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ABREVIATURAS

CECC: carcinomas epidermoides de cabeza y cuello
CENS: carcinomas epidermoides nasosinusales
CGH: hibridacién genémica comparativa (“Comparative Genomic Hybridization”)

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico (“Epidermal Grow Factor

Receptor’). El gen se denomina también HER1 y ERbB1
FISH: hibridacion in situ con fluorescencia (“Fluorescente in situ Hybridization”)

HERZ2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano nimero 2 (“Human

Epidermal growth factor Receptor 2”). El gen se denomina también ERbB2
IHQ: inmunohistoquimica
LOH: pérdida de heterocigosidad (“Loss Of Heterozigosity”)

MLPA: amplificacion mdltiple de sondas dependiente de ligacion (“Multiplex

Ligation-dependent Probe Ampilification”)

QT: quimioterapia

RT: radioterapia

TKIs: inhibidores de la tirosin-quinasa (“Tyrosine Kinase Inhibitors”)
VAS: vias aerodigestivas superiores

VPH: virus del papiloma humano
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BASES PREVIAS

Esta tesis doctoral es fruto de la linea de investigacion sobre carcinomas
nasosinusales que el grupo de Otorrinolaringologia del Instituto Universitario de
Oncologia del Principado de Asturias (IUOPA) ha desarrollado en los ultimos afios.
Sus resultados estan apoyados por sucesivas aportaciones cientificas que exponemos

a continuacion por orden cronoldgico.

Comunicaciones a Congresos

Titulo: Analisis Clinico Molecular de los Carcinomas Epidermoides
Nasosinusales.

Autor/es: F. Lopez Alvarez, J. L. Llorente Pendas, M. Hermsen, M2. P. Cuesta
Albalad, C. Suarez Nieto.

Congreso: 59 Congreso Nacional de la SEORL-PCF

Lugar y fecha: Tarragona, 2008

Titulo: Microsatellite Instability Analysis of Sinonasal Carcinomas

Autor/es: J. Garcia Martinez, J. Pérez-Escuredo, F. Lopez, C. Suérez, C.
Alvarez-Marcos, J.L. Llorente, M. Hermsen.

Congreso: American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery.
112th Annual Meeting)

Lugar y fecha: Chicago, 2008

Titulo: Nasal and Paranasal Squamous Cell Carcinoma. Molecular and Genetic
Analysis

Autor/es: F. Lépez Alvarez.

Congreso: 9th Congress of the European Skull Base Society

Lugar y fecha: Rotterdam, 2009

Titulo: Implication on Defects in MMR in Sinonasal Carcinomas

Autor/es: J. Garcia Martinez, J. Pérez-Escuredo, F. Lopez, C. Suérez, C.
Alvarez-Marcos, J.L. Llorente, M. Hermsen.

Congreso: 9th Congress of the European Skull Base Society

Lugar y fecha: Rotterdam, 2009

Titulo: Analisis  Genético-Molecular de los Carcinomas Epidermoides
Nasosinusales.

Autor/es: F. Lépez Alvarez, J. L. Llorente Pendas, M. Hermsen, M. Alonso
Guervos, C. Alvarez Marcos, C. Suéarez Nieto.

Congreso: 60 Congreso Nacional de la SEORL-PCF

Lugar y fecha: Madrid, 2009

12



Articulos

v

Garcia Martinez J, Pérez-Escuredo J, Lépez F, Suarez C, Alvarez-Marcos
C, Llorente JL, Hermsen M. Microsatellite Instability Analysis of Sinonasal
Carcinomas. Otolaryngol Head Neck Surg 2009;140:55-60.

Hermsen MA, Llorente JL, Pérez-Escuredo J, Lépez F, Ylistra B, Alvarez-
Marcos C, Suarez C. Genome-wide analysis of genetic changes in
intestinal-type sinonasal adenocarcinoma. Head Neck 2009;31:290-297.

Llorente JL, Pérez-Escuredo J, Alvarez-Marcos C, Suérez C, Hermsen M.
Genetic and clinical aspects of wood dust related intestinal-type sinonasal
adenocarcinoma: a review. Eur Arch Otorhinolaryngol 2009;266:1-7

Lépez F, Llorente JL, Hermsen M, Alonso M, Cuesta P, Suarez C. Nasal
and paranasal squamous cell carcinoma: Molecular and genetic analysis.
Skull base 2009;19:56.

Garcia J, Pérez J, Lépez F, Suéarez C, Alvarez-Marcos C, Llorente JL,
Hermsen M. Implication on defects in mmr in sinonasal carcinomas. Skull
Base;19:56.

Loépez F, Llorente JL, Garcia-Inclan C, Alonso-Guervos M, Cuesta-Albalad
MP, Fresno MF, Alvarez-Marcos, C, Suarez C, Hermsen MA. Genomic
profiling of sinonasal squamous cell carcinoma. Head Neck 2010 (in press).

13



1

INTRODUCCION




1.1. Carcinomas epidermoides nasosinusales

Los carcinomas epidermoides nasosinusales (CENS) son tumores malignos
originados en la mucosa respiratoria de las fosas y senos paranasales, caracterizados
por la proliferacion neoplasica de estructuras epiteliales no glandulares. Son un grupo
de tumores con caracteristicas clinicas diferentes al resto de carcinomas epidermoides
de cabeza y cuello (CECC). Su localizacion centrofacial y la existencia de estructuras
contiguas como la orbita, la cavidad oral, la fosa infratemporal y la base del craneo,
hacen que su tratamiento sea dificil y complejo, conllevando una elevada morbilidad y

mortalidad?.

Los CENS son neoplasias en las cuales, dada su escasa prevalencia, su
tratamiento y factores pronésticos se hallan en continua discusién®. Por la misma
razén la biologia molecular que subyace su oncogénesis ha sido hasta el momento

poco estudiada.
1.1.1. Epidemiologia

Las neoplasias nasosinusales son tumores poco frecuentes y representan
aproximadamente el 0,2-0,8% del total de tumores malignos de la especie humana y el
3-6% de los tumores de cabeza y cuello’*® En las fosas y senos paranasales se
originan tumores con una gran variedad de tipos histol6gicos, aunque predominan los
de estirpe epitelial (mas del 75%). En la mayoria de las series el mas frecuente es el

carcinoma epidermoide, que representa entre el 40-80% del total>®”

En nuestro &mbito la incidencia es de 0,8-1 caso por 100.000 habitantes y afio*
Los CENS se presentan con mayor frecuencia en varones, con una relacion de 2-3/1.
Esta proporcion es menor que en el resto de neoplasias de cabeza y cuello,
probablemente porgue en las fosas y senos paranasales los factores de riesgo tipico,
como alcohol y tabaco, mas frecuente en varones, no tienen un potencial
carcinogénico tan demostrado como en el resto de la via aero-digestiva superior
(VAS)°.

La edad de aparicion se sitla entre la sexta y séptima década de la vida,

aumentando a partir de ese momento el nimero de casos de forma gradual®.

El lugar més habitual de origen de los CENS es la cavidad nasal, siendo el
seno maxilar la segunda localizacién mas frecuente, si bien en algunas publicaciones

este predominio se invierte®. No obstante, dada la proximidad de estas regiones
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anatémicas y que, frecuentemente, los CENS se presentan en estadios avanzados, no
es facil identificar el lugar exacto de su origen. Ademas, un ndamero significativo de

tumores afecta a mas de un sitio contiguo en el momento del diagnostico.

Dentro de los tumores estrictamente sinusales los mas frecuentes son los
tumores del seno maxilar, constituyendo el 60-80% de los CENS'® Los tumores
etmoidales les siguen en frecuencia y los frontales y esfenoidales son excepcionales®.

1.1.2. Factores Etioldgicos

El mecanismo etiopatogénico exacto de los CENS es desconocido, aunque se
han descrito diferentes agentes carcinogénicos en relacién a su desarrollo. El riesgo
relativo de padecer un CENS aumentaria en aquellas personas con exposicidn crénica
al polvo de maderas blandas (abeto, pino)®!°. Diversos agentes quimicos como el
asbesto, los cromatos, el niquel y el arsénico podrian estar también implicados™**%. Asi
por ejemplo, se calculé que la exposicion al niquel incrementaria 900 veces el riesgo
de desarrollar un CENS respecto a la poblaciéon no expuesta'®***. Otros agentes como
las fibras de algoddn y algunas harinas de cereales, cuando estan retenidas en la
mucosa nasal, podrian favorecer la aparicion de los CENS*®, No obstante, el tiempo de
latencia entre la exposicion al carcindégeno y la aparicion del tumor suele ser de mas

de 30 afios***.

A diferencia del resto de los CECC, especialmente en faringe y laringe, el
alcohol y el tabaco no parecen jugar un papel importante en el desarrollo de los CENS.

No obstante, hay cierta relaciéon epidemioldgica™*®

y en algunos estudios se indica
que los grandes fumadores desarrollar un carcinoma epidermoide con un riesgo triple

que en la poblacién general™*®,

El Virus del Papiloma Humano (VPH), sobretodo los serotipos 16 y 18 y, en
menor medida los serotipos 6 y 11, han sido aislados en el tejido tumoral de los CENS.
Esta asociacion se ha intentando demostrar en el proceso de malignizacion de los
papilomas invertidos a carcinoma escamoso, hallandose en el mejor de los estudios
una implicacién del VPH del 10%'"'81%2°2' por ello el papel del VPH en la
carcinogénesis de los CENS no parece tener gran importancia, aunque en aquellos
tumores que lo presentan el prondstico a 5 afios es mejor®®. Otro virus relacionado

como el de Epstein-Barr parece tener aiin menos importancia®2*,

Otro factor que si parece tener especial relevancia en la génesis de los CENS

es el antecedente de patologia nasosinusal previa, observandose hasta en el 25% de
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los casos. Una posible explicacion a esta relacion seria la metaplasia escamosa del
epitelio respiratorio y su posterior progresion a carcinoma epidermoide ante el estimulo

inflamatorio cronico.
1.1.3. Histopatologia

Los CENS se originan en la mucosa respiratoria de las fosas nasales y senos
paranasales. Aunque no estd comprobado, podrian surgir a partir de una
transformacién metaplasica del epitelio respiratorio normal. Son carcinomas de tipo
epidermoide o escamoso, constituidos por trabéculas o nidos de tamafio variable,
citologicamente similares al resto de tumores originados en los epitelios
poliestratificados planos. Se observan distintos grados de atipia citolégica, asi como de
gueratinizacién, en forma de disqueratosis o globos cérneos (Figura 1). El grado de
diferenciacion es variable, pudiendo establecerse una relacion entre los CENS menos
diferenciados, la presencia de mayores tasas de recidiva locorregional y el desarrollo
de metastasis a distancia®®, si bien estos tumores serian mas sensibles a tratamientos

con quimio (QT) y radioterapia (RT).

Aunque el diagnéstico histopatolégico de carcinoma epidermoide es evidente
en la mayoria de las ocasiones, podrian ser utilizados estudios de inmunohistoquimica
(IHQ) para distinguirlos de otros tumores de estirpe epitelial originados en las fosas y
senos paranasales. Ademas, los tumores poco diferenciados puede resultar dificil
distinguirlos de los estesioneuroblastomas y de los carcinomas neuroendocrinaos, por

lo que la IHQ seria muy util en estos casos.

Figura 1. Carcinoma epidermoide bien diferenciado. Obsérvense los globos cérneos.

Hematoxilina-Eosina (X200)
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1.1.4. Clinica

Los CENS en los estadios iniciales, mientras estan confinados en la cavidad
del seno, no suelen dar sintomas que permitan sospechar una neoplasia y pueden
simular un proceso inflamatorio: dolor local, rinorrea, epistaxis, hiposmia y sensacién
de presion y ocupacion facial. S6lo cuando alcanzan dimensiones significativas o se
extienden a estructuras vecinas como la piel de la mejilla (Figura 2), la mucosa oral, la
orbita, la fosa infratemporal y la cavidad craneal aparece clinica mas llamativa. Esta
consiste en tumoracion y deformidad facial, Ulceras palatinas, desviacion ocular y
algias o paralisis de pares craneales™***’. Por ello, debido su clinica inicial silente, los
CENS se diagnostican frecuentemente en estadios avanzados (mas del 50% T3y
T4)*2,

La afectacibn ganglionar al diagnostico es poco frecuente (2-
1206)"3282930313233  pe jgual modo, la recidiva a nivel regional es infrecuente (5-
15%)""3%% siendo excepcionales las recidivas en los ganglios linfaticos con la
enfermedad controlada a nivel local (menos del 5%). Es importante resefiar que la
afectacion ganglionar, cuando se produce, no se relaciona con el tamafio tumoral,
siendo posible observar tumores en estadios precoces (T1-2) que presentan
metastasis ganglionares, indicando un comportamiento biolégico particular. No
obstante, esta situaciéon tendria lugar preferentemente cuando el tumor afecta areas
ricas en vasos linfaticos, como la mucosa oral, la piel de la mejilla y la fosa

infratemporal.

Figura 2. CENS con afectacién de tejidos blandos faciales
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1.1.5. Diagnéstico

Se debe realizar un diagnéstico precoz de los CENS, por lo que se deben
sospechar en todo sindrome obstructivo, &lgico o secretor unilateral prolongado en el
tiempo y que sea refractario a los tratamientos habituales.

La rinoscopia anterior clasica o, actualmente, la endoscopia (rigida o flexible)
permiten la valoracién clinica de las neoformaciones que ocupan las fosas nasales,

generalmente de forma unilateral, ademéas de obtener biopsias del tejido.

Se deben realizar estudios de imagen para valorar su extension y seleccionar
el abordaje terapéutico mas adecuado. La tomografia computarizada (TC) y la
resonancia magnética (RM) son muy Utiles para determinar los limites tumorales, la
invasion de zonas adyacentes y la presencia de metastasis ganglionares, que aunque
infrecuentes, cuando ocurren, son poco accesibles a la exploracién. Se recomienda

realizar estudios de imagen antes de la toma de biopsia (Figura 3).

Previamente al tratamiento definitivo es obligado tener una confirmacion

histopatoldgica de la naturaleza de la lesién®:.

Figura 3. TC y RM de un CENS de seno maxilar derecho
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1.1.6. Estadificacién

La clasificacion de los CENS mas utilizada en la clinica es el TNM de la UICC
en su sexta edicion (2002)*. Se basa en tres categorias: extension tumoral (T),
afectacion de ganglios linfaticos regionales (N) y existencia de metéastasis a distancia
(M). Segun se combinen estas categorias se definen siete estadios (Tablas 1, 2y 3).

Hasta la cuarta edicion de la clasificacion TNM (1982) no aparecia la
localizacién “senos paranasales” y en la quinta edicion (1997) ya se redefinen las
localizaciones, separando seno maxilar y seno etmoidal. En la sexta edicion, vigente
en la actualidad, se clasifican los tumores etmoidales junto a los tumores originados en
la fosa nasal. Ademas, aparecen dos subgrupos dentro de los tumores T4, los T4a que
son tumores “resecables” y los T4b que son “irresecables”, lo cual tiene su importancia

en el pronadstico.

En los CENS puede ser dificil la estadificacion, ya que al diagnosticarse
tardiamente suelen estar afectadas zonas extensas, con limites anatémicos mal

definidos.

Los tumores originados en los senos frontal y esfenoidal no cuentan con
clasificacidon propia dada su escasa incidencia y a que normalmente el tumor invade

precozmente los senos vecinos, siendo dificil distinguir el origen inicial.
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Tabla 1. Estadificacion TNM en tumores de seno maxilar

SENO MAXILAR

Categoria T

Tx
To
Tis
T1
T2

T3

T4a

T4b

Tumor Primario

No se puede asegurar

No hay evidencia

Carcinoma in situ

Tumor limitado a la mucosa antral sin erosion ni destruccion de hueso
Tumor con erosion o destruccién de la infraestructura incluyendo el
paladar 6seo y/o el meato medio. No invasion de la pared posterior, tejido
subcutaneo, suelo y pared medial de la orbita, fosa pterigopalatina ni
etmoides

Tumor gue invade una de las siguientes areas: pared posterior del seno
maxilar, suelo o pared medial de la orbita, etmoides anterior, planos
blandos subcuténeos, fosa pterigopalatina

Tumor que invade el contenido orbital anterior, piel de la mejilla, apofisis
pterigoides, fosa infratemporal , l&mina cribosa ,seno esfenoidal o seno
frontal

Tumor que invade el apex orbitario, duramadre, cerebro, fosa craneal
media, pares craneales excepto la 22 rama del trigémino (V2), nasofaringe
o clivus

Categoria N

Ganglios Linfaticos Regionales

NXx
NO
N1
N2a
N2b
N2c
N3

No se puede asegurar su existencia

Ausencia de ganglios metastasicos

Metastasis en un tnico ganglio linfético ipsilateral <3 cm

Metéstasis en unico ganglio linfético ipsilateral de > 3 cm pero <6 cm
Muiltiples ganglio linfaticos ipsilaterales, ninguno > de 6 cm

Ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales ninguno > de 6 cm
Ganglio linfatico de > 6 cm

Categoria M

Metastasis a distancia

Mx
MO
M1

No se puede asegurar su existencia
Ausencia de metastasis
Presencia de metastasis
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Tabla 2. Estadificaciéon T en tumores de fosas nasales y seno etmoidal

FOSAS NASALES Y SENO ETMOIDAL

Categoria T Tumor Primario

TX No se puede asegurar
To No hay evidencia
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor que afecta a una sola sublocalizacion con o sin invasion 6sea
T2 Tumor que afecta a dos sublocalizaciones en una sola region o que invade
una region adyacente etmoidal, con o sin invasion 6sea
T3 Tumor que invade el suelo o la pared medial de la drbita, seno maxilar,
lamina cribosa o paladar
T4a Tumor que invade cualquiera de las siguientes regiones: contenido orbitario
anterior, piel de la nariz o mejilla, extension leve a la fosa craneal anterior,
apofisis pterigoides, seno frontal o seno esfenoidal
T4b Tumor que invade cualquiera de las siguientes regiones: apex orbitario,
cerebro, dura, fosa craneal media, nervios craneales, nasofaringe o clivus
Tabla 3. Estadios de la OMS en los carcinomas nasosinusales
ESTADIO T N M
0 Tis NO MO
| Tl NO MO
I T2 NO MO
i T3 NO MO
T1-T3 N1 MO
IVa T1-T4a N2 MO
T4a NO — N1 MO
IVb T4b Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
IVc Cualquier T Cualquier N M1
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1.1.7. Tratamiento

No hay un consenso establecido respecto del tratamiento 6ptimo de los CENS.
Esta situacion se debe a varios motivos entre los que destacan el reducido nimero de
pacientes, la gran variedad histol6gica de los tumores nasosinusales y, por ultimo, que
la complejidad anatémica de la region hace que los tratamientos generen casi siempre

morbilidad asociada, lo que condiciona sus continuos replanteamientos®.

La opcion terapéutica mas utilizada es la cirugia seguida de la RT
postoperatoria®. En los CENS es imprescindible el control local de la enfermedad
mediante su exéresis amplia con unos margenes de seguridad suficientes®. Los
abordajes quirdrgicos varian en funcion de la localizacién tumoral, de su extensiéon y

de las posibilidades reconstructivas?®.

La RT se utiliza, sobre todo, tras la cirugia debido a que la mayor parte de los
pacientes presentan tumores en estadios avanzados y al reducido control de los
margenes quirdrgicos. Algunos autores no aconsejan su uso en estadios precoces?,
pero los pacientes con tumores T3 6 T4 se beneficiarian de su aplicacién
postoperatoria®.

La RT administrada de forma aislada no logra buenos resultados, si bien es
cierto que so6lo se administra como tratamiento Unico en tumores avanzados, por lo
que el pronéstico inicial ya es desfavorable. No obstante, existen series en las que se
administra RT y QT de manera concomitante, como tratamiento Unico a todos los
pacientes, sin disminuciéon de la supervivencia y menor morbilidad®®. La RT
neoadyuvante podria usarse para disminuir en algunos casos la radicalidad de la

cirugia o como tratamiento previo a la cirugia en tumores inicialmente irresecables.

Existen estudios®****"* hechos en Japén donde la incidencia de los CENS es
mas elevada, que defienden el uso de la QT en diversos esquemas de administracion,
intra-arterial o sistémica y neoadyuvante o concomitante. Estos autores propugnan
gque su uso, aungue aumenta la supervivencia, permite mejores resultados funcionales

y estéticos.

La presencia de adenopatias en los CENS, como se ha dicho, es infrecuente y
el tratamiento del cuello de manera profilactica es controvertido. Los pacientes NO al
diagnostico se beneficiarian de un tratamiento profilactico con RT si el riesgo de

enfermedad cervical subclinica excediese el 15-20%, es decir si se afectara la
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mucosa oral, mejilla, rinofaringe o fosa infratemporal®’. En los pacientes con ganglios

positivos el tratamiento quirdrgico, con RT o combinado del cuello es obligatorio®.

1.1.8. Prondstico

El prondstico*®3*333 de

los CENS en su conjunto es malo, con una
supervivencia global a los 5 afios del 30-50%. A diferencia de otros tipos histolégicos,
los pacientes fallecen tempranamente pues la recidiva local, generalmente, no puede

ser controlada.

El peor pronéstico’ aparece en el carcinoma epidermoide etmoidal con una
supervivencia del 48% a los 5 afos, frente al 62% en el seno maxilar y al 77% en la
fosa nasal. La mayor supervivencia en el carcinoma de fosas nasales esta relacionada

con su diagndstico precoz’.

La supervivencia a 5 afios esta intimamente relacionada con el tamafo
tumoral*’: 80-90% para los T1, 55% para los T2, 50% para los T3y 27% para los T4,
aunque las cifras varfan segln las series publicadas®®*3. La invasién de la base del

craneo, cavum y pterigoides se considera de mal prondstico®®3#4.

La recidiva local es la primera causa del fracaso del tratamiento (50-60% de los
casos) y por tanto de su mortalidad™*. La mayoria de las recidivas aparecen antes de
los dos afios tras el tratamiento. Las posibilidades de recidiva se duplican en el caso

de estadios avanzados***.

La frecuencia global de metastasis ganglionares oscila entre el 5-10%. Existe
relacion entre las metastasis ganglionares y el grado de diferenciacién histoldgica,
siendo mas frecuentes en los tumores con menos diferenciacion®. La presencia de
metastasis ganglionares es un factor de muy mal prondstico con supervivencias de 6 a

12 meses®®,

Las metéastasis a distancia son excepcionales (menos del 5%), siendo su

prondéstico ominoso®.
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1.2. Estado actual

A continuacién s6lo haremos mencion a los aspectos de citogenética y biologia
molecular que tienen interés para nuestro trabajo de investigacion. En primer lugar
haremos una descripcion general a las alteraciones observadas en los CECC,
puntualizando aquellos aspectos observados en los CENS. Posteriormente nos

centraremos en el estudio de los receptores ERBB y en sus inhibidores.

1.2.1. Biologia molecular y citogenética de los CECC. Aspectos concretos
de los CENS.

En este apartado cuando nos referimos a los CECC estamos describiendo
caracteristicas que han sido estudiadas y descritas en los carcinomas escamosos de

laringe y de faringe, que por frecuencia, han sido los CECC mas estudiados.

Los CECC y los CENS son neoplasias sélidas heterogéneas caracterizadas
por presentar multiples y complejas alteraciones genéticas y moleculares que afectan
a un amplio niomero de oncogenes, genes supresores de tumores y genes
reparadores del ADN. Sin embargo, en estadios precoces o en lesiones preinvasivas
se observan alteraciones mas sencillas en el cariotipo®. Ademas, existen mecanismos

epigenéticos que intervienen en su oncogeénesis.

El conocimiento de la biologia molecular de los CECC aporta valiosa
informacion acerca de la carcinogénesis y progresion tumoral, desde etapas iniciales,
lo cual permite disefiar estrategias de diagndéstico precoz. Los marcadores moleculares
permiten individualizar tratamientos y monitorizar su respuesta, asi como controlar el
seguimiento de los pacientes. El desarrollo de farmacos dirigidos a dianas moleculares
(Cetuximab) ha permitido ampliar el arsenal terapéutico en el tratamiento de los
CECC.

En relacién a los CENS, el pequefio nUmero de casos incluidos en la mayoria
de las series publicadas no ha permitido establecer correlaciones entre las
alteraciones génicas y citogenéticas con el prondstico, tratamiento y seguimiento. No
obstante, a pesar de tener escaso impacto clinico, en algunos estudios se ha
observado como los pacientes que tenian tumores con alto nUmero de alteraciones

cromosémicas tuvieron peor pronostico*®*’.

Aunque los CECC y los CENS tienen diferencias etioldgicas, la mayoria de las

aberraciones cromosémicas identificadas hasta la fecha, como veremos a
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continuacién, afectan a loci cromosomicos similares a los previamente descritos en los
CECC**. Este hecho podria ser relevante en la aplicacion de terapias bioldgicas en
los CENS, como ya se estén utilizando en los CECC.

En un principio el estudio de la biologia molecular de los tumores tuvo como
punto de partida la carcinogénesis colorrectal®. Posteriormente se desarrollaron
modelos de progresion propios del CECC en los tumores de cavidad oral, laringe y
faringe®*%.Todos estos modelos se basan en la acumulacién de eventos genéticos y
epigenéticos que en la mucosa normal, sobre la cual inciden los agentes
carcinogénicos, harian que se desarrollase la progresion hacia una neoplasia maligna.
Esta transformacion celular es debida a un disbalance entre diversos oncogenes y
genes supresores de las células en la mucosa de las VAS por el cual, una célula

adquiere un fenotipo tumoral®®

, se divide incontroladamente y forma un clon que,
progresivamente, va acumulando mas alteraciones en su genoma, generandose la

neoplasia.

Aungque muchos de estos genes, vias metabdlicas y mecanismos de accion ya

han sido identificados*®*

, Se siguen proponiendo nuevos genes candidatos en la
carcinogénesis de estos tumores, dada la gran cantidad y complejidad de las

alteraciones existentes.

Entre las alteraciones moleculares mas destacadas en los CECC y CENS

tenemos las siguientes:

La amplificacion de 11913 es la activacién oncogénica mas frecuentemente
descrita en los CECC (30-60% de los casos)>. Los posibles oncogenes identificados
en esta region son el HST1, relacionado con el factor de crecimiento fibroblastico; el
INT2, que codifica el factor de crecimiento fibroblastico 3; el CCND1/PRAD1, que
codifica la ciclina D1 y el CTTN (EMSL1), que codifica una proteina de adhesién
celular llamada cortactina. Al estudiar la expresion génica de los CECC, parece que
los oncogenes activos del amplicon son CCND1 y CTTN. EI CCND1 es un oncogén
conocido que se expresa en la fase G1 del ciclo celular, siendo necesario para que la
célula progrese hacia la fase S. En cuanto al gen CTTN, dado que su producto
participa en los procesos de interaccion celular, la alteracién de sus propiedades
podria conducir a un incremento de la capacidad metastasica. La amplificacion de la
region 11q13 también ha sido descrita en los CENS®, lo cual podria constituir una

caracteristica comun a todos los CECC.
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La pérdida del cromosoma 9p21 es la alteracion mas frecuente en los CECC

I°®. En este

(70% casos), produciéndose en las fases iniciales de la progresion tumora
cromosoma se sitlan diversos genes supresores de tumor como pl4, pl5, pl6
(CDKN2A), p18 y p19, relacionados con la progresion del ciclo celular y los fendmenos
de senescencia. Su pérdida facilita, por tanto, la progresion hacia fenotipos de
malignidad desde la hiperplasia epitelial. La pérdida de funcion de pl6 se ha

encontrado hasta en un 83% de los casos analizados®”*.

El gen supresor de tumores TP53 (17p13) se ha encontrado mutado en una
gran variedad de tumores y se considera que juega un papel crucial en la patogénesis
de muchos, sino de todos, los canceres humanos®. En los CECC se halla una funcién
anormal de TP53 hasta en el 79% de los casos®, siendo, ademas, un fenémeno de
aparicion temprana en la carcinogénesis, observandose ya en lesiones displasicas®.
Las mutaciones de TP53 se han relacionado con el tabaco y el alcohol, los cuales al
ser los principales factores etioldgicos de los CECC, puede que ejerzan su efecto
carcinogénico a través de dicho gen. En los CENS existen mutaciones en TP53 y
sobre-expresién de p53 en el 56% de los casos®*®*%. La mayoria de los autores han
demostrado una asociacion entre la sobre-expresion de p53 y un peor prondstico.
Ademas, la sobre-expresion de p53 podria ser considerada como marcador de CENS
en la posible transformacién de maligna de los papilomas invertidos, puesto que en

éstos, su sobre-expresion es infrecuente®.

Uno de los estudios mas amplios acerca de las alteraciones génicas en los
CENS ha sido hecho por Bandoh et al®®, que sugieren la relacion entre la mutacién de
TP53 y el bajo indice apoptético con el peor pronéstico de estos pacientes. Las
mutaciones en TP53 podrian conferir resistencia a la RT y a la QT. Por el contrario,
una elevada tasa de apoptosis, con sobre-expresion de BAX, favoreceria la respuesta

ala RT y mejoraria el prondstico de los pacientes®.

El oncogén ERBBL1 (7pl12) se encuentra frecuentemente amplificado y/o sobre-
expresado en los CECC, siendo el que codifica el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR)®. Su activacién estimularia el crecimiento y la proliferacién celular
incontrolada. Las distintas cascadas de sefializacion originadas en este receptor estan
mediadas asimismo por oncogenes (PI3K, STAT3), que pueden estar activados de
forma independiente. Se ha observado amplificacion y/o sobre-expresion de alguno de

los componentes de estas vias en méas del 50% de los casos de CECC®,
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El oncogén ERBB2 (17g21.1) codifica un receptor asociado a tirosin-quinasa y
pertenece a la misma familia de receptores que el EGFR. Su alteracion es frecuente
en carcinomas de mama y en algunos carcinomas de pulmén. En los CECC se ha

visto alterado en el 40% de los tumores de cavidad oral®®.

También se han descrito en los CECC, aunque con menos frecuencia,
activaciones de otros oncogenes como MYC, la familia RAS, BCL-2 y BCL-X"°, de vias

celulares como la WNT/B-catenina y ganancias en regiones cromosdmicas como 3q,

5py 20g.

En CENS también se estudiaron RAS, p21, p27, PCNA, BAX y BCL. El gen
supresor CDKN1B (12p13.1-p12) codifica la proteina p27 que impide el progreso del
ciclo celular. Su sobre-expresion se ha relacionado con un mayor indice de apoptosis,
mientras que su pérdida produce un incremento en la proliferacion celular. Es por tanto
un marcador de disregulacion de la cinética celular en los CENS™. De manera
analoga, la pérdida de expresion de CDKN1A (gen supresor que codifica la proteina
p21), bien por alteracion de p53 o bien por una ruta independiente, se relaciona con el

aumento de la proliferacion celular’.

Las mutaciones en KRAS son infrecuentes en los CENS y ocurren en el 1% de
los casos’. Asimismo se ha estudiado la expresion de COX2, encontrandose que es
baja, dato que no apoyaria el posible papel de la inflamacién crénica en la génesis de
los CENS*.

Ademas de las alteraciones descritas en los mencionados genes supresores,
también se ha demostrado la existencia de regiones frecuentemente deleccionadas en
los CECC, lo que hace suponer que en ellas se localizan genes supresores de
tumores. Estas regiones son 3pl4-21 (FHIT, RASSF1A9), 4g26-28, 6p, 8p21-23,
11g22-24, 13q14-21, 14931-32 y 18g21. En los CENS Gotte et al. por medio de
estudios con LOH han visto pérdidas en 3p, 8p y 18q™ vy, otros autores, en estudios
con reducido numero de casos, identificaron aberraciones estructurales que implican
multiples cromosomas (pérdidas en 6q y ganancias en 3q y 11q). Gil et al., ademas,
describen la translocacion t(12g13;17p13), con lo que podrian verse alterados 2 genes
gue mapean en esas regiones como son TP53 (17p13) y el oncogén CREB/ATF1
(12913)".

Se han hecho 2 estudios”™"®

acerca de la posible implicacion de la inestabilidad
de microsatélites en la génesis de los CENS, encontrandose tasas que van del 21 al

41% de los casos. Estas cifras, similares a las halladas en el conjunto de los CECC,
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no se correlacionan con ninguna variable clinica, aunque indican que la inestabilidad

de microsatélites podria estar involucrada en la patogenia de los CENS.

Otros procesos propios de de la progresiéon de los CECC incluyen la invasion y
metastasis. Asi, por ejemplo, es frecuente la sobre-expresion del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), el cual se induce en condiciones de hipoxia y estimula
la angiogénesis, favoreciendo la progresion y la metastasis tumoral’’. En los CENS la
expresion de VEGF, dependiente de las alteraciones en p53, se asocia con un
aumento en la angiogénesis tumoral, una disminucién de la tasa de apoptosis y un

incremento en el desarrollo de metastasis®.

En los CECC también se ha visto baja expresién de moléculas de adhesion
celular como CD44 y el complejo E-cadherina-cateninas’®, sobre-expresién de la
quinasa de adhesion focal (FAK)”® y de colagenasas y metaloproteasas, moléculas
necesarias para la invasion tumoral®.

Finalmente, en nuestro laboratorio hemos realizado un estudio® amplio del
genoma de los CENS, mediante arrays-CGH y MLPA, para intentar identificar las
“zonas calientes” (“hot spot”) del genoma y genes implicados en la carcinogénesis. El
namero de pacientes incluidos en este estudio podria ser escaso, pero considerando
que los CENS son tumores infrecuentes, los resultados obtenidos pueden servir de

punto de partida para un estudio molecular mas especifico.
1.2.2. Receptores ERBB

El conocimiento de los receptores ERBB y sus vias de sefalizacion ha
permitido el desarrollo de nuevos enfoques diagnésticos y terapéuticos en diversos

tipos tumorales, entre ellos los CECC.

La familia de receptores de crecimiento C-erbB son receptores transmembrana
con un dominio intracelular con actividad tirosin- kinasa (TK). Esta familia esta formada
por 4 miembros: el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o c-erbB-1, c-
erbB-2/neu/HER2, c-erbB-3/HER3 y c-erbB-a/HER4. La unién del ligando a su
receptor induce una serie de cascadas de sefiales intracelulares involucradas en el
desarrollo y progresion del céncer, la regulacion de la proliferacion celular, la
diferenciacion, el crecimiento, la supervivencia, la angiogénesis, la invasion y el

desarrollo de metastasis.

Se han descrito mas de 30 ligandos distintos con accion en los distintos

receptores. La unién del ligando a su receptor, que se encuentra inactivo en forma
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monomérica en la superficie celular, induce bien su homo o heterodimerizacion y
subsiguientemente se autofosforilan o fosforilan a receptores adyacentes,
activandolos. Este paso desencadena una serie de cascadas moleculares simultaneas

que inducen la transcripcion génica.

En las células tumorales se producen multiples ligandos de manera autocrina,
paracrina y yuxtacrina que, junto con la activacién del receptor independiente de
ligando, favorecen la proliferacion celular. Algunos de los ligandos descritos son el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa
(TGFa), la betacelulina (BTC), el factor de crecimiento epidérmico que une heparina
(HB-EGF), la anfirregulina (AR), epirregulinas (EPI), herregulinas (HRG) vy
neurorregulinas (NRG). Todos ellos se han encontrado sobre-expresados en los
CECC. Una vez activado el receptor se desencadenan complejas rutas intracelulares
como puede observarse en la figura 4, dentro de las cuales hay que sefalar las vias
RAS/RAF/MAPK y PI3K/AKT, que también son susceptibles de ser activadas
independientemente de la activacion del receptor ERBB. Es importante destacar la
interrelacién entre las vias, las cuales pueden ser moduladas a su vez por otras rutas
como las que implican las proteinas STATs, PTEN vy fosfolipasa C. Todas estas
moléculas participan en la oncogénesis de los CECC al comportarse bien como
oncogenes 0 como genes supresores de tumores. Asimismo, los receptores ERBB
pueden ser activados de manera cruzada por otros receptores como los asociados a
proteinas G, que utilizarian las cascadas celulares iniciadas en los receptores ERBB

para transducir y amplificar su sefial.
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Figura 4. Rutas de sefializacién intracelular de los receptores de la familia ERBB
Tomada de Cancer and Metastasis Reviews 2005;24:47-69

Aparte de su funcionamiento como receptores de membrana, se han
identificado moléculas de EGFR, HER2 y HER3 con accion directa en el nucleo, en
donde interactuarian con diversas moléculas como STAT3, activando genes como el

de la oxido nitrico sintetasa (iINOS).

Dentro de los receptores de la familia ERBB, el receptor mas estudiado es el
EGFR y las diferentes cascadas de sefalizacién intracelular derivadas de su
activacion. La actividad oncogénica de esta ruta molecular tiene un papel destacado

en el desarrollo de la mayoria de las neoplasias epiteliales, incluyendo los CECC®.

La sobre-expresion del EGFR y de uno de sus ligandos principales, el TGFaq,
se identifica hasta en un 50% de los CECC. Sus niveles son mas elevados en tumores
pobremente diferenciados y en estadios avanzados, por lo que se correlaciona con un
mal prondstico. Se puede apreciar un aumento de EGFR en la mucosa adyacente a
las &reas tumorales, lo que apoyaria la teoria del campo de cancerizacion y, ademas,
el paso de displasia a carcinoma in situ se relaciona con un importante aumento de los
niveles de EGFR.
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La sobre-expresién de EGFR en los CECC se produce como resultado de un
incremento en su sintesis y/o en una disminucién de los fendmenos “downregulation”.
El incremento de la sintesis de EGFR se debe a fendmenos de disregulacion de p53, a
polimorfismos del gen y, en menor medida, a su amplificacion. La disminucién de los
fenomenos de “downregulation” podria estar causada por la sobre-expresion de
cortactina, hecho frecuente en los CECC. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre
en otros carcinomas escamosos, las mutaciones activadoras en EGFR son

infrecuentes, lo que condiciona las terapias moleculares.

El otro mecanismo importante de activacion del EGFR es la autocrina o
paracrina por ligandos (EGF, HB-EGF, TGFa, AR, BC, HR), los cuales se sobre-
expresan en los CECC.

La activacion de la via del EGFR también se ha relacionado con la exposicién
al humo del tabaco ya que éste induce la sintesis de enzimas como la ciclooxigenasa
2 (COX2). Esta enzima favorece la sintesis de mediadores de la inflamacion como la
prostaglandina E2, que activa receptores asociados a proteinas G y transactivan el
EGFR. Ademas, incrementa los niveles de ligandos como el TGFa y la AR,

relacionando asi al EGFR con la inflamacion.

Por todo lo dicho la participacion del EGFR en el proceso de carcinogénesis de
los CECC esta bien definida, pero no se puede decir lo mismo en cuanto a los CENS.

Respecto a los CENS se debe recordar que la fosa nasal y los senos
paranasales son la primera barrera atravesada por el aire y las sustancias inhaladas
durante la respiracion, por lo que su mucosa esta expuesta a un elevado niumero de
potenciales agentes lesivos. En la mucosa nasal se ha identificado una gran expresion
de los receptores de la familia ERBB (a excepciéon de HER4) y de varios de sus
ligandos, tanto en células basales como en el resto del epitelio, dado que desempefian
un papel importante en el mantenimiento y reparacion de los epitelios®®. Ademas, se
ha comprobado que, en los procesos inflamatorios crénicos nasosinusales, existe una
activacion de la via del EGFR por sobre-expresion, tanto del receptor como de sus
ligandos, que promueve la secrecion de mucinas para mantener la homeostasis del

epitelio®.

En 1991 Furuta et al. asociaron por primera vez la amplificacion de EGFR con
los CENS, aunque no pudieron establecer ninguna relacién con las variables clinicas®.

Posteriormente en 1993, Miyaguchi et al. relacionaron la sobre-expresion del EGFR en
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carcinomas epidermoides de seno maxilar con un mayor indice de recidivas locales®®

y con la adquisicion de resistencia a la RT®'.

En los papilomas invertidos, como supuesta lesion precursora de los CENS, se
ha intentado identificar marcadores de esa transformacion. Asi, se observd un
aumento de la expresion de EGFR en relacién a la mucosa normal, pero no hubo
incremento respecto a los CENS, por lo que no se considera marcador de
malignizacion®. Esto difiere de lo encontrado en los CECC, particularmente en la
laringe, donde EGFR aumenta su expresion al pasar de mucosa normal a mucosa

displasica y de ésta a carcinoma.

El otro receptor de la familia ERBB mas estudiado es el HER2. La amplificacion
y/o sobre-expresion de este receptor es mas frecuente en los adenocarcinomas. Asi,
en los adenocarcinomas de mama han sido identificadas formas truncadas de este
receptor que lo mantienen constitucionalmente activo y que se relacionan con el
desarrollo de metéastasis ganglionares y peor pronéstico. En los CECC® se aprecia
una ganancia del receptor en el 3-60% de los casos, la mayor parte de las veces,
asociado a sobre-expresion de otros receptores ERBB, lo que sugeriria la formacion
de heterodimeros. Sin embargo, no se han encontrado amplificaciones de este

receptor en estos tumores.

El receptor HER2 (asi como el HER3) podria estar implicado en los
mecanismos de sensibilizacion a los inhibidores de la tirosin-quinasa (TKIs) y
favoreceria la estabilidad y actividad del EGFR en la superficie celular. EI HER2
formaria heterodimeros con el EGFR, favoreciendo la activacién continua de la ruta
PI3K/Akt. Las pequefias moléculas inhibidoras de la tirosin-quinasa (TKIs) impedirian
la activacion de dicha ruta y de ese modo inhibirian el crecimiento celular. Sin
embargo, cuando HER2 no se expresa en la superficie celular, la activacion de la via

es independiente de EGFR y por tanto los TKIs pierden efectividad.

La participacion de HER2 en la génesis de los CENS no esta aclarada, si bien
su expresion en la mucosa nasal ha sido demostrada, como se dijo anteriormente, y
existe un estudio en el que se observa su sobre-expresion en los carcinomas de seno

maxilar®®,

En el estudio realizado previamente en nuestro laboratorio hemos observado
casos con amplificacion de la region 7pl12 en la cual se localiza el gen que codifica
EGFR. Asimismo, en algunas muestras, hemos visto amplificacién del gen HER2%. El

estudio de la participacion de estos dos genes en la carcinogénesis de los CENS
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podria ser de utilidad para su uso como dianas terapéuticas en el tratamiento de este

tipo tumoral.
1.2.2.1. Inhibidores de los receptores ERBB

La implicacion de EGFR en la patogénesis de los CECC esta bien demostrada,
aungue no lo esta aun la de HER2. Su sobre-expresién se correlaciona con factores
de mal pronéstico e incluso se usa para indicar la utilizacién de terapias moleculares
dirigidas contra dicho receptor. Estos datos hacen referencia a los CECC mas
frecuentes como son los de laringe y faringe, no existiendo hasta el momento actual

datos respecto a estas terapias moleculares en los CENS.

Desde los afios 80 se han disefiado varias estrategias de tratamiento dirigido
contra los receptores de la familia ERBB, dada su gran implicaciéon en la
carcinogénesis. Existen 2 familias de moléculas que han sido testadas con éxito y con

aplicaciones terapéuticas: los anticuerpos monoclonales anti-EGFR y las TKIs®.

El anticuerpo anti-EGFR utilizado en los CECC es el Cetuximab, el cual se une
al receptor de manera especifica y previene unién de otros ligandos y su dimerizacion.
El anticuerpo induce Ila internalizacion del receptor, los fenédmenos de
“downregulation”, su degradacion y desencadena una respuesta inmune citotoxica

dependiente de anticuerpo.

Existen 2 moléculas principales del grupo de las TKiIs, el Erlotinib y el Gefitinib,
aungue solo esta aprobado el primero para su uso terapéutico en los CECC. Los TKiIs
compiten de manera reversible con el ATP por el sitio de unién al dominio intracelular
del receptor, por lo que impiden la autofosforilaciébn y por tanto su activaciéon. No

inducen su degradacién ni desencadenan respuesta inmune en el huésped.

A pesar de la sobre-expresion de EGFR (y/o HER2) y de su importante papel
en la patogénesis de los carcinomas epiteliales en general y en los CECC en
particular, las terapias biol6gicas dirigidas contra estos receptores tienen una
efectividad limitada, con tasas globales de respuesta del 5-15%, como tratamientos
Unicos®. Esto se deberia al reducido nimero de mutaciones activadoras en estos
genes en las VAS y a la activacion de vias intracelulares independientes del EGFR, a

diferencia de lo que ocurre en otras localizaciones como el pulmon.

La sensibilidad al Cetuximab en los carcinomas de colon, donde ha sido
ampliamente estudiada, se asocia con la presencia de elevados niveles del ARN

mensajero de las anfirregulinas y epirregulinas, las cuales son ligandos de estos
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receptores, la ausencia de mutaciones en K-RAS y el incremento en el nimero de
copias de EGFR®.

Como se ha mencionado anteriormente, entre las causas por las que el
tratamiento con Cetuximab no es efectivo en determinados pacientes, la presencia de
mutaciones en el exdn 2 del oncogén K-RAS es la més frecuente y la mas estudiada,
sobre todo en los carcinomas colorrectales y carcinomas de pulmén®®*. En los CECC
las mutaciones en K-RAS son infrecuentes, aunque se han observado en
determinados grupos de pacientes con carcinomas orales®™. Ademas, las mutaciones
en este oncogén se han relacionado con fendmenos de resistencia la QT y RT
convencional en carcinomas de pulmén y colorrectales, lo cual no ha sido demostrado
en los CECC™.

Ademas, la mutacion de EGFRUVIII, la disrregulacién de la internalizacién del
receptor y el incremento de la dimerizacion de los receptores HER2 y HERS3, son

marcadores de la resistencia al tratamiento con Cetuximab.

En los CECC la sensibilidad a los TKIs en general, y al Gefitinib en particular,
se asocia con la presencia de amplificaciones de EGFR y de mutaciones de HERZ2,
respectivamente. La resistencia al Gefitinib en los CECC se asocia incrementos en la

expresion de HER2 y HERS, la cortactina y la ciclina D1.

En general, aunque se han intentado buscar marcadores comunes de
sensibilidad y resistencia a estos farmacos en diversos tipos de tumores, se ha visto

que estos mecanismos son distintos entre los distintos tumores y localizaciones.

Para resumir los puntos clave de la introduccién sobre los que formularemos

nuestras hipoétesis estos se concretan en:

1) Los CENS tienen escasa incidencia en nuestro medio, su diagndstico suele
ser tardio y su tratamiento complejo, permaneciendo las cifras de supervivencia

estancadas en los ultimos anos.

2) El aspecto fenotipico (histopatolégico) de los CENS es similar al del resto de
los CECC, sin embargo en su etiologia no se registra habitualmente el consumo de

tabaco y alcohol.

3) El aspecto genotipico de los CENS (perfil génico) no ha sido aun
suficientemente estudiado, aunque parece presentar, a grandes rasgos, un patrén
similar al de los CECC.
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4) Se han venido desarrollando diversos tipos de terapias moleculares que
inhiben los receptores ERBB que se estan aplicando a los CECC, pero no hay ninguna
experiencia de su uso en los CENS.
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1.3. Modelo teérico

Los agentes carcinégenos inhalados actuarian sobre las células de la mucosa
respiratoria de las fosas y senos paranasales produciendo cambios a nivel génico.
Estas células sufririan un proceso lento y progresivo de transformacion neoplasica,
que podria reflejarse en cambios histopatolégicos, como metaplasia y displasia,
previos a la adquisicién del fenotipo tumoral de carcinoma epidermoide, o bien llegar a
éste directamente a partir de células madre tumorales. El cimulo de dafios en el
material genético celular precipitaria el proceso de carcinogénesis y la progresion

propia de la neoplasia (Figura 5).

Entre las alteraciones génicas observadas en la carcinogénesis, el aumento en
el niUmero de receptores de crecimiento es un fendmeno frecuente que puede estar
relacionado no sélo con los fendbmenos de iniciacién tumoral, sino también con los de
progresion, como son la invasion y metastasis. Estos receptores confieren a la célula
tumoral epitelial una condicién especial de agresividad (invasion local a SNC, 6rbita,
recidivas, metastasis en ganglios y/o a distancia) que condiciona el prondstico de la
enfermedad. Sin embargo, la presencia de estos receptores podria ser de utilidad al
poder administrar sus inhibidores como terapia bioldgica complementaria.
Ampliariamos asi el arsenal terapéutico frente los CENS vy probablemente
contribuiriamos a mejorar el pronéstico de la enfermedad y la supervivencia de los

pacientes.

Figura 5. Esquema del modelo teérico de carcinogénesis de los CENS
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Los CENS tienen unas caracteristicas epidemioldgicas, etioldgicas y clinicas
marcadamente distintas al resto de CECC, sin embargo su patron histopatoldgico

es similar.

El conocimiento del perfil génico de los CENS permitiria establecer similitudes y
diferencias respecto a los carcinomas de faringe y laringe, que podrian estar
condicionadas por los agentes etiolégicos y condicionar el resto de sus

caracteristicas clinicas.

En los tumores epiteliales (pulmdn, mama, gastrointestinales, vejiga) los receptores
ERBB (EGFR, HER2) tienen un papel importante en la carcinogénesis y en la
progresion tumoral. La participacibn del EGFR ha sido confirmada en los
carcinomas de faringe y laringe y se ha relacionado con el crecimiento tumoral, los
fenbmenos de invasién, metastasis y angiogénesis. Todos estos factores
condicionan el pronéstico y la supervivencia, sin embargo estos receptores no han

sido demostrados en los CENS.

Los resultados obtenidos con farmacos antagonistas de estos receptores ha
permitido que entren en los protocolos terapéuticos de los tumores epiteliales,
incluidos los carcinomas de faringe y laringe, pero aun no se han ensayado en los

CENS, donde podrian tener indicaciones precisas.

El conocimiento de la expresion del EGFR y del HER2 en los CENS permitiria
establecer relaciones con las variables clinico-patolégicas y seleccionar aquellos

casos susceptibles de ser tratados con los antagonistas de los receptores.
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Oljetivos

Describir los aspectos clinico-patolégicos mas importantes de nuestra serie de

pacientes con CENS.

Identificar los casos con alteraciones en el nimero de copias de los genes EGFR y
HER2, mediante analisis con MLPA (amplificacion multiple de sondas dependiente
de ligacion) y FISH (hibridacién in situ con fluorescencia), en las muestras

tumorales de los pacientes de nuestra serie.

Determinar, mediante IHQ la expresibn de EGFR y/o HER2 en las mismas

muestras tumorales.

Relacionar las alteraciones génicas con la expresion proteica con el fin de
determinar si el mecanismo responsable de la sobre-expresion de EGFR y HER2

se encuentra a nivel genémico.

Relacionar las alteraciones génicas y los patrones de expresion proteica con las
variables clinico-patoldgicas, especialmente con el pronéstico de la enfermedad y

la supervivencia de los pacientes.
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aterial 4 métodes

4.1. Sujetos a estudio

Se estudiaron de forma retrospectiva 50 casos de CENS tratados en los
Servicios de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Central de Asturias (29) y
del Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid (21).

Todos los pacientes fueron intervenidos con fines curativos entre noviembre de
1989 y octubre de 2006, decidiendo entonces, segun la estadificacion tumoral y del
resultado quirdrgico, la necesidad o no de recibir tratamientos complementarios (RT,
QT o cirugia). Algunos de los pacientes (27) habian recibido tratamiento quirargico
previo sobre el tumor primario en su hospital de referencia. Ningun caso fue tratado

con QT o RT preoperatoria.

En todos los pacientes se constaté un historial clinico bien documentado y el
diagnostico anatomopatoldgico de carcinoma epidermoide fue realizado sobre la pieza
de reseccion quirdrgica por un patologo experimentado en cabeza y cuello en el
Servicio de Anatomia Patoldgica.

El seguimiento minimo fue de 13 meses o hasta la muerte del paciente, con

una mediana de 17 meses.

De esta muestra inicial de 50 pacientes se realizaron algunos subgrupos sobre
los cuales se realizaron diversas técnicas de biologia molecular. La separacion de
estos subgrupos se debié principalmente a la cantidad y calidad de material tisular
disponible, a la incorporacion progresiva de pacientes y a la busqueda de resultados

especificos segun los procedimientos empleados.

4.2. Recogida de muestras

Las muestras estudiadas procedian de 50 CENS primarios, excluyendo los
tumores originados en el septum y en el vestibulo nasal. El trabajo de laboratorio se
realiz6 en el Laboratorio de Otorrinolaringologia del Instituto Universitario de Oncologia
de la Universidad de Oviedo (IUOPA).

Para el estudio génico se realizé la técnica de MLPA en los 50 casos con el fin
de identificar las posibles ganancias y/o amplificaciones en los genes EGFR y HER2.
Ademas, en 29 casos se realizd la técnica citogenética de FISH para analizar las

posibles alteraciones en EGFR y en 19 casos para analizar las de HER2.
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Tras el estudio a nivel genético se hicieron estudios de expresion proteica de
EGFR y HER2 en los 50 casos de CENS. En 29 casos la IHQ se llevé a cabo por
medio de un “tissue-array” y en los 21 casos restantes se hizo de manera

convencional.

Para la realizar los estudios mediante FISH e IHQ todas las muestras del tumor
primario fueron obtenidas a partir de los bloques de parafina. Para el estudio por
MLPA se recogieron de dos maneras:

1- Muestras en fresco. Se obtuvieron de 7 casos durante la intervencion
quirdrgica, extrayendo una por paciente. La muestra tenia un tamafio minimo de 3
mm? y procedia de una zona tumoral sin necrosis, evitando el tejido sano de los
bordes, con el fin de alcanzar un minimo del 70% de pureza en células tumorales. Una
vez extraida se congel6é inmediatamente en nitrégeno liquido hasta que fue procesada,
o se almacen6 en RNA-later (en los casos mas recientes).

2- Muestra en parafina. Se obtuvo de 43 casos de los bloques de parafina, una
vez procesada la pieza para su estudio histopatolégico en el Servicio de Anatomia

Patolégica.

Las muestras control para la realizacion de la MLPA se obtuvieron de ganglios

linfaticos libres de tumor incluidos en parafina pertenecientes a dos pacientes.

4.3. Extraccion del ADN

Para la realizacion de los estudios de MLPA se procedi6é a la extraccién del

ADN a partir de las muestras obtenidas.

Los protocolos de extraccion de ADN para todas las muestras se realizaron en
base al uso de columnas de afinidad (QlAamp®, QIAgen, Valencia, CA, USA). Este
“kit” contiene dos tampones de lisis (ATL y AL), dos tampones de lavado (AW1 y
AW2) y un tampoén de elusion (AE).

4.3.1. A partir de tejido fresco

Las muestras tumorales se descongelan a temperatura ambiente en una placa
Petri y, con ayuda de dos bisturis, se disgregan mecanicamente cortdndolas en

pequefios fragmentos que son depositados en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
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A continuacién se realiza el lisado afadiendo 200 pL del tampédn de lisis ATL
(QIAmp tissue extraction kit, Qiagen) y 20 pyL de proteinasa K (concentracion de
almacenamiento: 10mg/mL). Se mezcla bien en un agitador y se deja incubando a
56°C en una placa térmica con agitacion. Por la tarde se vuelven a afadir otros 20 pL

de proteinasa K, se mezcla bien y se deja incubando a 56°C toda la noche.

A la mafana siguiente se afiaden 200 yL de tampdén AL (Qiagen), se agita
enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. A continuacion se afiaden 200
ML de etanol absoluto y se agita enérgicamente durante 15 segundos para precipitar el
ADN. Posteriormente se aplica el contenido del tubo de microcentrifuga a una columna
de afinidad (QIAamp®) que se coloca en un tubo de recoleccion de 2 mL. La columna
y el tubo de recoleccion se centrifugan durante 1 minuto a 8.000 rpm vy el filtrado es
eliminado. Posteriormente se procede a la purificacion del ADN afadiendo sobre la
columna 500 uL del tampdn AW1, centrifugando a 8.000 rpm durante 1 minuto. Tras
eliminar el filtrado se continda con un segundo lavado afiadiendo a la columna 500 pL
del tampén AW2 y centrifugando a 14.000 rpm durante 3 minutos. Se coloca la
columna de afinidad en un nuevo tubo de microcentrifuga y se afiaden 200 uL de
agua destilada para eluir el ADN de la columna. Se incuba durante 1 minuto y se

centrifuga 1 minuto a 8.000 rpm. Finalmente se almacena el ADN a 4°C.

La concentracion y la pureza del ADN obtenido se determinan midiendo su
absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (version
3.1.0), (NanoDrop Technologies Inc.). La absorbancia a 260 nm nos indica la
concentracion de ADN que tenemos en nuestra muestra y la relacion A260/A280 el
grado de pureza de la muestra. Se consideran aceptables purezas con valores

mayores de 1,5 (6ptimo 1,7-1,9).

Mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% se puede comprobar que la

extraccion de ADN ha sido correcta.
4.3.2. A partir de tejido en parafina

De las muestras incluidas en parafina se obtienen 3 cortes de 50 um. También
se hace un corte de 5 um que se tifie con hematoxilina-eosina con el fin de observar la
muestra al microscopio Optico para seleccionar la zona tumoral mas pura, evitando
contaminaciones por necrosis, tejido y células sanas como linfocitos y fibroblastos.
Segun esta seleccion se realiza la microdiseccion en los tres portas de 50 pm,

recogiendo el material en un tubo de microcentrifuga.
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El primer paso consiste en desparafinar la muestra. Se incuba la muestra en 1
mL de xilol a 55°C durante 10 minutos, centrifugando a 14.000 rpm otros 10 minutos
para eliminar los restos de parafina. Repetimos dos veces mas la incubacion con xilol
y a continuaciéon afiadimos 1 mL de metanol, incubando la muestra 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 2 ciclos de centrifugacion a
14.000 rpm durante 10 minutos a 45° descartando el sobrenadante. Afiadimos 1 mL de
etanol absoluto, agitamos bien y centrifugamos a 14.000 rpm otros 5 minutos. Tras
decantar el sobrenadante, dejamos secar al aire el tejido depositado en el fondo del

tubo de microcentrifuga.

A continuacién se afiade 1 mL de tiocianato sodico, 1M para limpiar el ADN vy,
tras mezclar bien en un agitador, se deja incubando toda la noche a 37°C en una placa
térmica con agitaciéon. A la mafiana siguiente se centrifugan los tubos durante 5
minutos a maxima velocidad y se decanta el sobrenadante. Seguidamente se afiade 1
mL de PBS para lavar y eliminar los restos de tiocianato sodico de los tubos, se
mezcla bien, se centrifuga y se decanta el sobrenadante. Tras repetir una vez mas
este lavado con PBS, los tubos son centrifugados de nuevo para retirar todo el posible

PBS que quedara retenido en el tejido.

Una vez limpia y desparafinada la muestra, el protocolo de extraccion es similar

al utilizado para tejido fresco, que describimos previamente.

4.4. Técnica de la MLPA®

Para los experimentos de MLPA se utiliz6 ADN control procedente de ganglios
linfaticos de sujetos sanos y ADN de los tumores primarios. Las muestras de ADN

fueron extraidas segun los protocolos anteriormente citados (apartado 4.3.).

En cada experimento se prepararon un minimo de 8 muestras, incluyendo
siempre una de ellas con ADN control. Todas las muestras se procesaron al menos

dos veces en distintos experimentos.
4.4.1. Tipos de kits

Existen comercializados diversos “kits” de MLPA segun el tumor que se quiera
estudiar (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda). En el presente estudio se utiliz6 el “kit”
P105-C1” que contiene 45 sondas para detectar alteraciones en uno o mas exones de
5 genes concretos: EGFR, TP53, PTEN, ERBB2 y CDKN2A (Tabla 4).
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Cada una de las sondas esta formada por dos oligonucle6tidos, uno sintético y
otro derivado del vector M13. El oligonucleétido sintético esta formado por un “primer”
en el extremo 5’ de 19 nucledtidos (“primer” Y) y por una secuencia de hibridacién de
21-30 nucledtidos que se unira a la muestra de ADN. El oligonucle6tido derivado del
vector M13 tiene un tamafio diferente en cada sonda, que varia gracias a una
secuencia de relleno (“stuffer sequence”) de diferentes tamafos que se intercala entre
el “primer” de 36 nucledtidos situado en el extremo 3’ (“primer” X) y la secuencia de

hibridacion de 25-43 nucle6tidos que se unira a la muestra de ADN.

La mezcla de sondas de cada “kit” contiene ademéas sondas de control interno
llamadas DQ (“DNA Quality”). En la amplificacion por PCR estas sondas control
generan productos mas pequefos que los amplificados por las 45 sondas de genes. El
control interno determina si la calidad y la concentracién del ADN de la muestra son
las necesarias para obtener un resultado éptimo. El control interno esta formado por

dos tipos de sondas:

1- Cuatro fragmentos de ADN que generan productos amplificados de 64, 70,
76 y 82 pares de bases (pb), incluso si se omite el proceso de ligacion (Figura 6).

2- Un producto de amplificacion de 94 pb dependiente del proceso de ligacion y

del ADN de la muestra.

El tamafio de los cuatro picos del control interno (64-82 pb), una vez
amplificados por PCR, depende de la cantidad de ADN de la muestra. Seran
dificilmente visibles si el ADN es >100 ng y tendran 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 tamafio similar o mayor que el fragmento de 94 pb y
los productos de PCR de 130-482 pb, significa que la reaccion de ligacion ha fallado o
que la cantidad de ADN es escasa y los resultados obtenidos no tienen validez. El
tamafio del pico de 94 pb debe ser similar al obtenido por los productos amplificados
de las sondas de genes y nos sirve de control para saber que el experimento ha sido

satisfactorio (Figura 6).
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Figura 6. Calidad el ADN. Si los cuatro primeros picos -de control- (1,2,3,4) son mas
altos que los picos del producto de amplificacion de 94 pb (5) el ADN de la muestra es

insuficiente o bien hay fracaso en la reaccién de ligacion
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Tabla 4. Descripcién de las sondas del “kit” P105-C1. Longitud de los fragmentos, nombre de

los genes y sus exones y localizacion cromosémica

Longitud Ex6n Cromosoma

PTEN
292 1
328 1
337 2
190 2
178 3
232 4 10g23.31
364 5
319 6
148 7
400 8
436 9

CDKN2A

265 p14ARF promotor
160 p14ARF promotor
355 intron entre exén 1 de p16 y exon 1 de p14 9p21
202 pl6 exén 2
274 pl6 exén 3

TP53
301 1
166 1
196 2
220 4
247 5 17p13.1
256 6
283 8
346 12

ERBB2
142 ERBB2
409 ERBB2 17921.1

EGFR
373 1
418 2
391 3
310 4
154 5
136 6 7p12
184 7
427 8
214 13
454 16
238 22

Sondas de referencia

128 IL4 5031
172 TGFBR2 3p22
208 DYSF 2p13
226 HNF1A 12q14
382 MSH6 2p16
445 ING1 13934
463 SIX3 2p21
472 CTNNB1 3p21
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4.4.2. Pasos del experimento

El primer dia del experimento, el ADN previamente extraido de cada muestra
(100-200 ng) se desnaturaliza en un termociclador, aplicando un ciclo de 5 minutos a
98°C vy enfriando posteriormente a 25°C. Se mezcla el ADN desnaturalizado con las
sondas del “kit” y su correspondiente tampo6n de hibridacién y se coloca, de nuevo, en
el termociclador en un ciclo Unico de un minuto a 95°C y 16 horas a 60°C para que las
sondas hibriden sobre el ADN de la muestra.

El segundo dia se procede a la ligacion de los dos oligonucledtidos de las 45
sondas que han hibridado sobre el ADN. Para ello, se afiade al tubo de PCR la mezcla
de ligacion con el enzima ligasa y su tampoén y se coloca de nuevo en el termociclador
15 minutos a 54°C, seguido de 5 minutos a 98°C, y posterior enfriamiento a 25°C. Una
vez ligados los moldes de las 45 regiones, se procede a preparar la mezcla de tampén
y los “primers” para la PCR, el tampén del enzima de dilucién y la polimerasa para la
amplificacién de las 45 sondas. Todas las sondas ligadas poseen las mismas
secuencias en sus extremos, permitiendo su amplificacion simultdnea por PCR
utilizando sélo un par de “primers”. Los oligonucledtidos no ligados al ADN de la

muestra no seran amplificados por PCR vy, por tanto, no precisan ser eliminados.

Una vez afadidos los “primers”, se colocan de nuevo las muestras en el
termociclador y se corre el programa de PCR aplicando 1 minuto a 60°C, 33 ciclos, (35
en los casos en los que la concentracion de ADN era muy baja: inferior a 30 ng/pl) con
tres pasos cada ciclo de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 60 segundos a
72°C, y enfriando finalmente a 4°C. Las muestras son almacenadas a 4°C hasta

realizar el analisis de fragmentos (Figura 7).
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Figura 7. Bases moleculares de la MLPA

Cada sonda da lugar a un producto de amplificacion de tamafio Unico de entre
130 a 482 pb debido a la diferencia en tamafio de la secuencia relleno. Los productos
amplificados de las sondas se analizan mediante electroforesis capilar. Para ello
mezclamos 2 L del producto de amplificacion con 10 pL de formamida y 0,5 uL de
marcador interno. La mezcla se desnaturaliza por calor y se somete a electroforesis
capilar en un equipo “ABI Prism 3100” (Applied Biosystems, Warrington, UK). Los
capilares estan rellenos de un polimero que ofrece dificultad a la migracion
permitiendo separar los fragmentos por su tamafo, corriendo los fragmentos mas
pequefios mas rapido que los grandes. Al final del recorrido hay un laser y un sistema
de captura de la sefial de fluorescencia que permite detectar los distintos productos.
Estos productos finales seran analizados con el software “GeneScan v3.7” (Applied
Biosystems, Warrington, UK), que permite determinar su tamafio por interpolacién con
distintos fragmentos de tamafio conocido del marcador interno y cuantificar cada
producto en funcion de la intensidad de fluorescencia. Cada sonda vendra
representada por un pico. La sefial relativa de cada sonda se define dividiendo la
medida del area de cada pico entre la suma de todas las areas de todos los picos de

sondas de una muestra.
4.4.3. Interpretacion de datos de MLPA

Para definir la existencia de una ganancia o una pérdida de material génico en
cada una de las sondas de una muestra hay que normalizar los datos obtenidos. Para

ello se calcula la mediana, la desviacion estandar y el valor minimo y maximo para las

51



aterial 4 métodes

muestras control y para cada una de las muestras de tumor primario. La relacion entre

el valor del tumor y el control se calcula aplicando las siguientes formulas:

1) Relacién minima = cociente entre el valor minimo del tumor y el valor

maximo del control.

2) Relaciébn maxima = cociente entre el valor maximo del tumor y el valor

minimo del control.

3) Relacion tumor/control = media de la relacion minima y la relacion

maxima.

4) Desviacion estandar de la relacion tumor/control = diferencia entre la relacion

tumor/control y la relacién minima.

Con este analisis normalizado se obtiene un diagrama de barras de las 45
sondas estudiadas en el ADN tumoral (Figura 8). Cuando la relacion 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 desviacion estandar es <1 se interpreta como pérdida. Por ultimo, si la

relacion tumor/control es >2 se interpreta como amplificacion.
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Figura 8. Diagrama de barras del resultado final obtenido por MLPA de un caso de
CENS. Las barras representan la relacion tumor/control normalizada para cada sonda. En este
caso se puede apreciar una ganancia en ERBB2

4. 5. Técnica de FISH

La FISH nos da informacion sobre el numero de copias de regiones
cromosOmicas especificas. Consiste una sonda de ADN normal de secuencia
conocida, marcada con fluorescencia, que hibrida sobre la muestra problema
revelando la posicion de dicha zona en el cromosoma. Las sondas pueden marcar
cromosomas completos, centrémeros, telomeros, regiones especificas e incluso genes
(Figura 9).
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Figura 9. Técnica de FISH

La FISH fue realizada en muestras obtenidas de bloques de parafina, 29
muestras para detectar posibles ganancias y/o amplificaciones del EGFR y 19
muestras de HER2. Para ello se us6 una sonda comercial para EGFR y otra para
HER2, procedentes de la casa Kreatech Diagnostics® y se realizé sobre muestras de

tejido tumoral colocadas en un “tissue-array”.

Las sondas estan disefiadas para detectar el nimero de copias del oncogén
(rojo) (ej. EGFR), respecto al numero de copias del cromosoma en el que se localiza
(verde) (ej. Cromosoma 7) (Figura 10).

HH105858 — RH 1123805 —
7p11.2
17g12
HERI‘EGFRI 340 KB 9 I
eres2l| B 4e0%e
DFSZIST —
17
DL 7S —

Figura 10. Se muestran los cromosomas 7 y 17 y las posiciones en que se encuentran las

regiones cromosomicas del oncogén EGFR (7p11.2) y HER2 (17q12)
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Consideramos que existe una ganancia génica cuando hay mas sefales rojas
que verdes y una amplificacion cuando la ratio rojo/verde es 2,5 6 méas, o cuando la

sefal roja es més fuerte de lo normal (Figuras 11y 12).

Figura 11. Imagen obtenida de un ensayo por FISH para detectar alteraciones en el
gen EGFR. El mayor nimero de sefiales de color rojo muestra la amplificacion del gen en la

muestra

Figura 12. Imagen obtenida de un ensayo por FISH para detectar alteraciones en el
gen HER2. El mayor numero de sefiales de color rojo muestra la amplificacion del gen en la

muestra

El protocolo de FISH sobre tejidos embebidos en parafina ha sido llevado a

cabo siguiendo las recomendaciones de la casa comercial VITRO.
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4.5.1. Preparacion de la muestra

Se utilizaron muestras de tejido tumoral colocadas en un “tissue-array” fijadas
en formol al 10% y embebidas en parafina, que se cortaron en secciones de 5 pm vy se
aplicaron en portaobjetos silanizados. Los cortes se adhirieron al cristal mediante
calentamiento en estufa. Los cortes se desparafinaron mediante inmersioén en xylol a
temperatura ambiente durante 10 minutos y dos lavados posteriores de 5 minutos en
etanol al 100%. Posteriormente se introdujeron las muestras en concentraciones
decrecientes de etanol al 80 y al 70%, durante 5 minutos cada una, para
seguidamente lavarlas con agua destilada durante 40 a 60 minutos. A continuacion se
sumergen las preparaciones en una jarra Coplin con acido clorhidrico 0,2N durante 20
minutos a temperatura ambiente y luego se lavan con agua destilada durante 3

minutos.
4.5.2. Pretratamiento

El pretratamiento de las muestras consiste en adecuarlas para poder llevar a
cabo una buena hibridacién. Esta basado en la digestién proteica de las secciones
para facilitar tanto la desnaturalizacion del ADN como el acceso de la sonda al nucleo

celular.

- Pretratamiento del tejido. Se colocan los portas en una solucion de tiocianato
de sodio al 8% a 80°C durante 30 minutos manteniendo la temperatura. Después, los

portas se lavan con el tamp6n 2xSSC durante 3 minutos a temperatura ambiente.

- Digestion. Se prepara en una jarra Coplin una solucién de trabajo de pepsina
al 10% y se calienta a 37°C durante al menos 30 minutos antes de meter las muestras.
Inmediatamente después, se sumergen las preparaciones en la solucidon de pepsina,
calentdndola a 37°C, durante 10 minutos. Tras la digestion, las preparaciones se lavan
en 2xSSC durante 5 minutos, se deshidratan en 70%, 80% y 100% de etanol a

temperatura ambiente durante 3 minutos cada vez y, finalmente, se dejan secar al aire.
4.5.3. Hibridacién

1. La sonda se precalienta a 373C durante 5 minutos. Se colocan 10 pl de la

sonda en un tubo dependiendo de la superficie a hibridar.

2. Procedimiento. Se coloca la sonda sobre la muestra del tejido y se cubre con

un cubreobjetos de cristal. El conjunto se coloca en una placa térmica a 75°C
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durante 10 minutos. De ahi, tras envolver el porta en parafilm, se pasa a una
camara humeda donde se incuban a 37°C durante 16 horas. Se retira el
cubreobjetos sumergiendo los portas en una solucion de lavado posthibridacion
a temperatura ambiente y, posteriormente se lava a 75°C en la solucion de
lavado precalentada durante 2 minutos. Finalmente se lava sumergiendo en un
Coplin las preparaciones en agua destilada, a temperatura ambiente y se deja

secar a oscuras.
45.4. Contraste Fluorescente

Las preparaciones se tifien con DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol, 350ng/mL)
disuelto en AntiFade (Vectashield, Vector Laboratories) y se procede a su observacion
al microscopio éptico equipado con luz fluorescente y dotado de los filtros adecuados.

4.6. Analisis mediante IHO. “Tissue-arrays”

La IHQ es un estudio histopatolégico que permite localizar e identificar una
determinada proteina sobre muestras biologicas, basandose en una reaccién inmune

antigeno-anticuerpo.

En nuestro trabajo hemos estudiado la expresion de 2 proteinas localizadas en
la membrana como son los receptores EGFR y HER2 en los 50 casos de la serie. En
29 casos el estudio IHQ se realizé sobre un “tissue-array” mientras que en los 21

casos restantes se realiz6 de la manera convencional.

Describiremos inicialmente la técnica de los “tissue-array” y posteriormente la

técnica de IHQ, que es similar en todos los casos.
4.6.1. Técnicade los “tissue-arrays”

46.1.1. Selecciéon delas zonas a muestrear

Se realizan cortes de rutina de los bloques incluidos en el estudio que se tifien
con hematoxilina-eosina. Las laminillas tefiidas correspondientes a cada bloque son
revisadas por el patélogo que elige las areas representativas que se marcaran con
circulos (minimo 3) de 2 mm de didmetro para poder identificar las zonas

correspondientes en cada bloque (Figura 13).
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Figura 13. Seleccién de la zona en los “tissue-arrays”
4.6.1.2. Elaboracion de la base de datos y esquema del tissue-array

El esquema topografico del “tissue-array” se elabora en una tabla de Word que
disponga de tantas casillas como cilindros de tejido. En cada casilla se pone el nUmero
de biopsia, asimismo se puede especificar en cada casilla la topografia y morfologia

del tumor.

El nUmero de casos por bloque y el tamafio del bloque varian en funcién del
namero de casos, del diametro de las agujas perforadoras y de la distancia entre

perforaciones.

En nuestro estudio se realizdé un bloque de “tissue-array” de 2 x 2,5 cm. con
pocillos de tumor de 1 mm separados por 1,5 mm. En total 87 pocillos en cada bloque

y 29 casos (Figura 14).

Figura 14. Bloques “tissue arrays” de 2 x 2,5 cm con 87 muestras por bloque
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4.6.1.3. Elaboracion del “tissue-array”

Para la elaboracién de los bloques se seguirdn las instrucciones técnicas del
proveedor del aparato. Una vez se han extraido los cores de tejido de 1 mm de
didmetro, se van colocando en el bloque receptor segun el esquema previamente
definido. Una vez completado este proceso se procedera a la homogenizacion del
bloque. Se hara en la estufa a 60°C durante 12-15 minutos colocandolo boca abajo
sobre un porta y nunca directamente sobre el metal. Posteriormente se dejara enfriar a
temperatura ambiente en el tiempo que necesite, introduciéndolo en la nevera para

endurecerlo antes de proceder a cortarlo.

4.6.1.4. Secciones del bloque

Se recomienda hacer todas las secciones de una sola tanda, para evitar la
pérdida de tejido que supone reorientar el bloque. Los cortes son de 3 uym. Se
realizara una tincién de hematoxilina-eosina de control en el primer corte util. En caso
de que sean necesarias mas de 20 secciones, hacer un corte de control por cada 20
secciones y tefiirlo con hematoxilina- eosina (Figura 15).

ones de los bloques de pal

Figura 15. Tincion hematoxilina-eosina de control

Si las secciones no se van a utilizar de inmediato, los portas deben cubrirse
con una fina capa de parafina y se guardaran refrigerados en una caja en la nevera de
-3°C.
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4.6.1.5. Requerimientos minimos estandar del “tissue-array”

1) Todos los tumores muestreados deben estar representados en las

secciones, 0 al menos en un nimero superior al 90%.

2) Los cilindros una vez seccionados deben estar intactos o si se han perdido

algunos, deben estar representados al menos el 50% del caso.

3) Si el numero de casos perdidos fuese superior a 3 se procedera a la

repeticion del “tissue-array”.
4.6.2. Técnica inmunohistoquimica

Los tejidos fijados en formol e incluidos en parafina se cortan en secciones de 3
um que son adheridos a portas siliconizados (Dako® S2024) y se dejan en la estufa a
56°C- 58°C (minimo 2 horas y maximo 18).

Después se realiza el desparafinado de las muestras con xilol y su hidratacion
con alcoholes de graduacion decreciente. A continuacion se efectta el
desenmascaramiento antigénico con solucién recuperadora de antigenos en el Ptlik de
Dako® a 95° durante 20 minutos, manteniendo las preparaciones dentro de la solucién
recuperadora de antigenos hasta que baje la temperatura a 60°C. Posteriormente se

colocan las preparaciones en un recipiente que contenga un buffer de lavado.

A partir de este paso, la técnica se realiza en el Inmunotefiidor Autostainer plus
de Dako®. En primer lugar se introducen las muestras en un buffer de lavado y en una
solucion bloqueante de peroxidasa durante 5 minutos. Se afade el anticuerpo
monoclonal primario dirigido hacia la proteina que deseamos detectar durante un

tiempo variable, segun el tipo de anticuerpo utilizado.

La inmunodeteccion fue realizada con el sistema EnVision Plus “anti-mouse”

empleando como substrato el cromédgeno diaminobenzidina (DakoCytomation).

Un paso clave para que los resultados sean reproducibles, comparables y de
una calidad apropiada, es la eleccion del método de deteccion. En nuestro estudio, se
ha utilizado el sistema de polimeros de dextrano EnVision™ Plus (PDE) Dako, una
técnica IHQ desarrollada recientemente. El sistema EnVision™ Plus es una técnica de
tincion en dos pasos en la que al anticuerpo primario le sigue un polimero conjugado.
Este es un polimero de alto peso molecular, el dextrano, al que se conjugan de

manera covalente un gran nimero de moléculas de enzima (por ejemplo la peroxidasa
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de rabano) y de anticuerpo secundario. Este sistema aumenta la sensibilidad, lo que
permite incrementar las diluciones del anticuerpo primario y produce menos fondo que

las técnicas tradicionales de avidina-biotina.

Como ultimo paso se contrasta la preparacion mediante hematoxilina durante
un minuto. Tras la tincién, las preparaciones se deshidratan mediante alcoholes de

graduacién ascendente y se montan con un cubreobjetos.

Como se ha dicho anteriormente nuestro estudio se dirigié a la deteccién de

EFGR y HER2 por lo que se utilizaron los siguientes reactivos en cada caso.

46.2.1. EGFR

Para el estudio de EGFR se utiliz6 una solucién recuperadora de antigenos
basada en proteinasa K, el anticuerpo primario utilizado fue un anticuerpo monoclonal
humano EGFR, clon 2-18C9 (“kit” EGFR pharm Dx®, code K1494) y el tiempo de

incubacion fue de 30,5 minutos.

4.6.2.2. HER2

El estudio de HER2 requiere un proceso diferente. Se emplea el TechMate y el
“kit” (K5206) de Dako®.

Una vez desparafinadas e hidratadas las muestras se debe realizar el
desenmascaramiento antigénico con solucion recuperadora de antigenos 1/10 a 95-
99°C durante 40 minutos. Posteriormente se saca del bafo la jarra Coplin con las

muestras y dejar enfriar 20 minutos a temperatura ambiente.

Inmediatamente se colocan las preparaciones en el TechMate, donde se ponen
en contacto con el anticuerpo primario: Rabbit Anti-Human HER 2 Protein. Luego, se
aflade una solucion bloqueante de peroxidasa, un reactivo visualizador y por ultimo se
ponen en contacto con un sustrato cromogeno. Entre los diferentes pasos se

realizaron varios lavados con el buffer del “kit” diluido al 1/10.

Finalmente se deshidratan las muestras con alcohol en concentraciones

crecientes, se aclaran con xilol y se cubren con Entellan.

En las Figuras 16 y 17 se muestran 2 ejemplos de sobre-expresion de EGFR y
HER?2.
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Figura 17. Expresién de HER2 mediante inmunohistoquimica (X400)

4.6.3. Interpretacion de la inmunohistoquimica

Los resultados de la técnica IHQ fueron valorados por dos investigadores sin el
conocimiento de datos clinico-patoldgicos.

46.3.1. EGFR

Tincion de membrana citoplasmatica con o sin tincién del citoplasma. Se
discrimin6 entre los negativos o débilmente tefiidos y los que presentaban un nivel de

tincién intenso que fueron considerados positivos.

4.6.3.2. HER2

Tincibn de membrana citoplasmatica y mas débil en citoplasma. Las muestras

control revelaron escasa positividad con lo que la minima tincién en células tumorales
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se considerd positiva y negativos los casos que no presentaban ningun grado de

tincion.

4.7. Descripcion de las variables

Las variables clinico-patolégicas que se seleccionaron y estudiaron fueron las

siguientes:
1) Edad.
2) Sexo.
3) Localizacién tumoral: seno maxilar, etmoides.
4) Grado histoldgico: bien, moderadamente, poco o indiferenciado.
5) Estadio TNM: I, I, II, IV.
6) Categoria T: T1, T2, T3, T4.
7) Categoria N: NO, N+.
8) Categoria M: MO, M+.
9) Afectacion orbitaria.
10) Invasion intracraneal
11) Radioterapia postoperatoria
12) Supervivencia libre de enfermedad.
13) Supervivencia global.
14) Supervivencia especifica para tumor.

15) Estado del paciente (vivo, muerto por tumor, muerto por otra causa, vivo

con recidiva)

Las variables génicas estudiadas por MLPA fueron la pérdida o ganancia de

EGFR y HER2. La relaciéon tumor/control se interpreta como ganancia si es mayor de
1,2 y su desviacion estandar es >1 y como pérdida si es menor de 0,8 y la desviacion

estandar es <1. Si la relacién tumor/control es >2 se interpreta como amplificacion.
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Las variables génicas estudiadas por FISH fueron la ganancia o amplificacion

de EGFR y HER2. Cuando se observan més sefiales rojas que verdes se interpreta
como ganancia. Si la relacion sefiales rojas/verdes es de 2,5 6 mas, o cuando la sefial

roja es mucho mas intensa de lo normal, se interpreta como amplificacion

La variable estudiada mediante IHQ en el EGFR fue la positividad o negatividad
de la tincién citoplasmética. Se consideraron 2 categorias: ausencia o inmunotincion
débil y tincién intensa. En relacion al HER2 se considerd positiva cualquier minima

tincién observada.

4.8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico sobre las distintas variables estudiadas se ha llevado
mediante el programa informatico SPSS (“Statistical Package for Social Science”),
version 12.0 para Windows (SPSS® Inc. lllinois, EE.UU).

La asociacion de caracteres cualitativos se llevo a cabo mediante la prueba de
correlacion y2 de Pearson o la prueba del estadistico exacto de Fisher. El nivel de

significacion se fijé para una p <0,05.

Para estimar la supervivencia se utilizaron las curvas Kaplan-Meier,
comparando las distribuciones de supervivencia mediante la Prueba del Logaritmo del
Rango « Log-Rank Test». Los valores con una p <0,05 fueron considerados

significativos.
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Resaltadse

5.1. Aspectos clinico-patolégicos

Las variables descritas clinico-patoldgicas descritas no tratan de definir los
aspectos generales de los CENS, sino las caracteristicas de los sujetos seleccionados
para ver si se ajustan o desvian de lo esperado en este tipo de tumores. También
tienen interés para intentar establecer asociaciones con el resto de variables obtenidas

por medio de las técnicas de biologia molecular utilizadas.

De los 50 pacientes incluidos en el estudio el 72% fueron varones (36) y el 28%
mujeres (14). La media de edad al diagndstico fue de 65 afios y la mediana de 66
afios. La persona mas joven diagnosticada tenia 47 afios y la de méas edad tenia 85
afos. En ninguno de los casos se pudo identificar una clara exposicion previa a los

carcindgenos implicados en la génesis de estos tumores.

En cuanto a la localizacién tumoral se encontré que en el 78% (39) el origen
era el seno maxilar y en el 22% (11) el seno etmoidal.

Todos los pacientes tenian un diagndéstico histopatolégico de carcinoma
epidermoide, siendo el grado histol6gico mas frecuente el pobremente diferenciado (23
casos; 46%), seguido del bien diferenciado (18 casos; 36%) y, finalmente, el
moderadamente diferenciado (9 casos; 18%).

En la categoria tumoral T (tamafio tumoral) se observé un predominio de
pacientes con tumores localmente avanzados (T3-T4) (15 pacientes (30%) T3; 22
pacientes (44%) T4a; 8 pacientes (16%) T4b), frente a tumores en estadios iniciales
(T2) (5 pacientes; 10%). El desarrollo de metastasis ganglionares cervicales (N+) se
constatd en 13 pacientes (26%), de los cuales 1 tenia un tumor T2 y 12 eran T4.

Teniendo en cuenta el estadio global, 4 pacientes (8%) presentaban estadio
inicial (1) y 46 (96%) tenian estadios avanzados (14 pacientes (28%) eran estadio llI;
24 pacientes (48%) estadio IVa y 8 pacientes (16%) estadio 1Vb).

Se consideraron asimismo dos aspectos importantes en el estudio de estos
tumores pues suponen dos de los factores prondsticos mas destacados, la afectacion
orbitaria y la invasion intracraneal. El 56% de los pacientes (28) no mostraba
afectacion orbitaria en el momento de la cirugia, mientras que el 30% (15) tenia
afectada la periorbita y el 14% (7) presentaba clara invasion orbital. En 9 pacientes

(18%) se constato la presencia de invasion intracraneal.
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La RT complementaria postoperatoria se indicO en 38 pacientes (76%). Los
pacientes a los cuales no le les administrd tenian tumores en estadios precoces y sin

factores de riesgo o fallecieron antes de recibir el tratamiento.

El tiempo medio de seguimiento fue de 32 meses, con una mediana de

17 y un rango entre 13y 211 meses.

Los datos clinico-patolégicos mencionados se exponen con detalle, de acuerdo

a su localizacién en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes

Maxilar Etmoides Total
(n=39) (n=11) (n=50)
Categoria T

4 1 5 (10%)
12 3 15 (30%)
17 5 22 (44%)
T4b 6 2 8 (16%)

Grado histoldgico

Pobre 15 8 23 (46%)
Moderado 9 0 9 (18%)
Bien 15 3 18 (36%)

Categoria N

|

37 (74%)
3 13 (26%)

Metastasis

34 11 45 (90%)
5 0 5 (10%)

Afectacion orbitaria

No 21 7 28 (56%)
Peridrbita 12 8 15 (30%)
6 1 7 (14%)

Invasion intracraneal

34 7 41 (82%)
5 4 9 (18%)
Radioterapia postoperatoria

10 2 12 (24%)
29 9 38 (76%)
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El 82% de los pacientes (41) presentaron una recidiva local en el transcurso del
seguimiento y 5 (10%) desarrollaron metéstasis a distancia que coincidieron con
recidivas locorregionales no tratables.

La supervivencia libre de enfermedad fue del 27% en el primero afio y del 7% a

los 5 afos. Actualmente, 8 pacientes permanecen libres de enfermedad (Figura 18).
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Figura 18. Supervivencia libre de enfermedad en los CENS

La supervivencia global de los pacientes fue del 15% a los 5 afios de
seguimiento. La principal causa de muerte en nuestra serie fue la presencia de
recidiva local y el desarrollo de metastasis a distancia. No obstante 5 de los pacientes

fallecieron debido a procesos intercurrentes o durante el postoperatorio (Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia global en los CENS
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La supervivencia especifica para tumor fue del 18 % a los 5 afios (Figura 20).
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Figura 20. Supervivencia especifica para tumor en los CENS

En relacién con la supervivencia, de todas las variables clinico-patolégicas
analizadas (categoria T, N, estadio global, grado histolégico, afectacién orbitaria,
invasion intracraneal, recidiva locorregional y metastasis a distancia), el Unico que
mostrd valor pronéstico significativo (p=0,033) fue la extensién intracraneal (Figura
21). Aunque las diferencias no fueron significativas, la categoria T4 (p=0,335) y la N+
(p=0,287), es decir los estadios avanzados, se asociaron con peor pronostico
(p=0,456).
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Figura 21. Supervivencia en relacién a la afectacion intracraneal en los CENS

Se observd también una relacién estadisticamente significativa entre la

presencia de recidiva tumoral y algunas de las variable clinico-patolégicas analizadas.
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Los pacientes con tumores de mayor tamafio (T3 y T4) (p=0,020) y con
adenopatias metastasicas (N+) (p=0,021) en el momento del diagndstico presentaban

recidivas precoces (Figuras 22 y 23).

-
o

°
T

Supervivencia libre de enfermedad

T4a

T4b

0 12 24 36 48 60
Meses

Figura 22. Supervivencia libre de tumor segun la categoria T
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Figura 23. Supervivencia libre de tumor segun la categoria N (NO, N+)

Se observo relacion estadisticamente significativa en la aparicién de recidivas
tumorales en aquellos pacientes con afectaciéon de la érbita (p=0,004) o invasién

intracraneal (p=0,012) (Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Supervivencia libre de tumor segun la afectacién orbitaria
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Figura 25. Supervivencia libre de tumor seguln la invasion intracraneal
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5.2. Aspectos genéticos

5.2.1. Anélisis de la ganancia/amplificacion de EGFR y HER2 en los CENS

La técnica de andlisis génico con MLPA fue realizada en los 50 casos,
obteniendo resultados validos en 37 casos, pues en los 13 restantes no fueron
concluyentes por la mala calidad del ADN de las muestras. Para corroborar los datos
obtenidos, realizamos un estudio citogenético mediante FISH en 29 casos, obteniendo
resultados vélidos en todos los casos para el EGFR y en 19 para el HER2.

Si computamos las 2 técnicas de analisis genético obtuvimos datos sobre la
amplificacion de EGFR en 44 casos, 15 exclusivamente mediante MLPA, 7 sélo con
FISH y 22 con ambos procedimientos. En cuanto a la ganancia/amplificacion de HER2,
obtuvimos datos en 41 casos, 22 exlusivamente mediante MLPA, 4 sélo con FISH y en
15 con ambas técnicas (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de casos en los que se emplearon las técnicas de MLPA y FISH

FISH + FISH y/o

MLPA FISH MLPA MLPA

EGFR 15 7 22 44
HER2 22 4 15 41

Mediante el estudio con MLPA observamos la amplificacion del EGFR en 3 de
las 37 muestras (8,1%), y con FISH en 5 de las 29 (17,24%), confirmando todos los
casos amplificados con MLPA por medio de FISH. Ademas, con FISH se observo una
amplificacién no detectada con MLPA y otra en la que la MLPA no obtenia resultados
concluyentes. En todos los casos en los que se observl una ganancia en el nimero de
copias del gen, los resultados obtenidos permitieron definir una amplificacion del

mismo.

La MLPA demostr6 una ganancia de HER2 en 6 de los 37 casos (16,2%),
presentando 4 de ellos amplificacion de dicho gen. Estos resultados fueron
confirmados en el estudio mediante FISH, correlacionando completamente los

resultados de ambas técnicas.

Al agrupar las 2 técnicas utilizadas observamos una amplificacion del gen
EGFR en 5 de 44 casos analizados (11,4%) y una ganancia de HER2 en 6 casos de

los 41 (14,6%), presentando 4 de ellos una clara amplificacién génica (Figura 26).
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Figura 26. Ganancias/amplificaciones de EGFR y HER2

5.2.2. Relaciéon entre la amplificacion de EGFR y las variables clinico-

patologicas

En la tabla 7 representamos la correlacién entre la amplificacién de EGFR y la
localizacién, categoria T, categoria N, estadio tumoral, grado histolégico, afectacion
orbitaria, invasion intracraneal y desarrollo de metastasis a distancia.

Existe una asociacion estadisticamente significativa (p=0,015) entre la
amplificacién de EGFR y la presencia de adenopatias metastasicas (N+), teniendo los
CENS que las desarrollaron mayor numero de amplificaciones. El 80% de las
muestras en las que se demostré una amplificacién del gen, pertenecian a pacientes
catalogados como N+. Ademas, los pacientes con un tumor que afectaba la 6rbita o
periérbita tenian mayor numero de amplificaciones, siendo este dato significativo
(p=0,025). Asi, el 100% de los pacientes con afectacion orbitaria presentaban
amplificaciones de EGFR (60% de la periérbita y 40% de la 6rbita).

Se observa una tendencia a la amplificacion génica de EGFR, pero que no
llega a ser significativa, en los tumores de mayor tamafio (T), en los tumores peor
diferenciados y, en concordancia con lo anterior, también en pacientes con estadios
més avanzados (p=0,863, p=0,154, p=0,884, respectivamente).

Es importante destacar que, en nuestro estudio, ninguno de los pacientes con
invasion tumoral intracraneal al diagndéstico o que desarrolld metastasis a distancia

durante el seguimiento presentaba ganancia o amplificacion del gen EGFR.
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Tabla 7. Relacion entre la amplificacion de EGFR y las variables clinico-patoldgicas

4 (10,3%)
10 (25,6%)
19 (48,7%)
6 (15,4%)

31 (79,5%)
8 (20,5%)

4 (10,2)
9 (23,1%)
20 (51,3%)
6 (15,4%)

17 (43,6%)
8 (20,5%)
14 (35,9%)

24 (61,5%)
11 (28,2%)
4 (10,3%)

30 (76,9%)
9 (23,1%)

34 (87,2%)
5 (12,8%)

0 (0 %)
1 (20%)
3 (60%)
1 (20%)

1 (20%)
4 (80%)

0 (0%)
1 (20%)
3 (60%)
1 (20%)

1 (20%)
0 (0%)
4 (80%)

0 (0%)
3 (60%)
2 (40%)

5 (100%)
0 (0%)

5 (100%)
0 (0%)

0,863

0,884

0,154

0,299

0.530
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5.2.3. Relacion entre la amplificacion de EGFR y el curso clinico

En el grupo 44 pacientes donde estudiamos la amplificacion de EGFR, 8
pacientes continuaban vivos sin tumor al final del seguimiento, 32 pacientes fallecieron
por causas debidas al tumor y 4 por causas intercurrentes, no encontrando diferencias
significativas en relacion a la presencia de amplificacion del gen (p=0,218). No hemos
observando una correlacion estadisticamente significativa entre la supervivencia y la
amplificacibn de EGFR (Figura 27). Sin embargo, apreciamos de manera
estadisticamente significativa que los pacientes con amplificacion de EGFR presentan
recidivas antes que aquellos sin amplificacién (p=0,020) (Figura 28). Ademas, siempre

gue se demostré una amplificacion del gen el paciente presentd una recidiva (Tabla 8).
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Figura 27. Supervivencia global segun la amplificacion de EGFR
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Figura 28. Supervivencia libre de enfermedad segun la amplificacién de EGFR
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Tabla 8. Comparacion de la amplificacion de EGFR entre los pacientes libres de tumor (36) y

los pacientes con recidiva (5) (Fisher’s Exact Test, p=0,347)

Amplificacion de

e Sin tumor Recidiva Total
Negativa 8 (20,5%) 31 (79,5%) 39
Positiva 0 (0%) 5 (100%) S

Total 8 36 44

5.2.4. Relacion entre la ganancia/amplificacion de HER2 y las variables

clinico-patolégicas

En este grupo mas reducido de 41 pacientes decidimos estudiar las ganancias
y amplificaciones de HER2 conjuntamente. Las correlaciones entre la
ganancia/amplificacion de HER2 y la categoria T, categoria N, estadio tumoral, grado
histologico, afectacion orbitaria e invasion intracraneal se exponen en la tabla 9.
Existe una relacion estadisticamente significativa entre la ganancia/amplificacion de
HER2 y la presencia de invasion intracraneal (p=0,001). Es decir, todos los pacientes
(6) con ganancia/amplificacién del gen presentaron dicha invasion. Los tumores de
mayor estadio tumoral y categoria T tenian mas tendencia a tener
ganancia/amplificacion del gen, sin llegar ésta a ser significativa.

Se observd asi mismo que, la mayor parte de los pacientes con tumores con
ganancia/amplificacion de HER2, no presentaban afectacion de la 6rbita (83,3%) ni
desarrollaron metéastasis a distancia (66,7%), aunque sin alcanzar estos datos valores

significativos.
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Tabla 9. Relacion entre la ganancia/amplificacion de HER2 y las variables clinico-

patolégicas

4 4 (11,4%) 0 (0 %)

11 11 (31,4%) 0 (20%) 0,232
19 15 (42,9%) 4 (66,7%)

7 5 (14,3%) 2 (33,3%)

30 27 (77,1%) 3 (50%) 0,184
11 8 (22,9%) 3(50%)

4 4 (11,4) 0 (0%)

10 10(28,6%) 0 (20%) 0,267
20 16 (45,7%) 4 (66,7%)

7 5 (14,3%) 2 (33,3%)

16 14 (40%) 2 (33,3%)

8 7 (20%) 1 (16,7%) 0,900
17 14 (40%) 3 (50%)

24 19 (54,3%) 5 (83,3%)

13 13 (37,1%) 0 (0%) 0,191
4 3 (8,6%) 1 (16,7%)

35 32 (91,4%) 0 (0%) 0,001
9 3 (8;6%) 6 (100%)

37 33 (94,3%) 4 (66,7%) 0.095
4 2 (5,7%) 2 (33,3)
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5.2.5. Relacion entre la ganancia/amplificacion de HER2 y el curso clinico

En el grupo analizado de 41 pacientes donde estudiamos la
ganancia/amplificacion de HER2, 6 permanecian vivos y sin tumor al final del
seguimiento, 31 fallecieron a causa del tumor y 4 lo hicieron por otras causas, no
hallandose diferencias significativas entre estos grupos y la ganancia/amplificacion de
HER2 (p=0,322).

No observamos diferencias significativas (p=0,236) entre la supervivencia
global de los pacientes y la ganancia/amplificacion de HER2 (Figura 29). Sin embargo,
si observamos que los pacientes con ganancia/amplificacion de HER2 suelen tener
menor supervivencia.

Apreciamos una correlacion significativa entre la ganancia/amplificacion de
HER2 y la aparicién de recidivas tumorales (p=0,020). Asi, los pacientes con esa
alteracion génica desarrollaron recidivas de la enfermedad antes que aquéllos en los
gqgue no se hallaron (Figura 30). Ademas, todos los pacientes con
ganancia/amplificacién de HER2 presentaron recidiva de la enfermedad (Tabla 10).
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Figura 29. Supervivencia global segin la ganancia/amplificacion de HER2
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Figura 30. Supervivencia libre de enfermedad segun la ganancia/amplificacién de HER2

Tabla 10. Comparacién de la ganancia/amplificacion de HER2 entre los pacientes libres de

tumor (8) y los pacientes con recidiva (33) (Fisher’s Exact Test, p=0,246)

Amplificacion de

S Sin tumor Recidiva Total
Negativa 8 (22,9%) 27 (77,1%) 35
Positiva 0 (0%) 6 (100%) 6

Total 8 33 41

5.2.6. Andlisis de la expresion proteica de EGFR y HER2 en los CENS

Se analiz6 la expresiéon de las proteinas EGFR y HER2 mediante IHQ en el
grupo completo de 50 pacientes.

Todas las muestras tumorales analizadas fueron satisfactoriamente tefidas y
mostraban algun grado de expresion de las EGFR y HER2. La tincién en la masa

tumoral en cada caso era homogénea.

EGFR result6 estar sobre-expresada en 12 de los 50 casos, es decir en el 24%
mostré una inmunotinciéon positiva para esa proteina. HER2 se identific6 como sobre-

expresada en 6 de los 50 casos analizados, es decir en el 12%.

80



Zesaltados

5.2.7. Relacion entre la sobre-expresion proteica de EGFR y las variables

clinico-patolégicas

En la tabla 11 se representa la correlacion de la expresion de EGFR con la
categoria tumoral (T), la presencia de metéstasis ganglionares (N+), el estadio
tumoral, el grado histologico, la afectacion de la érbita, la invasion intracraneal y el

desarrollo de metastasis a distancia.

Hemos observado diversas relaciones estadisticamente significativas entre la
expresion de EGFR y determinadas variables clinico-patolégicas. Asi, apreciamos una
correlacion significativa entre la presencia de ganglios linfaticos metastasicos (N+) y la
expresion de EGFR (p=0,001). En nuestra serie el 83,3% de las muestras en las que
se observé una inmunotinciéon fuerte de EGFR, pertenecian a pacientes con
adenopatias metastasicas (N+). También obtuvimos una relacion significativa entre la
expresion proteica y la presencia de afectacion orbitaria, que es un importante
marcador pronéstico en los CENS (p=0,001). El 100% de los pacientes de nuestra
serie que presentaban afectacion orbitaria mostraban una intensa expresion de EGFR
en las muestras estudiadas, no discriminando entre afectacion de la 6rbita o de la

peridrbita.

Como se puede apreciar en la tabla 11, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de EGFR segun la categoria T, el
estadio, el grado histoldgico, la invasién intracraneal y el desarrollo de metéastasis a
distancia. No obstante, se observa que aquellos pacientes con expresion de EGFR
intensa, presentan tumores con categoria T mas avanzada, ya que en el 75% de los
casos con inmunotincién para EGFR intensa eran T4. Andlogamente, si tenemos en
cuenta el estadio global, observamos que en el 84,3% de las muestras con expresion

intensa de EGFR pertenecian a tumores en estadio IV.

Aunque tampoco existe una relacion estadisticamente significativa entre la
expresion y el grado histolégico, las muestras menos diferenciadas tienden a mostrar

una expresion intensa de EGFR (p=0,114).

Por ultimo, destacar que no se observo expresion intensa de EGFR en ninguna
de las muestras pertenecientes a pacientes con invasion intracraneal o metastasis a

distancia.
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Tabla 11. Relacion entre la sobre-expresion proteica de EGFR y las variables clinico-
patolégicas

4 (10,5%)
13 (34,2%)
14 (36,8%)
7 (18,4%)

35 (92,1%)
3 (7,9%)

4 (10,5%)
12 (31,6%)
15 (39,5%)
7 (18,4%)

14 (36,8%)
9 (23,7%)
15 (39,5%)

28 (73,7%)
5 (13,2%)
5 (13,2%)

29 (76,3%)
9 (23,7%)

33 (86,8%)
5 (13,2%)

1 (8,3%)
2 (16,7%)
8 (66,7%)
1 (8,3%)

3 (16,7%)
10 (83,3%)

0 (0%)
2 (16,7%)
9 (75%)
1 (8,3%)

4 (33,3%)
0 (0%)
8 (66,7%)

0 (0%)
10 (83,3%)
2 (16,7%)

12 (100%)
0 (0%)

12 (100%)
0 (0%)

0,334

0,174

0,114

0,065

0.237
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5.2.8. Relacion entre la sobre-expresion proteica de EGFR con el curso

clinico

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas (p=0,139) en
la expresion de EGFR entre los pacientes que habian fallecido y los que permanecian
vivos al final del seguimiento (Figura 31). De los 12 pacientes en los que se observé
una expresién intensa de EGFR, 7 fallecieron a causa del tumor, 3 fallecieron por otras
causas y 2 permanecian vivos, sin signos de recidiva, al final del seguimiento, no
hallandose correlaciones significativas (p=0,130 Test de Chi-cuadrado). Sin embargo,
aquellos pacientes con una inmunotincidon intensamente positiva de EFGR
presentaban, de forma significativa (p=0,010), recidivas de su enfermedad antes que
los pacientes sin sobre-expresion de la proteina (Figura 32). Todos los pacientes en
los que la enfermedad recidivd, mostraban una intensa expresion de EGFR (p=0,065)
(Tabla 12).

Supervivencia acum

0,2 EGFR+

0 12 24 36 48 60
Meses

Figura 31. Supervivencia global segun la expresion de EGFR
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Supervivencia libre de enfermedad
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Figura 32. Supervivencia libre de enfermedad segun la expresién de EGFR

Tabla 12. Comparacion de la expresién de EGFR entre los pacientes libres de tumor (9) y los

pacientes con recidiva (41) (Fisher’s Exact Test, p=0,065)

Intensidad de la

expresion de EGFR Sin tumor Recidiva Total
Negativa 9 (23,7%) 29 (76,3%) 38
Intensa 0 (0%) 12 (100%) 12
Total 9 41 50

5.2.9. Relacién entre la sobre-expresion proteica de HER2 y las variables

clinico-patolégicas

Representamos en la tabla 13 la correlacion entre la expresion de HER2 y la
categoria tumoral (T), la categoria N, el estadio tumoral, el grado histoldgico, la
afectacion de la Orbita, la invasion intracraneal y el desarrollo de metastasis a
distancia.

Observamos una asociacion significativa entre la presencia de invasion
intracraneal y la expresion de HER2 (p=0,001). El 67% de los pacientes que
presentaban invasion intracraneal tenian la proteina HER2 sobre-expresada y todos

los pacientes (n=6) con inmunotincion positiva de HER2 tenian invasion intracraneal.

No encontramos asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de
HER2 y la categoria T, la presencia de adenopatias metastasicas (N+), el estadio, el
grado histolégico, la afectacion orbitaria y el desarrollo de metastasis a distancia. No

obstante, si observamos que los pacientes con expresién de HER2 tenian tendencia a
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presentar tumores en un estadio mas avanzado, ya que en el 100% de los casos en
los que la inmunotincién con HER2 era positiva, los tumores pertenecian a la categoria

T4y al estadio IV.

El resto de asociaciones, como se observa en la tabla 13, ademas de no ser

significativas, no muestran tendencias destacables.
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Tabla 13. Relacién entre la sobre-expresion proteica de HER2 y las variables clinico-
patolégicas

5

5 (11,4%)
15 (34,1%)
18 (40,9%)
6 (13,6%)

34 (77,3%)
10 (22,7%)

4 (9,1%)
14 (31,8%)
20 (45,5%)
6 (13,6%)

16 (36,4%)
8 (18,2%)
20 (45,5%)

23 (52,3%)
15 (34,1%)
6 (13,6%)

41 (93,2%)
3 (6,8%)

41 (93,2%)
3 (6,8%)

0 (0%)
0 (0%)
4 (66,7%)
2 (33,3%)

3 (50%)
3 (50%)

0 (0%)
0 (0%)
4 (66,7%)
2 (33,3%)

2 (33,3%)
1 (16,7%)
3 (50%)

5 (83,3%)
0 (0%)
1 (16,7%)

0 (0%)
6 (100%)

4 (66,7%)
2 (33,3%)

0,187

0,173

0,238

0,978

0,224

0.103
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5.2.10. Relacion entre la sobre-expresion proteica de HER2 con el curso

clinico

La sobre-expresion de HER2 no se relacion6 con la supervivencia al final del
seguimiento (p=0,169) (Figura 33). Todos los pacientes en los que se observé sobre-
expresion de HER2 fallecieron a causa del tumor, no hallandose correlaciones
significativas con la mortalidad (p=0,302 Test de Chi-cuadrado). Sin embargo, se
observo que los pacientes con inmunotincion positiva para HER2 presentaban, de
forma significativa (p=0,047), recidivas de su enfermedad (Figura 34). Todos los
pacientes en los que la enfermedad recidivd, mostraban expresién de HER2 (p=0,283)
(Tabla 14).
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Figura 33. Supervivencia global segun la expresién de HER2
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Figura 34. Supervivencia libre de enfermedad segun la expresién de HER2
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Tabla 14. Comparacion de la expresion de HER2 entre los pacientes libres de tumor (9) y los

pacientes con recidiva (41) (Fisher’s Exact Test, p=0,283)

Intensidad de la

_ Sin tumor Recidiva Total
expresion de HER2
Débil 9 (20,5%) 35 (79,5%) 44
Intensa 0 (0%) 6 (100%) 6
Total 9 41 50

5.2.11. Relacion entre la amplificacion génica y la sobre-expresion
proteica de EGFR

Para determinar si el mecanismo responsable de la sobre-expresion de EGFR
en los CENS era la amplificacion de su gen, se compararon los resultados obtenidos
del analisis génico de EGFR mediante MLPA y FISH con los datos obtenidos de la

expresion proteica mediante IHQ.

Asi, en el grupo de CENS (n=44), en los que analizamos la amplificacion
génica y realizamos el estudio IHQ, todas las muestras tumorales analizadas
mostraban algun grado de expresion de EGFR, siendo la tincibn homogénea en cada
caso. Se obtuvo un grado de tincién débil en 33 casos y de tincion intensa en 11

casos.

Se observa una correlacién estadisticamente significativas entre la expresion
proteica de EGFR y la ganancia del gen EGFR (Fisher’s Exact Test, p=0,001). En
todos los casos en los que la inmunotincién era débil no se identificaron alteraciones a
nivel génico, mientras que de los 11 casos en los que se obtuvo una tincion intensa, en

6 de ellos no se observaron alteraciones génicas (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacion entre la expresion de la proteina EGFR y los niveles de la ganancia
génica en los CENS (Fisher’s Exact Test, p=0,001)

Niveles de ADN (MLPA y FISH)

Expresion de EGFR (IHQ) Total
No ganancia Ganancia
Expresion deébil 33 0 33
Expresion fuerte 6 5 11
Total 39 5 44

88



Zesaltados

5.2.12. Relacion entre la ganancia/amplificacion génica y la sobre-

expresion proteica de HER2

Hemos comparado los resultados obtenidos del analisis génico de HER2

mediante MLPA y FISH con los datos obtenidos de la expresion proteica mediante

IHQ.

Realizamos un estudio IHQ en las muestras de CENS en los que analizamos
la ganancia/amplificacion génica (n=41). Todas las muestras tumorales analizadas
mostraban algun grado de expresiéon de HER2 y la tincibn en cada caso fue
homogénea. Se obtuvo un grado de tincién débil en 35 casos y de tincién intensa en 6

casos.

Después de analizar los datos obtenidos del estudio IHQ y del estudio génico,
los resultados revelan que existe una correlacion completa entre la expresion proteica
de HER2 y la ganancia del gen HER2 (Fisher’s Exact Test, p=0,001). En todos los
casos en los que la inmunotincién era débil no se identificaron alteraciones a nivel
génico, mientras que todos los casos con tincién intensa tenian ganancias génicas,

representando el 100% de correspondencia (Tabla 16).

Tabla 16. Comparacion entre la expresién de la proteina HER2 y los niveles de la ganancia
génica en los CENS (Fisher’s Exact Test, p=0,001)

Niveles de ADN (MLPA y FISH)

Expresion de HER2 (IHQ) No ganancia Ganancia fotal
Expresion deébil 35 0 35
Expresion fuerte 0 6 6
Total 35 6 41
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6.1. Justificacion

Los CENS son los tumores malignos mas frecuentes originados en las fosas
nasales y senos paranasales. Su incidencia es escasa en relacibn con otras
neoplasias, pero su localizacion centrofacial y la proximidad a importantes estructuras
neurovasculares, la o6rbita y el sistema nervioso central, hace que su tratamiento sea
complejo y desalentador. A pesar de que en las Ultimas décadas se han realizado
importantes esfuerzos por conocer la enfermedad y en introducir nuevas orientaciones
terapéuticas (técnicas quirdrgicas, modalidades de RT, protocolos de QT) la alta
morbimortalidad que generan hace nos planteemos desarrollar nuevos métodos

diagndsticos, prondésticos y terapéuticos basados en la biologia molecular.

Hasta la fecha, son escasos los estudios publicados acerca de la biologia
molecular de los CENS, por lo que en ocasiones la discusién no ha podido ser
contrastada. Nuestro grupo tiene abiertas varias lineas de investigacion en este campo
entre las que se incluyen los carcinomas de faringe y laringe y los tumores originados
en las fosas y senos paranasales. El presente estudio es mas una etapa mas a cubrir

en el curso de estas investigaciones.

Refiriéndonos ya de forma concreta al propio trabajo, podemos decir que el
namero de pacientes estudiados, aunque no muy elevado, al ser los CENS tumores
infrecuentes, constituye una serie interesante como punto de partida para realizar

ulteriores estudios.

Para llevar a cabo este estudio hemos unido los casos del HUCA a los del
Hospital General Universitario Gregorio Marafion (Madrid), confiando que el aumento
del tamafio muestral supla algunos sesgos propios del manejo de los CENS, al
tratarse de dos instituciones de ubicacion y caracteristicas distintas pero con un ars

medica similar.

6.2. Aspectos clinico-patoldéqgicos

El estudio de estas variables clinico-patolégicas en un numero limitado de
CENS no pretende establecer resultados de tipo epidemioldgico, sino definir la
muestra estudiada y comprobar que se ajusta a las caracteristicas descritas para estos
tumores en series mas amplias.

Las variables epidemioldgicas, clinicas y patolégicas estudiadas en los 50
pacientes concuerdan, en general, con los rasgos descritos en otras series de CENS

previamente publicadas'>***®
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Asi, los CENS estudiados afectan predominantemente a varones en la sexta o
séptima décadas de la vida, aunque el nimero de mujeres afectadas es mayor que en
los carcinomas epidermoides de las VAS, como han descrito otros autores®. No
hemos podido identificar, de forma evidente, la exposicibn previa a diversos
carcindgenos que han sido implicados en la etiologia de los CENS, pero esto coincide

también con la mayor parte de los trabajos publicados™***°,

En nuestro area geografica la localizacion anatémica mas afectada por los
CENS son los senos paranasales y en concreto el seno maxilar, teniendo las fosas
nasales una frecuencia ligeramente menor>®. Nuestra serie cumple este criterio segun
puede observarse en la Tabla 5. El grado histolégico también est4 dentro de lo
descrito en los CENS, con predominio de los pobremente diferenciados®. Otro de los
rasgos clinicos encontrados, que también ha sido previamente resefiado™?, es que la
mayoria de los CENS se diagnostican en estadios avanzados, 90% son T3y T4y 26%
N+, cifra ligeramente superior a lo descrito por otros autores®. El hecho de realizar
diagnosticos con la enfermedad avanzada ha condicionado que, en nuestra serie, el

76% de los pacientes recibiese RT postoperatoria.

La supervivencia especifica de los pacientes de nuestra muestra fue del 18% a
los 5 afios de seguimiento, ligeramente inferior a la publicada en otras series

occidentales333¢

y claramente peor a la observada en algunos estudios japoneses®®.
Esta discordancia podria deberse a que nuestra muestra se compone, principalmente,
de tumores en estadios avanzados, con un prondstico peor, ya que procede de centros
de referencia a los que no se remiten tumores en estadios precoces, mientras que en

series mas amplias se incluyen tumores en todos los estadios.

La mayor parte de los pacientes presentan recidivas locales de forma precoz,
gue son la causa principal de muerte, siendo el desarrollo de metastasis a distancia un

hecho poco frecuente (10%), dato que también coincide con lo publicado®.

Hemos comprobado que la invasion intracraneal se relaciona significativamente
con una disminuciéon de la supervivencia. Observamos algunas tendencias que
relacionan a los pacientes con tumores de mayor tamafio (T4) y metastasis
ganglionares al diagnéstico (N+) con una peor supervivencia, aunque sin alcanzar
significacion estadistica en ninguno de estos aspectos. Otros autores si encuentran

1483241 Nosotros hemos

significativos estos datos al presentar series mas amplias
observado que los pacientes con estadios avanzados, metéstasis ganglionares al

diagnostico, invasion intracraneal y afectacion de la orbita por el tumor, presentaban
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recidivas tumorales precoces, pero esta vez de forma significativa, como también se

ha sido publicado en estudios previos**,

Por todo anteriormente expuesto consideramos que nuestra serie es
representativa de los CENS, ya que las variables estudiadas se ajustan, en lineas
generales, a lo esperado y exhiben las tendencias habituales en estos tumores. En
algunas variables no se alcanzan valores significativos al ser una muestra reducida.
No obstante, las tendencias marcadas permiten suponer que estos valores se
conseguirian si aumentdsemos el numero de casos, con las légicas reservas que ello

supone.

6.3. Aspectos genéticos

Los receptores de factores de crecimiento de la familia ERBB (especialmente
EGFR y HER2) han sido implicados en la progresion tumoral y en el pronéstico®®?® de

una gran variedad de carcinomas humanos, como los del tracto gastrointestinal'®,

103 104 105

colorrectales'®, mama'®, pulmon'®, préstata'® y de cabeza y cuello'®.

El oncogén c-ErbB1 o EGFR sobre-expresado se ha visto en el 40-80% de los
CECC™, siendo un elemento clave en su patogénesis al activar diversas vias de
sefializacion intracelular, relacionadas con la adquisicion de un fenotipo tumoral. El
EGFR ha sido citado en numerosos trabajos como un marcador prondstico negativo,
independiente de otras variables. Se ha demostrado que su amplificacion esta
relacionada con el desarrollo de recidivas post-tratamiento y con menor supervivencia.
Hay que tener en cuenta que la mayoria de los estudios en CECC se han realizado en
los tumores de laringe y faringe, que son los mas frecuentes, existiendo, hasta el
momento actual, escasos datos acerca de su participacion en la carcinogénesis y

progresion de los CENS®#¥

El oncogén c-ErbB2 o HER2 codifica es el otro receptor de la familia c-erbB
mas estudiado en la patogénesis de los CECC, aunque estd menos implicada su
participacion que en otros tipos tumorales®”®. Se ha demostrado su expresion en la

mucosa hasal normal, pero apenas existen estudios en los CENS.

Con el fin de aportar mayor conocimiento de la accion de estos dos genes en la
carcinogénesis y progresion de los CENS, ademas de explorar sus posibilidades como
marcadores prondsticos y terapéuticos, realizamos estudios de amplificacion génica y

de expresion proteica en muestras de esos tumores.
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6.3.1. En relaciéon a EGFR

En un estudio realizado por nosotros mediante “arrays-CGH” en CENS,
observamos amplificaciones (10%) de la regién 7p12, donde se localiza el gen EGFR,
siendo este el motivo que nos llevé a profundizar en los estudios génicos y de

expresion®.

En el presente trabajo hemos estudiado la presencia de amplificaciones del gen
en nuestra serie mediante MLPA y FISH, hallando una clara amplificacion del gen en 5
de las 44 muestras estudiadas (11,4%). Encontramos una relacion significativa entre
las alteraciones génicas y la sobre-expresion de la proteina pues en todos los casos
con amplificacion, la proteina se sobre-expresé. Estos datos, difieren de lo publicado
en relacion al resto de CECC, donde los fenédmenos de amplificacion son escasos. Asi,
los CENS podrian constituir un subgrupo dentro de los CECC, en los que la
amplificacion del gen y su expresion pueden tener mas valor. Sin embargo, en 6
muestras en las que se observo sobre-expresion proteica no encontramos alteraciones
a nivel génico, por lo que, en determinados casos, el mecanismo que altera la

expresion proteica puede ser distinto.

Hemos observado una correlacion significativa entre la amplificacion de EGFR
con la afectacion orbitaria y el desarrollo de metastasis ganglionares, ademas de una
tendencia a presentar tumores mas indiferenciados y en estadios avanzados.
Asimismo, la presencia de amplificacion del gen se relacion6 con el desarrollo de
recidivas precoces. Estos datos, aparte de corroborar los obtenidos mediante la IHQ
con los que mantiene una buena correlacion y que seran citados a continuacion,
permitirian suponer que la amplificacion de EGFR podria ser un marcador prondéstico,

tanto desde su alteracion génica como desde su expresion proteica.

Ademas, de confirmarse la amplificacion de EGFR en los CENS, ésta podria
ser utilizada como marcador para la utilizacion de Cetuximab y Gefitinib en estos
pacientes, pues el aumento en el nidmero de copias del gen es un marcador de

sensibilidad al tratamiento con dichos farmacos.

No hemos estudiado la existencia de mutaciones activadoras de EGFR, las
cuales son frecuentes en los carcinomas de pulmén y en los glioblastomas
multiformes, pero infrecuentes en los CECC?®. Sin embargo, Willmore-Payne et al.
describen tasas del 7%'%, hallando un caso en un carcinoma epidermoide de seno
maxilar. El hallazgo de mutaciones en el gen EGFR (especialmente en los exones 18-

21) podria agrupar a determinados pacientes que no responden a la terapia con
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anticuerpos inhibidores del receptor y si a los TKls. No obstante, dado que la
proporcion de pacientes que presentan la mutacibn es muy pequefia y la
secuenciacion del gen es muy compleja, al tener un elevado nimero de exones (28),

no estaria justificada su utilizacién rutinaria, al menos de momento.

Ademaés, a diferencia de lo que ocurre en otras localizaciones como el pulmén,
es infrecuente en los CECC la presencia de mutaciones en el oncogén KRAS®. Este
gen estd en la ruta molecular desencadenada por la activaciéon de EGFR, por lo que su
secuenciacion en todos los casos tampoco nos parece justificada.

En nuestro estudio hemos observado mediante IHQ que la proteina EGFR
estaba sobre-expresada en el 24% de los casos, cifra inferior a la que se aprecia
globalmente en los CECC (38-47%)%. Como se ha visto previamente, estas cifras
difieren entre los diferentes subsitios de cabeza y cuello, siendo la cavidad oral y la
faringe las localizaciones que mas sobre-expresan EGFR. Los adenocarcinomas
nasosinusales, que son tumores de localizacién similar a los CENS, pero con distinta
extirpe histopatoldgica, sobre-expresan EGFR hasta el 32% de los casos'®. Estos
datos reflejan que en el area sinonasal la sobre-expresion de EGFR podria estar
involucrada en la carcinogénesis de un subgrupo de pacientes, potenciales
beneficiarios de su uso como herramienta diagnostica y terapéutica.

Los mecanismos que alteran la expresion de la proteina EGFR son varios. Hay
estudios publicados donde concluyen que la sobre-expresion de EGFR se debe
fundamentalmente al incremento de la sintesis del ARNm '*. Los factores descritos en
relacion al aumento de la sintesis del ARNm son alteraciones en la p53, polimofismos
en el gen EGFR vy, en menos casos, amplificacion de dicho gen''®. Otra alternativa
para explicar la expresion aumentada de EGFR es que ésta se deba a fenomenos de
“down-regulation” del receptor. Este ultimo aspecto puede ser modulado por la
cortactina, codificada por el gen CTTN1 localizado en la region 11q13, cuya ganancia
se ha observado en el 37% de los pacientes, como nuestro grupo ha publicado

previamente®'.

La sobre-expresion de EGFR en nuestro estudio de IHQ se correlacion6 de
manera significativa con el desarrollo de adenopatias metastasicas y con la afectacion
de estructuras orbitarias, estando ambas situaciones ya implicadas con el mal
prondstico de estos tumores® La relacion entre la sobre-expresion de EGFR y el
desarrollo de adenopatias metastasicas podria ayudar a seleccionar pacientes para el

tratamiento de las areas ganglionares potencialmente afectadas. No obstante, en la
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actualidad no existe consenso entre los diferentes autores en relaciéon a la necesidad

de realizar vaciamientos profilacticos en pacientes con CENS***,

Todos los pacientes con afectacion orbitaria mostraron sobre-expresion de
EGFR aunque, como ya fue descrito por nosotros con anterioridad, no seria util para
indicar la exenteracion orbitaria profilactica, al no discriminar entre afectacion de la

periorbita y de la 6rbita propiamente dicha'*".

Existen estudios acerca de la participacién de EGFR en el desarrollo del tejido

6seo y las metastasis 6seas’?

. Aungue en los CENS no son frecuentes las metastasis
Oseas, su origen en estructuras rodeadas de hueso y su progresion a través de dicho
tejido puede hacernos suponer que la via de sefializacibn de EGFR podria tener
importancia y justificar la mayor agresividad de los tumores con sobre-expresion de
EGFR. Sin embargo, se desconoce si esta actividad osteolitica podria ser frenada por

inhibidores de dicho receptor.

Se observd que la sobre-expresion intensa de EGFR era mas frecuente en
tumores con estadios avanzados y poco diferenciados que, en principio como ocurre
con otros CECC (faringe y laringe) responderian mejor al tratamiento con QT y RT*.
Sin embargo, hay estudios donde se relaciona la sobre-expresion de EGFR con
resistencia a la QT y RT, siendo estos pacientes candidatos al tratamiento

complementario con inhibidores selectivos del EFGR2.

Un dato interesante observado en nuestro estudio es la ausencia de expresion
de EGFR en todos los pacientes con invasién intracraneal y que desarrollaron
metastasis a distancia. Este dato difiere de lo publicado en los carcinomas de mama***
y en los adenocarcinomas de pulmén'*®, donde si se han relacionado las metastasis
con la sobre-expresion de EGFR. Nuestros datos también estarian en desacuerdo con
la teoria comentada anteriormente sobre la relacion de EGFR con la invasion a traves

del tejido 6seo.

Nosotros no hemos comprobado una correlacion entre la sobre-expresion de
EGFR vy la supervivencia de los pacientes, dato que contrasta con lo observado en el
resto de los CECC. No obstante, si encontramos relacion entre la sobre-expresion de
EGFR y el desarrollo de recidivas locales, como también han visto otros autores,

aungue con series menores a la nuestra®.

Las recidivas locales y regionales son los factores pronoésticos mas importantes

en los CENS. Por ese motivo, la determinacion de EGFR podria ser un marcador
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prondstico para seleccionar a los pacientes con alto riesgo de recidiva local y regional.
Asi, se podrian disefiar estrategias terapéuticas mas agresivas 0 con nuevas

alternativas como los inhibidores selectivos de EGFR, tipo Cetuximab.
6.3.2. En relacién a HER2

El estudio génico de HER2 tratd de demostrar la existencia de la
ganancia/amplificacion del gen que justificara el aumento de su expresién. Esta
ganancia se observo en 6 casos (14,6%), 4 de los cuales mostraron amplificacion. En
los 6 casos en los que se observd ganancia/amplificacion de HER2, la proteina estaba
sobre-expresada, con una concordancia del 100%, no observandose amplificacion ni
sobre-expresion en el resto de muestras. Esto significa que el mecanismo por el que
se sobre-expresa la proteina es exclusivamente la amplificacion génica, coincidiendo
con lo publicado previamente por otros autores en mama y ovario™°. Sin embargo, en
el adenocarcinoma de pristata el mecanismo de sobre-expresion proteica es

independiente de la amplificacion génica’.

La amplificacién de HER2 se relaciond significativamente con el desarrollo de
invasion intracraneal y se observa mas en los tumores con estadios avanzados. La
ganancia/amplificacion génica se relaciona con la ausencia de afectacion orbitaria y de
metastasis a distancia. Este ultimo dato difiere de lo publicado en los carcinomas de
mama donde la amplificacion/sobre-expresion de HER2 se correlaciona con el

desarrollo de metéastasis hematégenas y tiene mal prondstico™®.

En nuestro estudio los pacientes con ganancia/amplificaciéon de HER2 tuvieron
una supervivencia mas baja ademas de desarrollar recidivas precoces. Estos datos

también coinciden con los publicados en los carcinomas de mama'®* y estomago*™®.

Nosotros estudiamos la expresion de HER2 en los CENS observando su sobre-
expresion en el 12% (6 de los 50 casos), cifra inferior a la publicada en los CECC
donde se llega al 70% de los casos™*'?*. Hay que tener en cuenta que debido a la
heterogeneidad del gen, no siempre que hay amplificacién se expresa la proteina. No
obstante, la contribucion de la expresion de HER2 a la patogénesis del CECC esta
menos definida que en otros tumores como los de mama y ovario. Ademas, se ha
comprobado que cuando se produce la heterodimerizacion del receptor HER3 se

desencadenaria la ruta pI3K/AKT.

En los CENS no existen estudios concluyentes acerca de la participacion de la

expresion de HER2 en la carcinogénesis y sélo el trabajo de Li et al. demostr6é su
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sobre-expresion en una serie de 31 pacientes®*, aunque la expresion no se
correlacionaba con ninguna caracteristica clinica ni patologica, siendo un estudio

meramente descriptivo.

Nosotros observamos que la sobre-expresibn de HER2 se relacionaba de
manera significativa con el desarrollo de invasion intracraneal que es uno de los
factores prondsticos mas importantes. Los pacientes de nuestra serie con invasion
intracraneal tenian en el 70% una expresion intensa de HER2, presentando todos los

que tenian sobre-expresion de HER2 una invasion intracraneal.

Esta relacion entre HER2 y la invasion intracraneal concuerda con los datos
obtenidos en los carcinomas de mama metastasicos'?. También es consistente con la
tendencia observada, aunque no significativa, de que los pacientes con expresion
intensa de HER2 presentaban tumores en estadios avanzados, como fue también
observado por otros autores en CECC'®. Debido a que los pacientes con expresion
intensa de HER2 presentaban factores prondsticos desfavorables, era de esperar que
desarrollasen recidivas precoces, como asi pudo observarse de manera significativa, y
que fallecieran por causa del tumor. No obstante, no deben sacarse conclusiones
precipitadas, ya que en el prondstico intervienen multiples factores y éste no depende
solo de la expresion de un gen.

Comparando nuestros datos con los de los escasos estudios realizados hasta
el momento en los CECC, comprobamos que las conclusiones obtenidas por
diferentes autores acerca del valor pronéstico de la sobre-expresiéon de HER2 son
diversas. Mientras algunos autores concluyen que la expresion de HER2 no se
correlaciona con el grado histoldgico, la presencia de metastasis y la supervivencia, no

C*°14 otros si la correlacionan

siendo por tanto una diana molecular util en los CEC
con un buen prondstico en pacientes con adenopatias metastasicas''. Estos datos
contradictorios hacen necesarios estudios con mayor numero de pacientes para
intentar aclarar el papel definitivo de la expresién de HER2 en la biologia molecular de

estos tumores.

Asimismo, dada la existencia de un subgrupo de pacientes con aumento en la
expresion de HER2, y como este fendmeno ha sido considerado como un marcador de
resistencia al tratamiento con TKIs, su andlisis previo seria recomendable antes de

iniciar un tratamiento con estos farmacos.
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Por ultimo, debemos sefialar que no hemos encontrado ningln caso con
amplificacién/ganancia de EGFR y HER2 de forma simultanea en el mismo paciente,
al igual que tampoco observamos esta circunstancia en el estudio de expresion
proteica. No obstante, este fendmeno ha sido descrito con relativa frecuencia (30-50%)
en los carcinomas de pulmén y mama'®*, produciendo mayor agresividad del tumor, ya
que la formacion de heterodimeros EGFR-HER?2 activa la tirosin-quinasa de EGFR de
forma mas potente que la homodimerizacion. Ademas, los tumores que sobre-
expresan ambos receptores son mas sensibles a los TKIs que si s6lo expresasen
EGFR. Por tanto, la sobre-expresion de ambos genes podria seria Gtil como factor
prondstico y terapéutico. Sin embargo, en los CENS la sobre-expresién simultanea de

EGFR y HER2 no parece ser un fendmeno frecuente.
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De la interpretacion y discusion de nuestros resultados obtenemos las
siguientes conclusiones:

1. Los pacientes estudiados en nuestra serie de CENS tenian unas caracteristicas

clinico-patolégicas similares a las descritas en la literatura.

2. La supervivencia media fue del 18%, correlacionandose, de manera significativa,
con la invasion intracraneal. El 82% de los pacientes (41) presentd una recidiva
precoz de su enfermedad, siendo los estadios avanzados, la presencia de
adenopatias, la afectacion orbitaria y la invasion intracraneal, variables asociadas

de forma significativa con su desarrollo.

3. Los CENS de nuestra serie presentaron en el 11,4% de los casos (5/44) una
amplificaciéon del gen EGFR y en el 14,6% de los casos (6/41) una ganancia del
gen HER2.

4. La sobre-expresion de la proteina EGFR se demostré en el 24% de los casos y la
de HER2 en el 12%, sin observar en ningln caso sobre-expresion simultanea.

5. La amplificacion y la sobre-expresion de EGFR se relacionan significativamente
con las adenopatias metastasicas, la afectacién orbitaria y la aparicion de

recidivas precoces.

6. La ganancia/amplificacion de HER2 y su sobre-expresion se relacionan

significativamente con la invasion intracraneal y la aparicion de recidivas precoces.

7. La amplificacién de EGFR se relaciona significativamente con la sobre-expresion

de su proteina, aunque no parece ser el Ginico mecanismo responsable.

8. La ganancia/amplificaciéon de HER2 se relaciona significativamente con la sobre-

expresion de su proteina y parece ser el inico mecanismo responsable.
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Proyecte future

Como ya se indico en las bases previas, esta tesis doctoral es el producto de
una linea de investigacion iniciada por nuestro grupo en los carcinomas nasosinusales.
Sin embargo, la linea de investigacion l6gicamente no se termina aqui, siendo este

trabajo una etapa méas que ha sido cubierta.

En una primera fase de investigacion hemos realizado un estudio panordmico
general (“screening”) del genoma de los CENS mediante el empleo de “microarrays-
CGH”. Esto nos ha permitido rastrear todos los cromosomas en busca de zonas
calientes (“hot spot”), que fueron estudiadas, posteriormente, de forma selectiva con
FISH y MLPA®.

En este estudio dirigimos nuestra investigacion hacia dos genes posiblemente
implicados, el EGFR y el HER2, tanto a nivel génico como a nivel proteico. Estos
genes habian sido involucrados en la carcinogénesis-progresion de los carcinomas de
faringe y de laringe, pero apenas habian sido estudiados en los CENS. Su interés no
s6lo radica en su relaciébn con el prondstico, sino también en su posible utilidad

terapéutica, al tener inhibidores especificos frente a los receptores que expresan.

El paso siguiente en futuras investigaciones seria disponer de modelos
experimentales in vitro e in vivo para estudiar estos tumores. Hasta la fecha hay muy
pocas lineas celulares registradas de CENS y los modelos animales para estos
tumores son escasos y con muchas limitaciones. Los modelos animales (sobre todo
los modelos ortotépicos) serian una herramienta experimental clave para rentabilizar
los datos de la biologia molecular que hemos obtenido en los CENS, asi como para la

evaluacién de nuevas estrategias de tratamiento.

Actualmente, nuestra linea de investigacién se dirige hacia la caracterizacion
de lineas celulares especificas de los CENS para conocer mejor el genoma tumoral y
las vias metabdlicas alteradas. Dichas lineas celulares reproducirian in vitro el
comportamiento de las células tumorales frente a posibles inhibidores especificos, con
lo que podriamos seleccionar asi dianas terapéuticas. Ademas, a partir de las lineas
celulares se podrian segregar células madre tumorales y estudiar su comportamiento
in vitro e in vivo (en modelo animal). Por ultimo, aunque complejo, seria conveniente
desarrollar un modelo animal ortotopico, que permitiese caracterizar y observar las

formas de progresion macroscopica y microscépica del tumor es todas sus etapas.
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