
tisulares post quimio-radioterapia también progresan a lo largo del segui-
miento y en ocasiones no resulta tan sencillo descartar la existencia de RT*.

En el caso de las rr, pese al empleo de las técnicas descritas anteriormente
en el seguimiento, se observé que éstas no eran eficaces para su diagnostico

precoz’” %%,

La endoscopia en sus diversas modalidades debe realizarse de forma sis-
temdtica, no sélo para el diagndstico del stp, sino también para su estadi-
ficacién. No obstante, el empleo rutinario del faringoesofagograma y de la
panendoscopia durante el seguimiento de pacientes con cecc obtiene bajo
rendimiento en la relaciéon coste/beneficio™. Asi, la endoscopia y la radiolo-
gia suelen subestimar en un 50% la verdadera extensién de la lesién®.

El estudio de la citologia esofdgica mediante cepillado durante la esofagos-
copia parece util en la deteccién precoz del cdncer de eséfago, pero no en la
localizacién de otros sTP mis frecuentes®.

La laringoscopia directa con toma de biopsia en pacientes con un PT tra-
tado con quimio-radioterapia tiene una alta tasa de falsos negativos para des-

96162 Esto se debe a errores en la toma de la muestra, al tener

cartar una RT’
las RT un patrén de crecimiento distinto al de los cEcc que aparecen de novo.
Las Rt surgen en multiples focos dispersos en diferentes regiones, incluso

bajo una mucosa aparentemente normal, estando ocultas a la endoscopia®.

El valor de la ecografia y de la «eco-doppler» en el diagnéstico y segui-
miento de los pacientes con CEcC tiene muchas limitaciones, como son las
lesiones superficiales de glotis y nasofaringe, ademds de zonas edematosas,
distorsionadas por el tratamiento inicial del pr'.

Las radiografias de térax se realizan habitualmente cada 6-12 meses, du-
rante el seguimiento del paciente, no sélo para diagnosticar el sTp, sino tam-
bién las MD, aunque son poco ttiles en el diagnéstico precoz'>'”%. Las bron-
coscopias periddicas tampoco han demostrado beneficios importantes en el
seguimiento de los pacientes con CEcC.

Los procedimientos endoscépicos de autofluorescencia constituyen, con

experiencia, una herramienta ttil en el diagndstico precoz®.
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La r\M de difusién parece obtener resultados prometedores en la deteccién
de Rrr, sobre todo en los pacientes sometidos a quimio-radioterapia®.

Es importante para el seguimiento el disefio de protocolos especificos
para el diagndstico del stp. Asi, los pacientes diagnosticados de un pT en
laringe, especialmente los que persisten en el tabaco, tienen riesgo elevado
de desarrollar un stp pulmonar y precisarian endoscopias y técnicas de
imagen para descartar patologia toricica; mientras que los pacientes con pT
localizados en la cavidad oral-faringe necesitarian sobre todo endoscopias
digestivas, con el fin de detectar el sTP en su fase precoz. Se recomienda
realizar una revisién anual, pasados los cinco afos, que incluya una
exploracién otorrinolaringolégica completa y una radiografia de térax, sobre
todo en los pacientes que contintian fumando®.

En el caso de las RT que surgen casi siempre en los PT en estadio avanzado,
hay que tener en cuenta que la deteccién precoz de la recidiva no mejora la
supervivencia, que si estarfa condicionada por el tratamiento del pt. Se ha
puesto en entredicho la efectividad de los métodos clinicos habituales en el
diagndstico de las R, especialmente cuando éstas son tardfas®. Serfa mds atil
hacer el diagnéstico precoz del PT o tratar de forma radical los cEcc con esta-
dio avanzado®. La supervivencia después de una Rt podria atribuirse al tipo
de recidiva, ausencia de morbilidad y alternativas terapéuticas, en vez de a la
deteccién precoz durante el seguimiento®.

La PET ha obtenido resultados satisfactorios en el diagndstico de Rt en el
CECC, pero no parece Util en el diagndstico de los stp®. Hay quien sugiere
que ante la sospecha clinica de RT se debe realizar una PET como primer paso
diagnéstico, no siendo necesario biopsia en caso de negatividad de dicha
prueba®. Asi, se han propuesto como alternativas en el seguimiento clinico
la realizacién de PET 18 F fluoro-desoxiglucosa (FDG) y la determinacién se-
riada de algunos marcadores tumorales, especialmente en los primeros meses,
donde el riesgo de recidiva es mayor y es factible el diagndstico precoz”” .

La metilacién de determinados genes en saliva de pacientes con cecc ha
permitido la deteccién precoz de la RT, como se ha demostrado recientemen-
te. Esta técnica se muestra superior a la PET, si bien su eficacia se reduce al
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no haberse identificado una alteracién génica comun para todos los cecc.
La metilacién se observa en todas las fases de la progresién tumoral, incluso
afos antes de la aparicién de la RT”.

El diagndstico precoz y el seguimiento exhaustivo han sido sefialados
como cruciales para mejorar la supervivencia, pero el nimero de revisiones
y su periodicidad no determinan el diagndstico precoz de la R, aunque si

suponen un importante coste econémico®¢*7!,

Podemos concluir este apartado diciendo que no existe un protocolo efi-
caz para hacer el diagndstico precoz de los sTp y RT en los pacientes con
cecc. Ademds, un buen nimero de sTp se diagnostican pasados los 5 afios
del diagnéstico del pr, por lo que deberia recomendarse un seguimiento mi-
nimo de 10 anos, sobre todo en los pacientes de alto riesgo que persisten con
los hébitos de alcohol y tabaco'®. Se debe destacar la importancia del primer
afo de seguimiento, debido a que en ese periodo ocurren ademds la mayoria
de las RT y MD'.

La asociacion entre sTP y RT es un hecho relativamente frecuente, radi-
cando la confusién principal en los sTC que surgen en la misma zona del pr.
Muchos de esos stTC se etiquetan de RT aunque no son verdaderas recidivas,
pues aunque presenten caracteristicas comunes no son genéticamente idén-
ticos al 1772

2.1.10 Tratamiento

En este apartado se exponen de forma general los aspectos que condicionan
la actitud terapéutica en los stp y RT. Esta actitud suele ser quirdrgica, valo-
rando la quimio y/o radioterapia complementaria segin el tratamiento pre-
vio recibido para su pT. La cirugfa obtiene los mejores resultados, tanto en el
tratamiento del PT como del sTP, pero en estos tltimos son peores a igualdad
de histopatologia y estadio’**".

Es frecuente que el tratamiento del p limite el uso de la cirugfa o de la ra-
dioterapia de un st localizado en la misma zona. En esos casos podria tener
interés la terapia fotodindmica y la radioinmunoterapia, pero necesitan mds
estudios que corroboren sus resultados”. En el caso concreto de la terapia
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fotodindmica se consiguen 85% de curaciones en STP en estadio 1, pero éstas
se reducen al 38% en estadios 11/111. Aporta como ventajas que puede ser
utilizada en multiples sesiones y no compromete futuras cirugias ni la radio-
terapia posterior’*. Ademds, actiia inicamente sobre el drea iluminada y no
dana el coldgeno subepitelial ni la elastina, por lo que preserva los elementos
no celulares de sostén, base de la regeneracion tisular”.

En las rt se suele indicar como tratamiento curativo la cirugfa de rescate
y la posterior reconstruccién funcional, si bien la indicacién dependerd del
tipo de recidiva, localizacién y estado general del paciente®*7"7¢7778 Aun-
que la cirugfa es técnicamente posible en la mayoria de las R diagnosticadas
en estadio avanzado, la realidad es que dicho tratamiento no suele aportar
muchos beneficios desde el punto de vista paliativo y de supervivencia. Se
considera que los mejores candidatos para la cirugfa de rescate agresiva en las
RT son los pacientes no fumadores y con estadios T1 y T27°. Hay que tener
en cuenta que es una cirugfa no exenta de riesgo al incrementar el tiempo
quirdrgico en pacientes con mal estado general. Ademis, tiene un alto coste
econémico asociado a la morbilidad postoperatoria, al crear una segunda he-
rida quirtrgica en la zona donante del colgajo, precisando mayor vigilancia
postoperatoria”®.

En las rr de cavidad oral y orofaringe la supervivencia con la cirugia de
rescate es superior a la obtenida con quimio-radioterapia®**!, siendo consi-
derada en esta localizacién el tratamiento de eleccién, especialmente cuando
el tratamiento del T ya incluyé radioterapia®®?. Es necesario precisar que
tras la radioterapia radical avanzada se reducen mucho los candidatos a ci-
rugia de rescate, por lo que es necesario extremar el diagndstico precoz e
indicarla en un primer momento, cuando la RT es pequena.

El ldser puede ser empleado en las RT o persistencias del cdncer glético
después de la radioterapia con buenos resultados oncoldgicos y funciona-
les, pero menos complicaciones que la cirugfa abierta, reservando la larin-
guectomia total para sus fracasos’”’. Se describe que en el 40% de casos es
necesaria mds de una cirugia ldser®, pero atn asi las tasas de control local
son elevadas””*#. Hay que resaltar en la cirugfa ldser la importancia de las
biopsias intraoperatorias, que han de ser utilizadas de forma rutinaria para
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confirmar todos los mdrgenes quirtrgicos. Después de esta cirugia son nece-
sarias las revisiones periddicas mediante nasofibroscopia y pruebas de imagen
para detectar precozmente las RT, pudiendo volver a emplear el ldser para el
tratamiento de las RT.

La laringuectomia total realizada en Rr tras radioterapia o cirugfa
parcial tiene resultados aceptables, tanto en tumores gléticos como en
supragléticos”7¢78. Es posible realizar una cirugfa parcial en las rr laringeas
post radioterapia habiéndose descritos buenos resultados oncoldgicos y fun-
cionales, tanto con la laringuectomia supracricoidea como con la laringuec-
tomia vertical y horizontal supraglética®¥.

La cirugia de rescate en el caso de RT de tumores faringeos tras quimio-
radioterapia tiene muy malos resultados en cuanto a supervivencia y calidad
de vida, siendo muchos autores los que la desaconsejan’"®.

Se preconiza realizar vaciamientos cervicales en los pacientes con evidencia
clinica o citolégica de enfermedad metastésica en los ganglios regionales. Sin
embargo, no estd bien definido el tratamiento del cuello en los pacientes sub-
sidiarios de cirugfa de rescate por su RT, pero clinicamente NO¥. Para algunos
autores la realizacién del vaciamiento estarfa condicionada por el estadio T de
la RT y la extensién supraglética, subglética o extralaringea de la lesién.

Por tanto, en las RT avanzadas, con escasa supervivencia, se preconiza el
uso de la quimio-radioterapia, reirradiacién postcirugia de rescate, quimio-
terapia y terapia biol6égica’ . El empleo de esta terapia trimodal (cirugfa de
rescate, quimioterapia y reirradiacién) ha sido propuesta en RT y STP con una
supervivencia global del 22%, mejorando el control local y las metistasis,
pero limitando su uso a ensayos clinicos por sus efectos secundarios (17%),
entre los que se incluyen la rotura de carétida (4%) . Otros autores obser-
van mayor radiotoxicidad con la reirradiacién, pero sin que ésta modifique
sustancialmente la calidad de vida’'. La reirradiacién empleando radioterapia
convencional logra unos porcentajes del 25-60% en el control de la recidiva
locorregional, asi como una supervivencia del 15 al 93%. La causa de estas
diferencias entre los distintos estudios publicados se debe a la seleccién del
paciente, la histopatologia, el empleo de cirugia y/o quimioterapia asociada
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a la reirradiacién, asi como las distintas técnicas de irradiacién empleadas.
En este sentido, el empleo de la radioterapia de intensidad modulada se ha
relacionado con las mayores tasas de supervivencia’*>%.

La quimioterapia con 5 fluorouracilo y cisplatino, aunque no se asocia
con curacién de la enfermedad a largo plazo, podria ser utilizada con fines
paliativos. Las respuestas ocurren en un tercio de los pacientes, pero son par-
ciales y de corta duracién. Entre el 30-60% de pacientes tratados con qui-
mioterapia paliativa responden al tratamiento con una supervivencia media
de 6 2 9 meses™®.

Los aspectos preventivos con retinoides sintéticos y andlogos de la vita-
mina A también han sido estudiados, sobre todo en lo que respecta a los stp
de las vas, siendo su eficacia puesta en entredicho. Lo cierto es que parecen
frenar la evolucién de las lesiones preinvasivas que surgen en el «campo de
cancerizacién», pero deben ser empleados de forma continua a dosis muy
altas, con multiples efectos secundarios. Su mecanismo de accién se explica
al actuar sobre la expresion de genes reguladores del crecimiento y diferencia-
cién celular, sobre todo en etapas precoces de la carcinogénesis™.

Los inhibidores de la ciclooxigenasa 2 (cox-2) podrian tener también un
papel destacado en la quimioprevencién. Este enzima parece contribuir a la
progresion del cdncer mediante los productos de su accién catalitica, esti-
mulando la proliferacién y angiogénesis, modulando la respuesta inmune e
inhibiendo la apoptosis. Ademis, la inhibicién de la sobreexpresién de cox-2
podria ser uno de los mecanismos por el que los retinoides inhiben la progre-
sién de la displasia”. Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha no
han confirmado las expectativas iniciales?®.

Otro grupo de firmacos con interés en la quimioprevencién son los an-
tioxidantes como la N-acetil cisteina o el lycopene, pero sélo han demos-
trando su efectividad en el tratamiento de displasias orales”. El empleo del
adenovirus oNyx- 015 en forma de enjuagues bucales en lesiones premalig-
nas orales ha obtenido resultados prometedores, si bien este estudio se halla
en fase de ensayo clinico'®. Los polifenoles del té verde inducen la apoptosis
en muchas lineas celulares tumorales, incluyendo las derivadas de cdncer de
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cavidad oral, aunque ain no se han iniciado estudios controlados sobre su
empleo en la prevencién del cdncer'®'. Al igual sucede con los potenciales
efectos anticanceringenos de las frambuesas negras que parecen inhibir la
aparicién de neoplasias en la cavidad oral'®.

2.1.11 Prondstico

En general, el prondstico de los stp es mejor que el de las rRT y MD?*!1%,

Los pacientes con STP sincrénicos, PT en estadios avanzados y sTP no loca-
lizados en cabeza y cuello suelen tener peor pronéstico”'*. En la regién de
cabeza y cuello el tratamiento quirtrgico suele ser posible y el prondstico es
menos sombrio que cuando se localizan en pulmén o es6fago'>***.

Los sTP se presentan en general en estadios mds avanzados que los pT, sin
embargo en los tumores simultdneos, la mayoria de los sintomas se deben al
rT, teniendo los sincrénicos peor prondstico que los metacrénicos (Figura
2)'*22, En la actualidad podemos considerar que los sTp son la principal cau-
sa de mortalidad en los pacientes con CEcc en estadios iniciales'®>4.

Respecto al sexo, las mujeres tienen un prondstico mds favorable que los
varones>>1%,

El impacto en la supervivencia del sTp es peor que el del pT en la misma
localizacién, sobre todo en laringe glética y orofaringe (amigdala), pero es
similar en cavidad oral (lengua) e hipofaringe'®. Esta distinta supervivencia
para la misma localizacién depende del tipo de tratamiento recibido en el pT,
del estadio del sTp y del estado general del paciente, este Gltimo determinado
por las anteriores circunstancias'®. Es posible que la radioterapia influya ne-
gativamente en la supervivencia, pues con ella los diagnésticos del sTp suelen
ser mds tardios, ademds de aumentar la morbimortalidad de la cirugfa'”. No
obstante, también podria tener un efecto beneficioso al eliminar de forma
precoz tumores simultdneos o sincrénicos. Por tanto, es muy dificil estable-
cer esta relacién de forma directa, estando condicionada por otros factores.
Los pacientes con sTP en la vas presentan una supervivencia global a los 5
anos del 36%, aumentando al 58% si el tumor se desarrolla en cabeza y cue-
llo y reduciéndose si lo hace en pulmén (12%) y eséfago (6%) (Figura 2)*.
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Figura 2. Supervivencia de los stp segun el tiempo y el lugar de asiento. Los tumores locali-
zados en pulmon y eséfago tienen menor supervivencia (modificado de Leon X#?).

Las rt suelen ser la principal causa mortalidad en los primeros afios del
seguimiento del paciente diagnosticado de cecc, sobre todo tumores de es-
tadio avanzado, mientras que los sTP lo son a largo plazo y en estadios pre-

coces”.

La mayoria de las Rt tienen lugar en el primer afio de seguimiento, siendo
la supervivencia media, en caso de mala evolucién, de 6 meses®. La supervi-
vencia oscila entre el 22-44%%71921% sj bien suelen referirse a localizaciones
como la cavidad oral, o son casos tratados de forma radical con radio-qui-
mioterapia o reirradiacién, excluyendo el tratamiento paliativo®.

Los pacientes intervenidos de un CECC que no muestran signos de RT en el
primer afio de seguimiento tienen un prondstico favorable®. Esto se debe a
que un tumor biolégicamente agresivo tendria un periodo de latencia corto
hasta la recidiva y un prondstico desfavorable®. La RT se desarrollaria desde
células tumorales residuales localizadas en el tejido fibrético cicatricial post
cirugfa o radioterapia'®. La localizacién del pr influye en la deteccién pre-
coz de las RT, como se ha visto en carcinomas de orofaringe y cavidad oral.
El pronéstico tras el diagnéstico de una RT es mejor en pacientes con mds
de 60 anos, pues la inestabilidad genética de los pacientes condicionaria su
peor evolucién®'. Sin embargo, el género no parece ser un factor pronéstico
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en las RT del cdncer orofaringeo'”, aunque otros autores obtienen resultados
discrepantes™'!°.

Las Rt en la nasofaringe tienen mejor prondstico si se comparan con otros

tumores faringeos y otras localizaciones de la cabeza y cuello'.

Otros factores prondsticos relacionados con la supervivencia en los stp y
RT, especialmente en el cincer de laringe, serfan: persistencia del tabaco tras
el tratamiento del pT, estadio TNM, histopatologia, cifra baja de hemoglobina
previa al tratamiento, diabetes mellitus, Karnosfsky <80, dosis de radiote-

rapia < a 2 Gy/dia o total < a 65 Gy y tratamientos prolongados mds de 50
d]’.as41,112,113‘
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Estado actual

3.1 Modelos de progresién

El término «campo de cancerizacién» se utiliz6 por primera vez por
Slaughter' en el cdncer de la cavidad oral. Se referia a los cambios encon-
trados en el epitelio «normal» que rodeaba esos tumores. Este autor observé
cambios histolégicos multicéntricos en el 11% de los casos, sugiriendo que
eran debidos a la exposicién de la mucosa de las vas a carcindgenos similares,
con mayor susceptibilidad a desarrollar multiples focos de transformacién
maligna'"®. El ejemplo clésico seria el desarrollo de multiples tumores, indu-
cidos por el tabaco, en distintos 6rganos a nivel de la vas, pulmén y eséfago.
Asi se producirfan multiples transformaciones genéticas en toda la mucosa
que originarfan tumores no relacionados genéticamente.

Aunque concretd la definicién de «campo de cancerizacién», planteé algu-
nas cuestiones dentro de ese concepto de transformacion en la mucosa que
podrian explicar el desarrollo de RT y sTP después de la cirugia. Esta teoria
fue ampliamente aceptada y constituyé la base de los ensayos de quimiopre-
vencién en pacientes con lesiones premalignas y cecc'®.

Otra teoria sobre el origen de los sTp establece que la transformacién es
excepcional, sugiriendo que los sTP se deben a la «diseminacién» de células
transformadas/mutadas a través de la vas. Hay dos tipos de diseminacién
aceptados: 1) La de células tumorales a través de saliva (micrometdstasis). 2)
La intraepitelial de un clon de células madre inicialmente mutadas.

Este concepto de metdstasis «local» es diferente al que se conoce en el cecc.
Habitualmente las células metastdsicas migran a través del sistema linfitico
o de la sangre para colonizar ganglios linféticos y 6rganos distales (pulmoén,
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higado), pero esa ruta no llevaria a las células tumorales a la superficie mucosa
que recubre la vas'®!"711819 Egta dltima teorfa podria explicar la aparicién
de sTP en pacientes sin hdbitos toxicos®.

En la figura 3 presentamos en esquema las dos teorias y las posibilidades
de migracién local de las células tumorales.

Migracién intraepitelial de células madre

Figura 3. Esquema de las teorias de campo de cancerizacién (modificado de van Oijen
MG™9).

Finalmente nos referiremos al dltimo modelo de progresién propuesto
hasta la fecha, denominado modelo «parche-campo-carcinoma» («the patch-
freld-carcinoma model»). Se basa en los cambios genéticos ocurridos en el
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«campo de cancerizacién» de los pacientes con CEcc y su relacién con las RT
y sTP. En una fase inicial, una célula madre o «stem cell> de la zona suprabasal
del epitelio adquiere uno o mds cambios genéticos, probablemente una mu-
tacién en el gen P53. Se estima que la transformacién de una célula normal a
célula maligna necesita al menos cinco alteraciones génicas y, por tanto, sélo
las células que permanezcan mucho tiempo en el epitelio pueden acumular
este nimero de alteraciones'?*'*". De esta célula transformada se origina el
grupo/parche de células («parch»), formado por la célula madre y sus células
hijas, con un tamafio aproximado de 200 células de didmetro, que compar-
ten la misma carga genética. Al acumularse los cambios genéticos, la célula
madre se escapa del mecanismo de control del crecimiento celular y adquiere
una ventaja de crecimiento, expandiéndose las células del «parch» hacia los
lados con lo que se origina un campo («freld»). Asi, dreas extensas de epite-
lio normal son remplazadas por poblaciones celulares de origen monoclonal
que comparten las mismas alteraciones genéticas. La divergencia clonal, la
seleccién y la expansion son procesos cruciales durante el desarrollo del cam-
po. Se sabe que los campos en expansién estdn caracterizados por la LoH
en 3pl2- 24, 8p22- 23, 9p21 (r16), 17p13 (253) y 8ql2. Los «campos de
cancerizacién» son una amenaza constante para el paciente, debido a que la
seleccién clonal conduce al desarrollo de un clon maligno dentro del campo
con caracteristicas de invasividad y potencial metastésico'*. La amplificacién
de la ciclina p1 (ccnpl) localizada en 11q13 también interviene en la selec-
cién de este clon maligno'®.

Este modelo tiene importancia clinica debido a que los campos suelen
persistir después del tratamiento quirdrgico del pT, desarrollando nuevos tu-
mores denominados segundos tumores de campo (STC) 0 «second field tumor»
(sFT). Los sTC son una entidad peculiar que no deben considerarse recidivas
o str (Figura 4)'*. El modelo «parche-campo-carcinoma» se ajusta y explica
el fendmeno de la multicentricidad en cabeza y cuello, pero no es convincen-
te para explicar el desarrollo de sTP en otras dreas anatémicas como pulmén,

colon y vejiga'".
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Figura 4. Campo de cancerizacion. Progresion espacio/temporal y principales cambios ge-
néticos (modificado de Almadori G''®).

3.2 Genética y multicentricidad

3.2.1 Progresion genética

En los tltimos afios se abordé el estudio de la base molecular en el desarrollo
del cdncer y se han propuesto modelos de progresién genética para varios
tipos de tumores, incluyendo el cecc!''#1% Se establecié que el acimulo
de alteraciones génicas es la base de la progresién desde la célula normal a
la célula cancerigena. Esto es lo que se conoce como proceso de «multistep
carcinogenesis».
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Figura 5. Progresioén clinico-patolégica y molecular del cancer oral (modificado de Foras-
tiere A'%),

El primer modelo genético propuesto en el cecc lo presenté Califano'"”.
La pérdida de la regién cromosémica 9p21, que contiene el gen P16, es el pri-
mero de los cambios observados, asi como el més habitual y reproducible’®.
La LoH junto con la hipermetilacién de promotores en ese locus provoca la
inactivacién de P16, gen supresor de la quinasa dependiente de la ciclina (cpx).
Esta alteracién ocurre antes de la aparicion de la atipia histoldgica y puede
encontrarse en la mucosa hiperplésica, poniendo de relieve la limitacién de la
histologia cldsica en el diagndstico precoz. La LoH en 3p es otra alteracién tem-
prana en el desarrollo del cecc. Se han descubierto tres regiones distintas en
la deleccién 3p, cada una con un potencial gen supresor atin no descrito'*. La
LOH en 17p13 con la mutacién/inactivacion del gen supresor de tumores 253
tiene lugar en el 50% de los cecc, asocidndose la expresién proteica del gen
con la progresién de displasia a cincer (Figura 5)'%.
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Se ha demostrado también que las alteraciones génicas en 4q, 6p, 8p, 11q,
13q y 14q podrian actuar como marcadores de progresién a malignidad. La
amplificacién y sobreexpresién del gen ccvpl (11q13), que activa el ciclo
celular es, por el contrario, un acontecimiento tardio. Este cambio se observa
en el 40-60% de los cecc y se asocia con peor prondstico al implicar una
ventaja en el crecimiento e invasién de ciertos clones celulares®'?!.

Sin embargo, aunque todos estos datos han ido creando un modelo de
progresién que se muestra en la figura 5, este modelo estd incompleto y tiene
muchos puntos oscuros. Asf, mientras algunas alteraciones génicas son bien
conocidas (P16, P53 y ccnpl), la mayoria de los genes implicados son atin
desconocidos. Ademds, este esquema no tiene en cuenta alteraciones génicas
bien establecidas, como la del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), sobreexpresado en muchos cecc, que ha sido utilizado con fines tera-

péuticos en otros tipos de tumores'*>'¥,

A nivel cromosémico se han descrito pérdidas en 9p, 3p y 17p, que se
corresponden con genes implicados en los primeros pasos del desarrollo de
los cecc, siendo marcadores precoces de la carcinogénesis. No obstante, las
pérdidas cromosdmicas en 13q, 18q y 8p parece que ocurren tardiamente y
podrian servir para establecer diferencias entre el campo y el tumor'"”. Las
alteraciones cromosémicas implicarfan una alteracién en la funcién de los
genes y se traducirfan en la expresion anormal de la proteina que codifican.
Una de las mds importantes, ampliamente estudiada, es la proteina »53. Su
expresion se relaciona con el aumento en el ndmero de RT precoces y STP en
el cecc'. Otra alteracién como la amplificacién del protooncogén de la
CCNDI se asocia a mayor incidencia de tumores metacrénicos'”.

El andlisis de microsatélites puede ser util para distinguir las MD de los
stP. Estudios con FIsH confirman la existencia de inestabilidad genémica en
la mucosa «sana» distante al tumor. Esa inestabilidad se incrementa en los
pacientes con sobreexpresién de 253 y se acompafa de una monosomia se-
lectiva del cromosoma 17, donde se localiza r53. De forma conjunta estos
dos biomarcadores podrian representar un cambio precoz en el proceso de
campo de cancerizacién'®.
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Por otro lado, los andlisis con LoH y cGH han permitido identificar dreas
cromosémicas implicadas en el proceso de carcinogénesis, de las que adn se
desconocen muchos de los genes que las integran'?’.

Mediante cGH se ha evidenciado que el perfil genético de los cecc es una
compleja suma de pérdidas y ganancias de ADN en todo el genoma, incre-
mentando el ndmero de alteraciones desde lesiones preinvasivas a carcino-
mas con estadios T progresivos y metastdticos'*®. Asi, parece confirmarse la
teorfa del «acimulo de alteraciones génicas» en la progresién tumoral. Se
ha demostrado que los tumores con tendencia a metastatizar tienen mds al-
teraciones génicas que los que no presentan esa evolucién'”’. En el primer
grupo predominan las pérdidas de ADN, mientras que en el segundo lo hacen
las ganancias®. Este hecho apunta a que las delecciones son esenciales para
adquirir la capacidad metastdtica.

En el cromosoma 3, la deleccién de 3p ha sido detectada tanto en lesio-
nes premalignas como invasivas de cavidad oral, confirmando la afirmacién
de Califano de que dicha alteracién aparece precozmente en el desarrollo
del cecc'. Otra alteracion importante es la ganancia de 3q, como también
se ha visto en el cincer de cavidad oral. Se han demostrado ganancias en
3q26-28 asociadas con estadios superiores a T2 y con la capacidad invasiva
del cecc'. Los oncogenes implicados que se localizan en 3q26-28 son 7473
6 BCL-6 (proteina 14z 3 6 proteina 6 del linfoma B), rik3c4 (alfapolipétido
catalitico fosfoinosiotido 3 quinasa), telomerasa de ARN y 415. Los productos
de 415 parecen estar amplificados conjuntamente con Pik3c4 en los cecc',
estando su funcién relacionada con la renovacién de las células madre, capa-
citando su sobreexpresién para el crecimiento neopldsico'*. Las mutaciones
en 415 y P53 suelen darse juntas, sugiriendo una via de progresién tumoral
especifica que atin no ha sido confirmada por estudios genotipicos'®. La so-
breexpresion de rik3c4 se ha visto en la fase inicial del desarrollo tumoral en
el cecc. Asi, la ganancia en 3q26 se relaciona con el desarrollo de displasias
de alto grado y el prondstico del cecc en estadios iniciales'1#.

En el cromosoma 5 destacan las ganancias en 5p, siendo una alteracién
comun en los cecc, sugiriendo su interés en la progresién tumoral'®. La
deleccién de 5q, junto con la ganancia de 3q y las delecciones de 3p y 9q, se
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asocian a tumores bien diferenciados. A este nivel se han localizado los ge-
nes A7C (gen supresor de la poliposis adenomatosa colénica) y r483c (familia
RAS), este ultimo implicado en la via de transmisién de senales de prolifera-
cién y diferenciacién tisular'.

En el cromosoma 7 destaca la ganancia en 7p, hallazgo comin en los
cecc'? | estando asociada con los tumores NO, aunque hay discrepancia en
los estudios realizados acerca de su relacién con mal prondstico®'“%. En este
brazo cromosémico estdn localizados los genes £GFr, 16FBI (factor inhibidor
del crecimiento beta 1) e /682 (factor inhibidor del crecimiento beta 2)'#2.
La ganancia en 7q se ha demostrado en los tumores faringeos'®, observando
ganancias en las metdstasis con respecto al pT'**!'®. Este dato explicaria el
comportamiento agresivo y el mal pronéstico de estos tumores.

En el cromosoma 8 se ha visto que la deleccion 8p se asocia con tumores de
alto grado y pobre diferenciacién'?’. Sin embargo, la ganancia 8q serfa una obser-
vacion frecuente en el CEcc, encontrando a ese nivel los genes c-mvc (homdlogo
del oncogén de la mielocitomatosis viral), P7x2 (proteina tirosin quinasa 2) y Lyv
(«Yamaguchi sarcoma viral related oncogene homolog»)'*. La sobreexpresion de c-
myc conduce a la transformacién maligna'®’ y se asocia con baja supervivencia,
mientras que la sobreexpresién de P7x2 facilita el crecimiento'.

En el cromosoma 9 la pérdida de 9p acontece de forma precoz en la carci-

nogénesis y se asocia al paso de displasia a cecc’".

En el cromosoma 11 estdn descritas ganancias en 11q13, mientras que
las pérdidas se producen en 11q23'!. Las ganancias parecen representar una
fase inicial en el proceso de carcinogénesis en algunas localizaciones especifi-
cas como laringe y cavidad oral'®. La deleccién en 11q14 se relaciona con la
progresién metdstatica del tumor y la de 11923 con las recidivas'>.

3.2.2 Campo de cancerizacion

Los estudios genéticos también se han dirigido al estudio del «campo de can-
cerizacion», sobre todo en cavidad oral, para explicar el desarrollo de los stp.
Se comprobé mediante LoH de 253 que en el 36% de los casos habia altera-
ciones génicas en tejido «normal» adyacente al tumor, afectando la mayoria
de las veces a los margenes quirtrgicos (Figura 6). Estas alteraciones génicas,
que permiten el diagnéstico precoz molecular, son similares en el campo y
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en el tumor, indicando su origen clonal comtin'>. De esta manera, se es-
timé que el tamafio del campo de cancerizacién podia alcanzar mds de 7
cm de longitud. Los campos de cancerizacién tan amplios pueden presentar
alteraciones génicas similares, pero a nivel fenotipico se expresan como tu-
mor, tejido «sano» o lesiones leucoeritroplisicas, dependiendo de su grado de
progresion espacio/temporal. Este hecho también se apoya en que muchos
pacientes con cdncer oral presentan en el momento de su diagndstico dreas
leucoplésicas adyacentes al tumor, la mayoria con displasia moderada-severa,
apareciendo incluso en los lechos quirtrgicos de resecciones previas'”*. Desde
el punto de vista clinico s6lo es posible hacer el diagndstico precoz en las le-
siones leucopldsicas que ocurren tinicamente en el 0,1-0,2% de la poblacién,
presentando progresién a carcinoma invasivo el 2-3% por ano'>.

La leucoeritroplasia oral puede alcanzar un tamafio de més de 10 cm de
didmetro y es por tanto una manifestacién fenotipica del campo de cance-
rizacién’. En estas lesiones preinvasivas también se han visto las mismas
alteraciones génicas encontradas en el cecc, como pérdidas en 3p, 9p y 17p,
junto a mutaciones en el gen 253",

La extensién del campo de cancerizacién es una situacién clinica de gran
importancia y complejidad en la que ademds de los cambios génicos en los
tejidos circundantes (por ejemplo 253), podria valorarse la actividad prolife-
rativa determinada por el marcador ki-67"%.
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Figura 6. Campo de cancerizacion.
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4. Modelo tedrico






Modelo teérico

Las células epiteliales de la mucosa de la vas se ven sometidas a similares
agentes carcinogénicos (tabaco y alcohol) que actian sobre el ADN de las cé-
lulas madre. El ADN nuclear alterado se perpettia en forma de clones celulares
que se expanden formando un campo. El campo de cancerizacién presenta
cambios génicos similares, que se van acumulando, aunque no con la misma
intensidad, en zonas amplias de la mucosa epitelial. La manifestacién con-
creta de un campo estaria determinada por la intensidad de accién de los
agentes carcindgenos, la capacidad de reparacién del dano y la velocidad de
progresién espacio/temporal de la alteracién. El acimulo de cambios génicos
serfa responsable de la expresion fenotipica, histoldgica y clinica del tumor,
en zonas epiteliales limitadas, pudiendo estar presentes de forma precoz en
tejidos aparentemente normales. La manifestacidon fenotipica al final de la
progresién seria el desarrollo de multiples tumores. El cambio génico de un
mismo campo tumoral es similar y estableceria una huella genética especifica
que se observaria en su progresién (stc, RT, MD). En los sTp de campos dife-
rentes cada tumor serfa distinto genéticamente y asi se podria establecer su
diferencia (Figura 6).
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Hipbtesis

-Los stp y las RT representan en la actualidad un problema clinico no re-
suelto y son responsables en gran medida de la mortalidad y del estanca-
miento en la supervivencia de los pacientes con cecc.

-Los cambios génicos propios de cada tumor establecen su huella génica
que probablemente condiciona su comportamiento clinico.

-El mapa genético especifico de cada tumor podria establecer las diferen-
cias entre RT y STP.
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Objetivos

1. El objetivo principal es:

-Describir los cambios génicos de la muestra seleccionada por medio del
estudio genético-molecular con MLpa, estableciendo similitudes y diferencias

entre los grupos establecidos (pT,sTP y RT).
2. Los objetivos secundarios son:

-Describir los aspectos clinico-histopatolégicos y evolutivos de nuestros
pacientes.

-Relacionar los cambios génicos con la supervivencia.
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Material y métodos

7.1 Sujetos de estudio

Se realizé un estudio retrospectivo de pacientes con CECC que posteriormente
desarrollaron un sTP 0 una RT en la vas. Los pacientes fueron diagnosticados
en los Hospitales Universitario Central de Asturias (Oviedo) y Valle del
Nal6n (Langreo) en el periodo 1983-2005. Se obtuvo una muestra inicial
formada por 70 sujetos diagnosticados de stp y 134 de rT. El seguimiento
clinico se cerré en Junio de 2007. Para el estudio de biologia molecular
se seleccionaron, entre los anteriores, aquellos pacientes que cumplian los
siguientes criterios:

1) Diagnéstico clinico e histopatolégico de ceEcc con posterior desarrollo
de sTP O RT.

2) Disponibilidad de material tisular parafinado y/o fresco.

3) Ausencia de tratamiento con radioterapia y/o quimioterapia previas al
diagnéstico de sTp y RT.

La muestra final seleccionada consistié en 36 sujetos, 21 con stpy 15 con
RT (Figura 7). De cada uno de estos pacientes se obtuvieron dos muestras.
En el caso de los 21 que desarrollaron un stP se obtuvo una primera mues-
tra tisular del pT y otra del stp. En los que desarrollaron una R, una de las
muestras procedia también del pT y otra de la RrT.
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CECC

Figura 7. Esquema representativo de la distribucién de la muestra a partir del grupo inicial
de pacientes diagnosticados de cecc.

Como controles para los experimentos de MLPA se emplearon muestras
tisulares de ganglios linfdticos histolégicamente normales.

Los distintos tipos de muestras tisulares se exponen en la tabla 1.

Tabla I. Muestras tisulares utilizadas.

Origen de la muestra
Fresco Parafina Total
Control 5(100%) 5(100%)
PT 5 (14%) 31 (86%) 36 (100%)
STP 7 (33%) 14 (67%) 21 (100%)
RT 15 (100%) 15 (100%)
Total 12 65 77

7.2 Estudio clinico-patolégico

En la muestra completa de pacientes se estudiaron las siguientes variables
clinico-patolégicas: edad (anos). Sexo (hombre o mujer). Factores de riesgo
previos y posteriores al diagndstico (alcohol, tabaco, otros). Localizacién
tumoral (faringe, laringe o agrupados en cabeza y cuello, otras...). Grado
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histolégico (bien, moderado y poco diferenciado). Estadio tumoral (pTnm):
I, II, 111, Iv o agrupados en precoces (1-11) y avanzados (mr-1v). Ganglios
linfdticos cervicales: NO (sin metdstasis) y N+ (con metdstasis). Mdrgenes
quirtdrgicos (con y sin infiltracién, infiltracién microscépica y macroscépica).
Tratamiento realizado en el pT, sTp y RT (tipo de cirugia, radioterapia,
quimioterapia, otros). Periodo de latencia entre las lesiones (meses).
Evolucién de los P, sTP y RT. Supervivencia desde el tratamiento del pt, sTp
y RT (meses).

Situacién del paciente (vivo, muerto por tumor (RT, STP 0 MD) o enferme-
dad intercurrente).

7.3 Estudio genético-molecular

Se realizé en el laboratorio de orL del tuopa.

En cada uno de los 36 pacientes seleccionados se obtuvieron dos muestras
en fresco y/o parafinadas, una del pr y otra del sTp 0 RT correspondiente,
como se expuso en la tabla 1.

De cada muestra parafinada, una vez procesada para su estudio histopa-
toldgico, se realizaron tres cortes de 50 pm y uno de 5 pm, tifiendo este tlti-
mo con hematoxilina-esosina (HE). Se observé el corte tenido al microscopio
dptico para confirmar el diagndstico y marcar en el porta la zona tumoral,
con el fin de evitar la necrosis y los tejidos sanos.

Cada muestra en fresco se dividi6 en dos partes, una se utilizé para ex-
traer el ADN y otra para confirmar el diagndstico histopatolédgico. El tamano
minimo de la muestra era de 3 mm y procedia de una zona tumoral sin ne-
crosis, evitando los tejidos sanos de los bordes, con el fin de alcanzar mds del
70% de pureza en células tumorales. Un vez extraida la muestra se sumergfa
en tampén salino fosfatado (pBs) y se congelaba a -20 © C hasta que era pro-
cesada.

7.3.1 Extraccion de ADN

Los protocolos de extraccién del ADN para todas las muestras se realizaron en
base al uso de columnas de afinidad (Qi aamp).
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En las muestras parafinadas, una vez hechos los cortes de 50 pm, se pro-
cede a la extraccién del apN. Para ello se examina al microscopio el corte
tefiido con HE y se selecciona la zona tumoral, evitando contaminaciones por
zonas necréticas o tejido sano peritumoral. El primer dia, con ayuda de un
bisturi se realiza la diseccién de los cortes de 50 pm. A continuacién se lleva
a cabo el desparafinado del tejido, depositando el material en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml al que se anade 1 ml de xileno, permaneciendo la
mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se centrifuga a 14.000
rpm durante 10 minutos y se retira el sobrenadante. Se anade al tubo 1 ml
de MeoH (metanol), agitando bien para favorecer la mezcla. Centrifugamos
de nuevo a 14.000 rpm durante 10 minutos, volviendo a retirar el sobrena-
dante. Se anade 1 ml de pPBs y agitamos el contenido del tubo, volviendo a
centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minutos, retirando el sobrenadante.
Por dltimo, se afiade 1 ml de NascN (tiocianato sédico) 1M y tras mezclar
bien en un agitador se deja incubando durante una noche a 37° C en una
placa térmica de agitacién.

El segundo dia se centrifuga a 14.000 rpm durante 10 minutos, retirando
el sobrenadante con ayuda de una pipeta. Se afade en cada tubo 1 ml de pBs,
para lavar y eliminar los restos de NascN de los tubos, favoreciendo la mezcla
mediante agitacién. Se vuelve a centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minu-
tos retirando el sobrenadante con una pipeta. A continuacién, se realiza la
fase del lisado anadiendo 200 pl de tampén de lisis aTL y 20 pl de proteinasa
K (concentracién de almacenamiento: 20 mg/ ml) en cada tubo. Se mezcla
bien la solucién en un agitador para posteriormente incubar a 56° C en un
termoagitador durante tres noches.

Durante el tercer y cuarto dia del protocolo se anadirdn 20 pl de proteina-
sa K cada 12 horas (20 pl/5veces en total).

El quinto dia del protocolo de extraccién de ADN se comenzard pipetean-
do en el tubo 200 pl de tampédn de lisis AL. Se incuba durante 10 minutos
a 70° Cy se anaden 200 pl de etanol absoluto, agitando el contenido para
favorecer la mezcla. Se aplica el contenido del tubo de microcentrifuga a una
columna de afinidad («Qi 4amp spin column») que se coloca en un tubo de
recoleccién de 2 ml. Las columnas y los tubos de recoleccién se centrifugan
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durante 1 minuto a 8.000 rpm y se elimina el filtrado. Posteriormente, se
procede a la purificacién del ApN afadiendo sobre las columnas 500 pl de
solucién aw1, centrifugando a 8.000 rpm durante 1 minuto. Tras eliminar el
filtrado se continta con un segundo lavado anadiendo a las columnas 500 pl
del tampén aw2, centrifugando a 14.000 rpm durante 3 minutos. Se coloca
cada columna de afinidad en un nuevo tubo de microcentrifuga y se afaden
70 pl de tampén AE, dejando a temperatura ambiente durante 5 minutos
para terminar el proceso centrifugando a 8.000 rpm durante 1 minuto.

Las muestras en fresco se descongelan a temperatura ambiente en una
placa de Petri. Con la ayuda de dos bisturis se disgrega mecdnicamente la
pieza, dividiéndola en fragmentos mds pequenos, que introducimos en un
tubo de microcentrifuga hasta situarlos en el fondo. A continuacién, se rea-
liza el lisado, anadiendo 200 pl de tampén de lisis ATL y 20 pl de proteinasa
K en cada recipiente, mezclando bien el contenido del tubo en un agitador,
dejando incubar a 56° C toda la noche en un termoagitador. Posteriormen-
te, se continuard la extraccién del ADN siguiendo los pasos indicados en el
quinto dia del protocolo de extraccién de ADN expuesto para las muestras
parafinadas.

La concentracién y la pureza del ADN obtenido se determinan midiendo
su absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotdmetro. La absorbancia a
260 nm nos indica la concentracién de ADN que tenemos en nuestra mues-
tra y la relacién a280/a260 el grado de pureza de la muestra. Se consideran
aceptables purezas con valores mayores de 1,5.

7.3.2 Técnica de la mrrA

La MLPA es una técnica de biologfa molecular que permite amplificar en un
Ginico experimento mds de 40 secuencias distintas de ADN o ARN. Para su rea-
lizacién es necesario disponer de una cantidad minima del 4cido nucleico de
al menos 20 ng. Se necesita un «kit» de oligonucleétidos complementarios
a las secuencias diana del ADN problema, un termociclador para amplificar
mediante PCR las sondas hibridadas y un método de electroforesis en gel o
capilar, para separar e identificar los productos amplificados en funcién de
sus diferentes tamafios.
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Al igual que otras técnicas genético-moleculares como la FisH, la MLPA estd
basada en la hibridacién, si bien en ella destacan algunas caracteristicas que
le confieren ciertas ventajas:

1. La cantidad de ADN necesaria para su realizacién (>20 ng), es muy
inferior a la que requieren otras técnicas (100-1000 veces superior para el
southern-blot o microarrays).

2. Reconoce secuencias de ADN de pequefio tamafio (60 PB), porque per-
mite no sélo estudiar tejidos frescos o congelados, sino también muestras
incluidas en parafina, con material genético parcialmente degradado.

3. Diferencia secuencias que se distinguen tinicamente en un nucleétido.

4. Sus resultados tienen alta reproducibilidad pues todos los elementos
amplificados proceden de una misma reaccién y se han obtenido en las mis-
mas condiciones.

5. Es rdpida y sencilla con un protocolo de cinco pasos que se realizan en
48 horas.

6. Es relativamente barata. Cada reaccién cuesta aproximadamente 10 €
y el equipamiento necesario es habitual en cualquier laboratorio de biologia
molecular.

Desde que se describié en el afo 2002'’, la MLpa se ha empleado para
detectar amplificaciones y/o delecciones de fragmentos de AbN de distinto
tamano, tanto en cromosomas completos (21, 18, 13...)'’, como en exones
de genes implicados en determinadas enfermedades (distrofia muscular de
Duchenne'”, sindrome de Rett'®?...) y cdnceres de mama (8rc4 1)'* y colon
(MsH2/ MSHI ).

Para los experimentos de MLPA se utiliz6 ADN problema de los pt, sTP y RT
y ADN control de muestras parafinadas de ganglios linfiticos normales pro-
cedentes de vaciamientos cervicales NO. Los ADN fueron extraidos segtn los
protocolos citados en el apartado 7.3.1.

En cada experimento se prepararon un minimo de ocho muestras inclu-
yendo siempre una muestra con ADN control. Todas las muestras se realiza-
ron al menos 2 veces y en distintos experimentos.
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7.3.2.1 Tipos de sondas

Se empled la mezcla de sondas «s4zs4 PO84 HNSCC-1», junto con sus corres-
pondientes tampones y enzimas (MRc-Holland, Amsterdam, Holanda. www.
MLPA.com). Esta «s4Ls4 PO84» incluye 42 sondas de genes descritos en la bi-
bliografia como genes implicados en el desarrollo del cecc (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes de la salsa «saLsa P084 HNscc-1 probe mix». En la tabla se expone la
longitud del gen expresada en nucledtidos y la localizacion cromosdmica.

Longitud Gen Kb Cromosoma
472 NRAS 01-114.1 01p13.2
283 LMNA 01-151.9 01921.2
256 IL1A 02-111.4 02914
220 TANK 02-160.6 02q24
154 MLH1 03-036.3 03p22.1
337 MLH1 03-036.3 03p22.1
454 CTNNB1 03-040.5 03p22
166 CASP6 04-110.9 04925
373 2 04-123.7 04926
481 MFHAS1 08-008.7 08p23.1
130 CTSB 08-011.7 08p22
184 N33 08-015.5 08p22
445 PTP4A3 08-142.4 08g24.3
418 RECQL4 08-145.8 08g24.3
202 CDKN2A 09-022.2 09p21
211 CDKN2B 09-022.2 09p21
364 Al651963 10-010.9 10p14
463 RENT2 10-012.0 10p14
136 CREM 10-035.2 10p12.1
292 CCND1 11-071.1 11913
229 EMS1 11-071.8 11913
310 IL18 11-113.5 11923.1
238 IGSF4 11-116.7 11923
355 BRCA2 13-026.9 13q12.3
328 RB1 13-043.0 13q14.2

continiia en la pdgina siguiente
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Longitud Gen Kb Cromosoma
148 DLEU1 13-044.9 13q14.3
382 BLM 15-085.2 15q26.1
400 IGF1R 15-093.2 15926
409 TP53 17-008.3 17p13.1
193 TP53 17-008.3 17p13.1
301 TP53 17-008.3 17p13.1
391 TP53 17-008.3 17p13.1
346 TP53 17-008.3 17p13.1
142 ERBB2 17-039.9 17921.1
319 CDH2 18-025.4 18q11.2
436 MADH?2 18-045.3 18921.1
274 BCL2 18-060.9 18921.2
247 STK11 19-001.1 19p13.3
265 CDKN2D 19-010.9 19p13
160 BcL2L1 20-030.0 20q11.1
175 MYBL2 20-042.0 20q12
427 PTPN1 20-048.9 20q13.1

En la figura 8 podemos observar también los genes que componen el kit.
Entre ellos se encuentran 7753 (17p13.1), coxkn24 (9p21) y otros localizados
en 2ql4, 3p22, 4q, 8p22, 8q24, 11q, 13q, 18q, 19p y 20q, que como hemos

visto al comentar los modelos de progresién estdn frecuentemente implica-

dos en la carcinogénesis de la vas (apartado 3.2.1).
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Figura 8. Localizacién cromosdmica de los genes estudiados en la «saLsa P084 Hnscc-1
probe mix».

Cada una de las 42 sondas estd formada por dos oligonucledtidos, uno sinté-
tico y otro derivado del vector m13. El oligonucleétido sintético estd formado a
su vez por un «primer v» en el extremo 5’ de 19 nucledtidos y por una secuencia
de hibridacién de 21-30 nucledtidos que se unird a la muestra de ADN proble-
ma. El oligonucleétido derivado del vector M13 tiene un tamano diferente en
cada sonda. Este diferente tamafio se consigue gracias a la secuencia de relleno
(«stuffer sequence») de tamaio variable que se intercala con el otro «primer x» de
36 nucledtidos, situado en el extremo 3’ y la secuencia de hibridaciéon de 25-43
nucleétidos, que se unird también a la muestra de Ap~ (Figura 9).

La mezcla de sondas de «s4zs4 P 084» contiene también sondas de control
interno. En la amplificacién por Pcr estas sondas control generan productos
més pequenos que los amplificados por las 42 sondas de genes. El control
interno determina si la calidad y la concentracién del AbN de la muestra son
suficientes para obtener un resultado de mrpa fiable. El control interno tiene
dos tipos de sondas:
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1- Cuatro fragmentos de ADN que generan productos amplificados de 64,
70, 76 y 82 B, incluso si se omite el proceso de ligacién.

2- Un producto de amplificacién de 94 pB dependiente del proceso de
ligacién y del ApN de la muestra.

El tamano de los cuatro picos del control interno (64-82 pB), una vez
amplificados por PcR, depende de la cantidad y calidad de ApN de la muestra.
Seran dificilmente visibles si el ADN es >100 ng y tendrdn un tamafio menor
que el fragmento amplificado de 94 pB si la cantidad de ADN es de 50 ng
aproximadamente. Si estos 4 fragmentos tienen un tamano similar o mayor
que el fragmento de 94 pB y los productos de pcr de 130-472 pB, significa
que la reaccién de ligacién ha fallado o la cantidad de aDN es <20 ng, no
siendo vélido el experimento. El tamafio del pico de 94 B debe ser similar al
obtenido en los productos amplificados de las sondas de genes, siendo con-
trol de que el experimento ha sido satisfactorio (Figura 10).

PCR Primer E’CR Pri".‘e;(
. ecuencia
Secuencia Y Y
\ Secuencias «de relleno»
(diferente para cada sonda)

Secuencias hibridantes

5 \( 5 \< Las 2 partes de cada

sonda hibridan con

\ \ secuencias adyacentes
—— —

y se unen por accion

3 Diana A s . Diana B o de una ligasa
Todas las sondas
hibridas se amplifican,

'_ —————— '— mediante PCR, con

5 3 5 3 sélo un par de «primers»

Los productos hibridados se separan por electroforesis

N -
AL LA Ak

=L=. Ly

Figura 9. Bases moleculares de la mLra. En la parte superior del esquema se aprecian los
dos fragmentos que forman la sonda de mLpA. Se van representando los pasos de la técnica
y los productos finales de hibridacion.

76



Material y métodos

b 0 S 1V :

ol Ladli s FRLW L R LR ’ L -

N

' || na = | |

|
WYL FL N | B | | Ty Lo, WA L AL

Figura 10. "pna quality ". Si los cuatro primeros picos 1, 2, 3, 4 -de control- son mas altos
que los picos del producto de MLPA indica que el AbN de la muestra es insuficiente o bien que
fracaso la reaccion de ligacion (a). Se puede observar como a la vez que sube la concentra-
cién de AbN (B<c<p) disminuye el tamafio relativo de las sondas control.

7.3.2.2 Protocolo experimental

El protocolo de la MLPA se completa en 48 horas. El primer dia se lleva a
cabo la desnaturalizacién del adn y la hibridacién de las sondas, para ello
se pipetean 5 pl del ADN, extraido previamente, en un tubo de 0,2 ml per-
teneciente a una tira de 8 tubos. Se deposita dicha tira en el termociclador
donde se someterd a 95° C durante 5 minutos, para posteriormente enfriar
a 25° C. Mientras ese proceso tiene lugar, en un tubo de microcentrifuga de
1,5 ml se mezclan 13,5 pl de s4254 P084 con 13,5 pl de tampén de hibrida-
cién. Se prepara una nueva tira de 8 tubos de 0,2 ml y se pipetea en cada uno
de ellos 3 pl de la mezcla descrita previamente. Retiramos la tira inicial de
8 tubos del termociclador, pipeteamos de cada tubo 5 pl, y los anadimos al
tubo correspondiente de la nueva tira que contiene las sondas y su tampén
de hibridacién. Colocamos la nueva tira en el termociclador donde perma-
necerd 1 minuto a 95° Cy 16 horas a 60° C, con el fin de que las sondas
hibriden sobre el ADN de la muestra.
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El segundo dia tienen lugar los procesos de ligamiento y PCR. Se prepara
la mezcla de ligacién en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml con 27 pl de
tampdn de ligasa-65 A, 27 pl de tampén de ligasa-65 B, 225 pl de H20 des-
tilada y 9 pl del enzima ligasa 65. Se retira la tira de tubos del termociclador
y se pipetea en cada uno 32 pl de la mezcla de ligacién. Se vuelve a llevar la
tira de tubos al termociclador y se programa 15 minutos a 54° C, seguido
de 5 minutos a 98° C y posteriormente se enfria a 25° C. A partir de este
momento, una vez ligados los moldes de las 42 regiones, comienza la pcr. En
un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml se pipetea mezclando 234 pl de H20
destilada y 36 pl de tampén pcr. Se introducen 30 pl de esa mezcla en cada
uno de los 8 tubos de una nueva tira y se colocan en el termociclador una vez
retirada la tira anterior. De esta tltima, se extraen 10 pl por tubo que se in-
troducen en el tubo correspondiente de la nueva tira, favoreciendo la mezcla
de su contenido. Se programa la termocicladora a 60° C. Se realiza la mezcla
de la polimerasa en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml mezclando 18 pl
de cebadores pcr, 18 pl de tampén de dilucién, 49,5 pl de H20 destilada
y 4,5 pl de polimerasa para realizar la amplificacién de las 42 sondas. Las
sondas ligadas poseen las mismas secuencias en sus extremos, permitiendo su
amplificacién simultdnea por PCRr con sélo un par de «primers». Los oligonu-
cleétidos que no se ligan al ADN de la muestra no se amplifican por Pcry, por
tanto, no precisan ser eliminados. Se anaden 10 pl de dicha mezcla a los 40
pl existentes en cada tubo de la tira, mezclando bien el contenido con ayuda

de la pipeta.

Por dltimo, se llevan al termociclador donde serdn sometidos al siguiente
programa: 1 minuto a 60° C, 33 ciclos con tres pasos cada ciclo de 30 segun-
dos a 95° C, 30 segundos a 60° C y 60 segundos a 72° C. A continuacion,
estardn a 72° C durante 20 minutos, para posteriormente enfriar a 4° C. Las
muestras serdn almacenadas a 4° C hasta realizar el andlisis de fragmentos.

Cada sonda da lugar a un producto de amplificacién de tamafio tnico en-
tre 130 y 480 pB debido a la diferencia de tamafo en la secuencia de relleno.
Los productos amplificados de las 42 sondas se analizan mediante electrofo-
resis capilar (Figura 11). Para ello se mezclan 2 pl del producto de amplifi-
cacién con 10 pl de formamida y 0,5 pl de marcador interno. La mezcla se
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desnaturaliza por calor y se somete a electroforesis capilar (aB1 prism 3100,
applied Biosystems). Los capilares estdn rellenos de un polimero que ofrece
dificultad a la migracién permitiendo separar los fragmentos por su tamafio.
Al final del recorrido existe un ldser y un sistema de captura de datos de fluo-
rescencia para detectar los distintos productos de Pcr. Estos productos finales
son analizados con el software genescan v3.7 (applied Biosystems) que deter-
mina su tamano, interpolando con distintos fragmentos de tamafio conocido
del marcador interno, cuantificando cada sonda por un pico en la intensidad
de fluorescencia. La sefial relativa de cada sonda se define dividiendo el 4rea
de cada pico entre la suma de las dreas de todos los picos de la muestra.
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Figura 11. Representacion de la electroforesis capilar de 42 productos amplificados por Pcr
en una muestra. El primer pico de la izquierda (flecha) representa el control interno de 94
PB. A su izquierda aparecen los 4 picos de control interno (minimos) de 64, 70, 76 y 82 B
que confirman la alta calidad del Abn de la muestra y del experimento.

7.3.2.3 Interpretacién

Para definir la existencia de una ganancia o pérdida de material génico en
cada sonda de la muestra hay que normalizar los datos obtenidos. Para ello
se calcula la mediana, desviacién estdndar y valor minimo y méximo de todas
las muestras en los controles, PT, sTP y RT. La relacién entre el valor del tu-
mor y el control se calcula aplicando las siguientes férmulas:
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1. Relacién minima: cociente entre el valor minimo del tumor y el valor
méximo del control.

2. Relacién méxima: cociente entre el valor médximo del tumor y el valor
minimo del control.

3. Relacién tumor/control: media de la relacién minima y la relacién
mdxima.

4. Desviacién estandar de la relacién tumor/control: diferencia entre la
relacién tumor/control y la relacién minima.

Con este andlisis normalizado se obtiene un diagrama de barras de las 42
sondas estudiadas en el ADN tumoral (Figura 12).

Las variables genético-moleculares obtenidas al final del estudio con mLra
son las siguientes. Cuando la relacién tumor/control es mayor de 1,2 y la
desviacién estdndar es >1 se interpreta como ganancia, si es menor de 0,8 y
la desviacién estdndar es <1 se interpreta como pérdida. Por tltimo, si es ma-
yor de 2,2 y la desviacidn estdndar es > 2 se interpreta como amplificacién.
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Figura 12. Diagrama de barras del resultado final obtenido por mLpA para la muestra tumo-
ral. Las barras en gris representan la relacién tumor/control normalizada para cada sonda.
Las lineas en negro sobre cada barra representan la desviacion estandar. La pérdida de
una sonda presenta un valor <0,8, la ganancia >1,2 y la amplificacion >2.
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7.4. Reactivos empleados

En la tabla 111 se describen los reactivos utilizados en el protocolo experimen-
tal segtin su orden de aparicién.

Tabla 1. Reactivos empleados en las técnicas de laboratorio.

Producto Técnica -Paso Concentracion Casa comercial Referencias

Extraccion ADN- NA

Xileno parafina Merck www.giagen.com
Extraccion ADN- NA

MeOH parafina Merck www.quiagen.com

Proteinasa K Extraccion ADN 200 pg Roche www.giagen.com

Etanol absoluto Extracciéon ADN NA Merck www.giagen.com

"SaLsa P084 MLPA NA MRC-Holland WWW.MLPA.COM

HNsce-1",

(NA: no aplicable)

7.5. Estudio estadistico y biisqueda bibliogrifica

7.5.1 Andlisis estadistico

Todos los resultados de las variables descriptivas y numéricas fueron trata-
das mediante el paquete informdtico Statistical Package for the Social Science,
SPSS versién 15.0 para Windows (SPSS© Inc. Illinois, EE.UU).

La asociacién de caracteres cualitativos se llevé a cabo mediante la prue-
ba del estadistico exacto de Fisher. El nivel de significacién se fijé para una
p <0,05. Las diferencias de caracteres cualitativos se calcularon comparan-
do las medias, aplicando la prueba t de Student para muestras indepen-
dientes y el test de cambios de McNemar con un nivel de significacién de
p <0,05.

La evaluacién de la supervivencia se hizo mediante las Curvas de Ka-
plan-Meier, comparando las distribuciones de supervivencia mediante la
Prueba del Logaritmo del Rango (Log-Rank Test). El nivel de significacién
se f1j6 para una p <0,05.
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7.5.2 Biisqueda bibliogrifica

La busqueda bibliogréfica general sobre CEcc, sTP y RT se realizé en la base
de datos Medline (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed),
mientras que las bases de datos Entrez geme (www.ncbi.nlm.nih.gov/si-
tes/entrez?db=gene) y Entrez nucleotide (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=nuccore) se emplearon en la basqueda de genes y nucleétidos que
se alteran en los cecc.
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Resultados

8.1 Estudio clinico-histopatolégico y seguimiento

8.1.1 Muestra completa

Estudiamos una muestra de 36 pacientes que cumplieron los criterios de in-
clusién establecidos. En cuanto al sexo 34 eran varones (94%) y 2 mujeres
(6%). La edad media de todos los pacientes al diagnéstico del pT era 58 afios,
con un rango de 39 a 76 anos, desglosindose por localizaciones en la tabla
1v. Entre los factores de riesgo destaca el tabaco con 35 fumadores (97%)
y s6lo 1 no fumador (3%). Respecto al alcohol 28 pacientes lo consumian
habitualmente (78%) y 8 no eran bebedores (22%). En 28 pacientes (78%)
habia exposicién conjunta al alcohol y tabaco, 7 fumaban pero no bebian
(19%) y 1 (3%) no fumaba ni bebia. En el seguimiento se constaté que 34
pacientes abandonaron o seguian sin tener hdbitos téxicos (94%), pero dos
continuaron fumando y bebiendo (6%).

La localizacién del pT se muestra en la tabla 1v, con ligero predominio de
los tumores de laringe y dentro de ellos de los supragléticos.

Tabla v. Localizacion tumoral y edad en la muestra de los 36 pacientes estudiados.

Localizacién Numero (%) Edad media (rango)
Laringe Supraglotis 13 (36) 57 (39-71)
(N=20) Glotis 7 (20) 63 (52- 76)
Faringe Orofaringe 8(22) 56 (40- 69)
(N=16) Hipofaringe 8(22) 59 (47-69)
36 58 (39-76)

87



Todos los pacientes tenian el diagndstico de carcinoma epidermoide,
siendo el grado histopatolégico mds frecuente el bien diferenciado (20
casos; 56%), seguido del moderadamente diferenciado (12 casos; 33%) y
el pobremente diferenciado (4 casos; 11%).

El estadio tumoral (prnMm) presentd ligero predominio de estadios
precoces (1-11) (19 pacientes, 53%) frente a los avanzados (111-1v) (17 pa-
cientes, 47%), como se puede observar en la tabla v.

Los ganglios linfiticos cervicales fueron positivos para metdstasis
(pN+) en 10 pacientes (28%), de los cuales 6 eran estadio 111 y 4 estadio
1v. Ningan paciente presenté metdstasis a distancia en el momento del
diagnéstico.

Los bordes de la pieza quirdrgica estaban libres de tumor en 32 pa-
cientes (89%), mientras que 4 tenfan infiltracién tumoral, 3 microscépi-
cay 1 macroscépica.

Los datos clinicos-patolégicos de la muestra completa se exponen de-
talladamente en la tabla v.

Tabla v. Estadificacion, grado histolégico, ganglios linfaticos y bordes quirtrgicos segun la
localizacion tumoral en los 36 pT de la muestra estudiada.

Laringe (N= 20) Faringe (N=16) N= 36
Supraglotis  Glotis [Total (%) Orofaringe Hipofaringe | Total (%) Total (%)
Estadio
| 4 2 6 (30) 2 1 3(19) 9 (25)
Il 4 1 5 (25) 4 1 5(31) 10 (28)
il 4 4 8 (40) 2 2 4(25) 12 (33)
1% 1 1(5) 4 4(25) 5(14)
Grado
histolégico
Bien 5 7 12 (60) 7 1 8 (50) 20 (56)
Moderado 5 5 (25) 1 6 7 (44) 12(33)
Pobre 3 3(15) 1 1(6) 4(11)
Ganglios
(No) 9 6 15 (75) 7 4 11 (69) 26 (72)
(N+) 4 1 5 (25) 1 4 5(31) 10 (28)
Bordes
Libres 1 7 18 (90) 8 6 14 (88) 32(89)
Micro + 2 2(10) 1 1(6) 3(8)
Macro + 1 1(6) 1(3)
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El tratamiento inicial de todos los pacientes fue quirtrgico, no habiendo
realizado tratamientos con quimio y/o radioterapia antes de la obtencién de
las muestras tisulares. En la figura 13 se recogen las técnicas quirdrgicas lleva-
das a cabo en los 36 pT de la muestra estudiada.

Comando:l_l

Faringuectomia

Microcirugia :I—l

Glosectomia _I—l

Reseccion transoral_l—l

Cirugia Iéser_l—l

L. Total | )
L. Supraglética J

8 10 12

Técnicas quirirgicas

o
N
IN
[0}

N° intervenciones

Figura 13. Tipo y nimero de técnicas quirdrgicas realizadas como tratamiento inicial en los
36 pT de la muestra estudiada.

Todos los pacientes de la muestra fueron controlados y no se registraron
pérdidas durante el seguimiento posterior, como figura en los criterios de se-
leccién. La evolucién de estos 36 pacientes constaté que 21 (58%) tuvieron
un stp y 15 (42%) una RT.

El tiempo transcurrido entre el tratamiento quirdrgico del pr y la apari-
cién de la nueva lesién relacionada con el proceso tumoral (RT o sTP) era de
29 meses, con un rango de 0 a 121 meses.

La supervivencia media desde el tratamiento del pT fue de 59 meses
(2-146 meses), destacando que 16 pacientes (44%) sobrevivieron mds de 5
anos después de ese primer tratamiento. La supervivencia tras el diagnéstico
del sTp/RT se reduce claramente y se encuentra en torno a 29 meses (0-115
meses), con s6lo 6 pacientes (17%) que sobrevivieron mds de 5 anos desde el
diagnéstico/tratamiento de la segunda lesién.

Las causas de muerte de los 19 pacientes fallecidos (53%) tras el trata-
miento inicial del pT fueron la RT (9 casos, 25%), los stp (7 casos, 19%) y
las MD (1 caso, 3%). Los dos pacientes restantes fallecieron por enfermedad
intercurrente (Tabla v1).

89



Tabla vi. Evolucién de la enfermedad y situacion de los 36 pacientes de la muestra estudia-
da.

Laringe (N=20) Faringe (N=16) N=36
Supraglotis Glotis Total % Orofaringe  Hipofaringe Total % Total %
Evolucion
enfermedad
RT 6 2 8 (40) 1 6 7 (44) 15 (42)
sTP 7 5 12 (60) 7 2 9 (56) 21(58)
Situacion
paciente
Vivo 6 4 10 (50) 5 2 7 (44) 17 (47)
tRT 2 2 4 (20) 5 5(31) 9(25)
+MD 1 1(5) 1(3)
1+STP 2 2 4 (20) 3 3(19) 7(19)
Enfermedad
intercurrente 1 16 ! 16 29
1': fallecido
Resumen

En la muestra completa de pT predominaban los varones de 58 anos de edad,
fumadores y bebedores. Los tumores mds frecuentes eran los supragléticos con
estadios precoces. Todos los PT eran carcinomas epidermoides y a todos se les
realiz6 tratamiento quirdrgico con fin curativo, estando los bordes de resecciéon
libres en el 89% y presentando metdstasis ganglionares en el 28%. La supervi-
vencia global fue del 47%, falleciendo otro 47% por causa tumoral.

8.1.2 Grupo de stp

En la muestra completa de pacientes hubo 21 casos (58%) que desarrollaron
durante el seguimiento un stp, presentando este grupo las siguientes caracte-
risticas clinico-histopatoldgicas. Respecto al sexo 19 eran varones (90%) y 2
mujeres (10%). La edad media cuando se diagnosticé el pT era de 57 anos,
con un rango de 39 a 76 afios. Entre los factores de riesgo también desta-
caba el hédbito tabdquico, siendo 20 (95%) fumadores y sélo 1 no fumador.
El consumo de alcohol era habitual en 16 (76%), mientras que los cinco res-
tantes (24%) no eran bebedores o ese dato no constaba en la historia clinica.
La exposicién conjunta al alcohol y tabaco era también habitual en 16 casos
(76%), mientras que 4 (19%) eran sélo fumadores y 1 (5%) no fumaba ni
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bebia. Durante el seguimiento, desde el tratamiento inicial del pr, se consta-
t6 que 19 casos (90%) habian abandonado o seguian sin consumir tabaco y
alcohol, mientras que 2 (10%) persistian en esos hdbitos.

La localizacién del pT que mds se asociaba al desarrollo de un sTp era la
laringe supraglética y la orofaringe, cada una con 7 casos (33%) como se de-
talla en la tabla vii. Cuando analizamos la localizacién de los str, destaca el
origen en la orofaringe con 5 casos (23,5%), hipofaringe y supraglotis, cada
una con 4 casos (19%).

Tabla vi. Localizacién de los pT en relacion con los stp en el grupo que los desarrollé
(N=21).

S0 T Glotis Supraglotis Orofaringe Hipofaringe Total (%)
Fosa nasal 1 1(5)
Cavidad 1 1 2(9.,5)

oral

Hipofaringe 2 1 1 4(19)
Glotis 1 1 1 3(14)
Eséfago 1 1(5)
Supraglotis 2 1 1 4(19)

Orofaringe 2 3 5(23,5)
Pulmén 1 1(5)

Total (%) 5(23,8) 7 (33,3) 7 (33,3) 2(9,5) 21 (100)

Si comparamos agrupando la localizacién laringea y faringea del pT, ob-
servamos un ligero predominio de la primera (12 pacientes, 57%) respecto
a la segunda (9 pacientes, 43%). Los sTP con origen en la regién de cabeza y
cuello representaban la gran mayoria (19 pacientes, 90%) respecto a las otras
localizaciones (2 pacientes, 10%).

Todos los PT eran carcinomas epidermoides con distinto grado
histopatolégico de diferenciacién (14 casos, 67% bien diferenciados; 4 casos,
19% moderadamente diferenciados y 3 casos, 14% pobremente diferenciados).
En los stp habia 17 casos con histopatologia de carcinoma epidermoide
invasivo (81%) y distintos grados de diferenciacién (5 pacientes, 29% bien

91



diferenciados; 9 pacientes, 53% moderadamente diferenciados y 3 pacientes,
18% pobremente diferenciados), aunque también se observaron 3 carcinomas
in situ (14%) y 1 carcinoma papilar en la orofaringe (5%).

La estadificacién de los PT en este grupo se muestra en la figura 14, con
mayoria de estadios precoces 1-11 (14 pacientes, 66%) respecto a los avanza-
dos m1-1v (7 pacientes, 34%).

Estadio

I ESTP (%
" PT (%)

0 10 20 30 40

% Casos
Figura 14. Estadificacion del T y sTp en este grupo (N=21).

En los stp también habia predominio, aunque menor, de los estadios 1-11
(12 pacientes, 56%), y por tanto aumentaron los diagnésticos en estadios 111-
v (9 pacientes, 44%).

Los ganglios linféticos cervicales fueron positivos para metdstasis (pN+) en
4 casos (19%) de los pt, de los cuales 3 eran estadio 11 y 1 estadio 1v. En los
STP se comprobd que 5 casos (24%) eran pN+, perteneciendo todos al estadio
Iv.

Los bordes de la pieza quirtirgica estaban libres de infiltracién tumoral
en 20 casos (95%) de los pT, mientras que 1 presentaba infiltracién tumoral
microscopica.

En los stp habia 16 casos (76%) que no tenian infiltracién tumoral, mien-
tras que 5 casos (24%) si la tenian, 2 microscdpica y 3 macroscopica.

En la tabla viir se detallan los datos clinico-patolégicos de este grupo que
desarrollé un stp.
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Tabla vii. Estadificacion, grado histoldgico, ganglios linfaticos y bordes quirdrgicos segun la
localizacién tumoral de los pT en el grupo que desarrollé un stp (N=21).

Laringe (N=12) Faringe (N=9) N=21
Supraglotis Glotis Total (%) Orofaringe Hipofaringe Total (%) Total (%)
Estadio
| 2 2 4 (33) 2 1 3(33) 7(33)
Il 3 1 4(33) 3 3(33) 7(33)
LI} 1 2 3 (25) 2 1 3(33) 6 (29)
\% 1 1(8) 1(5)
Grado
histolégico
Bien 3 5 8 (67) 6 6 (67) 14 (67)
Moderado 2 2 (16) 1 1 2(22) 4(19)
Pobre 2 2 (16) 1 1(11) 3(14)
Ganglios
(NO) 6 3 9 (75) 6 2 8(89) 17 (81)
(N+) 1 2 3 (25) 1 1(11) 4(19)
Bordes
Libres 6 5 11(92) 7 2 9 (100) 20 (95)
Micro + 1 1(8) 1(5)
Macro +

En la tabla 1x se hace referencia a la localizacién agrupada de los stp, esta-
dio, grado de diferenciacién, ganglios linfiticos y bordes quirtirgicos.

Tabla ix. Estadificacion, grado histolégico, ganglios linfaticos y bordes quirdrgicos segun la
localizacion tumoral de los sTp en ese grupo de pacientes (N=21).

Cabeza y cuello Otras localizaciones Total (%)
Estadio
| 6 1 7(33)
1l 4 1 5(24)
1] 3 3(14)
v 6 6 (29)
Grado histolégico
Bien 5 5(24)
Moderado 7 2 9 (43)
Pobre 3 3(14)
Otro tipo 4 4(19)
Ganglios
(NO) 14 2 16 (76)
(N+) 5 5(24)
Bordes
Libres 15 1 16 (76)
Micro +. 2 2(10)
Macro +. 2 1 3(14)
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El tratamiento inicial fue quirtrgico en todos los PT de este grupo (21 ca-
sos, 100%), y en 19 (90%) de los stp (Figura 15). En estos tltimos, ademds
de la cirugfa, se realiz6 tratamiento complementario posterior con radiote-
rapia en 9 pacientes (43%). Los 2 (10%) stp restantes fueron tratados con
quimio-radioterapia concomitante.

Maxilectomia
Glosectomia
Lobectomia

Comando

Cirugia laser

Microcirugia
1 W STP

PT

Reseccion transoral

IHI‘I

Técnicas quirdrgicas

Faringuectomia

L. Supragloética y
L. Total 5

T T T 1

3 4 5 6

o
-
N A

N° de intervenciones

Figura 15. Técnicas quirurgicas realizadas como tratamiento inicial en el grupo que desa-
rrollé un stp (N=21).

En la evolucidn se observé que el tiempo transcurrido entre el pT y el sTP
fue 41 meses, con un rango de 0 a 121 meses. Esto permitié clasificar a 16
stp (76%) como metacrénicos, siendo los 5 restantes sincrénicos simultd-
neos (24%).

La supervivencia media desde el tratamiento del stp fue de 28 meses
(0-104 meses), destacando que 14 pacientes (67%) seguian vivos, mientras
que los 7 restantes (33%) habian fallecido. Hasta el momento sélo 3 pacien-
tes (14%) han sobrevivido mds de 5 afios desde el sTp. La causa de la muerte
en los 7 pacientes fallecidos fue en todos ellos la progresién tumoral.

Resumen

En el grupo de stp predominaban los varones de 57 anos de edad, fumadores
y bebedores. Los PT mds frecuentes eran de laringe supraglética y orofaringe
con estadios precoces. Los st se localizaban en su mayorfa en la zona de ca-
beza y cuello (oro, hipofaringe y supraglotis) y aumentaban ligeramente los
estadios avanzados. Todos los PT eran carcinomas epidermoides al igual que
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la mayoria de sTP. A todos los PT se les realizé tratamiento quirdrgico con
fin curativo, estando los bordes de reseccién libres en el 95% y presentando
metdstasis ganglionares en el 19%. En el 10% de los sTP se empleé quimio-
radioterapia. El tiempo transcurrido hasta el stp fue de 41 meses. La supervi-
vencia del 67%, falleciendo el 33% por causa tumoral.

8.1.3 Grupo de rT

En la muestra completa de pacientes hubo 15 casos (42%) que desarrollaron
durante el seguimiento una R, presentando las siguientes caracteristicas cli-
nico-histopatolégicas. Respecto al sexo todos eran varones (100%). La edad
media cuando se diagnosticé el pT era de 61 anos, con un rango de 41 a 71
anos. Entre los factores de riesgo también destacaba el hébito tabdquico,
siendo todos fumadores (15 casos, 100%). El consumo de alcohol era habi-
tual en 12 casos (80%), mientras que los 3 restantes (20%) no eran bebedo-
res o ese dato no constaba en la historia clinica. La exposicién conjunta al
alcohol y tabaco era también habitual en 12 pacientes (80%), mientras que
3 (20%) no bebian. Durante el seguimiento, desde el tratamiento inicial del
PT, se constat6 que los 15 pacientes (100%) habian abandonado sus hébitos
toxicos.

Las localizaciones del PT que mds se asociaban a RT eran la laringe supra-
glética y la hipofaringe, cada una con 6 casos (40%), siendo menor el resto,
como se detalla en la tabla x.

Tabla x. Localizacién de pT en relacion al tipo de Rt en el grupo que la desarrollé (N=15).

PT Supraglotis Glotis Hipofaringe Orofaringe Total (%)
RT
Local 3 0 1 1 5(33)
Locorregional 3 0 5 0 8 (53)
Estomal 0 2 0 0 2(13)
Total (%) 6 (40) 2(13) 6 (40) 1(7) 15 (100)

Si comparamos agrupando la localizacién laringea y faringea del pr, obser-
vamos una distribucién similar con 8 casos (53%) para la primera, respecto
a la segunda con 7 (47%). Las Rt locorregionales representaban la mayoria
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(8 casos, 53%) respecto a las locales (5 casos, 33%) y a las estomales (2 casos,
13%). Los PT que en su evolucién desarrollaron recidivas estomales eran to-
dos de localizacién glética.

Los PT eran en su totalidad carcinomas epidermoides con distinto grado
histopatolégico de diferenciacién (6 casos, 40% bien diferenciados; 8 casos,
53% moderadamente diferenciados y 1 caso, 7% pobremente diferenciado).
En las rT los 15 casos tenfan histopatologia de carcinoma epidermoide inva-
sivo con distinto grado de diferenciacién (6 casos, 40% bien diferenciados; 6
casos, 40% moderadamente diferenciados; 1 caso, 7% pobremente diferen-
ciado), aunque en los 2 casos restantes (13%) no fue posible establecer dicho

grado.

La estadificacién de los pT de este grupo que desarrollaron una RT se
muestra en la figura 16, con mayoria de estadios avanzados 11-1v (10 casos,
67%), respecto a los precoces 1-11 (5 casos, 33%).

En las RT no se pudo realizar adecuadamente la estadificacién, sobre todo
cuando se trataba de una recidiva locorregional, por la dificultad para valorar
la extension después de la cirugfa previa, y por no estar esa informacién bien
reflejada en la historia clinica.

0 10 20 30 40 50
% Casos

Figura 16. Estadificacion del pt en el grupo que desarrollé una rT (N=15).
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Los ganglios linféticos cervicales fueron positivos para metistasis (pN+)
en 6 pacientes (40%) de los P, de los cuales 3 eran estadio 11 y 3 estadio 1v.
En las rRT se comprobé que 7 pacientes (47%) eran pN+, si bien el hecho de
no poder realizar una adecuada estadificacién de la recidiva impidié determi-
nar en que estadio tumoral se encontraban.

Los bordes de la pieza quirtirgica estaban libres de infiltracién tumoral
en 12 casos (80%) de los pT, mientras que dos casos (13,3%) presentaban
infiltracién microscépica y 1 (6,6%) macroscopica. En las Rt habia 4 casos
(26,6%) que no presentaban infiltracién tumoral, mientras que en 8 casos
(53,3%) si la tenfan, 5 microscopica y 3 macroscépica. No se pudo determi-
nar este dato con seguridad en 3 casos (20%).

En la tabla x1 se detallan los datos clinico-patolégicos en el grupo que
desarrollé una Rr.

Tabla xi. Estadificacion, grado histologico, ganglios linfaticos y bordes quirirgicos segun la
localizacién tumoral de los T en el grupo que desarrollé una Rt (N=15).

Laringe (N=8) Faringe (N=7) N=15
Supraglotis Glotis Total (%) Orofaringe Hipofaringe Total (%) Total (%)
Estadio
| 2 2 (25) 2(13)
Il 1 1(12,5) 1 1 2(29) 3(20)
1] 3 2 5(62,5) 1 1(14) 6 (40)
\% 4 4 (57) 4(27)
Grado
histolégico
Bien 2 2 4 (50) 1 1 2(29) 6 (40)
Moderado 3 3(37,5) 5 5(71) 8 (53)
Pobre 1 1(12,5) 1(7)
Ganglios
(NO) 3 2 5(62,5) 1 3 4 (57) 9 (60)
(N+) 3 3(37,5) 3 3(43) 6 (40)
Bordes
Libres 5 2 7(87,5) 1 4 5(71) 12 (80)
Micro. + 1 1(12,5) 1 1(14) 2(13,3)
Macro. + 1 1(14) 1(6,6)
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En la tabla x11 se hace referencia al tipo de R, estadio, grado de diferencia-
cién, ganglios linfdticos y bordes quirtrgicos.

Tabla xin. Grado histolégico, ganglios linfaticos y bordes quirtrgicos del pT segun el tipo de
RT en el grupo que la desarrollé (N=15).

Recidiva local Recidiva Recidiva estomal Total (%)
locorregional
Grado histolégico
Bien 3 3 6 (40)
Moderado 1 5 6 (40)
Pobre 1 1(7)
No determinado 2 2(13)
Ganglios
(NO) 4 4(26,6)
(N+) 1 6 7 (46,6)
No determinado 2 2 4 (26,6)
Bordes
Libres 3 1 4 (26,6)
Micro. + 2 3 5(33,3)
Macro. + 3 3 (20)
No determinado 1 2 3 (20)

El tratamiento inicial fue quirdrgico en todos los pT de este grupo (15 ca-
sos, 100%), y en 12 (80%) de las rt (Figura 17). En estas tltimas, ademds de
la cirugfa, se realizé tratamiento complementario posterior con radioterapia,
sola o asociada a quimioterapia en 10 pacientes (66,6%). En las 3 Rt restan-
tes (20%) se optd por un tratamiento paliativo.

Mandibulectomia :_

Faringuectomia |m—
Vaciamiento cervical

L. Total |

L. Supraglética [mmmmm—

Técnicas quirargicas

N° intervenciones

Figura 17. Técnicas quirurgicas realizadas como tratamiento en el grupo que desarroll6 una
RT (N=15).
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En la evolucién de estos pacientes se observé que el tiempo transcurrido
entre el PT y la RT fue de 12 meses, con un rango de 1 a 37 meses. Durante el
seguimiento no se registr ninguna pérdida.

La supervivencia media desde el diagndstico/tratamiento de la R fue de
31 meses (0-115 meses). Hasta el momento sélo 3 pacientes (20%) han so-
brevivido mds de 5 afos desde la rRT. La causa de muerte de los 12 pacientes
fallecidos (80%) fue la progresién tumoral (11 casos), mientras que en el
caso restante se debi a una enfermedad intercurrente.

Resumen

En el grupo de Rt eran todos varones de 61 anos de edad, fumadores y be-
bedores. Los PT mds frecuentes eran de hipofaringe y laringe supraglética en
estadios avanzados. Las RT predominaban del tipo locorregional seguidas por
las locales y estomales. Todos los PT eran carcinomas epidermoides al igual
que las RT. A todos los PT se les realizé tratamiento quirtrgico con fin curati-
vo, estando los bordes de reseccién libres en el 80% y presentando metdstasis
ganglionares en el 40%. En el 20% de los RT se optd por tratamiento paliati-
vo. El tiempo transcurrido hasta la RT fue de 12 meses. La supervivencia fue
del 20%, falleciendo el 73% por causa tumoral.
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8.2. Estudio génico

Se procedié a estudiar mediante MLPA las alteraciones génicas presentes en los
36 pT, asi como en los 21 stp y en las 15 RT. De las 42 sondas estudiadas 6
fueron descartadas por su mal funcionamiento. Se trataba de los genes 74Nk,
CDKN2B, BLM, TP 53 (193 PB), IGFIR y MYBL2, por lo que finalmente se consi-
deraron las 36 sondas restantes.

Con el fin de ordenar los resultados se procederd a su descripcién segtin
el guién que se expone a continuacién. Al final de cada apartado se hard un
breve resumen de los datos mds importantes.

El esquema que se seguird es el siguiente:
*  Descripcién de las alteraciones génicas observadas en los pT, sTP y RT.

*  Comparacién entre los distintos grupos: 36 pT y 21 stP, 36 PT y 15
RT, 21 PT —sTP y 15 PT — RT, 21 sTP y 15 RT.

* Andlisis de las concordancias y discordancias de dichas alteraciones
génicas entre los PT y STP, asi como entre PT y RT.

* Andlisis de las concordancias y discordancias entre cada PT con su
correspondiente STP 0 RT.

*  Comparacién de la supervivencia de los pacientes que desarrollaron
un sTP (N=21) y una rT (N=15).
e Correlacién de las alteraciones génicas con la supervivencia, tanto en

los 36 pT de la muestra total, como en los que desarrollaron un stp
(21 pT —sTP) y una Rt (15 PT — RT).

8.2.1. Descripcidn de las alteraciones génicas

En la tabla x111 se expone de forma general el nimero medio de alteraciones
génicas (ganancias, pérdidas, amplificaciones) por caso correspondientes a
los T (N=306), sTP (N=21) y RT (N=15), asi como los datos desglosados para
los T —stP (n=21) y PT — RT (N=15).
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Tabla xi. Nimero de alteraciones génicas por caso.

Resultados

Alteracion
génica 36 PT 21PT-STP 15 PT-RT 21 stP 15 RT
Pérdidas 5,25 5 5,6 4,04 4,73
Ganancias 4,41 3,85 5.2 5,04 6,66
Amplificaciones 0,97 0,71 1,2 0,66 1,13
Total 10,63 9,56 12 9,74 12,52

8.2.1.1 Alteraciones génicas en los 36 T

En la tabla x1v se presentan el total de las alteraciones génicas detectadas en
los 36 pr.

Tabla xiv. Alteraciones génicas en los 36 p1. En negrita se resaltan los valores mas desta-

cados.

Gen Cromosoma | N° Pérdidas % N° Ganancias % N° Amplificaciones %
NRAS 01p13.2 3 8,33 1 2,78 0 0,00
LMNA 01g21.2 3 8,33 1 30,56 1 2,78

IL1A 02q14 2 5,56 5 13,89 0 0,00
MLH1 03p22.1 9 25,00 3 8,33 1 2,78
MLH1 03p22.1 6 16,67 0 0,00 0 0,00

CTNNB1 03p22 8 22,22 0 0,00 0 0,00
CASP6 04925 8 22,22 2 5,56 0 0,00
L2 04926 4 11,11 1 2,78 0 0,00
MFHAS1 08p23.1 8 22,22 6 16,67 1 2,78
CTSB 08p22 4 11,11 7 19,44 1 2,78
N33 08p22 0 0,00 6 16,67 1 2,78
PTP4A3 08924.3 2 5,56 6 16,67 1 2,78
RECQL4 08q24.3 2 5,56 4 11,11 1 2,78
CDKN2A 09p21 17 47,22 1 2,78 0 0,00
Al651963 10p14 13 36,11 1 2,78 0 0,00
RENT2 10p14 5 13,89 1 2,78 0 0,00
CREM 10p12.1 1 2,78 6 16,67 0 0,00
CCND1 11913 1 2,78 15 41,67 10 27,78
EMS1 11913 1 2,78 15 41,67 12 33,33

IL18 11923.1 10 27,78 2 5,56 0 0,00
IGSF4 11923 4 11,11 2 5,56 0 0,00
BRCA2 13912.3 7 19,44 0 0,00 0 0,00

continiia en la pdgina siguiente
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Gen Cromosoma | N° Pérdidas % N° Ganancias % N° Amplificaciones %
RB1 13q14.2 7 19,44 1 2,78 0 0,00
DLEU1 13q14.3 4 1,11 1 2,78 0 0,00
TP53 17p13.1 6 16,67 5 13,89 0 0,00
TP53 17p13.1 8 22,22 2 5,56 0 0,00
TP53 17p13.1 7 19,44 4 11,11 0 0,00
TP53 17p13.1 7 19,44 2 5,56 0 0,00
ERBB2 17921.1 1 2,78 3 8,33 1 2,78
CDH2 18911.2 9 25,00 3 8,33 0 0,00
MADH2 18921.1 1 2,78 5 13,89 0 0,00
BCL2 18q21.2 6 16,67 3 8,33 0 0,00
STK11 19p13.3 6 16,67 4 11,11 0 0,00
CDKN2D 19p13 7 19,44 8 22,22 1 2,78
BCL2L1 20g11.1 0 0,00 17 47,22 3 8,33
PTPN1 20q13.1 2 5,56 6 16,67 1 2,78

En la figura 18 se representan las pérdidas génicas mds importantes obser-
vadas en el total de los pT.

Destacan por orden de frecuencia los genes cDkN2A, 41651963, 1118, MLH]
y CDH2, que presentan pérdidas en al menos el 25 % de las muestras anali-
zadas.
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Figura 18. Pérdidas génicas en los 36 PT.
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La figura 19 muestra las ganancias génicas mds importantes observadas
en el total de los PT. Destacan por orden de frecuencia los genes Bcr2Ll,
CCND1, EMSI, LMNA 'y, que presentan ganancias en mds del 30% de las mues-
tras analizadas.
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Figura 19. Ganancias génicas en los 36 pr.

La figura 20 muestra las amplificaciones génicas mds importantes obser-
vadas en el total de los 36 pT. Destacan por orden de frecuencia las de los
genes £EMSI y ccnNDI, que presentan amplificaciones en mds del 27% de las
muestras analizadas.
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Figura 20. Amplificaciones génicas en los 36 pr.
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Resumen

Las alteraciones génicas més frecuentes en los PT son las pérdidas en cpin24
y 41651963, las ganancias en Bcr2L1, ccnpl y EMSI, junto a las amplificacio-
nes en estos dos ultimos genes.

8.2.1.2 Alteraciones génicas en los 21 stp

En la tabla xv se presentan el total de las alteraciones génicas detectadas en
los 21 stp.

Tabla xv. Alteraciones génicas en los 21 sTp. En negrita se resaltan los valores mas desta-
cados.

o
Gen Cromosoma | N° Pérdidas % Gan:ncias % N° Amplificaciones %
NRAS 01p13.2 3 14,29 1 4,76 0 0,00
LMNA 01921.2 2 9,52 4 19,05 0 0,00

IL1A 02q14 0 0,00 5 23,81 1 4,76
MLH1 03p22.1 5 23,81 2 9,52 0 0,00
MLH1 03p22.1 3 14,29 1 4,76 0 0,00
CTNNB1 03p22 2 9,52 1 4,76 0 0,00
CASP6 04925 3 14,29 1 4,76 0 0,00
2 04926 0 0,00 2 9,52 0 0,00
MFHAS1 08p23.1 2 9,52 1 4,76 0 0,00
CTSB 08p22 2 9,52 1 4,76 1 4,76
N33 08p22 1 4,76 7 33,33 0 0,00
PTP4A3 08g24.3 3 14,29 3 14,29 0 0,00
RECQL4 08q24.3 3 14,29 4 19,05 0 0,00
CDKN2A 09p21 14 66,67 1 4,76 1 4,76
Al651963 10p14 1 4,76 3 14,29 0 0,00
RENT2 10p14 1 4,76 3 14,29 0 0,00
CREM 10p12.1 0 0,00 2 9,52 0 0,00
CCND1 11913 0 0,00 9 42,86 5 23,81
EMS1 11913 0 0,00 9 42,86 5 23,81
IL18 11923.1 0 0,00 4 19,05 0 0,00
IGSF4 11923 1 4,76 2 9,52 0 0,00
BRCA2 13912.3 0 0,00 2 9,52 0 0,00
RB1 13q14.2 2 9,52 2 9,52 0 0,00
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o
Gen Cromosoma | N° Pérdidas % Gan:ncias % N° Amplificaciones %
DLEU1 13g14.3 0 0,00 2 9,52 0 0,00
TP53 17p13.1 5 23,81 2 9,52 0 0,00
TP53 17p13.1 6 28,57 1 4,76 0 0,00
TP53 17p13.1 4 19,05 3 14,29 0 0,00
TP53 17p13.1 6 28,57 2 9,52 0 0,00
ERBB2 179211 2 9,52 2 9,52 1 4,76
CDH2 18q11.2 1 4,76 6 28,57 0 0,00
MADH?2 18021.1 1 4,76 6 28,57 0 0,00
BCL2 18g21.2 2 9,52 0 0,00 0 0,00
STK11 19p13.3 5 23,81 2 9,52 0 0,00
CDKN2D 19p13 5 23,81 1 4,76 0 0,00
BCL2L1 20qg11.1 0 0,00 8 38,10 0 0,00
PTPN1 20qg13.1 0 0,00 1 4,76 0 0,00

En la figura 21 se representan las pérdidas génicas mds importantes obser-
vadas en los sTP. Destaca por orden de frecuencia el gen cpxkn24, que presen-
ta pérdidas en mds del 60 %, mientras que las de los genes 7253 (ex6n 9) y
7P53 (ex6én 11) se observan en al mds del 28 % de las muestras analizadas.
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Figura 21. Pérdidas génicas en los 21 sTp.
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En la figura 22 se representan las ganancias génicas mds importantes ob-
servadas en los sTP. Destacan por orden de frecuencia los genes ccnpl, Emsi,
scL2el y N33 que presentan ganancias en mds del 33% de las muestras ana-
lizadas.
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Figura 22. Ganancias génicas en los 21 sTp.

En la figura 23 se representan las amplificaciones génicas mds importan-
tes observadas en los sTp. Destacan los genes ccnpI y EMsI que estdn ampli-
ficados en mds del 23% de las muestras analizadas.
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Figura 23. Amplificaciones génicas en los 21 sTp.

106



Resultados

Resumen

Las alteraciones génicas mds frecuentes en los sTP son las pérdidas en cpin24
y 7P53, las ganancias en BcL211, ccNDI y EMs1, junto a las amplificaciones en
estos dos ultimos genes.

8.2.1.3 Alteraciones génicas en las 15 RT

En la tabla xv1 se presentan todas las alteraciones génicas detectadas en las
15 rT.

Tabla xvi. Alteraciones génicas en las 15 rT. En negrita se resaltan los valores mas desta-
cados.

Gen Cromosoma N° Pérdidas % Gan:r:cias % Ampliﬁzsciones %
NRAS 01p13.2 1 6,67 2 13,33 0 0,00
LMNA 01921.2 0 0,00 11 73,33 1 6,67

IL1A 02q14 0 0,00 3 20,00 0 0,00
MLH1 03p22.1 4 26,67 0 0,00 0 0,00
MLH1 03p22.1 3 20,00 0 0,00 0 0,00

CTNNB1 03p22 3 20,00 0 0,00 0 0,00
CASP6 04925 5 33,33 0 0,00 0 0,00
L2 04926 1 6,67 0 0,00 0 0,00
MFHAS1 08p23.1 4 26,67 5 33,33 0 0,00
CTSB 08p22 3 20,00 5 33,33 2 13,33
N33 08p22 2 13,33 1 6,67 0 0,00
PTP4A3 08g24.3 0 0,00 4 26,67 0 0,00
RECQL4 08q24.3 2 13,33 3 20,00 0 0,00
CDKN2A 09p21 3 20,00 1 6,67 0 0,00
Al651963 10p14 6 40,00 1 6,67 0 0,00
RENT2 10p14 5 33,33 1 6,67 0 0,00
CREM 10p12.1 0 0,00 4 26,67 0 0,00
CCND1 11913 0 0,00 8 53,33 6 40,00

EMS1 1913 0 0,00 9 60,00 6 40,00

IL18 11923.1 7 46,67 0 0,00 0 0,00
IGSF4 11923 0 0,00 0 0,00 0 0,00
BRCA2 13q12.3 2 13,33 1 6,67 0 0,00

continiia en la pdgina siguiente
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Gen | Posicionen | o perdidas % | canmecias | % N° Amplif. %
RB1 13q14.2 4 26,67 0 0,00 0 0,00
DLEU1 13q14.3 1 6,67 0 0,00 0 0,00
TP53 17p13.1 2 13,33 4 26,67 0 0,00
TP53 17p13.1 2 13,33 2 13,33 0 0,00
TP53 17p13.1 0 0,00 2 13,33 0 0,00
TP53 17p13.1 0 0,00 2 13,33 0 0,00
ERBB2 179211 2 13,33 5 33,33 2 13,33
CDH2 18911.2 3 20,00 1 6,67 0 0,00
MADH?2 18921.1 0 0,00 0 0,00 0 0,00
BCL2 18921.2 2 13,33 1 6,67 0 0,00
STK11 19p13.3 1 6,67 3 20,00 0 0,00
CDKN2D 19p13 3 20,00 4 26,67 0 0,00
BCL2L1 20q11.1 0 0,00 9 60,00 0 0,00
PTPN1 20q13.1 0 0,00 8 53,33 0 0,00

En la figura 24 se representan las pérdidas génicas mds importantes obser-
vadas en las RT. Destacan por orden de frecuencia los genes 1218, 41651963,
cASPG 'y RENTZ, que presentan pérdidas en mds del 33 % de las muestras ana-
lizadas.
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Figura 24. Pérdidas génicas en las 15 Rrr.
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En la figura 25 se representan las ganancias génicas mds importantes ob-
servadas en las RT. Destacan por orden de frecuencia los genes zvn4, BcL2L1,
EMSI, ccND1 'y PTPNI, que presentan ganancias en mds del 50% de las mues-
tras analizadas.
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Figura 25. Ganancias génicas en las 15 RT.

En la figura 26 se representan las amplificaciones génicas mds importan-
tes observadas en las RT. Destacan los genes ccnp! y EmsI, que presentan
amplificaciones en mds del 40% de las muestras analizadas.
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Figura 26. Amplificaciones génicas en las 15 RT.
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Resumen

Las alteraciones génicas mds frecuentes en las RT son las pérdidas en 1218,
A1651963, casp6, RENT2, las ganancias en LMNA, BCL2L1, EMSI, CCND1, junto a
las amplificaciones en estos dos tltimos genes.

8.2.2 Comparacion de las alteraciones génicas

Para facilitar la comprensién de las distintas comparaciones puede ser ttil
acudir a la figura 7.

8.2.2.1 Entre los 36 p1 y los 21 stp

En la tabla xvi1 se muestran los valores estadisticamente significativos.

Las pérdidas de los genes 122, 41651963, 118, BrRCA2, DLEUI, CDH2 y la
ganancia de cpKN2D se correlacionaron de forma significativa al comparar
los pT y los sTP con la t de Student.

Tabla xvi. Comparacion entre las alteraciones génicas de los PT y sTP.

Gen N° pT Ne° sTp p (t-Student)
IL2- 4/36 0/21 0,044
Al651963 - 13/36 1/21 0,002
IL18 - 10/36 0/21 0,001
BRCAZ2 - 7/36 0/21 0,006
DLEUT - 4/36 0/21 0,044
CDH2 - 9/36 1/21 0,024
CDKN2D + 8/36 1/21 0,045

(- pérdida; +: ganancia)

En las figuras 27, 28 y 29 se representan las pérdidas, ganancias y amplifi-
caciones génicas mds importantes comparando los pT con los stp.
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Figura 27. Comparacion de las pérdidas génicas entre los pT (N

sefialan los genes significativos (t de Student).
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Figura 28. Comparacion de las ganancias génicas entre los pPT (N

sefialan los genes significativos (t de Student).
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Figura 29. Comparacion de las amplificaciones génicas entre los pT (N=36) y sTP(N=21).

Resumen

Las alteraciones génicas que diferencian los T y los stp de forma significati-
va son las pérdidas en 122, 41651963, 1118, BrcA2, DLEUI, CDHZ2 y la ganancia
de cDKNZD.

8.2.2.2 Entre los 36 pT y las 15 RT

En la tabla xvii1 se muestran los valores estadisticamente significativos.

Las pérdidas de los genes /6sF4 y 7753 (exones 10 y 11) y las ganancias de
LMNA 'y PTPNI se correlacionaron de forma significativa al comparar los p1 y
las RT con la t de Student.

112



Resultados

Tabla xvii. Comparacién entre las alteraciones génicas de los PT y RT.

Gen N° pT N° RrT p (t-Student)
N33 - 0/36 2/15 0,164
CDKN2A - 17/36 3/15 0,054
IGSF4 - 4/36 0/15 0,044
TP53
(exén 10) - 7/36 0/15 0,006
TP53
(exon 11) - 7/36 0/15 0,006
LMNA + 11/36 11115 0,005
ERBB2 + 3/36 5/15 0,079
PTPN1 + 6/36 8/15 0,022

(- pérdida; +: ganancia)

En las figuras 30, 31 y 32 se representan las pérdidas, ganancias y amplifi-
caciones génicas mds importantes comparando los PT con las Rr.
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Figura 30. Comparacion de las pérdidas génicas entre los pT (N=36) y RT (N=15). Con * se
sefialan los genes significativos (t de Student).
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Figura 31. Comparacién de las ganancias génicas entre los pt (N=36) y RT (N=15). Con * se
sefialan los genes significativos (t de Student).
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Figura 32. Comparacion de las amplificaciones génicas entre los pT (N=36) y RT (N=15).
Resumen

Las alteraciones génicas que diferencian los pT y las RT de forma significativa
son las pérdidas en /GsF4 y 7P53, mds frecuentes en los PT, y las ganancias en
LMNA'y PTPNI, mds frecuentes en las RT.
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8.2.2.3 Entre los 21 stp y las 15 RT

En la tabla x1x se muestran los valores estadisticamente significativos.

Las pérdidas de los genes cpin24, 7253 (exén 11), MrHASI, 41651963,
RENT2 'y 1118 y las ganancias de N33, LMN4, cTSB 'y PTPNI se correlacionaron
de forma estadisticamente significativa al comparar los sTp y las RT con la t

de Student.

Tabla xix. Comparacién entre las alteraciones génicas de los sTp y RT.

Gen N° stp N° RrT p (t-Student)

TP53 (exbn 11) - 6/21 0/15 0,01
IL18 - 0/21 7115 0,004
MFHAST - 2/21 4/15 0,048
CDKN2A - 14/21 3/15 0,004
Al651963 - 1/21 6/15 0,021
RENT2 - 1/21 5/15 0,048
CTSB + 1/21 5/15 0,048
N33 + 7/21 115 0,04
LMNA + 4/21 11115 0,001
PTPN1 + 1/21 8/15 0,003

(-: pérdida; +: ganancia)

En las figuras 33, 34 y 35 se representan las pérdidas, ganancias y amplifi-
caciones génicas mds importantes comparando los sTP con las RT.
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Figura 33. Comparacion de las pérdidas génicas entre los stp (N=21) y rRT (N=15). Con * se
sefialan los genes significativos (t de Student).
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Figura 34. Comparacion de las ganancias génicas entre los stp (N

sefialan los genes significativos (t de Student).
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Resumen

Las alteraciones génicas que diferencian los stp y las RT son las pérdidas
en 7753 (ex6n 11), cpkN24, mds frecuentes en los stp, y las pérdidas en
A1651963, RENT2, MFHASI, 1118 mids frecuentes en las RT. Las ganancias en
LMNA, CTSB'y PTPNI son mds frecuentes en las RT, mientras que N33 lo es en
los sTp.

8.2.2.4 Entre los 15 pT que desarrollaron RT y los 21 pT que desarrollaron
STP

La pérdida del gen cpH2 fue la Ginica alteracién génica que se correlaciond
de forma estadisticamente significativa al comparar los T con evolucién a RT
y sTP con la t de Student.

En las figuras 36, 37 y 38 se representan las pérdidas, ganancias y ampli-
ficaciones génicas mds importantes comparando los PT con evolucién a RT y
STP.
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Figura 36. Comparacion de las pérdidas génicas entre los pT—sTP (N=21) y los PT—RT
(N=15). Con * se sefialan los genes significativos (t de Student).
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Figura 38. Comparacion de las amplificaciones génicas entre los PT—sTP (N

PT—RT (N

15).

Resumen

La unica alteracién génica que diferencia a los pT—sTP de los PT—RT es la

pérdida de cpH2 en estos tltimos.
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8.2.3 Concordancias y discordancias entre las alteraciones génicas

Denominamos concordancias a las alteraciones génicas que coinciden cuan-
do comparamos dos grupos similares en nimero, en este caso los PT—sTP
(N=21) y los sTp (N=21). Discordancias serfan por tanto la falta de coinci-
dencias en estas alteraciones. Siguiendo lo expuesto en el Modelo Teérico
(Apartado 4) las concordancias y discordancias nos podrian indicar el pa-
trén génico de similitud entre el PT y la RT, mientras que en el caso del stp
serfa un patrén génico de diferencia. En este punto establecemos el umbral
de concordancia cuando la similitud de cada alteracién génica es mayor del
50%, mientras que si es inferior se considera discordancia o dudosa.

8.2.3.1 Entre los 21 pT y 21 stp

Las ganancias génicas concordantes y discordantes significativas entre
PT—STP y STP se ponen de manifiesto en la tabla xx. Al analizar la concor-
dancia y discordancia entre ambos grupos se objetivaron, con la prueba del
estadistico exacto de Fisher, valores significativos en £ms1, 1218, 7753 (ex6n
10) y Bcr2L1. Sin embargo, al estudiar las diferencias mediante la prueba de
Mc Nemar no hubo diferencias estadisticamente significativas.

Tabla xx. Ganancias concordantes y discordantes entre pT—sTP(N=21) y sTP (N=21).

Gen crom si-si Chi2 no-si + si-no no-si Chi2
Fisher

%concord Exact %discord %incremento McNemar
LMNA 01g21.2 33,33% 0,148 66,67% 33,33% 1,000
IL1A 02q14 0/7 0,570 100,00% 71,43% 0,450
MLH1 03p22.1 0/4 0,800 100,00% 50,00% 1,000
N33 08p22 22,22% 0,410 77,78% 55,56% 0,450
RECQL4 08q24.3 0/5 0,810 100,00% 80,00% 0,370
CCND1 11913 50,00% 0,071 50,00% 25,00% 1,000
EMS1 11913 63,64% 0,008 36,36% 18,18% 1,000
L18 11923.1 50,00% 0,029 50,00% 50,00% 0,500
TP53 (exén 10) | 17p13.1 50,00% 0,041 50,00% 25,00% 1,000
CDH2 18q11.2 28,57% 0,184 71,43% 57,14% 0,370
MADH2 18g21.1 25,00% 0,316 75,00% 50,00% 0,687
BCL2L1 20q11.1 63,64% 0,007 36,36% 9,09% 0,630
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Las pérdidas génicas concordantes y discordantes significativas entre pT
y STP se ponen de manifiesto en la tabla xx1. Al analizar la concordancia y
discordancia entre ambos grupos se objetivaron, con la prueba del estadistico
exacto de Fisher, valores significativos en 7753 (exén 9). Al estudiar las dife-
rencias mediante la prueba de Mc Nemar se observaron valores significativos

en A1651963.

Tabla xxi. Pérdidas concordantes y discordantes entre pT—sTP (N=21) y sTP (N=21).

Gen crom si-si Chi2 no-si + si-no no-si Chi
% concor Fisher Exact %di d %incr te Mc Nemar
NRAS 01p13.2 0/5 1,000 100,00% 60,00% 1,000
LMNA 01921.2 0/4 1,000 100,00% 50,00% 1,000
MLH1 03p22.1 22,22% 0,280 66,67% 22,22% 0,690
MLH1 03p22.1 40,00% 0,080 60,00% 20,00% 1,000
CTNNB1 03p22 14,29% 0,500 85,71% 14,29% 0,220
CASP6 04925 12,50% 1,000 87,50% 25,00% 0,450
MFHAS1 08p23.1 0/5 0,729 100,00% 40,00% 1,000
CTSB 08p22 0/3 0,900 100,00% 66,67% 1,000
PTP4A3 08q24.3 0/4 0,850 100,00% 75,00% 0,630
RECQL4 08q24.3 0/4 0,850 100,00% 75,00% 0,630
CDKN2A 09p21 50,00% 0,220 50,00% 100,00% 0,290
Al651963 10p14 14,29% 0,330 85,71% 0/7 0,031
RENT2 10p14 33,33% 0,140 66,67% 0/3 0,500
TP53 (exbn 8) 17p13.1 33,33% 0,130 66,66% 50,00% 0,630
TP53 (ex6n 9) 17p13.1 57,14% 0,011 42,86% 28,57% 1,000
TP53 (exén
10) 17p13.1 14,29% 0,600 85,71% 42,86% 1,000
TP53 (exén
11) 17p13.1 25,00% 0,320 75,00% 50,00% 0,680
ERBB2 179211 50,00% 0,095 50,00% 50,00% 1,000
CDH2 18q11.2 50,00% 0,095 50,00% 0/2 1,000
BCL2 18g21.2 0/4 0,800 100,00% 50,00% 1,000
STK11 19p13.3 28,57% 0,230 71,43% 42,86% 1,000
CDKN2D 19p13 28,57% 0,230 71,43% 42,86% 1,000

Las amplificaciones génicas no mostraron valores significativos con ambos
test al analizar sus concordancias y discordancias.
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Resumen

Las alteraciones génicas concordantes entre los pT—stP y los sTP son las ga-
nancias en £mSI, 1218 y 7753 (ex6n 10) y la pérdida en 7753 (ex6n 9). La
alteracién discordante corresponde la pérdida en 47651963.

8.2.3.2 Entre los 15 pr y las 15 rT

Las ganancias génicas concordantes y discordantes entre los PT—RT y las RT
se ponen de manifiesto en la tabla xxi1. Al analizar la concordancia y discor-
dancia de los genes no se objetivaron valores significativos con el estadistico
exacto de Fisher ni con la prueba de cambios minimos de Mc Nemar.

Tabla xxi. Ganancias concordantes y discordantes y concordantes entre PT—RT (N=15) y RT
(N=15).

Gen crom si-si Chi2 no-si + si-no no-si Chi2
%concord Fisher Exact %discord %incr t McN
LMNA 01921.2 28,57% 0,231 71,42% 50,00% 0,344
IL1A 02q14 50,00% 0,081 50,00% 25,00% 1,000
MFHAS1 08p23.1 33,33% 0,242 66,66% 50,00% 0,625
CTSB 08p22 28,57% 0,407 71,42% 42,85% 1,000
PTP4A3 08q24.3 16,66% 0,637 83,33% 50,00% 1,000
CCND1 11913 55,55% 0,084 44,44% 33,33% 0,625
EMS1 11913 50,00% 0,168 50,00% 40,00% 0,375
TP53 (exdn 8) 17p13.1 14,28% 0,725 85,71% 42,85% 1,000
TP53 (exon9) 17p13.1 0/4 0,743 100,00% 50,00% 1,000
TP53 (exén
10) 17p13.1 0/3 0,867 100,00% 66,66% 1,000
TP53 (exon
11) 17p13.1 0/3 0,867 100,00% 66,66% 1,000
ERBB2 17921.1 20,00% 0,333 80,00% 80,00% 0,125
CDKN2D 19p13 50,00% 0,077 50,00% 16,66% 1,000
BCL2L1 20q11.1 45,45% 0,378 54,54% 36,36% 0,687
PTPN1 20q13.1 37,50% 0,123 62,50% 62,50% 0,063
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Las pérdidas génicas discordantes y concordantes entre los PT—RT y RT se
ponen de manifiesto en la tabla xxii1. Al analizar la concordancia y discor-
dancia entre las pérdidas de los genes se objetivé que el gen mLH1 presentaba
valores significativos con la prueba del estadistico exacto de Fisher, pero no se
correspondia con la prueba de cambios minimos de Mc Nemar.

Tabla xxui. Pérdidas discordantes y concordantes entre PT—RT (N=15) y RT (N=15).

Gen crom si-si Chi2 no-si + si-no no-si Chi2
%concord Fisher Exact %discord %incr to McN

MLH1 03p22.1 50,00% 0,057 50,00% 50,00% 0,500
MLH1 03p22.1 66,66% 0,029 33,33% 33,33% 1,000
CTNNB1 03p22 25,00% 0,371 75,00% 50,00% 1,000
CASP6 04925 16,66% 0,571 83,33% 66,66% 0,375
MFHAS1 08p23.1 12,50% 0,593 87,50% 37,50% 1,000
CTSB 08p22 0/6 0,484 100,00% 50,00% 1,000
CDKN2A 09p21 25,00% 0,450 75,00% 12,50% 0,219
Al651963 10p14 50,00% 0,119 50,00% 25,00% 1,000
RENT2 10p14 16,66% 0,571 83,33% 66,66% 0,375
IL18 11923.1 50,00% 0,100 50,00% 37,50% 0,625
RB1 13q14.2 16,66% 0,637 83,33% 50,00% 1,000

Las amplificaciones génicas no mostraron valores significativos con am-
bos test al analizar sus concordancias y discordancias.

Resumen

La tnica alteracién génica concordante entre los PT—RT y las RT es la pérdida
en MLHI.
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8.2.3.3 Entre cada PT con su correspondiente STP/ RT

Resultados

Se comparé cada pT (PT—sTP (N=21) y PT—RT (N=15)) con su posterior STP
(n=21) y rRT (N=15), con el fin de establecer similitudes y diferencias y confir-
mar o descartar el diagnéstico clinico realizado (Tablas xx1v y xxv). En este
punto se agruparon todas las alteraciones de forma cualitativa, estableciendo
el siguiente perfil de similitud o diferencia: muy concordante (>50%), inter-
medio o dudoso (25-50%) y discordante (<25%).

Tabla xxiv. Concordancia y discordancias en las alteraciones génicas entre cada PT —RT
(N=15) y sus posteriores RT (N=15).

Pareja N° Total alteraciones % Concordancias % Discordancias

PT—RT
1 11 81,81 18,18
2 16 43,75 56,25
3 19 0 100
4 27 33,33 66,66
5 10 0 100
6 18 55,55 44,44
7 21 19,04 80,95
8 21 19,04 80,95
9 16 6,25 93,75
10 13 38,46 61,53
1 18 0 100
12 22 36,36 63,63
13 1 27,27 72,72
14 15 13,33 86,66
15 19 26,31 73,68

En el grupo PT—RT (N=15) y sus respectivas RT (N=15) observamos 2 ca-
sos (13,33%), (n°: 1 y 6) muy concordantes, 6 intermedios (40%), (n°:
2,4,10,12,13 y 15) y 7 discordantes (46,66%), (n°: 3,5,7,8,9,11 y 14) (Tabla

XXIV).
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Tabla xxv. Concordancia y discordancias en las alteraciones génicas entre cada pPT—sTP
(N=21) y sus posteriores stp (N=21).

Pareja N° Total de alteraciones % Concordancias % Discordancias
PT—SPT
1 17 11,76 88,23
2 5 0 100
3 13 46,15 53,84
4 1" 27,27 72,72
5 18 1,1 88,88
6 1" 72,72 27,27
7 19 36,84 63,15
8 20 0 100
9 20 30 70
10 1 9,09 90,90
1" 22 59,09 40,90
12 14 7,14 92,85
13 7 28,57 71,42
14 18 33,33 66,66
15 20 40 60
16 21 4,76 95,23
17 5 20 80
18 17 17,64 82,35
19 6 16,66 83,33
20 12 0 100
21 7 14,28 85,71

En el grupo pT—sTP (N=21) y a sus respectivos STP (N=21) observamos 2
casos (9,52%), (n°: 6y 11) muy concordantes, 7 intermedios (33,33%), (n°:
3,4,7,9,13,14 y 15) y 12 discordantes (57,14%), (n°: 1,2,5,8,10,12,16,17,
18,19,20,21)(Tabla xxv).

Resumen

En ambos grupos (PT—RT, PT—sTP) predominaria un perfil génico de dis-
cordancia con sus correspondientes RT y sTP, ligeramente superior en estos
altimos.
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Resultados

8.3 Estudio de supervivencia

Los resultados referidos a la supervivencia, sobre todo los que la correlacio-
nan con las alteraciones génicas, aunque sean significativos, deben ser toma-
dos como orientativos debido al limitado nimero de pacientes que entré en
ese estudio.

8.3.1 Comparacion entre la supervivencia de los pacientes con STP y RT

Se observé que la supervivencia en los pacientes con RT (N=15) era peor que
en los sTp (N=21), siendo estas diferencias estadisticamente significativas, tal
y como se muestra en la figura 39.

0,8

0.6

0.4 p=0,004

(RT]

Supervivencia acum

0.2

0,0

o 20 40 120 140

Sea)uimie#)to (mécéoes)
Chi cuadrado df Significacién

Log rank 8,195 1 0,004

Figura 39. Curva de supervivencia para las Rt (azul) y los stp (verde). El "log rank test"
muestra diferencias significativas.
8.3.2 Correlacion de las alteraciones génicas de los PT con la supervivencia.

El total de los resultados estadisticamente significativos para todos los grupos
se muestra en la tabla xxv1. En la tabla también se refleja el nimero de pa-
cientes entre los que se establecid la correlacién.
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En los pT (N=306) la supervivencia se correlacioné de forma significativa
con la pérdida en el gen m4pH2 y con las ganancias en 1G5F4 y en 7P53 (ex6n
9).

En los pr—sTP (N=21) la supervivencia se correlaciond de forma significa-
tiva con la ganancia en el gen cpkn24 y con la amplificacién de P7ryI.

En los pr—RT (N=15) la supervivencia se correlaciond de forma signifi-
cativa con las pérdidas en los genes zMN4, PTP443 y RECQL4, asi como con la
ganancia en 7753 (ex6n 9).

Tabla xxvi. Supervivencia y alteraciones génicas.

Grupos
PT PT—STP PTRT Log Rank test

Genes v T » T v T X2 gl P
MADH?2 - 1 0 5,03 1 0,0249

IGSF4+ 1 1 7,09 1 0,008
TP53 (9)+ 0 2 19,649 1 0,000
CDKN2A+ 0 1 4,22 1 0,04
PTPN1++ 0 1 4,22 1 0,04

LMNA- 0 1 5,78 1 0,016
PTP4A3- 0 1 5,78 1 0,016
RECQL- 0 1 5,78 1 0,016
TP53 (9)+ 0 2 8,634 1 0,003
TP53(10)+ 0 1 14,000 1 0,000
TP53(11)+ 0 1 14,000 1 0,000

¥: vivo; t: fallecido; -: pérdida; +: ganancia; ++Amplificacion;

Resumen
La supervivencia en los pacientes con RT es muy baja respecto a los stp.

Se han encontrado un buen nimero de alteraciones génicas relacionadas
con la supervivencia, aunque en un nimero muy reducido de pacientes.
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9. Discusion






Discusién

Como predmbulo a la interpretacién de los datos obtenidos he de hacer las
siguientes consideraciones que ayudardn a situar en su justa medida esta dis-
cusién, con el fin de obtener unas conclusiones mds sélidas. Se deben tener
en cuenta los distintos sesgos establecidos en la seleccién de la muestra, sobre
todo el reducido niimero de pacientes, producto de los estrictos criterios de
inclusién. Por ese motivo, y en relacién con los datos génicos, en lo que res-
pecta a su correlacion con la supervivencia, los resultados del estudio estadis-
tico, aunque sean signiﬁcativos, han de ser tomados como orientativos.

9.1. Datos clinicos e histopatolégicos

La muestra completa estudiada de 36 casos es de tamano reducido y no trata
de definir los aspectos clinico-histopatoldgicos generales de los cecc. Ademds,
la seleccién no se hizo de forma aleatoria, sino de acuerdo al material clinico
e histopatoldgico disponible. Los criterios de seleccién establecidos, entre los
que destacan no haber recibido radio y/o quimioterapia antes del diagnéstico
de stP 0 RT, son muy restrictivos y han limitado mucho el niimero de casos.
Este sesgo también ha hecho que el grupo de las RT tenga un niimero inferior
al de los stp, pues al tratarse en muchos casos de T con estadios avanzados,
habrian recibido radioterapia complementaria después de la cirugia. No obs-
tante, la tendencia natural en la reducién de las RT y el aumento en los sTp ya
habia sido senalada por nosotros en articulos previos'**.

Al analizar los resultados obtenidos se observé un claro predominio del
sexo masculino, tanto en el grupo de pT como en los sTP y RT, sin que se
estableciesen diferencias sustanciales entre ellos. Este hecho concuerda con
lo descrito en estudios previos donde el sexo masculino es dominante en el
CECCAL3.4
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La edad media en el momento del diagnéstico del pr (58 anos) es ligera-
mente inferior a la de series mds amplias'?, acentudndose esa tendencia en
los sTP (57 afos), pero aumentando en las RT (61 afos).

El consumo de alcohol y tabaco es un hecho habitual en nuestros pacien-
tes y mds del 75 % de la muestra estaba expuesta a ambos factores de riesgo,
sin que se viesen diferencias sustanciales entre STP y RT. Se observé que la
mayoria de los pacientes abandonaron esos habitos después del diagnéstico
del pT, aunque en los stp (90%) este valor era ligeramente inferior al de las
RT (100%). Estos porcentajes tan altos de abandono, la deficiente recogida
de datos en las historias clinicas (gramos de etanol/dia, paquetes cigarrillos/
afo), junto al nimero limitado de casos, nos hizo ser prudentes en estable-
cer una relacién entre los hdbitos téxicos y el riesgo de sTp 0 RT. No obstan-
te, dados los resultados contradictorios que han aparecido publicados, serfa
un aspecto epidemiolégico muy interesante para analizar, aunque con una

muestra mds amplia y menos restrictiva®?.

En cuanto a la localizacién del pT predominaban ligeramente los tumores
laringeos (56%) y dentro de ellos los supragléticos, como es habitual en los
cecc de nuestro medio. El porcentaje de neoplasias faringeas no es despre-
ciable llegando a representar el 44% de los diagnésticos realizados, como
también se ha descrito (Tabla 1v)"%. Se observé que los sTp asentaban ma-
yoritariamente en la regién de cabeza y cuello, si bien en nuestra serie las
cifras son muy superiores (90%) a las publicadas por otros autores'”*®. Esto
se debe al sesgo establecido para la obtencidén de una muestra histopatoldgica
adecuada, pues en series mds numerosas nuestro grupo ha publicado cifras
inferiores de sTP en cabeza y cuello'. La localizacién del p1 en los casos que
evolucionaron a sTP concuerda con lo observado en otros estudios, con un
predominio en supraglotis, orofaringe y glotis (Tabla vimr)'7#%. Se observa
cierta tendencia a que los sTP sincrénicos se localicen en zonas de cabeza y
cuello, teniendo ademids los sTP metacrénicos una ubicacién menos dispersa
a la descrita en series mds amplias'”*°. Esta diferencia podria estar condicio-
nada por el reducido ndmero de pacientes y el sesgo debido a la obtencién de
la muestra histopatoldgica.
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Discusién

En las rT se coincide con otros autores en la localizacién hipofaringea
como asiento del PT***, aunque también destaca la laringe supraglética (Ta-
bla x), quizds en relacién al elevado niimero de tumores supragléticos que
hay en nuestro medio, més que a la frecuencia relativa de rr.

Se evidencia un predominio de las RT locorregionales (53%), siendo las
recidivas locales mds frecuentes en los tumores supragléticos y las estomales
en los gléticos (Tabla x). No obstante, estos datos son discrepantes con otros
estudios donde predominan las recidivas locales’. Este hallazgo podria jus-
tificarse por el hecho de que en los tumores de hipofaringe predominan las
formas locorregionales.

En cuanto a la histopatologia se coincide con otros autores en que la
gran mayoria de los sTP eran carcinomas epidermoides (Tabla 1x). El redu-
cido nimero de pacientes observados con otra estirpe impide confirmar la
influencia de la histopatologia en la supervivencia, como han demostrado
otros autores'®. Al examinar el grado histopatolégico del pr éste era bien o
moderadamente diferenciado (86%), (Tabla vir), hecho que estaba descrito
en relacién al riesgo de desarrollar un stp’.

Las RT tienen como rasgo habitual compartir estirpe histolégica con el
1/, lo cual también se refleja en este estudio, sin que se observe predominio
de tumores poco diferenciados (Tablas x1 y x11), como han sefalado otros
autores'®.

En la estadificacién tumoral se emplea el sistema TNM”. Asi, se pudo
comprobar que la mayorfa de los PT que desarrollaron sTp tenfan estadios
precoces (1-11: 66%). No se observd, con una tendencia tan marcada a la des-
crita en la literatura, que los sTP tuviesen un estadio mds avanzado respecto a
los pT previos (Tablas vii y 1x; figura 14)>%'*141, S se constaté el predomi-
nio de sTP metacrénicos (76%), relacionados con el diagnéstico del pT en es-
tadios precoces, tal como atribuyen algunos autores a la mayor supervivencia
de estos pacientes'®'¢.

En los pT previos a las RT se observé un predominio claro de estadios
avanzados (111-1v: 67%), dato que también ha sido publicado aunque con
mayores porcentajes”. Hay que indicar que la informacién obtenida de las
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historias clinicas de nuestros pacientes no permitié estadificar la rT, aun-
que si clasificarla en locorregional, local y estomal, predominando la primera
(Tabla x11), como nuestro grupo ha demostrado recientemente en una serie
clinica mds amplia®.

La presencia de ganglios linféticos positivos (pN+) era muy superior en los
T que desarrollaron Rt (40%), respecto a los que tuvieron stp (19%), estan-

do en relacién con el estadio mds avanzado que presentan los primeros'>*.

Los bordes de reseccién en la pieza quirtrgica de los PT que desarrollaron
un sTP estaban libres en el 95%, mientras que ese porcentaje se reducia al
80% cuando el pr desarrollaba una R, como también ha sido publicado'?.

El tratamiento inicial realizado a los pT fue siempre quirtrgico, al excluir
a los pacientes que recibieron radio y/o quimioterapia antes del diagnéstico
del stp o rT (Figura 13).

En nuestro estudio un alto porcentaje de stp (90%) y RT (80%) se bene-
ficiaron de tratamiento quirtrgico, asociado en algunos casos a radiotera-
pia complementaria, si bien aumentaron las indicaciones de protocolos de
quimio-radioterapia, asi como los tratamientos paliativos en el caso concreto
de las rT (20%) (Figuras 15 y 17). Estos datos son coincidentes con otras
series publicadas en las que predomina el tratamiento quirtrgico y en casos

seleccionados la reirradiacign®'4 45-5071.76.77.78

La evolucién de los pacientes de la muestra completa de pT mostré un
predominio de sTp (58%) frente a RT (42%) (Tabla v1). En la literatura tam-
bién se observa un aumento de spT y de MD en detrimento de las RT>>¢

y
do en la actualidad los stp la causa mds frecuente de mortalidad en los cecc
con estadios precoces'.

, sien-

El tiempo medio transcurrido desde el tratamiento del pr y la aparicién de
un STP o RT era de 29 meses, pero si analizamos esta variable en la serie de los
stp el periodo se prolonga a 41 meses, mientras en el caso de las RT se reduce
al ano. Estos datos no varian demasiado al compararlos con los que aparecen
publicados en series mds amplias'®*.

Se ha de sefialar también que aunque en nuestro estudio predominaban
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los sTP metacrénicos, al igual que en estudios previos®, la cifra de sincréni-
cos es superior a la descrita por otros autores, con la particularidad anadida
de que en nuestra serie eran todos simultdneos, afadiendo otro sesgo que
debe ser tenido en cuenta'®".

Los datos de supervivencia confirman que el pronéstico de los sTp es me-
jor que el de las rr (Figura 39), como ha sido visto por otros autores y por
nuestro grupo en series mds amplias'***!>. No obstante, las cifras de super-
vivencia a los 5 anos del diagndstico de la progresién tumoral (STP 0 RT) son
inferiores a los descritas en otros estudios?>#?'921% Ademds, los sTp sincré-
nicos, localizados fuera del drea de cabeza y cuello y las Rt de pT faringeos
tienen para nosotros peor supervivencia, tal y como se ha puesto de manifies-
to en estudios previos!>!415:20:2236.57.5081

En la interpretacién global de los aspectos clinicos e histopatoldgicos po-
demos concluir diciendo que la muestra estudiada, aunque muy restringida y
con sesgos importantes, tiene caracteristicas muy coincidentes con muestras
mds amplias de sTP y RT, como la presentada por nuestro propio grupo, que
incluye la estudiada, por lo que consideramos que es representativa y adecua-
da para el estudio.

9.2. Datos génicos

Para conducir esta parte de la discusién es preciso apoyarse en los resimenes
presentados al final de cada bloque de resultados. A continuacién se expone
lo recogido hasta la fecha en la literatura para seguir con una interpretacién

final.

El comentario bibliogréfico se realizard en conjunto pues en las referencias
consultadas para el cEcc no hay una separacién definida entre pT, RT y STP.
Se irdn citando, por orden de frecuencia, los genes alterados, sintetizando su
funcién biolégica en los distintos apartados de la discusién, pero evitando su
repeticién una vez hayan sido comentados.

9.2.1 Aspectos descriptivos

El estudio génico se realizé en los pT (N= 306), sTP (N= 21) y RT (N= 15).
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El nimero de alteraciones génicas por caso en los P fue similar al de los
TP, pero inferior al de las R, sobre todo por el mayor nimero de ganancias
en estas ultimas. Los PT que posteriormente progresaron a RT también pre-
sentaban un nimero mayor de alteraciones que los pT de los stp (Tabla x111).
Este nimero de alteraciones es similar al de otros trabajos previos presenta-
dos por nosotros, aunque habria que tener en cuenta el nimero de sondas
empleadas al final de los experimentos.

Podemos interpretar estos datos considerando que al ser las Rt la forma
mds agresiva y evolucionada de los cecc desarrollan mayor niimero de altera-
ciones génicas. Sin embargo, esa caracteristica ya se observa en los PT que las
originaron, quizds por presentar en su mayor parte estadios avanzados.

Las alteraciones génicas mds frecuentes fueron para los PT las pérdidas en
cDKN24 (9p21)(47%) y 41651963 (10p14)(36%), las ganancias en Bcr2Ll
(20q11.1)(47%), ccnpl (11q13)(42%), £msI (11q13)(42%) y las amplifica-
ciones en estos dos tltimos genes (Tabla x1v, figuras 18, 19 y 20).

En los stp las pérdidas en cpxn24 (9p21)(67%) y 7r53 (exones 9 y 11)
(17p13.1)(29%), las ganancias en scr2r1 (20q11.1)(38%), ccvpl (11q13)
(43%), Emsl (11q13)(43%) y las amplificaciones en estos dos tltimos genes
(Tabla xv, figuras 21, 22 y 23).

Por ultimo, en las RT las pérdidas en 278 (11q23.1)(47%), 41651963
(10p14)((40%), casr6 (4925)(33%), renT2 (10p14)(33%), las ganancias en
LmNA (1q21.2)(73%), Bcr2rl (20q11.1)(60%), emsl (11q13)(60%), ccnpl
(11q13)(53%) y las amplificaciones en estos dos ultimos genes (Tabla xvi,
figuras 24, 25 y 20).

A continuacion se hace un breve comentario de los principales genes alte-
rados por orden de frecuencia en los respectivos grupos.

CDKN24 es un gen descrito reiteradamente como cambio precoz en el
cecc!!71#7128 51 Codifica la proteina P16 que inhibe las cpk, punto critico
en el desarrollo y progresiéon del cecc'®®'®”1%. La deleccién e inactivacion
del gen por hipermetilacién de su regién promotora es el mecanismo por el
que actia como supresor en las fases iniciales de la carcinogénesis'®®1¢170:17

LIZ2ATBIZAI75,176177 - Se ha visto también relacién de la pérdida de cpxnv24 con
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Discusién
el desarrollo de los campos de expansién (Apartado 3.1)'** y con las lesiones
preinvasivas'”’. Se ha descrito que la pérdida de cpxN24 se asocia mds a pa-
cientes mayores de 40 afios que desarrollan un cecc'®. Su deleccién también
se observa en tumores agresivos con metdstasis ganglionares'”’. En el cincer
laringeo de alto grado es frecuente observar la inactivacién del gen, bien por
deleccién o por metilacién'”.

Para nosotros esta pérdida es constante en los PT y sTP, aunque reduce
su expresion en las RT. Es por tanto una marca genética del ceEcc cuando se
desarrolla de novo.

AI651963 no es un verdadero gen. Se trata de un fragmento de ApN hu-
mano que hibrida en la regién 10p14, exactamente en la posicién 10900000
PB. En esta regién no ha sido descrito hasta la fecha ningtin gen y por tanto
no hay informacién respecto al cecc.

Nosotros encontramos pérdidas importantes en PT y RT. Esta sonda po-
drfa darnos informacién sobre un posible gen candidato, atin desconocido,
implicado en los cecc'”®.

Bcr2r1 codifica una proteina de la familia 3c22 que actiia como complejo
receptor de senales y estd relacionada con el proceso de apoptosis.

Su mayor implicacién se da en el cdncer colorrectal en relacién al grado
histopatoldgico, estadio, metdstasis ganglionares y comportamiento bioldgi-
co del tumor'”. La sobreexpresion del gen se asocia a la pérdida de la apop-
tosis, siendo las células tumorales més resistentes y agresivas.

En el cecc la sobreexpresién del gen se asocia con estadios avanzados y
peor prondstico'®.

Nosotros observamos que la ganancia de este gen es una de las alteraciones
génicas mds frecuentes en los PT y sTP. Sin embargo, no hemos constatado su
relacién con la supervivencia.

7P53 es un gen supresor de tumores que codifica la proteina r53. Esta
proteina al unirse al ADN activa su transcripcion y oligomerizacién. Ademds,
regula la apoptosis, el envejecimiento y la reparacién del ADN e interrumpe
el ciclo celular y su metabolismo al activar genes inhibidores del crecimiento
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e invasion'8H 182183 IB4ISSI86187.188189 T 5 pérdida o inactivacién del gen ocurre
en el 50% de los cecc, asociando su expresién proteica con la progresién
de lesiones preinvasivas a cincer en los campos de expansién tumoral'*>'”.
Ademds, en el cecc, la expresién proteica se relaciona con el mayor grado de
diferenciacién histolégica, la extensién tumoral (1) y el estadio TNM, al igual
que con peor prondstico en otros tumores'®.

Nuestro grupo, en estudios previos, ha demostrado en el cdncer de laringe
la pérdida de 7753 asociada a metdstasis linfdticas y a fases tardfas de la pro-
gresién tumoral'®, aunque en nuestro estudio la pérdida de 7753 fue mds
frecuente en los PT donde predominaban los tumores NO.

Nosotros observamos frecuentemente la pérdida de 7753 en los T y en los
STP, por lo que junto a cpkN24 podria interpretarse como un evento precoz
en el desarrollo del tumor, que posteriormente pasa a segundo plano por el
desarrollo y acimulo de otras alteraciones.

RrBI y cDH2 son genes cuyas pérdidas ocurren de forma tardia y podrian
establecer la diferencia entre campo de expansién y tumor'"’.

En nuestro trabajo observamos la pérdida de r81 y cpH2 en mds del 20%
en los PT y en las RT, mientras que los sTP tenian porcentajes muy bajos de
esta alteracién, sugiriendo una posible diferencia para los tumores que sur-
gen de un campo de expansion.

MFHASI es un gen que se asocia con tumores de alto grado y pobre diferen-
ciacién'®.

En nuestro estudio la pérdida de mFrHASI ocurria en el 26% de las rT, que
serfan la forma mds agresiva de progresién tumoral.

cenpl y EMsI son genes con amplificaciones demostradas en el 40-60%
de los cecc'”"'. Aunque en la regién 11q13 se han visto pérdidas y ganan-
cias en fases iniciales, sobre todo en laringe y cavidad oral""'¥, la mayo-
ria de los estudios describen su amplificacién como un evento tardio en la
carcinogénesis'**"?".

Nosotros hemos encontrado la amplificaciéon de estos dos genes en todos
los grupos estudiados (pT, STP y RT), (23%-40%), aunque el mayor niimero
de amplificaciones observadas corresponde a las rRT (40%).
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El gen ccnpl (ciclina p1) interviene en la seleccién del clon maligno den-
tro del campo de cancerizacién'” y es una alteracién tardia que se asocia a
mal prondstico'*'*!. La amplificacién del protooncogen ccnpl se ha visto
asociada a mayor incidencia de sTP metacrénicos'®. Otros estudios han con-
firmado que la amplificacién de ccvp! puede ocurrir de manera indepen-

diente a la de Ems119%19",

El gen £ms1 tiene diversas funciones, por un lado regula las interacciones
entre los componentes de las uniones «tipo adherens» y por otro organiza
el citoesqueleto y las estructuras de adhesion entre el epitelio y las células
tumorales. La proteina codificada por este gen es degradada durante la apop-
tosis de forma caspasa dependiente. Al sobreexpresar la proteina se altera la
regulacién que ejerce, contribuyendo a la invasién tumoral y a las metdstasis.
Se ha visto que las amplificaciones de £m57 en el CECC se asocian con el tama-
fio tumoral, las métastasis ganglionares, el menor grado de diferenciacién y
el estadio TNM avanzado'*'*.

En estudios previos realizados por nuestro grupo se habian descrito en
el cecc las ganancias y amplificaciones de ccnpl y £msl y la pérdida de
CDKN24, como nosotros ratificamos en el presente estudio'®. Sin embargo,
en aquellos trabajos no se evidencié la pérdida de 47651963 ni la ganancia
en Bcr2rl, que si han sido demostradas en el grupo de pr y a las que ya
hemos y haremos referencia.

En la interpretacién global de los aspectos descriptivos del estudio génico
podemos decir que los cambios mds frecuentemente observados (pérdidas en
CDKN24, MLHI, TP53, ganancias y amplificaciones en Bcrz211, ccnpl 'y EmsI)
definen la <huella génica» en los grupos de tumores primarios (pT, sTP) den-
tro del cecc. Asi, se diferencian de las rr, fases mds avanzadas de progre-
sién tumoral, en que aunque éstas siguen presentando dichas alteraciones,
exhiben otras mds frecuentes (pérdida 7218, ganancias y amplificaciones en
LMNA). La «huella génica» se mantiene en los tres grupos, de forma constante
y estable, representada por las amplificaciones en ccvpl y Emsi. Se insinta
asi un mecanismo de alteracién acumulativo en donde los cambios génicos
nuevos van desplazando a los previos segin progrese la neoplasia.
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Hay que considerar que se habian descrito ganancias en las regiones
3q, 5p, 7p> 7q y 18p relacionadas con las displasias de alto grado y los
CeCcCH214#19519 - Sin embargo, el kit «sazsa P084 HNscc-1», empleado en
nuestro estudio, no dispone de sondas para esas localizaciones y los genes de
esas regiones no han sido estudiados.

9.2.2 Relacién PT y STP

Las alteraciones génicas mds significativas que diferencian los p1 y los stp
son las pérdidas en 122 (4q26), 41651963 (10p14), 1218 (11q23.1), BrCA2
(13q12.3), prevl (13q14.3), cpa2 (18q11.2) (Tabla xvi, figura 27) y la ga-
nancia en cpkN2D (19p13) (Tabla xv1, figura 28).

112 codifica una citocina implicada en la respuesta inmune que ademds
interviene en el crecimiento, diferenciacién y regulacién de la muerte celular.
No se ha descrito la expresién de 122 en los cEcc, pero la progresién de otros
tumores se asociarfa a su ganancia y no a su pérdida como nosotros hemos

evidenciado'.

1L18 codifica también una citocina que induce la secrecién de interferén
gamma e interviene en la inmunidad antitumoral'”.

Durante la carcinogénesis oral se ha visto expresion baja del gen en rela-
cién con la angiogénesis, demostrando que la alta produccién de verG (factor
de crecimiento endotelial vascular) y la baja de 7218 por los polimorfonuclea-
res promueve la neoangiogénesis. Asi, seria un factor importante en la adqui-
sicién de potencial metastésico por las células tumorales en las fases iniciales
de la neoplasia'®. Si embargo, otros autores no han podido demostrar que su
baja expresién contribuya a la oncogénesis oral'*®. Por tltimo, en relacién al
problema de los «campos de cancerizacién» se ha descrito la relacién entre la
pérdida de la regién cromosémica 11q23 y las posibles recidivas'>.

En nuestro estudio la pérdida de 7218 estd en relacién con lo descrito en la
progresién del cincer en la cavidad oral'”.

BRCA2 es un gen implicado en la reparacién y transcripcién del Abn, la
regulacién del ciclo celular, centrosoma y citoquinesis y el mantenimiento
de la estabilidad genémica'”’. Aunque su alteracién no ha sido descrita en
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el cecc, las pérdidas cromosémicas de 13q se han senalado como eventos
tardios en la carcinogénesis de los cCEcc y serfan utiles para distinguir entre
campo y tumor'".

Nuestros resultados establecen una diferencia significativa para su pérdida
entre los PT y los STP, pero su escasa frecuencia en los primeros (<20%) hace
que seamos cautos en establecer conclusiones. Una posible interpretacién en-
tre lo observado por nosotros y lo citado en la bibliografia seria que la pérdi-
da de BrcA2 se relacione con otro gen préximo atn no descrito.

DLEUI no tiene definida su funcién molecular, pero podria estar implicado
en el crecimiento celular. No hay estudios que relacionen su alteracién con
el cecc.

La explicacién de su pérdida podria deberse a la proximidad de otro gen
no conocido pues, como ya se ha indicado, las pérdidas cromosémicas de
13q si han sido descritas en la carcinogénesis tardia'”.

cDH2 interviene en la sintesis de las moléculas transmembrana denomina-
das cadherinas que contribuyen a la morfogénesis tisular y al fenotipo epite-
lioide. Se describe su aumento de expresién en la progresiéon tumoral y en la
desdiferenciacién'®'”. Se ha demostrado que la pérdida de 18q estd implica-
da en el proceso tardio de la carcinogénesis en el cecc''.

Este dato seria coincidente con nuestros resultados donde se demuestra de
forma significativa la pérdida de dicho gen, aunque no podamos explicar por
qué su pérdida es mds frecuente en los PT que en los sTP.

CDKN2D codifica la ciclina D2, enzima del complejo cpx que regula el ciclo
celular. Su funcionamiento deficiente se relacionaria con su pérdida”
con su ganancia como nosotros hemos observado.

y no

9.2.3 Relacién PT y RT

Las alteraciones génicas que diferencian los PT y las RT son las pérdidas en
16574 (11q23) y 7253 (exones 10 y 11) (17p13.1), mds frecuentes en los T
(Tabla xvi, figura 30) y las ganancias en zmn4 (1q21.2) y rreNI (20q13.1),
mds frecuentes en las RT (Tabla xvi y figura 31).
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1GSF4 es un gen que codifica una molécula de adhesién implicada en la co-
municacién celular, concretamente en la transduccidn de sefiales. Se ha de-
tectado su pérdida en carcinomas de nasofaringe®', en relacién a la aparicién
de metdstasis ganglionares, siendo su falta de expresiéon debida a fenémenos
de metilacién.

Nosotros hemos encontrado que la pérdida de /G574 es una de las altera-
ciones génicas que diferencian los P de las RT.

7P53 (exones 10 y 11). La funcién de este gen ya ha sido descrita en el
apartado 9.2.1 por lo que se evitardn repeticiones.

Nuestro grupo en estudios previos ha demostrado la pérdida de 7753 aso-
ciada a metdstasis linféticas y a fases tardias de la progresién tumoral'®, aun-
que en el presente estudio la pérdida de 7753 fue mds frecuente en los pT,
donde predominaban los tumores NO.

Al ser las pérdidas en 753 mis frecuentes en los PT pueden contribuir a
diferenciar los pT de las R, siendo este dato coincidente con lo descrito por
otros autores'®!,

LMNA es un gen que codifica una proteina estructural relacionada con el
crecimiento y sostén celular. No se ha descrito su implicacién en el cecc.

En nuestro estudio se ha visto que las ganancias de 2»N4 son mds frecuen-
tes en las RT.

PTPNI es un gen que codifica una proteina de la familia tirosin fosfatasa.
Estas proteinas son moléculas de senalizacién que regulan los procesos de
crecimiento celular, diferenciacién, ciclo mitdtico y transformacién oncogé-
nica®”. Hasta el momento no se ha visto su implicacién en el cecc.

Nosotros hemos evidenciado ganancias de este gen en las RT, dato coinci-
dente con lo descrito respecto a la relacién de su incremento con la agresivi-
dad tumoral.

9.2.4 Relacién STPy RT

Las alteraciones génicas que diferencian los st y las RT son las pérdidas en
7P53 (ex6n 11)(17p13.1), cokn24 (9p21), mdés frecuentes en los stp, y las
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pérdidas en 47651963 (10p14), ren72 (10p14), 1218 (11q23.1), mds frecuen-
tes en las rr (Tabla x1x, figura 33). Las ganancias en zmna (1q21.2), c7sB
(8p22) y rrrNI (20q13.1) son mids frecuentes en las RT, mientras que N33
(8p22) lo es miés en los sTp (Tabla x1x, figura 34).

7P53 (ex6n 11) ya ha sido ampliamente citado en los apartados 9.2.1 y
9.2.3. Aparece de nuevo como una de las alteraciones génicas que diferencian
sTP de RT, aunque es mds frecuente en los sTp. Su pérdida es concordante con
lo descrito en la literatura'®' y, tal y como vimos al discutir los aspectos des-
criptivos, su inactivacién juega un papel importante en el carcinogénesis'”.
Ademds, se ha visto que las mutaciones de 7753 en los mérgenes quirdrgicos
de los cecc incrementan el riesgo de Rt locorregionales, MD y sTp'.

Nuestro grupo en estudios previos relacioné la pérdida de 7253 con el de-
sarrollo de metéstasis ganglionares'®. Es posible que la pérdida evidenciada
en nuestro estudio sea el resultado del elevado niimero de pacientes con sTp
de tipo pN+.

CDKN2A. La funcién e implicaciones de este gen han sido ampliamente
descritas en el apartado 9.2.1. En nuestro estudio la pérdida de cpxnv24 tam-
bién diferencia los stp, donde es mas frecuente, de las RT.

RENT2. Este gen codifica una proteina que controla el transporte y la es-
tabilidad del mrna?™. No se ha descrito su implicacién en el cecc, pero en
nuestro estudio se ha perfilado como una de las alteraciones génicas que dife-
rencian los sTP y las RT, siendo mds frecuente en las dltimas.

1L18 ya ha sido ampliamente comentado en el apartado 9.2.2. Como ya
hemos indicado se ha descrito su baja expresién en la carcinogénesis oral'”.

Nosotros observamos la pérdida de 7218 en las RT respecto a los stp, qui-
zés por el mayor niimero de RT originadas en cavidad oral y orofaringe.

LMNA ya ha sido descrito en el apartado 9.2.3. En la bibliografia no hay
datos que lo impliquen al cecc.

Nosotros encontramos ademds que las ganancias de ZvN4 permiten distin-
guir entre RT y STP, siendo mds frecuentes en las primeras.
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crsB codifica una cistein proteasa que interviene en el metabolismo pro-
teico. Es un marcador de la actividad de las glindulas neoplisicas, relacio-
nando su expresiéon con el proceso de neovascularizacion y la agresividad
tumoral?*+2,

En nuestro estudio la ganancia de c7s5 en el grupo de Rt coincide con lo
recogido en la literatura, pues muchas RT provenian de pT muy agresivos, la
mayoria diagnosticados en estadios 111 y 1v.

PTPNI ha sido descrito en el apartado 9.2.3. Como ya hemos indicado
hasta el momento no hay recogidos datos de su implicacién en el cecc.

Nosotros encontramos mayor nimero de ganancias en las RT. Esta ob-
servacién coincide con lo descrito por otros autores en relacién a la mayor
agresividad en otras neoplasias®*.

N33 es un candidato a gen supresor. Se han descrito alteraciones del gen en
el cecc'™ y en el cdncer de ovario®, relacionando ambas localizaciones con
peor prondstico'®2%. Nuestro grupo ha demostrado en trabajos previos que

su pérdida estd en relacién con la presencia de metdstasis ganglionares'®.

En nuestro estudio, y a diferencia de lo publicado'®, hemos evidenciado
que su ganancia es mds acusada en los sTP respecto a las RT.

9.2.5 Relacién entre PT—STP y PT—RT

La tnica alteracién génica que diferencia a los pT—sTP de los PT—RT es la
pérdida de cpH2 en estos ultimos (Figura 36). Ya hemos descrito las impli-
caciones funcionales de cpH2 en el apartado 9.2.2. La pérdida de este gen
como ya se ha sugerido en estudios previos podria tener utilidad para distin-

guir entre campo y tumor'".

La interpretacién global que podemos hacer en el conjunto de las rela-
ciones entre los grupos, respecto a las diferencias observadas en los cambios
génicos es la siguiente:

Entre los pT y sTP hay 7 alteraciones génicas que diferencian ambos gru-
pos en un total de 36 sondas. Esta diferencia es mayor entre los stp y las RT
(9/36) y un pero se reduce entre PT y las RT (4/30).
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Entre los PT—sTP y PT—RT s6lo un gen (cpH2) establece la diferencia.

En el resto de cambios génicos observados en las distintas relaciones entre
grupos no se observan diferencias significativas.

Por tanto el «perfil génico» entre los grupos es similar, aunque con algunas
diferencias mayores entre tumores con diferente origen.

9.2.6 Concordancias y discordancias

Para establecer el criterio de concordancia y discordancia nos remitimos al
apartado 8.2.3.

9.2.6.1 Entre los PT y sTP las alteraciones génicas concordantes son las ga-
nancias en £ms] (11q13), 1218 (11q23.1), 7253 (ex6n 10) (17p13.1), Bcr2L1
(20q11.1) y la pérdida en 7r53 (ex6n 9) (17p13.1) (Tablas xx y xx1). La
alteracién discordante corresponde a la pérdida en 41651963 (10p14) (Tabla

XXI).
EMSI es un gen cuya funcién ha sido ya comentadas en el apartado 9.2.1.

En nuestro estudio la ganancia de £ms/ se ha perfilado como una de las
alteraciones génicas concordantes entre los pT y los sTp. Debemos recordar
que su amplificacion era una de las alteraciones més frecuentes y constantes
en los grupos establecidos. Al analizar estos grupos con concordancia en la
ganancia de EMS] observamos que, aunque eran mayoria los tumores en es-
tadios iniciales, no era desdefiable el porcentaje de pacientes diagnosticados
en estadios avanzados (34% en PT y 44% en stP). En el caso de los stp se
detectd un incremento de los tumores moderadamente y poco diferenciados
(57%), aunque en relacién a las metéstasis ganglionares nuestros datos no
concuerdan con lo descrito en la literatura'®~.

1L18. Ya se ha comentado ampliamente su papel en los apartados 9.2.2 y

9.2.4.

Nosotros observamos su concordancia entre PT y STP, pero no evidencia-
mos su relacién con el prondstico.

7P53 (ex6n 10). La funcién del gen también ha sido ampliamente comen-
tada en los apartados 9.2.1,9.2.3y 9.2.4.
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Su ganancia es otra de las alteraciones génicas concordantes entre PT y STP.
Debemos considerar que el funcionamiento deficiente del gen estd en rela-
cién con su pérdida y no con su ganancia, como nosotros hemos detectado
para este exon.

La pérdida en 7753 (exén 9) es también una alteracién génica concordante
entre PT y STP, estando estos datos de acuerdo con lo descrito en la literatu-
181
ra'sl,

BcL2L1 es un gen cuya funcién ya ha sido descrita en el apartado 9.2.1.

En el cecc la sobreexpresién del gen se asocia con estadios avanzados y
peor prondstico®”’.

Nosotros observamos que la ganancia de este gen es una de las alteraciones
génicas concordantes entre PT y STP. Sin embargo, no hemos constatado su
relacién con la supervivencia.

AI651963. Su funcién fue descrita en el apartado 9.2.1.

En nuestro estudio fue la tnica alteraciéon génica discordante entre pT y
sTP. S6lo recordar su posible relacién con un gen candidato, atn desconoci-
do, en la regién 10p14 asociado al cecc'”®.

9.2.6.2 Entre los PT y R la tinica alteracién génica concordante fue la pérdida
en MLHI (3p22.1) (Tabla xxi).

MLHI es un gen implicado en la reparacién del apN. Su locus se en-
cuentra frecuentemente mutado en el cecc!74208209210211 siendo descrita
su inactivacién por hipermetilacién®®?”. En el cdncer de laringe la pér-
dida del gen se relaciona con la progresién tumoral y el menor grado de
diferenciacion'7427:210,

Todos estos datos coinciden con lo observado en nuestro estudio donde
evidenciamos la pérdida de mz#1, predominando en los grupos PT—RT y RT
las formas moderadamente y poco diferenciadas.

Un aspecto importante también descrito en la bibliografia es que la pérdi-
p p g q p

da de expresién de las proteinas mra1 y/o mMLH2 hace que los pacientes ten-

gan mayor riesgo de desarrollar un sTp en el drea gastrointestinal®'?.
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En nuestro estudio observamos que la pérdida de mzH1 es frecuente en los
STP, aunque serfa necesario profundizar con nuevos estudios para confirmar
su localizacién.

9.2.6.3 Entre los PT con su correspondiente sTP/ RT

En el grupo pT—RT (N=15) y sus correspondientes RT observamos 2 casos
(13%, n°: 1 y 6) muy concordantes, 6 intermedios (40%, n°: 2, 4, 10, 12,
13y 15) y 7 discordantes (47%, n°: 3, 5,7, 8,9, 11 y 14), (Tabla xx1v).

En el grupo pT—sTP (N=21) y sus correspondientes STP observamos 2 ca-
sos (10%, n°: 6y 11) muy concordantes, 7 intermedios (33%, n°: 3, 4, 7, 9,
13, 14 y 15) y 12 discordantes (57%, n°: 1, 2, 5, 8, 10, 12, 16, 17, 18, 19,
20, 21),(Tabla xxv).

En ambos grupos (pT—sTP y PT—RT) predominan las discordancias con
sus correspondientes STP y RT, presentando un «perfil génico» distinto al es-
perado si tenemos en cuenta las definiciones de Rt y stp”’. Podemos espe-
rar que esa tendencia a las discordancias sea mds acentuada entre las parejas
PT—STP y STP (57%), si consideramos que se trata de tumores primarios
distintos. Las discordancias entre PT—RT y RT (47%) serian menores al tra-
tarse del mismo tumor. No obstante, entre ambos grupos esa diferencia no
es importante. Ademds, ambos grupos presentan dos casos con patrones muy
concordantes, con un porcentaje similar (10% para pT—sTP y sTP; 13% para
PT—RT y RT). Este hecho es mds sorprendente en el primer grupo, pues se
esperaria un patrén génico diferente, si bien uno de los pacientes tenia dos
tumores sincrénicos y simultdneos, localizados en glotis y orofaringe. Es lla-
mativo el gran niimero de parejas con patrones de concordancia intermedia
en los dos grupos (33% para PT—STP y STP; 40% para PT—RT y RT). En el
primero, los casos de concordancia intermedia podrian agruparse bajo la de-
nominacién de sTc; sin embargo, no resulta sencillo explicar el fenémeno en
el segundo, si aceptamos previamente el diagndstico clinico de Rr.

No hemos encontrado, desafortunadamente, en la bibliografia trabajos
que analicen estos patrones de concordancia/discordancia sobre los que po-
damos contrastar nuestros resultados.
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La interpretacién global de todos estos aspectos comentados nos lleva a suge-
rir que las formas de progresién clinica del cecc (stp, RT) no son adecuadas al
tener un sesgo importante en su clasificacién. Es posible que la progresion del
CECC no pueda ser clasificada y dividida con criterios clinicos y estos deban ser
modificados teniendo en cuenta las observaciones genéticas !'4!1>117.118120.121122
Por tanto PT, STP y RT serfan definiciones artificiales de un dnico y complejo

proceso genético, mds propio de la progresion real del cecc.

Con vistas a reflexionar sobre este problema, teniendo en mente una futura
ordenacién génica de la progresién tumoral en el cecc, se presentan dos ejem-
plos de nuestra serie, llevados a cabo con MLpa, donde se ponen de manifiesto
las posibles discrepancias entre la clasificacién clinica y los cambios génicos.

El primer ejemplo corresponde al caso n° 11 (Tabla xxv). Se trata de un
paciente con un Pt de laringe que desarrollé posteriormente un stp en fosa
nasal, siendo ambos carcinomas epidermoides. La MLPA muestra un «patrén
génico de concordancia» (59%), aunque se trata de STP metacrénicos con
localizaciones alejadas (Figura 40). Se descarta una recidiva al ser zonas ana-
témicas muy separadas, siendo poco probable una metdstasis a distancia al
tratarse el tumor laringeo de un pT28N0MO y estar controlado clinicamente.
Este caso es muy problemdtico, pues aunque clinicamente parece tratarse de
un STP, genéticamente no se comporta como tal.

Laige Fosanasal

Figura 40. Diagrama de barras de la mMLPA para la muestra de laringe y de fosa nasal (caso
11, tabla xxv). Obsérvese el patron de concordancia.
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El segundo ejemplo (caso 7, tabla xx1v) es un paciente con un pr (laringe
supragldtica) y una Rt (recidiva locorregional). Desde el punto de vista clini-
co era un carcinoma epidermoide supraglético pr3n2bmO0 (estadio 1v), que
tendria alta probabilidad de desarrollar una rr. Ademds la localizacién de
la recidiva correspondia al asiento del PT. Sin embargo, el «patrén génico es
muy discordante» (81%), sugiriendo mds un stp o un stc (Figura 41).

Reciivalocoregional

Figura 41. Diagrama de barras de la mLPA para la muestra de supraglotis y de la recidiva
(caso 7, tabla xxiv). Obsérvese el patron de discordancia.

Estos dos ejemplos son extremos, aunque ilustrativos, debido a que la gran
mayoria de los catalogados como stp son discordantes e intermedios (90%),
mientras que en las RT hay ligera mayoria de concordantes e intermedios

(53%).

Hay que considerar como criterio de calidad en nuestro estudio no ha-
ber recibido quimio y/o radioterapia, evitando asi la posible seleccién de los
cambios génicos que distorsionarian la observacién posterior. Ademds, debe-
mos tener en cuenta la limitacién de la propia técnica de medida, ya que la
MLPA («SALsA PO84») estudia un nimero restringido de sondas, mds genes su-
presores que oncogenes, dejando sin explorar regiones cromosémicas como
3q, 5p y 18p, descritas en la progresién tumoral del cecc?'>'.
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9.2.7 Relacion de las alteraciones génicas de los PT con la supervivencia.

Se han encontrado un buen nimero de alteraciones génicas relacionadas con
la supervivencia. Debemos recordar lo comentado al inicio de la discusién
sobre los datos génicos y los aspectos clinico-patolégicos, en particular lo
concerniente a la supervivencia. Aunque las pruebas estadisticas confirmen
la significacién de los datos, debemos ser prudentes al trasladar estos resul-
tados a la clinica, al ser una muestra muy reducida, sesgada por los estrictos
criterios de inclusién ademids las alteraciones génicas implicadas son poco
frecuentes (Tabla x1v).

9.2.7.1 En el total de los pT (N=36) son las pérdidas en mapH2 (18921.1) y las
ganancias en /GsF4 (11q23), 7253 (ex6n 9) (17p13.1) las que tienen relacién
con la supervivencia (Tabla xxvi).

MADH2 codifica una proteina transductora de sefial y modula la transcrip-
cién, mediando en multiples vias de senales («signaling pathways»). Esta pro-
teina regula la sefial del factor de transformacion beta e interviene en los
procesos celulares de proliferacién, diferenciacién y apoptosis. En el cecc
se han realizado algunos estudios donde se observa que la mayor expresién
de la proteina codificada por m4DH2 estd en relacién con mejor prondstico y
supervivencia?'>*'°,

Nosotros observamos que la pérdida de m4DH2 es una alteracién génica
relaccionada con peor supervivencia en los P1, hecho que no concuerda con
lo observado por otros autores (Tabla xxv1)*".

IGSF4 es un gen ya descrito en el apartado 9.2.3. Su pérdida se asocia a
peor supervivencia en el carcinoma de nasofaringe®'.

No obstante, nuestros resultados muestran que los pacientes con ganancia
de 1GsF4 tienen peor supervivencia, hecho que podria estar en relacién con
una sobreexpresién ectdpica, como se ha visto en algunas leucemias (Tabla
xxvi)?,

7P53 (ex6n 9) es un gen ampliamente descrito en los apartados 9.2.1,
9.2.3,9.2.4 y 9.2.6, concretando ese exén en el 9.2.6.1. En general, la ma-
yoria de los autores hablan de su pérdida al comportarse como gen supresor
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Discusién

en el cecc, aunque otros describen su expresién asociada a peor pronéstico
en otros tumores'®.

Nosotros observamos que su ganancia estd en relacién a la supervivencia

(Tabla xxvr).

En nuestro estudio no hemos observado relacién entre la supervivencia

y
la pérdida del gen N33, aunque esto si fue demostrado por nuestro grupo en
un estudio previo de cecc'®.

9.2.7.2 En los pT—sTP (N=21) son la ganancia en cpknv24 y la amplificacién
de p7rNI las que se relacionan con la supervivencia (Tabla xxvr).

cDKN24 ha sido ampliamente comentado en los apartados 9.2.1 y 9.2.4.
Como ya hemos indicado en la mayoria de los trabajos revisados el gen estd
en pérdida. Su ganancia no es una alteracién génica habitual y se ha visto

implicada sélo en lesiones preinvasivas de cabeza y cuello'*'””.

Al contrario de lo que se presenta en la literatura donde su pérdida es un
evento precoz de la carcinogénesis'’®'”!, en nuestro estudio la ganancia géni-
ca se asocia a menor supervivencia (Tabla xxvi).

p7PNI también ha sido descrito en los apartado 9.2.3 y 9.2.4. Su ampli-
ficacién ha sido relacionada por otros autores con la agresividad tumoral y
supervivencia®*?, como nosotros también hemos constatado (Tabla xxvr).

9.2.7.3 En los pr—RrT (N=15) son las pérdidas en zmna (1q21.2), prr44
(8q24.3), recQr4 (8924.3) y la gananciaen 7753 (ex6n 9, 10y 11) (17p13.1)

las que se relacionan con la supervivencia (Tabla xxvr).

LMNA ya ha sido descrito en el apartado 9.2.3. No hemos encontrado refe-
rencias que lo impliquen con la supervivencia del cecc.

Nuestro estudio si relaciona la pérdida de zan4 con peor supervivencia en
las rT (Tabla xxv1).

PTP443 es un gen que codifica una tirosin fosfatasa relacionada con la mo-
tilidad y proliferacién celular®®*". Su ganancia ha sido ampliamente descrita
en los cecc'®. En estudios previos de nuestro grupo se encontraron amplias
ganancias en P7P443 (40-50%)'%. En relacién a la supervivencia se constata
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que la sobreexpresién de esta proteina se asocia a mal prondstico'”*'® excep-

to en cdncer de pulmén donde la regulacién negativa del gen condiciona la
aparicién de metdstasis®.

En nuestro estudio las ganancias fueron escasas, salvo para Rt (27%). Ob-
servamos que la pérdida de P7r443 se relaciona con peor supervivencia (Ta-
bla xxvr).

RECQL4 codifica una proteina relacionada con los procesos de reparacion
del ApN. No hay estudios que asocien su pérdida a peor supervivencia como
nosotros hemos observado (Tabla xxvr).

7P53 (ex6n 9, 10 y 11) es un gen ampliamente descrito en los apartados

9.2.1,9.2.3,9.2.4,9.2.6.1 y 9.2.7.1.

Nosotros observamos en este grupo que su ganancia estd también en rela-
cién con la supervivencia (Tabla xxvr).

La interpretacién global que podemos hacer del estudio de supervivencia
es que las RT tienen un pronéstico mucho peor que el de los stp. Por ese
motivo, mejorar la clasificacién clinica por medio de estudios génicos podria
ayudar a definir mejor el prondstico individual.

Debido al escaso nimero de alteraciones en una muestra muy reducida
es preciso incrementar la serie de pacientes con el fin de que las alteraciones
génicas con significacién estadistica puedan tener utilidad clinica.
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Conclusiones

Los pacientes estudiados tenfan caracteristicas clinico-patolégicas si-
milares a las de los cecc, siendo los grupos clinicos (T, STP y RT)
representativos. La supervivencia fue mayor en los stp (67%) respecto
a las rT (20%).

La «huella génica» comin en los tres grupos estd definida por ganan-
cias/ amplificaciones en ccnp! y Emsl. En los tumores primarios (P,
sTp) se afaden las pérdidas en cpkN24, 41651963, TP53 y la ganancia
en BcL2el. En las rr, a los anteriores cambios, se acumulan las pérdi-
das en 1218, casr6, RENT2 y la ganancia en LMNA.

El «perfil génico» de los tres grupos es similar con algunas diferencias,
mayores entre tumores con diferente origen:

* Entre los pT y sTP hay 7 cambios génicos que los diferencian en
un total de 36 sondas, entre STP y RT 9 y entre PT y RT se reducen

a4.

*  Entre los pr—stP y PT—RT sélo difiere la pérdida de cpr2 en los
tltimos.

* El resto de los cambios génicos no muestra diferencias significa-
tivas.

Los patrones de concordancia/discordancia génica no apoyan, en
nuestros casos, la diferencia clinica establecida entre sTp y RT:

* Entre pTy sTP hay 5 alteraciones concordantes y s6lo una discor-
dante.

*  Entre pT y RT s6lo hay una alteracién génica concordante.
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* Entre cada PT con su correspondiente sTP y RT predominan las
discordancias, ligeramente superiores en los stp (57%) respecto
a las Rt (47%); aunque también hay concordancias, ligeramente
superiores en las RT (13%) respecto a los sTp (10%).

Un amplio ndmero de cambios génicos se relacionan con la supervi-
vencia, pero es preciso incrementar el nimero de pacientes para con-
firmar estas tendencias.
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Perspectivas futuras

Como ya se indicd en las bases previas, al comienzo de este trabajo, esta tesis
doctoral es el producto de una linea de investigacién iniciada por nuestro
grupo, hace afios, en el cecc. Sin embargo, esta linea no termina aqui, sien-
do este trabajo una etapa mds que ha sido cubierta. El hecho de que la su-
pervivencia del cecc no se haya modificado, pese a los avances realizados en
su diagndstico y tratamiento, supone un reto continuo para la basqueda de
nuevas estrategias. Debemos considerar que una de las claves del problema
es el diagndstico tardio, ya que la mayoria de estos tumores estdn en estadios
avanzados y los tratamientos son poco eficaces.

En este trabajo se han descrito buen niimero de alteraciones génicas que
definen un complejo mapa en el cecc, alguna de ellas no conocidas. Es lla-
mativo el elevado niimero de cambios en los pT y sTP, incluso en sus estadios
iniciales, que se incrementan atin mds en las RT. Esto nos identifica el patrén
acumulativo de alteraciones que rige el desarrollo de estos tumores. Una via
de estudio muy prometedora, recientemente iniciada en nuestro grupo, es la
que comprende a las lesiones preinvasivas, y a los sujetos sanos expuestos al
tabaco. Asi, serd posible identificar los cambios génicos iniciales y establecer
el diagnéstico precoz.

Otra via de estudio derivada de la investigacion es la relacionada con el
campo de cancerizacién, pues es dificil determinar, por los procedimientos
habituales, su extensién exacta. Definir las alteraciones génicas que acontecen
en el campo de cancerizacién y su relacién con los bordes de reseccién qui-
rargica, proyectan una evidente utilidad clinica al ajustar los procedimientos
terapéuticos y prevenir la progresién tumoral. En este sentido ha sido apro-
bada recientemente la financiacién de un proyecto por el Fis.
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La técnica de MLPA empleada en nuestra investigacién tiene la ventaja de
realizar un estudio génico de calidad, consumiendo poca cantidad de mues-
tra tisular. Sin embargo, al utilizarla como «screeningy sélo permite estudiar
un numero limitado de genes, la mayoria supresores. Esto supone un vacio
de informacién en regiones cromosémicas relevantes (3q, 5p y 18p), que han
sido demostradas por cGH en estudios previos de nuestro grupo”?. Se podria
obtener un mayor rendimiento de la MLPA si fuese posible disefiar mezclas de
sondas «a la carta» que estudiasen esas regiones.

Un paso mds en relacién a la MLPA, que podria aportar indudables venta-
jas, serfa dirigir el estudio a determinados genes hipermetilados propios del
CECC, por medio de una modificacién de la técnica denominada ms-MLPA.

Podrian realizarse estudios de «screening» mds completos por medio de
microarray-CGH y de expresién, aunque teniendo en cuenta la limitacién de
la muestra tisular.

Por dltimo, otro aspecto pendiente en este trabajo serfa ampliar la casuis-
tica de pacientes para confirmar y validar las tendencias que apuntaban algu-
nas alteraciones génicas respecto a la supervivencia.

Todo este abanico de posibilidades que se abre permitird conocer mejor
el mecanismo de progresién del cdncer en sus primeras fases. Confiamos asi
que en el futuro el diagndstico génico precoz pueda contribuir a mejorar la
supervivencia de nuestros pacientes.
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INWESTIGACION CLIMICA

Metastasis a distancia en el cancer de cabeza y cuello
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Resmmen: fetroducedin: 13 prosencis de metistasis & distan-
cia (MIY no o= um evento muy frecuenie en bos cardnomas
de cabera ¥ cunllo (CFCC) v e miocia con muy mal pronds-
oo, Obietino: Ivvestigar 1a las principales caracienisticas cli-
micas v factores de riesgo asociados con el diagndstico de
M en CECC, Materia!  mitondi: Estundio setrospectiva de
&5% nacientes con CEOC para describir las caracteristicas cli-
micas de s M, Bewliados Se olservan en el 6275 de o
CFOC. Las localizaciones que mas ks orginan som la hipo-
Earinge (144%), Jos primarics de origen desconocido (11.8%)
¥ la omd@inge (5.5% ) aparecamido con manver Inansis o
pulmem {38%) v hueso (22%). Deberminan un gran impacto
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INTRODUCCION

El cdrcer escamoso de cabeza v cuello (CECC) peesen-
ta en nwestro medio una incidendia v mestalidad elevada.
Arsngue s bus producido Enportantes avances en su diag-
nstion § ratamiento, la supervivencia no ha experimenta-
whir mwroras. sxrstanciales e los GRimos afos debico & que si-
e hackincose un diagndstico tandio, K] mejor conteol keal
de la endermedad ha disminuido las recidivas boacals al rea-
Hrarsd fesicciones mds sogurss, dibddo a by inteodeeciin de
nuevas iicnicas reconstractivas. Sin embargo. las metdstasic
a clistangia (M) v los segusclos fumoses prinuarios (3TF) s
ham inceementando de mamera inversa al desoenso die las e
cidivas locales™, El dagndetico de ana MD supore para o
paciente una medueriin aleksiacs O las exptativas i wui-
pervivencia v o fin de casd todas s opciones berapiulicas
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El propisiso de oste eshudio e haoer una secopilacices
de las principales caractenisticas clinicas de las MD v deter-
Fnimar su implossin on la sugervivendia,

MATERIAL Y METODOS

Diserio y sujetos d extdio

En ol diwefio del estudio inclulmos a ks pacientes con
diagndstica dimico de MDY constatado oon prostas de ima-
grn (B, svengralis, TAD, RNM) o botigrican, exchuyprr os
casos dudesons o insuflickentemente documentades”. La con-
firmacim histapatoligica casi nunca fue posible y el diag-
mibon s hasd en Lis bxmkes anbericemente ol valo-
rando bos criterios que establecen las diferencias con un
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Beali en estud

relrospeetive en el periade
1924-2004 wtilizando Ly base de datos cocoligica de ruestro
hampital (DBASE con 76 campos), En ese tiempoe lenemes
mecogides &35 pacientes con ¢l diagnéstico de CECC de
multiples localieaciones. Em esty mestra indcial hay regis-
traders &3 pacientes con o diagnostioo de MII (105]. Sin
embargs, al seleccionar los cascs, para ajustarlos al disefio
establocido, Ly ety quadd rducids o 39 cascs Blen do-
cumentados, que fseron fimalmente los estudiados. Al mis-
e terpey, para valorar el impacto que supuso on L super-
viveracis la sparcion de una MO, s establoid urma muestrs
oontrol de 59 padenies con CECC de ka misma localizacion
¥ estalia, pero sin MDY, degidos aleatorismente en La mis-
i hase die dabors

En la muestra seleccionada estudisamos las variables
epidemiologicas v dlinke-pataligicas, incideria ancal v
ghobal, localizacién, asociaciones, estadic TNM e histopato-
logia del temor erigen, femperalidad, tratamiento v super-
WIVErCiL

Estudio estafichico

Ubifiramos o programs SPSS 110 con unonivel & sig-
nificacion de p<00%. Para ¢l analisls unl ¥ bdvariamie s
compararan ks mediss independienbes, estimanda la super-
viversiis con urvas de Kaplan Mer,

RESULTADOS

La incidencia total de MDD constaladas frepresenta of
&2%. El riege de incidencls anual o5 del 4% o primer afo.
T ol seganado v osble 00% o teroem, paga posbericamenie
desaparecer. S diagnostican on bormo 2 3=d MIF por afio, ne
presentanda el 4-14% de los diagnéaticos oncoldgicos nue-
wer aakes, coe tendencta s sumentar,

Las MI¥ tienen come principal degano diana el pulmdén
(S%), seguicda por el hueso (Z2%) ¢ higada (9%). Lo tustores
PrEmarios s melskilicos son los de hipolarnge (144%), s
gk por bos de origen desconodido (11,8%) (Tabla 1)

El estadio TNM del tusior primasso que origing las
MD, en ol momento de su disgnostioo, presenta predominss

muy imponanie de la calegonia N+ (955 v de los estadbes
-1V (8%} {Figura 1).

Som habitealies ks asocksiones entme MO con nsidives
{20,5%), M v STP [12%), asi como las melistasts miliples
hocalizacions (153%)

El dizgnistica Ristapataligion ¢ Lis MID no <0 haoe
habitualmente por by inacoesibilidad y el mal estado gereral
dhi los packentes, shonda diagnosticadis por bvmicas de ina-
gen o teottpicas. Fl umor origen de |a metasiasis s mataba
e casi bdos Jos casos die un carcnoma de tipo scamoso
v alistingom EIML'A e aldferenciacion (bier 105, modena-
doc dVE v pocoe 38%),

E timnpes meclio cle apariciin de Las MDD e de 12 me-
wrs desde o dugndation del lumor primario, con un rango
muy amplio (1-19 mesesh, sungue no s cbservaron de for-
e simllines.

La supervivencia fue sole del 253% debido a que Indes
bos pacionbes fallecieron en un tiempe medic de 5 meses
{rango de 1:30), excepto uno oon mibiples metistasts pul-
mananes v recidiva local, tratade con radio-quinmioheragria,
cqui sigue vivo sn hamor 40 feses

El antcoedente de radioterapia previa al desarrollo de
M} g conkash o ol TH% e los pasienbes, pern i L mises-
tra controd, sin MDD, ete amtecedente también apasecia en oo
Bl%. Ninguno de los dabos que relacionan supervivencia
con sedicterapia previa al desaseolle de MDY alcanss sigrali-
cacion estadistica.

El impacte qoe supesa en L supervivencia L aparicion
de una MDD muesira vabones may significativos al comparas-
La oon Ly serie contrl (supervivencia a los 5 afus del 49.5%)
(<0001} {Figgesra 2},

THSCUSION

sk base de datos nnmlffurnrnﬂu] e Bt &
las caracteristicas clinicas v de supervivencia de bs CECC
en nuistre medio, dande predonsanan los hamones dé larin-
e apraEstica v Eaniege’.

Las MDD ticnen en nuestra serie una incidencia del
£,2%, gon crileros e, Otros aulons peosentan valors
aproxcimades (5.5%), aunque =80 para las metistasis puls

Tabla I: Localizaciin v asocisciones enine las My el hamor primaria. Bl ndmeno final cornsponde al total de metiskas
inchaidas Las localizaciones maltiphes
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INVESTICACKON CLINICA

Segundos tumores primarios en el cancer escamoso

de cabeza y cuello

C. A, Alvarez Marcos', | L. Llorente Perdas’, V. France Gubérres’, M. A, | A Hermsen',
ML P Coesta Albalad’, H. Ferndndez Espina’, C Sudrez Nieto'
“Servigio de (éverinoleninglogda, Hospial Valle &l Nalin, Risdo-Langron, “Seroiio de Ovorvislanmgolngi, Hospital Usionrsitanio Covtrd

e Asturias, Drdedo,

Rrswmen: Infresfucciin; Bl desarrollo de un segundo tu-
mor primaréo (STF) en l cimcer escamoso de cabeza v
cuella {CECC) presents elevada mortalidad v condiciona
Ls devisiie semapdiatica. (igelive: Deserible las caracterizl-
cas clinicas de los STI* v determinar su implicackin en la
supgrvivendia, Mederial g métnde Revision de 833 pacien-
e con CECC entre 1984- 30 describlendo las principa-
les caracteristicas die bos STR. Resadindos: Se observan en o
1% d¢ los CRCT. Lo bumones Indln-qur#mim s
a un STP son los de laringe sapraglética (M%) v cavidad
aral {16%) Los ST acarren sabre toda en el hrea de ca-
beza v ceello (475) pulmdn [32%) v esdlago [11%). Tie=
nen gran impacie en la supervivendia de los pacientes
con CECC, reduciéndola en un 30% [23% ovrius 33% en ol
grupo control). Conclusiones: Debido a b alta incidencia
dle 5TP &5 pecesario profundiear oo po estudio para reali-
Far una prevercion adecuada v um ratamiento eficaz

Pdabras clare Cincer de cabera 3 cuelle. Campe de concerizaciin
Srpmislis [UfTes prrtacin

Second primmary tamors in head and neck concer

Abstract: Inlradaglion: The develop of secand pri-
mary tamers (SPT) in patients with head and meck squa-
meus cell carcinoma (HNSOC) has becomie an increa-
simgly Imnportant factor in clinical treatment deckslons.
Purpose: To define favourable clinical characberistics for
everall survival, in patients with 5P head and neck can-
cer. Meterial and method: Kecords of 633 patients with
SOC treated from 1984 (o 2004 were reviewsd 1o describe
elinical characierisiics of the SPT. Resadfs: The ovesall in-
cidence of SPT was 11%. The incidence of the index tu-
mogs was as follows: supraglottic cancer 21% and ogal

Cormrpondmcis Cfur Antomlo Alsarrs M
dat Adondea T LK Cvede A ranas |

L atowrrrmaryoll diomn !
Forcia e recepcides -2 208
Fircfia e o 8- 102000

cancer 16%. The mast commoen ST occurned in head
and <k area im 47%, lung in 32% and esophagus in
1%, Second primary was associated with a poor 3 years
survival in parients with HN-SCC (23 versus 53% in con-
tral group). Conclesion: Becamse of the high rate of e
comml primary tamoss, I insclusling <h PrUR
laxks should be invﬂllsalﬁi Prevention and urlv
detection are indicated.

K B ——
Pl Lo,

INTRODUCCION

El chncer escamena de cabeea v cuello ([CECC) e una
patalogia que em nuestro medio presenta ura nckdencla
e 04T casos ! 100000 B/ afie para varones ¥ ana martali-
dad aprosimada de 15 casos /10000 h/aho, Aungue se
han realizado importanies avanors en =a diagndstico pre-
0¥ ¥ iratanviente, Ly sepervivencis no ha experimentada
mejoras sustarciales en los aliimes anos debldo a que
muchos pacientes siguen diagnosticindose en estadios
avarwados, Bl contred local de 12 enfermedad ba mejorado
¥ las recidivas locales han disminuido al realizarse resece
ciones mis seguras, debido o bs intraduccion de neevas
ndeas seconstructivas. Sin eenbarge,. los segusdos tume-
res primarios (5117 ¥ las metdstasis a distancia (MD) se
han incromestanda de maners versa al Smormso sy Le
recidivas bocales'. En la aciwalidad. el ndmero de ST e
muy elevade (3-MYEL sierdo la principal causa de morts-
lidad em los packentes con CEOC en estadios 1y 11V, El
diagndsticn de an STI* es desalentador, tanbo para el pa-
cienibe coma pasa ¢l midico, que IFAs SUPETAr un irata-
mienkn en ocasiones complejo, obleniendo um control kocal
adecuado del primer tumar (FT) o tamer indice, ve como
s¢ frustran sus expectativas de vida, complicando sobre-
manera las albernativas terapéuticas™.

El progaimites oe ante estudio v ncopilar Las principals
caracteristicas clindce de los STI v determinar su implica-
citin en L smpervivencia
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MATERIAL ¥ METODOS
Dhiseri ¥ saciefon de poltvilasl

En nueskio diseiiz Imlnhm-htpmmun
ST con um dizgndsioo cimion, de

S e T el AT

Tabla Tt Proviencs de apariciio, segiin el Bampo de
seggtriifertivs, olit hos KT {v=TT0 on bos pachentes
o CEOC e
ST1 =it
o)

Ailnn rudis '

auum Ex, ‘HE HNlﬁanmhm mlwnn!nh-
L i, bl

H'Himdr ETI"M it li orvieios -;l.rnhwplrul-ﬁ:ﬁ

astablicidits por Waren v (Zibe'

Mealizamnos nm shadio petrospecten en el penoda 1984
U mtliranelin Lo hoer e anw ancldges o Posts s
pital (DIBASE com T camgpes]. ln e2e Herrpo frnemos reco-
s‘ll]m LR pltlullll.-tw lrl lagndsticn Jde CEOC. Fioess

Il fay ottt BT e o
sk al dlrl'nnmﬂrudm MTI'}hTI.ﬂII'IF!. para valooar
ol frpache qiie mipeow en k) sipervivenca 18 aparicin de
e ST, s wrstablecio otra musestrs conteal de 710 pacienies
oo CELC ale b misems el Jovalizaciion ¥ estacdio. peso sl
ST ehephlon alnaivrlanente o Loaisna b die alos,

s variables cpidemind Ggicas ¥ oo pateligas que
w yaliraro fusrenn incidencla ansal v glebal, kealisacken,
anoclaciones v estadio ThM del 17T, hlu.n-plbu[ngu 1.
S femnporiisl s, sratameento ¥ sipervivenoa.

b STP o sbguttss La claskticacion. feemperal ade siral-
wnena la vez que M P sinerénaon; menos de f meses ome
1% aimbas ¥ metacrdnicm nads de i s

Eshvulio éstordibion

Uidmamos of programa SPSS 110 com unoved de sigs
mifieasion de 0% Para ol sndlisi= wnd y Bvarfame s

comparsan Ls medis independmies, estimmbo o supee-
wlvereis gon coras de Kaplan Meser

RESULTADOS

L ST see alesarrrallan en el 1% del botal ie ks pa-
eentrs con CTCT ibe nisestra sle. B dasgnostion de 5TF
onciky on oo a 1=1% anual del porornilaje ota) en el segoie
envivsvin el 17T (Tabla 1) 5 disgaestican en forma 3 4a ST
par g, represniande o 10:24% do ke diagrosiions anco-
ligsoos nueves anuales, (o0 lendencia 4 sEmeetar este por
oenta (Fiygara 1)

¥ b tabla T se muesiran L ocalizacion y asecaciones
dle fom STI v wm L fygta 2 b esbasliom TNM dormesguomslian-
ww il °T, Los ST s origiman sobre koo en of S de calbe
2a ¥ ol (4T segmildon por & pubesim (%), Lis estae
dllim ] prederrinaban o o T (845 o coma la

14428
(i
LA
&l
{lp
&)
Ll
>4 il

e =

o NENKEER

e Ewd Y 0 es

a8 b Dbl el S0 UTLL § BT o hra polietin srmmesls 4
10 bbb sheerwe s o prvanfs 1922 900

Liow ST o awnchath con pechilivas (%) v meliviab o
dutancia (13% ) wendla habilcales s SIT miliple (115%)

En la hstopatiskngia del PT preSosmiinabe o comiroms
excumarsy com ddiferenies gradem de diferenciaciin (bles
B %, mwadleridin 1% y gasceit 6% ) En b ST o se pradis -
tinillan o oo bes gt [ camm, TR, sertile la mavnris
CAPCLATLS eI

En cuanbo ol thrivgs de apariion dae bos ST1" enconhna-
s gjuw La mayoe iy san metacrinios (K75 |, segaides
jpor lss sincrinicos (F4) v smiledses L), con um medis
para wa diagrasiien de 8 meses (rangn U] 5% meses) Llama
2 atencion ¢l menor mirrero de 5107 en la faringe en el
cifan a L laring, aungue sismeds spasioen b hitdn en liem-
o sievilie al doinl del ghupo (43 meses).

Il tipes dle bralamisnio realisadio oon fires curstives es
tuve e pelacion con L localizacton mumeeal. st on hs STF
del dova de cabera v coello predoming e irstamiento gui-
rargicn {767%) ¥ 18 radistesapia (11%], reductimdoss on sl
Pulmdn af 43% a ambos raiamienios ¥ Iu'.ln.lum wl
nmhpa lI s, E'Hh.l sl iibmnas locieaciomes peedie.

dlativim (57 y BI%

de metistass ganglioeares (K3%). Ko hay dabs suficiemares
mi fidedigres paza mdabdeint of TNM il 5T

L Recatiacioir bl T aquier 1w, s dosoncia anun 52T s
larimge sapraghiing (IT%) F STF s oniginaba sslee s
vt el il (AR, segsiclin pert L criilead oral (A7), anine
que o sirmamos iodan ks localizscones de cabeza 'y curllc
wt alcansa el 7%

l‘wmmﬂnpmmuhmhm
wimy remepech il Wealizaciin, Asd dsbenerms una superyi-
werwis ghobad del 55% 5 o 8 anos, que astiendy al ¥
fem ST e caloewss v coelhis v Dega ol $1% cuamdic son & co-
kil veal, Fra b hamones de puliate se reluce al 10 y e
b e ewdilagn nimgin pacenie sobrevivio. U eonpo medee
de mipeerivencia en bos paciestes [allecidos fue 1] meses
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O A Anvamrz Masoos im s

Tabla 2 Localizacion v asoctachons die bos ST oon o F1.E1 final comrsponide al total de b )
inchaiddas Las localizaciones mltiphes

FISTE Pulménn  Coseal  Esblage  Luinge Omlaisge Hipslaringe Estbmags  (Hros  Tolad FT*
Supraghen [ ] 1 4 4 1 = T P
Carviddadd ral 1 2 1 1 1 1 - - TiE%)
Clutis 12 2 2 i 3 - 1 1 Bps
Owedarine 3 2 1 - 1 ] 1 ] 1511%)
Hipefarings 3 3 H = 1 = = 1 1073
Hipefannge ] = ] = 5 & E] H
Total ocaltizacidn ST WOTW 1% W) 9(0%)  9[F) 1% T &

8 bewaliessiones mkses 1 (55TPL 2 5T, 2 (35TFL 32 5TF).
TH % e caliula sobie ol bolal de fursone de o localieacsin o L B de Jatos,

™ M LR

-

b -

- = B (11 A
LI R g NOETE

2 ]

. -r il -

| - 1

T W TEEI W r|.u W Té W) A 1
:.,r.:.fmm_ i, Ty K el fummer udicr m s it quar
drearroilarrm wn ST i evperifion f o . = ST el

(rango 141, desde o diagnistco del ST El mnpacko que

supuse en la supervivendia la aparicidn de un STF mostnd z

valoees muay sigealicatives (2% a los 5 aius) com respecto &

la meestra controd de pacienies con CECC, pero sin segun-

oo bamaer [33% & los 5 afos) (Figsra 3 oo
El antecedente de radioterapia previa al desarrollo de B 2 . = a8 w

ST s comatabd en el TI% de bos casim. En la sevie control

wikn abservamos sste tEatamients on ol 25%, aunque st di- "

fevencia nar era estadisticamente significativa.

Figun 1. ssavio o I supervsteis de s STF, on relcide i e sovic comtrol
e CECC o b ciibssidon,

IMSCUSION
guida por la cavidad oral ¥ L laringe glética. come también
Pastimos de una base de datos oncologica que en gene-  ha sido publicade™, En o conjunbo de la lasinge o8 espe-
ral s sjpsita o Lis caracteristions ciinicas ¥ de supenvivencis dalmente notable ks asociacidn con un STP en pulmén (21
de los CECC en nuestro sedio, donde predominan les tu- el 28] v cavislad oral (10 de 17), mieontres que los moees

mores de laringe supraghitica v Faringe™”. faringevs en conjunie ks hacen con la mayoria de ks STP de
En cuanbo & la frecuengia de ST1* (11%) nuestros sl wsifago (6 de 1) (Tabla 7).
tados son similares a los de otros autones”, que también di- Los T e laringe benfan una incidencia de STI supe-

ferencian entre sinlbineos, sincrinioos y metacrdeiom, pe miar a los de faringe. Esto se interpreta on relacion al pear
o nusestre nilmern de metacndedoos (575 o8 muy supersor propdsticn v mayor martalidad qoe tenen sstos @llimes,
al de otras series®, Aunque la mayoria de los ST s diag- taneo por recldivas como por metdsiasis a distancia, que
ncstican en los trs p afios diel sipm dal FT, suehen ocurrir anbes de la aparicién ded ST No obstanie,
sido el 13% o hacen en o primer semestee, acumulindose  olros austones presestin cilfras simdlares de Encidencia entre
el sy enie o] segunda semeitne ¥ lod afos siguientes (Ta-  ambas bocalizaciones”.
bla 1) En Ls chasificacion TNM el PT destacan ks estulios |
La suma de todas las bocalizaciones de cabexa v cuello ¥ 1l y la calegoria N0 (S3%) en contraste con o observado
A7) s supurior a L lovalizacion pulmeonar (32%), coms en Jos CECC en gereral que suelen presentar estadios mis
tambiin ban observadio otros awtores” . La localizackn del avanzados v mayes aimens de melistsis ganglionanes ="
IPT qques s s asaocia com ST e La laringe supraghitica, se-  No fue posible cbterer o estadio TNM de L mayoria de b
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STF, pues las distorsionss anabbmicas de iralambenbeos pre-
vios afaden complejidad a b estadificacion, tendiendoe a
omitiree ¢ o realizar sol en fumcns may pegueios o aga-
dos del PT, sesgandoe mucho eshe dabe. Ofres auloees si ham
vist e el ST tiene an estadio mis avanzado que o I'T,
En s Fastopatologia & FT prodomninan b ¢avsnomas e
camosos bien diferenciados (31%), al conirario de lo que
acurre on las metksasis o distaneia dosde s incrementan
mucho los poco diferenciades [18%), shenda on ambos imi-
Rasws hos mnoslieradamente difenencisdon (#0%) (datos adn ra
!'mbhuqkn]. Frvel 5TF ambsin prodaminan i v s
escamosos’

Enwmtramos que el desarrolla del STP aourrit sobee
wodon i b b pramiros afos dede d dugmdation del 1T,
manieniéndose constanbe hasta el séptime afo (Tabla 1) Es-
o 0o estd on desacerndo & shesge comstants en o al 4-
7% de padecer un STT' gue observan otros autores duranie
saimivnton largos, bemdenado en cunbs jue e esfos estu-
dios =¢ hace un caloulo corregido de la Incidencla anual se-
gom el nemera de pacienbes"", Mara nosotros es crucial o
primer aho do segaimsento pises ahi concusren ademas 1
mavoria de las recidivas v MID complicando el diagnisticn
carnecte’, La aseciacion entre STP v necdings of un hacha
relativamenie [reouenie, radicando la confusion principal em
el caso de los segundos lamones de campo que surgen on la
misa zona del FT, v que o son verdadenas rocidivas, aun-
que museslran caraclenistices genéticas comunes ™", La apari-
ciin de madltiphes STP e tambien un hecho habitual, conta-
bilizandose la mavoria en el drea de cabeza ¥ coello,
adermis de pulmdn esdfago ¥ otras bocalissconss, Desde o
st de visks herapiution L dirugia v L radioterapia son
o procedimdentos mids acoplados, sobee todo en los ST de
cabirea v cuelle (39%) ¥ particularmente en s kealizados
en la cavidad ceal (51%)°. En ¢l pulmon la supervivencla e
mucha menor, sieenpre en relacion con la posibafidad de re-
alsrar cinagia Las olees kwalizacieees e supervivenea

SGLNDCR TUSKHES PRSARES.

Nejaddis por nosotpos en la ligura 3, sunque depemde mucho
de su bocalizacion. Es posible que la radioterapia influya ne-
gAtivamente om la supervivencis, pues oon ella los deagnds-
itcos el STF sueden ser mis tardios, sdemids de aumsentar la
marbimortalidad de la cirugla’. Aundgue tambiin podria te-
et um efechy beneficiosn al dliminar hamoes sincrimicns o
simaliineos precoes. Por tarso, o= muy dificl cstablecer e
ta relscicds de forms dinso, sstands condicionads & otros
lactoees asocladas™' >,

Comea conclusidn a naestee trabajo sefalamos la alta
incidercia de ST en lmt"?ﬁ.‘&-muu-ﬁ:.—r ol impac-
I negakivo que tenen en la supervivencia (un X% peor a
los 5 afs], Aumgue se ssocian mis & FT supraghitoos de
wabadios 0l v Ne, saenado ¢ STI" aobew fodo del drea de cabes
za y cuelle ¥ pulmonar, en ocedones se confunden con una
recidive si msienben on la mEsma sona del P 0 con una me-
Lstasis si esbin en drgancs distinlos en la WAS, especial-
maente en palmdm Pars esclaneer esta cicurstanca puede
contribuir ¢l estudio gersdtico del ADN tumoral, que seria
igual al tumer imicial en recidivas y mekistasis, y panecido o
diferimbe si se tratise de un segundo mor de campo o
STP™*. Este planteaméento que parece bastante sihido, Bene
s Hrdtacedn de Ly heterogeneidad gendtica observiada on
muchos de csios tumoees.
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