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«No son los mds fuertes de la especie los que sobreviven, ni lo mds
inteligentes. Sobreviven los mads flexibles y adaptables a los cambios»

Charles Darwin.
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ABREVIATURAS

CCC: Cancer de cabezay cuello.

ERGE: Enfermedad por reflujo gastroesofagico.

VPH: Virus del Papiloma Humano.

CCND?1: Ciclina D1.

PAAF: Puncién y aspiracion con aguja final.

BAG: Biopsia por aguja gruesa.

TC: Tomografia computarizada.

RM: Resonancia magnética.

PET-TC: Tomografia computarizada por emision de positrones.
PET- RM: Resonancia magnética por emision de positrones.
18F-FDG: 18F-2-fluoro-2-deoxy-D-glucosa.

GLUT1: Transportador de glucosa de membrana.

RT/QT: Radio-quimioterapia.

ADC: Coeficiente de difusién aparente.

EEE: Espacio extracelular extravascular.

AJCC: The American Joint Committee on Cancer

T: Tamafo.

N: Ganglio.

M: Metastasis.

ACS: American Cancer Society.

LSC — CHEP: Laringectomia supracricoidea con crico-hioido-epiglotopexia.

LT: Laringectomia total.
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N+: Ganglio positivo.

TL-TOUSS: Laringectomia total transoral ultrasonica.

VAS: Via aérea superior.

MM: meato medio.

RE: Receso esfenoidal.

TRAF: Tracto reproductor alto femenino.

TEA: Trastorno del espectro autista.

TLR: Receptores tipo Toll.

CEE: Carcinoma escamoso esofagico.

CEL: Carcinoma escamoso laringeo.

PCoA: Analisis de Coordenadas Principales.

CPS — II: Cancer Society Cancer Prevention Study Il Nutrition Cohort.
PLCO: Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer Screening Trial.
OCC: Cancer de cavidad oral.

OPC: Cancer orofaringeo.

RFL: Reflujo faringo laringeo.

GCF: Fluido Crevicular gingival.

HCUVA: Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

OTU: Unidad Taxondmica Operativa.



Microbiota Salival Humana y Cancer de Laringe

TABLA DE

CONTENIDO



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 11

Contenido
OBJETIVOS ....eeeeeeieeieeiriiieiieicteisnisnssescsessassnssssssessnssnsssssssssnssnssssssassnssnssssssnssnssnssssane 14
Objetivo PrinCipal.....ccccciiiiiuiiiiiiniiiiiiieiieiieiiennisiiesisimenisisessisisssssstssssssssssssssssanssss 15
(0] JA1Ve T3 Y o =Tl { [l 1P PPO 15
IMARCO TEORICO......c.ccvereseerrsrereessseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 16
CANCEr DE LAliNGE....iieieeeeeriicieiiiiieinneniieisttteennesssssessseeessnnnssssssssssessnsssssssssssssssnnnssssssssanes 17
Epidemiologia y GENeralidades........cccuueeiiiiie et e et e e et e e e e e e earee s 17
DT =d g o1y 4T RS 22
DiagnOstico RAIOIOGICO ....ccueeiiiiieiieitieeee ettt st st s sre e b b e s 23
Clasificacion del cAnCer de [ariNGE .....cocuueiuiiiiieeii ettt s s s 38
Estadificacion del CANCEr LAriNGEO ..cc.ueveveeiiieeiee ettt et b e s et ne e 46
B2 121 01 1= ) o 1 62
Tratamiento eI CUEIIO ..ccc.eeieeeceee ettt e eee e e st e e e et e e e e aba e e e sabaee e e staeeesasaaeesnsreaean 73
20T o T Xy ol SRR 77
Microbiota: Generalidades.........cciivuiiiiiieiiiiiiciiiiicnrre s e s e e nnenenns 79
Microbiota de Via ABrea SUPEIION ....uuiee ettt ettt e e ettt e e ettt e e e s ta e e e e taa e e e stbaeessbaeeeeasaeeessreeaan 82
Microbiota de Cavidad Oral ........cecie e e et e e e e e e ar e e e e e e e seetaraeee e e e e e nnraeeeas 86
MICrobiota INTESTINGL ...cciiieieeeeee e e e e e e ettt e e e e e e s e aarae e e e e e e e anraeees 88
Microbiota del Aparato Genital FEMENINO .....ccccueiiiiiiiiiiiieeee et 91
[V el o] o1 o] &= e [N - 1 o111 USSR 93
Vi Telg'e] o1 o] &= VA =T M@oY o o Yo g £=1a 11T 0] (o IR SRS 95
Microbiota y CAncer De Laringe......ccccciiieeeiiiieeeiiiiineiiiieneisinenessssienesssssenssssssenssssssenenas 106
Saliva como Método de EStudio .......cceuuiiiimuniiiiinniiiiinnieiiinieniennsiereensssesssnsssesesnsssssenns 120
CONSIDERACIONES ETICAS. ....eeeeeeeveeserresseersssuerssssvssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssnes 124
AULONOMI ...iiiiiiiiiiiieeiireieerereiertenessessenassestensssssesnsssssssnssssssnnsssssesnssssssnnsssssenssssssanasns 125
27T =y (T o= o ol - TP 125
NO-MalefiCeNCia ...cccuuiiiiieiiirii e rene s s renesssssenesssssenesssssenanas 126
LT T o] - N 126
MATERIALES Y METODOS .......ccovvveesreseeresseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 128
Poblacion de Referenciay de EStUdio.....cc..ciireeenciiieeeciiieieiiirececerrenee e s eeneneeseenenesesennnes 129
[200] o] =T oY g e | =1 o - SR 129
(0] o] Tl oY e [l X (e [ To TSR 130
Y V=2 o - PO T T T T PP PP PP UPPPPPPPPP 130
Definicion de Grupos de Trabajo ...ccccueeeeicuieeeeiiie e cerer e ee e et e s e e e e e e s enae e e e snraeeeenreeeennnes 131
Variables del EStUAIO .....ccuuuuiiiimeiiiiiiicirtiicrrrcsrrreecsresessesesesessenassssnenasssssenesssssenanas 132
ReCcOogida de Datos......ccceeeuiiiiieeiiiiiieeiiiieneesireneeesrenesesrenessssrenesssssenssssssenesssssensssssnenanas 136
Obtencion y Preparacion de las Muestras BiolOgicas.........cccceeerrimeniirienenicrernnnierenenncenenes 136
Y Y =TT LT PP SRRt 137
ObTENCION DE LA IMUBSEIIA .....eviieeeiiiee ettt ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e eetteeesetaeeeesabeeeeensaaeesasseeaeansseaeanns 138
TransSPOrte Y/0 CONSEIVACION......ccueevteieireeetreecte ettt eseeestteestaeesteeessaessteeesseeeteeesseeensseeseesnsasenseeenses 138
Determinacion Metataxonomica de la Composicion del Microbiota Salival ................... 139

EXEracCion el ARN ....c.evereeirenirenieenrenirensressrssersserssessssesssssssasssnssesssesssssssasssssesnsesssssnssnns 140



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 12

Amplificacion y Secuenciacion del ARN .......cc.evieiiiiiiiiremeiiiieniiiiennneiieinneressnssssesssane 141

Analisis Bioinformatico de las Secuencias de Amplicones del Gen Bacteriano ARNr 16S y

ASIZNACION TAXONOMICA ...uueiiiiiiiieenniieiiiiieerieneiseierereeennnssssssessseeesnnssssssesssssessnnnssssssssanns 144
EXpresion de ReSUltados ......ccceeueiiiiiiiiiiieeniiieiiiiieieneneiieissineeennsssssssssseesnnssssssssssssesnnnes 146
Estructura de las Comunidades Microbianas........ccccceceeeeiieeiieiieiiieiieniiecieereernereeenneens 146
Diversidad y Riqueza de la Microbiota...........ccceeeiiiieeiiiiiinniiiieeiiinieniiieeeses 147
DIV e oo [N A I (o) USRS 148
indice para Cuantificar la Diversidad Alfa y RIQUEZA .........cveveuveeeeeeeeeceeeeeeee et eeeee e 149
Representacién Grafica de los indices de Alfa Diversidad y Estudio de Diferencias Estadisticamente
SigNificativas @Ntre 10S GrUPOS.......iiiiiiiiieiieee ettt ebe e s e s nee e 154
(O] AV e [N = L= = (ol o o PR 154
DIVErsidad Beta (B) .eecveevereereerierieiie ettt ettt sit ettt ettt she bbb st saeenreereenes 155
indices para Cuantificar 1a Beta DIVErSidad ..........ceevevereeirieiereseeeeeeeeecesesssesesssesesesesesessn s ssssssenens 156
Estudio de la Composicidn de la Microbiota Salival.........cccccorveeeiiiiieiciiiecccrreecce e, 161
Curvas de eficacia diagndstica (Curvas ROC) ......ccuuceireenniiriemncereennncereenneeseennseeseennsseneens 161
Area bajo 12 CUIVA (AUC) u.ccueeeeeieeeieecereesereesessseeesseesssesssessssesssessssesssessssssssessssesssessnes 163
RESULTADOS .....c.ceeeeeeeeieeeitiieirerertetetesesesssessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssasasnsssasansns 165
Caracteristicas Clinico — Patoldgicas de los Pacientes a EStudio ......c.ccceueeeeecrenncrenncrennnns 166
Analisis de la Composicion de la Microbiota Salival ......cc.cceeeireirieiireniiieeierenneneeerennenes 169
Descripcién y Comparacion del Rango Taxondmico Familia de los Grupos de Casos y Controles .169
Analisis Estadistico entre el Grupo de Casos y Controles en Rango Taxondmico Familia .............. 175
Descripcién y Comparacion del Rango Taxondmico Género de los Grupos de Casos y Controles.176
Analisis Estadistico entre Grupo de Casos y Controles en Rango Taxonémico Genero.................. 184
Estudio de la diversidad y riqueza de la microbiota salival de los grupos a estudio ........ 186
indices de la Alfa Diversidad de Shannon y SIMPSON .......cceveveveveeeceeeeterereseeeeeeeeeee e snes 186
EStimadores de RIQUEZA ....ccc.uiiiuiieriieiieeeiee ettt ettt st e st e e st e e sabeesabeesaneesas 189
T QY e [t =] £ oo Lo o OO 192
Beta Diversidad Mediante INAICe A JACCAIT .....veuerveeeeeeeeee e eeeeeee et e et sereeeeeeeeeneeeeeenenes 195
Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de los grupos de casos y controles.............. 198
MELOdO UNIFrac WEIZNTE ....coccueiiiecieee et ettt e et e e e tte e e e eata e e e s abaeeeeataeeeennes 198
Método UNiFrac UNWEIGHETEM .....coouiiiiiiiiieiieeee ettt ettt st s e s 199
Descripcion de Area Bajo la Curva en CUrvas ROC ........cccueeeureeeeiienesieeessnesssnssssesssnsssnenes 201
P 10T o] oA =] 1 - SRR 201
(07T 4101V (o]« =1 =Y oSSR 203
20014 1T PO O PR UO P UPPPRRRRRt 205
DISCUSION .......ueeeeveeresereserssereseesssssssesssssssessesssssssesssssssesssesssesssesssssssesssssssssssesssens 208
Comparacién de Caracteristicas Clinico — Patoldgicas de los Pacientes del Estudio......... 213

Comparacidn de la Composicion de la Microbiota Salival en Rango Taxonémico Familia en
Grupos de Casos Y CONLIOIES .....ccc.uciiieeeieiiiinieriiniiertennsereenessereenssseseenssssresnsssssennssssnenns 214

Comparacidn de la Composicion de la Microbiota Salival en Rango Taxonémico Género en
los Grupos de Casos Y CONIOIES.......cccveeeeiiiemeieiiirniertieeerreeneesernneessennssessennssessennsnnns 217

Alfa Diversidad y Riqueza Del Rango Taxondmico Género en el Grupo de Casos de
Pacientes con Carcinoma Escamoso de Laringe en Comparacion con Controles ............. 220



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 13

Beta Diversidad y Riqueza en el Grupo de Casos de Paciente con Carcinoma Escamoso de
Laringe en Comparacion con CONtroles.........ccciviiiiireeuniieiiiineeenmnsssseissineeennsssssssessssssnnnes 223

Método Unifrac para el Analisis de las Muestras de los Grupos de Casos y Controles del

[ ¥ Lo 1T 226

Anélisis del Area Bajo la Curva en Curvas ROC a partir de los Casos y Controles Estudiados

................................................................................................................................... 227
CONCLUSIONES .......cueeeeeeiieeeiieuiiiiiuiiteusinisusisteuisessistsssissssssrsssisssssismsssssesssssensinnes 231
=1 TN (0] . o 234

ANEXODS......ucviieeiiiriieeiiiriieniiiiiienniiriiesssiinssesiiiismmssiiimmessssiesssssssssssssssssssssssssssssnssns 252



Microbiota Salival Humana y Cancer de Laringe

OBIJETIVOS

14



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 15

Objetivo Principal

El objetivo de este estudio es definir la microbiota salival de pacientes con cancer
epidermoide de laringe y establecer las diferencias que hay entre estos y un grupo de
pacientes con patologia benigna de laringe. Esto ayudara a definir a los microorganismos
gue se relacionan con este tipo de cancer y estudiar en un futuro su posible implicacién
en el origen del mismo. Ademds, estos microorganismos podrian servir como

biomarcador para el diagndstico precoz de la enfermedad.

Obijetivos Especificos

e Describir la composicién de la microbiota en la saliva de pacientes con

carcinoma epidermoide de laringe.

e Describir la composicién de la microbiota en la saliva de pacientes sanos.

e Comparar la microbiota de la saliva entre pacientes con carcinoma

epidermoide de laringe y pacientes sanos.

e Definir la microbiota que se puede utilizar como biomarcador temprano en

cancer escamoso de laringe.
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Cancer De Laringe

Epidemiologia y Generalidades

El término Cancer de Cabeza y Cuello (CCC) se emplea para describir al conjunto de
tumores malignos localizados en el tracto aerodigestivo superior, incluyendo senos
paranasales, cavidad oral, lengua, glandulas salivares, faringe (nasofaringe, orofaringe e
hipofaringe) y laringe, quedando fuera de este grupo los tumores de piel, sistema
nervioso central y gldndula tiroides. El cancer de laringe constituye aproximadamente el

75% de los tumores de cabeza y cuello (Ballesteros, 2023).

A nivel mundial el cancer de laringe es la séptima tumoracién maligna mas frecuente, con
un 3% de incidencia dentro de todos los canceres (Snow, 2020). La incidencia y la
prevalencia del cancer de laringe ha aumentado en un 12% vy 23,8% respectivamente en
las Ultimas tres décadas, segun cifras de la Global Health Data Exchange (Nocini et al.,,
2020). A pesar de esto y gracias al avance en las técnicas diagndsticas y terapéuticas, la
mortalidad ha disminuido discretamente. Geograficamente, Europa con 5,45 nuevos
casos por 1000.000 habitantes, es el continente con mayor nidmero de casos nuevos por
afio, 8 veces mayor a la de Africa, que es el continente que registra el menor nimero de
casos. Sin embargo, aunque la mortalidad asociada también sea mayor en los paises
europeos, si se compara la ratio entre muertes e incidencia es significativamente mayor
en Africa debido a la menor disponibilidad de recursos. Se reconoce que la poblacidn
africana presenta esta patologia a una menor edad y con una incidencia y mortalidad

mayor en comparacion con la raza caucasica (Gil & Fliss, 2009; Steuer et al., 2017). La
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diferencia entre géneros se ve superada por los hombres en cuanto a incidencia,
prevalencia, mortalidad y carga de la enfermedad, 5 veces superior al de las mujeres, con
un incremento progresivo de estas ultimas debido al aumento del habito tabaquico
(Sturgis et al., 2019). En ambos géneros se alcanza un pico maximo de prevalencia
aproximadamente a los 65 aflos y la mortalidad a los 80 afios (Marur & Forastiere, 2008;

Nocini et al., 2020; Steuer et al., 2017).

A nivel nacional, Espafia, segun la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica a partir de
datos aportados por la Red Espafiola de Registros de Cancer (Ballesteros, 2023), ha
disminuido en 3.211 nuevos casos de cancer de laringe en el 2020, que representé un
1,16% del total de tumores, siendo un 88% de casos en hombres. De esta forma, se
considera la tercera neoplasia mas frecuente del tracto aerodigestivo, por detras del
cancer de pulmén y el cadncer de cavidad oral y faringe. En complemento, se estima que
el numero de nuevos diagndsticos de cancer de cabeza y cuello incrementara hasta un

62% al 2035 (Lim et al., 2018).

El habito tabaquico constituye el principal factor de riesgo, registrado aproximadamente
entre 70 — 95% de los casos, con un aumento en el riesgo de 10 a 15 veces por encima
de los paciente no fumadores, y de 30 veces en pacientes grandes fumadores (Marur &
Forastiere, 2008; Snow, 2020; Steuer et al., 2017). Ademas, el consumo excesivo de
alcohol, no solo se considera un factor de riesgo aislado, también presenta un sinergismo
con el tabaco, aumentando 6 veces el riesgo cuando su consumo es en conjunto. Dentro

de otros factores de riesgo se encuentran algunos menos frecuentes como la
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enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE), reflujo faringeo laringeo, Sindrome de
Plummer — Vinson (Déficit de Vitamina A e hierro), malformaciones anatomicas,
exposicion a quimicos, asbestos, hidrocarburos policiclicos aromaticos, radiaciones
ionizantes, dietas ricas en grasas y conservantes, infecciones como la del Virus del
Papiloma Humano (VPH), presencia del marcador pl6, asi como infecciones por
Helicobacter pylori. (H. Gong et al., 2012; Koroulakis A, 2021; Steuer et al., 2017; Sturgis
et al., 2019). La asociacién de esta patologia con el VPH estd aumentando la incidencia
por la creciente prevalencia del VPH en paises desarrollados, practicas de sexo oral no
protegido y el aumento del nimero de parejas sexuales. El subtipo mds frecuentemente
encontrado es el subtipo 16, con una afectacion mucho mas frecuente en personas
jévenes, donde se evidencia una latencia de 10 a 30 afios desde la exposicion oro-sexual.

(Marur & Forastiere, 2008; Snow, 2020).

La tumorogénesis en la via aerodigestiva esta dada por cambios genéticos que se dan
como resultado de la exposicion constante a agentes cancerigenos. En los Ultimos afios
esta area ha despertado el interés de investigadores, con descubrimientos que son
importantes a la hora del prondstico y tratamiento. La ciclina D1 (CCND1) es un oncogén
gue activa la progresion del ciclo celular, la cual ha sido encontrada entre el 30% y 50%
de los pacientes con tumores de laringe. Una sobreexpresion de este oncogén se ha visto
asociado a una enfermedad mas avanzada, aumento en la recurrencia y disminucién del

pronostico (Marur & Forastiere, 2008).

Dentro de los genes supresores de tumor, el TP53 se encuentra mutado entre el 40 y 60%
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de los pacientes con tumores de laringe, hallando una relacién con la progresiéon de

lesiones premalignas a enfermedades invasivas (Marur & Forastiere, 2008).

El CDKN2A, conocido también como gen P16, es un inhibidor de la quinasa dependiente
de ciclina, con una gran importancia en la regulacién del ciclo celular. La inactivacion del
gen P16 se considera el cambio mas comun en la progresion de los tumores de laringe

(Marur & Forastiere, 2008).

Por otra parte, la via Notch se encuentra como una de las vias de sefializacion asociadas
con el cancer de laringe. Algunos estudios muestran los altos niveles en la expresién de
Notch1 sugiriendo un papel importante en la patogénesis de la enfermedad (Porcheri &
Mitsiadis, 2021; Snow, 2020). De igual manera, la mutacién de Notchl se ha visto
asociado con la resistencia al tratamiento con quimioterapia. Una sobreexpresion de
D114, otra via de sefializacién, se relaciona con la reorganizacion vascular y el riesgo de

metastasis que empeora el prondstico de los pacientes (Porcheri & Mitsiadis, 2021).

El 98% de los tumores malignos de laringe corresponden a carcinomas epidermoides bien
o moderadamente diferenciados (Gil & Fliss, 2009; Marur & Forastiere, 2008). El 2%
corresponde a otros tipos histoldgicos como adenocarcinomas, condrosarcomas,
leiomiosarcomas, linfomas y tumores neuroendocrinos. Es fundamental el diagndstico
anatomopatoldgico para realizar un adecuado tratamiento terapéutico (Koroulakis A,

2021; Nocini et al., 2020).
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La localizacion anatdmica del tumor es una importante distincion para realizar durante el
diagndstico, clasificandola entre supraglotis, glotis y subglotis. Segun sea la localizacion
los tumores presentan diferencias clinicas, terapéuticas y pronosticas. Asi,
aproximadamente el 66% de los tumores se originan en la region gldtica, seguidos de la

supraglotis en un 30%, y por ultimo, en la subglotis (Koroulakis A, 2021).

Clinicamente la principal manifestacion de los tumores gléticos inicialmente es disfonia
de varios dias de evolucién, conforme avanza la afectacion y en estadios mas avanzados,
se podria encontrar sintomas como disfagia, odinofagia, estridor, disnea, otalgia reflejo
o hemoptisis. Por el contrario, en los tumores supragléticos la disfonia se encuentra en
estadios mas avanzados de la enfermedad, y su sintoma inicial es la sensacion de cuerpo
extrafio faringeo o directamente con adenopatias cervicales metastdasicas. Los tumores
subgldticos son frecuentemente asintomaticos, razén por la cual existe un retraso en su
diagnostico y peor prondstico. En fases avanzadas todos los tumores presentan
frecuentemente la asociacién con sintomas constitucionales como astenia, anorexia y

pérdida de peso (SEORL-CCC, 2019).

Existen multiples barreras de tejido conectivo que impiden la diseminacién de los
tumores a otros niveles de la laringe. El cono eldstico, que cruza entre el ligamento vocal
y el cartilago cricoides, previene la diseminacion de la glotis a la subglotis. Asi mismo, la
membrana cuadrangular, que se extiende desde el ligamento vocal a la epiglotis
(superior) y cartilago aritenoideo (posterior), es la barrera que impide el paso de la

supraglotis a la glotis (Steuer et al., 2017).
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De igual manera que cada regién anatémica presenta diferentes patrones de sintomas,
encontramos que la diseminacion linfatica varia entre cada una. Los tumores
supragloticos se diseminan precozmente hacia ganglios linfaticos cervicales de las areas
[, Iy IV, de tal forma que, al momento del diagndstico, hasta el 55% de los pacientes
presentan adenopatias unilaterales y 16% contralaterales. Los tumores subgloticos
suelen diseminar a ganglios de las areas cervicales IV y VI. A diferencia de los anteriores,
los tumores gldticos, debido a la ausencia de irrigacidn linfatica, no suelen producir

metastasis locoregionales (Koroulakis A, 2021).

Diagnéstico

El diagndstico del cancer de laringe se realiza fundamentalmente con una historia clinica
completa, realizando hincapié en los principales factores de riesgo (tabaco y alcohol), y
los sintomas anteriormente descritos (Snow, 2020). En cuanto a la exploracién fisica
exhaustiva, se espera que incluya valoracién oral directa y con nasofibrolaringoscopia
para identificar la lesion y determinar extensién, tamafio, localizacion e infiltracion de la
misma; igualmente se debe realizar una palpacion cervical, para valorar la existencia de
adenopatias y el grado de afectacion local. El diagndstico definitivo se realiza mediante
la toma de biopsia por laringoscopia directa o puncién aspiracién con aguda fina (PAAF)
de adenopatias para el estudio por anatomia patoldgica (Gil & Fliss, 2009; Snow, 2020).
Adicionalmente siempre se debe completar el estudio de localizacion y delimitacion de
la lesidon con una tomografia computarizada (TC) con contraste de cabeza y cuello o

resonancia magnética nuclear (RM); ante la sospecha de metastasis a distancia se debe
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solicitar una TC de tdérax con contraste y tomografia computarizada por emision de

positrones (PET-TC), para de esta manera estadificar segin el TNM (Koroulakis A, 2021).

Diagnéstico Radiolégico

La nasofibrolaringoscopia permite visualizar la existencia de una lesidon que puede ser
sospechosa de malignidad, su localizacion y extension superficial, asi como evaluar la
movilidad de las cuerdas vocales. Sin embargo, esta exploracion no permite definir la
extension en profundidad del proceso neoplasico, en especial la invasién de espacios
profundos pre-epigldticos y paragloticos, cartilagos laringeos o presencia de adenopatias
afectadas por metdstasis locales, caracteristicos de los tumores del area supraglotica. Es
aqui donde las técnicas de imagen radioldgico cobran gran importancia por su mayor
sensibilidad y especificidad al momento del diagndstico inicial de esta patologia (Snow,

2020).

Existen situaciones en las cuales la informacion aportada por los estudios radioldgicos es
imprescindible para conseguir una estadificacién adecuada de los tumores vy, en
consecuencia, escoger la alternativa terapéutica mds adecuada. Por ejemplo, en la
comisura anterior el ligamento vocal se inserta directamente en el cartilago tiroides, sin
presencia de pericondrio, lo cual favorece directamente la propagacion del tumor a los
cartilagos laringeos. En estos tumores solo el estudio radiolégico permite diferenciar
entre un tumor no infiltrante y un tumor con afectacion cartilaginosa. En los tumores
supragloéticos el estudio radiolégico es necesario para diagnosticar la posible infiltracion

de los espacios pre-epigldtico y paraglotico. Asi mismo, también permiten evaluar si hay
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exteriorizacién del tumor por la membrana tirohioidea o extension hacia la vallecula o la
base de la lengua. En los tumores transgloticos y gléticos avanzados, con fijacién de la
cuerda vocal, el estudio radioldgico permite evaluar la afectacion de las estructuras
cartilaginosas vy la posible exteriorizacion tumoral, criterio clave para definir la categoria

T4 (Rovira et al., 2011).

Ecografia

A pesar de la alta tecnologia con la que se cuenta en la actualidad, la ecografia es una
técnica radioldgica simple y de facil acceso que se debe tener la mano en el momento de
diagndstico del carcinoma de cabeza y cuello. La ecografia es especialmente Util cuando
se habla de identificar ganglios cervicales metastasicos y un medio de ayuda para la

biopsia de los mismos (Burkill et al., 2016).

La biopsia por puncion y aspiracion con aguja fina (PAAF) o gruesa (BAG) de los ganglios
cervicales metastasicos muchas veces es el diagndstico necesario para comenzar un
tratamiento especifico. Para realizar una adecuada técnica de biopsia se necesitan 3
items a seguir: posicion, técnica y configuracion del ecografo. En la posicién dptima se
tiene al médico frente al ecodgrafo junto con una localizacion que haga reducir los angulos
entre la sonda, aguja, médico y paciente. La técnica de la biopsia se mejora cuando se
sujeta la sonda mas cerca del transductor con los dedos abiertos tocando el paciente,

creando una imagen de ultrasonido constante que muestra la ruta optima hacia el
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ganglio. El paralelismo es fundamental a la hora de realizar la puncion con la aguja (Burkill

et al., 2016; Leoncini et al., 2014b).

La ecografia es un examen inicial de gran utilidad en la diferenciacién de adenopatias
benignas y malignas. Los ndédulos benignos tienden a ser elongados, con formas
fusiformes y centro con hilio ecogénico, en comparacion con las caracteristicas malignas
como formas redondas, sin identificacién del hilio por necrosis o destrucciéon de la
arquitectura. La necrosis puede ser facilmente identificada como necrosis cistica, o
menos facil, como necrosis por coagulacién. El tamafio en su eje corto es determinante
como caracteristica de malignidad, siendo de 5,8 a 10 mm los limites que mas sugieren
patologia. La experiencia del evaluador es muy importante en el reconocimiento de las

caracteristicas antes mencionadas (Burkill et al., 2016; Leoncini et al., 2014b).

Tomografia Computarizada (TC)

La TC tiene una gran sensibilidad y un alto valor predictivo negativo para la deteccién de

la invasion de los cartilagos si se utilizan los criterios de erosién, esclerosis, lisis y

extension extralaringea (Figura 1). (Juliano & Moonis, 2018).
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Figura 1. Neoplasia del tercio medio de la cuerda vocal derecha (Rovira et al., 2011).

La esclerosis es un signo sensible de invasiéon del cartilago por las neoplasias, se produce
por remodelacién dsea y con actividad osteobldstica, inducido a veces por la presencia

de tumor adherido al cartilago (Figura 2) (Rovira et al., 2011).
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Figura 2. Laimagen axial de TC con contraste muestra tejido blando anormal mas alla
de la superficie externa de los cartilagos laringeos (flechas), lo que confirma
inequivocamente la invasion del cartilago en la TC y el estado T4 del tumor (Juliano &

Moonis, 2018).

La existencia de esclerosis en el cartilago tiroides solo tiene una especificidad del 40%
(Figura 3). La erosion y la lisis se consideran criterios especificos de invasion y su presencia
de forma conjunta tiene una especificidad del 93%, mientras que la extension

extralaringea tiene una especificidad del 95% (Rovira et al., 2011).
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Figura 3. TC de cuello con contraste. Se visualiza neoplasia en el seno piriforme izquierdo
(asterisco) con extension laringea al repliegue aritenoepigldtico y al espacio paraglético
(flechas pequefias), y extralaringea, a través de la membrana tirohioidea, al espacio
carotideo con pérdida del plano graso de separacion con la carétida, pero sin criterios
radioldgicos de infiltracion vascular (flecha larga). La extension extralaringea hace que

sea T4a (Rovira et al., 2011).

La decision de realizar TC o RM en la estadificacion del cancer de cabeza y cuello depende
principalmente de la preferencia y experiencia del instituto. En algunos centros se
prefiere utilizar la RM debido a la resolucion superior del contraste que mejora la
deteccion del tumor y la definicién de margenes, visualizacion de invasién nerviosa o

dolor referido. Las preferencias de la RM sobre la TC son cada vez mayores en los



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 29

profesionales sanitarios por la mejora en la definicion de la imagen. A pesar de esto, la
TC es mas utilizada a nivel mundial cuando se trata del diagndstico, tratamiento,
complicaciones y seguimiento de los pacientes con cancer de cabeza y cuello (Figura 4).
Las técnicas que se manejan con la TC, al igual que la RM, necesitan cooperacion por
parte del paciente, la mayor parte de las veces se necesita un estudio radioldgico que
permita la visualizacién desde la base del craneo hasta el torax con cortes de 1 - 1.5 mm
con brazos abajo. El medio de contraste es necesario, a menos de presentar alergia o
disfuncién renal, con un volumen de 100 ml a 1 mL/s, iniciando la toma de la imagen al

terminar la perfusién (Burkill et al., 2016).

Figura 4. Tumoracién con extensa afectacion de la epiglotis (asterisco) que en

profundidad afecta al espacio preepigldtico (flecha naranja). Hay adenopatias yugulares

bilaterales (flechas negras).
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Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética (RM) es el estudio radiolégico mas utilizado en los ultimos afios
para la estadificacion de los tumores de cabeza y cuello. Es un método de emisiones con
capacidad multiplanar y posibilidad de obtener cortes primarios en cualquier direccion
del espacio, con una elevada resolucién de contraste y ausencia de efectos nocivos
conocidos al no utilizar radiaciones ionizantes. La RM se basa en la excitacion de los
nucleos de uno de los tres isotopos del hidrogeno, previamente introducidos en un

potente campo magnético estatico (Figura 5) (Juliano & Moonis, 2018).

Figura 5. Imdgenes de resonancia magnética axiales de un carcinoma escamocelular
hipofaringeo del lado derecho (flecha) en (A) imagen postcontraste ponderada en T1, (B)

imagen ponderada en T2. (Dai & King, 2018)
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Tomografia Computarizada por Emisién de Positrones

La tomografia computarizada por emisiéon de positrones (PET-TC) con 18F-2-fluoro-2-
deoxy-D-glucosa (18F-FDG) ha cobrado un papel importante en el manejo del carcinoma
de cabezay cuello (Wong et al., 2012). EI  18F-FDG es el marcador mas utilizado con el
PET-TC a nivel oncoldgico. Este es emisor de electrones positivos (positrones), que sufren
una reaccion de “destruccion” con los electrones vecinos, produciendo una gran energia
de fotones captados por el detector de positrones formando la imagen base de esta
prueba. FDG es un analogo de la glucosa que es transportado desde la sangre hasta las
células por transportadores de glucosa de membrana (GLUT1). Una vez en la célula, la
FDG es fosforilada por la hexoquinasa a la forma FDG-fosfatasa y atrapada en la célula.
Este método se basa en el aumento del metalismo de glucosa en las células tumorales,
aunque también se puede presentar en procesos inflamatorios o infecciosos. Por esto es
tan importante saber cudles son las variantes de la normalidad del 18F-FDG, dado que
algunas areas del organismo tienen un aumento fisiolégico de la funcion de este

marcador (Figura 6).
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Figura 6. PET-TC con captacion fisioldgica sobre musculos milohioideos y amigdalas

palatinas.

La PET-TC tiene una limitacion a la hora de realizar el estadiaje tumoral por su baja
resolucién en la imagen y la mala resoluciéon del contraste. Nuevos estudios demuestran
gue la resonancia magnética por emision de positrones (PET-RM) tiene mejores
resultados para la delimitacion del tumor y que el uso de contraste en la TC como parte
del PET-TC ayudaria a mejorar el estudio. Los estudios que comparan el PET-TC con 18F-
FDG con la TC con contraste, RM y ecografia (pruebas anatémicas) muestran que la
primera es mas precisa en el momento de localizar metastasis de ganglios cervicales. En
un metaanalisis donde se compararon estas pruebas se evidencié que la sensibilidad y

especificidad del PET-TC con 18F-FDG era 80 y 86% respectivamente, mientras las
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pruebas “anatémicas” mostraban 75% y 79% respectivamente. Este aumento de la
sensibilidad en la deteccién de ganglios metastasicos es debido a que no se depende del
tamafio como criterio diagndstico. Los factores que contribuyen a presentar falsos
negativos en los resultados de los estudios son la necrosis ganglionar amplia y la
hiperglucemia o hiperinsulinemia. La especificidad se ve limitada en pacientes con
infeccidon o inflamacion, problema variable que se puede resolver con una historia clinica
de cirugia reciente, estados hiperinmunes o coexistencia de otra enfermedad (Leoncini

et al.,, 2014a).

Una ventaja significativa se ve reflejada en la detecciéon de metdstasis a distancia y
tumores primarios sincrénicos, que presentan una incidencia del 5- 10% de los casos.
Dentro de las localizaciones mas frecuentes de tumores primarios sincrénicos son otros
de cabeza y cuello, eséfago y pulmoén (Figura 7). La PET-TC es una técnica util para la
deteccidn de estas lesiones con un alto valor predictivo negativo y menor valor predictivo
positivo (Burkill et al., 2016). En un metaanalisis la PET-TC tuvo una sensibilidad del 88%
(Intervalo de confianza del 95% 82,7-92,8%) y especificidad del 95,1% (Intervalo de
confianza del 95% 93,6-96,3%) para detectar metdstasis a distancia o tumores primarios

sincrénicos (Leoncini et al., 2014a).
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Figura 7. a) PET-TC de carcinoma primario de pulmén. b) PET-TC con FDG de carcinoma

escamocelular de nasofaringe.

En el rango de 2%- 7% de los casos, el primer sintoma de un tumor de cabeza y cuello es
un ganglio cervical metastasico, sin primario identificado después de una adecuada
valoracion del paciente con nasofibrolaringoscopia e imagenes radioldgicas
“anatdmicas”. El uso de la PET-TC para la deteccion de primarios de origen desconocido
cada vez es mas relevante. Los tumores de pequefio tamafio, bajo consumo de glucosa o
regiones hipermetabdlicas cercanas pueden hacer que este estudio no sea ideal ni de
eleccion para la identificacion del tumor primario. Por esta razon, la identificacion de
tumores primarios por PET-TC se debe acompafiar de una nueva valoracion completa con

nasofibrolaringoscopia y biopsia de la lesion (Wong et al., 2012).

La PET-TC es (til a la hora de evaluar la respuesta después del tratamiento con radio -
quimioterapia (RT/QT), incluso llegando a identificar la remision completa del tumor. Un
metaanalisis mostro la sensibilidad y especificidad de la PET-TC para detectar lesiones

residuales o recurrentes en cabeza y cuello después del tratamiento con RT/QT, siendo
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94% (95% intervalo de confianza 87 - 97%) y 82% (95% intervalo de confianza 76 - 86%)
respectivamente. De igual manera, se determind un valor predictivo negativo de 95%
(95% intervalo de confianza 92 - 97%) vy valor predictivo positivo de 75% (95% intervalo
de confianza 68 - 82%) (Burkill et al., 2016; Isles et al., 2008). La indicacion de realizar
PET-TC para seguimiento es de 2-3 meses después de terminar el tratamiento con RT/QT.

Aquellos que se realizan en un periodo menor pierden exactitud (Isles et al., 2008).

Resonancia Magnética Funcional

La resonancia magnética ponderada en difusion visualiza la difusién del agua en los
espacios extracelular, intracelular e intravascular del tumor. Muchos tumores malignos
muestran una restriccion en la difusién del agua que los tejidos normales o tumores
benignos, llevando a una mayor intensidad en la sefial en los valores B altos y menor
intensidad de sefial en los mapas de coeficiencia de difusion aparente (ADC). EL grado de
restriccion a la difusion es inversamente proporcional a la celularidad tisular y a la
integridad de las membranas. Los procesos que causan aumento en la restriccién de la
difusiéon y disminucién de ADC son los canceres con alta celularidad, células inflamatorias,
fluidos proteinicos, fibrosis, viscosidad aumentada. Los procesos que causan disminucion
en la restricciéon de la difusion y aumento de ADC son los cenceres de baja celularidad,
contenido estromal alto, queratina, tejidos mixomatosos, necrosis, quistes, edema vy

perfusion en la microcirculacién (Dai & King, 2018) (Figura 8).
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(c)

Figura 8. Resonancia magnética ponderada en difusién. a) Imagen de T1 ponderado post-
contraste. b) Imagen de T2 ponderado. c) Valor B. d) Mapa ADC. El tumor muestra
restriccion en la difusion con sefial de intensidad alta en valores B y de baja intensidad en

el mapa ADC comparado con el tejido adyacente (Dai & King, 2018).

Resonancia Magnética Mejorada con Contraste Dinamico
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Este tipo de RM obtiene imagenes de secuencias rapidas del tumor antes, durante y
después del contraste intravenoso mediante bolos y evalua el promedio del paso de ese
contraste entre el compartimiento intravascular y el espacio extracelular extravascular

(EEE) del tumor (Burkill et al., 2016).

En cabeza y cuello la imagen rédpida ponderada en T1 tiende a usarse para analizar los
cambios de relajacion relacionados con la fuga de gadolinio dentro y fuera del espacio
extravascular extracelular. El analisis de la RM mejorada con contraste dindmico puede
ser semicuantitativo utilizando curvas de intensidad de tiempo para mostrar pardmetros
que reflejan el lavado de entrada y salida del medio de contraste. El analisis también
puede ser cuantitativo ajustando la concentracion de gadolinio tisular y la funcién de
entrada arterial a un modelo cinético de dos compartimentos para producir parametros
como Ktrans (funciéon de transferencia del plasma al EEE), Kep (funcidon de transferencia
del EEE al plasma) y Ve (volumen del EEE por unidad de volumen de tejido). Esta técnica
ha sido mas lenta para implementar en los protocolos clinicos de rutina en parte debido
a problemas técnicos como la confiabilidad de la funcién de entrada arterial y la gran

cantidad de parametros potenciales para la investigacion (Dai & King, 2018).

Finalmente, el estudio radioldgico es necesario para evaluar la resecabilidad de los
tumores de laringe, exponiendo que tumores alcanzan la extension extra laringea y
definiéndose como no resecables. El protocolo de estudio de extensién para todos los
pacientes con carcinoma de la laringe debe incluir un estudio radioldgico, excepto, los

pacientes con carcinoma incipiente en el plano gldtico, en los que se visualiza el tumor
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limitado a la porcién membranosa de la cuerda vocal, sin alcanzar la comisura anterior

(Rovira et al.,, 2011).

Clasificacion del cancer de laringe

The American Joint Committee on Cancer (AJCC) ha creado la clasificacion de TNM para
diferenciar los estadios de la enfermedad, y basar en esto muchos de los tratamientos y
prondstico de la patologia. Los estados precoces (I y Il) hacen referencia a tumores de
pequefio tamafo sin amplia invasion de ganglios linfaticos. Por otro lado, los estados
tardios (Il y 1V) se caracterizan por ser tumores localmente avanzados con invasiéon a
estructuras circundantes o con una invasién linfatica mas numerosa, con metéastasis a
distancia, que define clinicamente el estado IV. EL cancer orofaringeo presenta una
clasificacion diferente dependiendo de la positividad del HPV o expresién de pl6, que

actla como marcador sustituto para el primero. (Snow, 2020)

Tumor primario (T)
La clasificacion del cancer de laringe difiere segun la localizacion del tumor.

Supraglotis
Se extiende desde la punta de la epiglotis a la unidn entre el epitelio respiratorio y
escamoso en el suelo del ventriculo laringeo (zona superior de la cuerda vocal). La

clasificacion de la AJCC se basa en su extensiéon dentro de esta zona (Tabla 1)

T (Tumor primario) Extension

Tumor primario que no puede ser evaluado.
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T (Tumor primario)

Extension
Carcinoma in situ.
Tumor limitado a un subsitio de la supraglotis, pero con

movilidad normal de las cuerdas vocales.

El tumor invade la mucosa de mas de un subsitio
adyacente de supraglotis o glotis o regién fuera de la
supraglotis, por ejemplo: mucosa de vallecula, base de
lengua, pared medial del seno piriforme. No presenta
fijacion de la laringe.

Tumor limitado a la laringe acompafiado de fijacion de las
cuerdas vocales y/o invade cualquiera de las siguientes
areas: area postcricoidea, espacio preepliglotico, espacio

paragldtico y/o corteza interna del cartilago tiroideo.

Tumor moderadamente avanzado o muy avanzado.
T4a: Enfermedad local moderadamente avanzada.
El tumor invade a través de la corteza externa del
cartilago tiroides y/o invade tejidos mas allad de la
laringe, por ejemplo: traquea, tejidos blandos del
cuello, musculos extrinsecos profundos de la

lengua, glandula tiroides o eséfago.
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T (Tumor primario) Extension

T4b: Enfermedad local muy avanzada. El tumor
invade espacio prevertebral, recubre la arteria

caroétida o invade estructuras mediastinicas.

Tabla 1. Clasificacién TNM de la AJCC para la localizacién del tumor en supraglotis.

Glotis

Se define como el espacio limitado por la comisura anterior, las cuerdas vocales
verdaderas, y la comisura posterior. De igual manera la AJCC clasifica el tumor primario

segun la extension (Tabla 2).

T (Tumor primario) Extension
Tumor primario que no puede ser evaluado.
Carcinoma in situ.
Tumor limitado a las cuerdas vocales con movilidad normal.
Puede involucrar comisura anterior o posterior.

T1a: Tumor limitado a una cuerda vocal.

T1b: Tumor que involucra ambas cuerdas vocales.
Tumor que se extiende a la supraglotis y/o subglotis,

asociado a alteracidon de la movilidad de las cuerdas vocales.
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T (Tumor primario) Extension

T3 Tumor limitado a la laringe con fijacién de las cuerdas

vocales y/o invasion del espacio paragldtico y/o corteza

interna del cartilago tiroideo.

Tumor moderadamente avanzado o muy avanzado.
T4a: Enfermedad local moderadamente avanzada. El
tumor invade a través de la corteza externa del
cartilago tiroides y/o invade tejidos mas alla de la
laringe, por ejemplo: traquea, tejidos blandos del
cuello, musculos extrinsecos profundos de la lengua,
glandula tiroides o eséfago.
T4b: Enfermedad local muy avanzada. El tumor
invade espacio prevertebral, recubre la arteria

caroétida o invade estructuras mediastinicas.

Tabla 2. Clasificacion TNM de la AJCC para la localizacién del tumor en glotis.

Subglotis

Esta delimitado desde la unidn del epitelio escamoso y respiratorio en la superficie de la
cuerda vocal (5mm por debajo del borde libre de la cuerda vocal verdadera) al borde

inferior del cartilago cricoides. La Tabla 3 muestra su clasificacién segun la AJCC.
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T (Tumor primario)

Extension
Tumor primario que no puede ser evaluado.
Carcinoma in situ.
Tumor limitado a la subglotis.
Tumo que se extiende a una o ambas cuerdas vocales con
movilidad conservada o deficiente.
Tumor limitado a la laringe con fijacién de las cuerdas
vocales y/o invasion del espacio paraglotico y/o corteza

interna del cartilago tiroideo.

Tumor moderadamente avanzado o muy avanzado.

T4a: Enfermedad local moderadamente
avanzada. El tumor invade a través de la corteza
externa del cartilago tiroides y/o invade tejidos
mas alld de la laringe, por ejemplo: traquea,
tejidos blandos del cuello, musculos extrinsecos
profundos de la lengua, glandula tiroides o
esofago.

T4b: Enfermedad local muy avanzada. El tumor
invade espacio prevertebral, recubre la arteria

carotida o invade estructuras mediastinicas.
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Tabla 3. Clasificacién TNM de la AJCC para la localizacion del tumor en subglotis.

Ganglios Linfaticos Regionales (N)

La region de la cabezay cuello contiene el 30 % de todos los ganglios linfaticos del cuerpo.
Se han propuesto varias formas de esquematizar la compleja anatomia de los linfaticos
del cuello por las diferentes escuelas clasicas de anatomia. Las diferencias que ofrecen
las diferentes clasificaciones no son banales, dada la importancia que en nuestra

especialidad tiene la cirugia y el comportamiento oncoldgico de los ganglios cervicales.

Esta descripcion de la red linfatica del cuello reparte los ganglios de la cabeza y el cuello
en seis grupos. Comprende una red superficial que drena la piel de cabezay cuello, y otra
profunda que drena la mucosa de la via aerodigestiva superior, laringe y tiroides. El

sistema linfatico de cabeza y cuello se agrupa en grupos linfaticos ganglionares:

e Circulo ganglionar pericervical.

e (Cadena yugular anterior.

e Cadena yugular externa.

e Grupo lateral profundo del cuello.

e Grupo cervical profundo yuxtavisceral.
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Segun la afectacidn de cada uno de los grupos linfaticos ganglionares y del tamafio de los

mismos la AJCC ha clasificado en 2 grandes grupos segun el diagnostico clinica y por

anatomia patoldgica, juntos con 5 subgrupos en cada uno de ellos, como se puede ver la

Tabla 4y 5.

Clinica (cN) Extension

Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser
evaluados.

No existe metdstasis en los ganglios linfaticos
regionales.

Metdstasis en un ganglio linfatico ipsilateral al tumor,
de 3 cm o menosy ENE (-).

N2a: Metdstasis en un solo nodo ipsilateral >3 cm < 6
cmy ENE (-).

N2b: Metdstasis en multiples ganglios linfaticos
ipsilaterales, todos < 6 cm y ENE (-).

N2c: Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o
contralaterales, todos < 6 cm y ENE (-).

N3a: Metdstasis en un ganglio linfatico > 6 cm y ENE (-

N3b: Metastasis en cualquier ganglio linfatico con ENE

(+) clinicamente.
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Tabla 4. Clasificacién TNM de la AJCC para ganglios linfaticos cervicales de acuerdo a la

clinica.

Patoldgico (pN) Extensidn

Nx Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser
evaluados.

No existe metdstasis en los ganglios linfaticos
regionales.

Metastasis en un ganglio linfatico ipsilateral al tumor,
de 3 cm o menosy ENE (-).

N2a: Metdstasis en un ganglio linfatico ipsilateral al
tumor, de 3 cm o menos y ENE (+), o metdstasis en un
solo nodo ipsilateral >3 cm < 6 cm y ENE (-).

N2b: Metdstasis en multiples ganglios linfaticos
ipsilaterales, todos < 6 cm y ENE (-).

N2c: Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o
contralaterales, todos < 6 cm y ENE (-).

N3a: Metdstasis en un ganglio linfatico > 6 cm y ENE (-
).

N3b: Metastasis de un ganglio linfatico ipsilateral >3 cm
y ENE (+); o metdstasis a multiples ganglios linfaticos
ipsilaterales, contralaterales o bilaterales, cualquiera
con ENE (+); o un solo ganglio contralateral de cualquier

tamafio y ENE (+).
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Tabla 5. Clasificacién TNM de la AJCC para ganglios linfaticos cervicales de acuerdo con

el resultado de la anatomia patoldgica.

Metastasis a Distancia (M)
Se considera metastasis cuando existe diseminacion de células cancerosas desde el lugar
donde se formd el cancer por primera vez hasta otra parte del cuerpo. La metastasis se
presenta cuando las células cancerosas se desprenden del tumor original (primario),
viajan por el cuerpo a través de la sangre o el sistema linfatico y forman un tumor nuevo

en otros drganos o tejidos. El nuevo tumor metastdsico es el mismo tipo de cancer que

el tumor primario (Tabla 6).

Metastasis Extension

No existe metastasis a distancia.

Existe metastasis a distancia.

Tabla 6. Clasificacion TNM de la AJCC para la presencia de metastasis a distancia.

Estadificacion del Cancer Laringeo

La estadificaciéon define la extension del cancer, teniendo en cuenta por ejemplo el
tamafo del tumor y si se disemind. Tener clara la estadificacion del cancer ayuda a
entender la gravedad de este y las probabilidades de supervivencia, planificar el mejor

tratamiento e identificar estudios clinicos que podrian ser opciones de tratamiento. La
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estadificacion del cancer de laringe dada por la American Cancer Society (ACS) segun su

localizacion se muestra en las Tablas 7, 8 y 9.

El cancer siempre lleva el nombre del estadio en el momento del diagndstico, aunque
luego empeore o se disemine. La informacion sobre los cambios en el cadncer que ocurren
con el tiempo se afiade a la estadificacidn inicial. Es decir, aunque cambie el cancer, el

estadio no cambia.

Supraglético

ESTADIO TNM SIGNIFICADO
Tis El tumor esta presente en la capa superficial de las
NO células que recubren la laringe y no han crecido hacia
0 MO profundidad.

En esta etapa el tumor audn no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000046450&version=Patient&language=es
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ESTADIO TNM

T1

NO

MO

T2

NO

MO

T3

NO

MO

1 T1aT3

N1

SIGNIFICADO
El tumor ha crecido mas profundamente, se encuentra
solo en una region de la supraglotis y las cuerdas vocales

se mueves normalmente.

En esta etapa el tumor adn no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).

El tumor ha crecido mas profundamente, se ha
extendido a mas de una regién de supraglotis y/o glotis y

las cuerdas vocales aln se mueven normalmente.

En esta etapa el tumor aln no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).

El tumor ha crecido solo en la laringe, sin embargo, ha
hecho que alguna cuerda vocal deje de moverse, o el
tumor ha crecido en alguna area adyacente como area
post-cricoidea, espacio paragldtico, tejidos pre-
epigloticos o la parte interna del cartilago tiroideo (T3).

En esta etapa el tumor aldn no se ha propagado a ganglios
linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).
El tumor podria haber crecido o no en estructuras justo

afuera de la laringe, de igual manera, podria haber
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ESTADIO

TNM

MO

T4a

NOo N1

MO

SIGNIFICADO

afectado la movilidad de una cuerda vocal. El tumor
puede haber afectado un solo ganglio linfatico cervical
ipsilateral a donde se encuentra el tumor, no midiendo

este mas de 3 centimetros (cm) de ancho.

En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a

regiones distantes del cuerpo (MO).

El tumor ha crecido a través del cartilago tiroideo y/o se
ha extendido a tejidos mas alld de la laringe como
glandula tiroides, traquea, esdfago, musculos de la

lengua o del cuello.

Esta etapa también es conocida como Enfermedad local

moderadamente avanzada.

El cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos
adyacente, o puede haberlo hecho, afectado un solo
ganglio linfatico cervical ipsilateral a donde se encuentra
el tumor, no midiendo este mas de 3 centimetros (cm)
de ancho. En esta etapa el tumor aln no se ha propagado

a regiones distantes del cuerpo (MO).
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ESTADIO

IVA

TNM

T1-T4a

N2

MO

SIGNIFICADO

El tumor ha crecido a través del cartilago tiroideo y/o se
ha extendido a tejidos mas alld de la laringe como
glandula tiroides, traquea, esodfago, musculos de la
lengua o del cuello. De igual manera, podria haber

afectado una cuerda vocal.

El tumor es N2:

El tumor puede haber afectado un solo ganglio linfatico
cervical ipsilateral a donde se encuentra el tumor,

midiendo mas de 3 cm, pero menos de 6 cm.

El tumor ha afectado mas de un ganglio linfatico cervical
ipsilateral a donde se encuentra el tumor, no midiendo

ninguno de estos mas de 6 cm de ancho.

El tumor ha afectado al menos un ganglio linfatico
contralateral al tumor, ninguno de los cuales mide mas

de 6 cm de ancho.

En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a

regiones distantes del cuerpo (MO).
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ESTADIO TNM
T4b
Cualquier N

MO

Cualquier T
N3

IVB
MO

Cualquier T
Cualquier N
M1

IVC

SIGNIFICADO
El tumor ha crecido en la zona frente a la columna
vertebral a nivel cervical, alrededor de |a arteria cardtida

o hacia abajo en el espacio entre los pulmones.

Esta etapa se conoce también como Enfermedad local

muy avanzada.

El tumor puede haberse diseminado a ganglios linfaticos
adyacentes, sin invadir regiones distantes del cuerpo.
El tumor puede haber crecido a estructuras fuera de la

laringe y podria haber afectado a una cuerda vocal.

El cancer ha infiltrado, al menos, un ganglio linfatico que
mide mas de 6 cm o ha infiltrado un ganglio linfatico y
luego ha crecido fuera del mismo. No se ha propagado a

partes distales del cuerpo.

El tumor puede haber crecido a estructuras fuera de la

laringe y podria haber afectado a una cuerda vocal.
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ESTADIO TNM SIGNIFICADO
El cancer puede haber infiltrado a los ganglios linfaticos
adyacentes. El tumo se ha diseminado a partes distantes

del cuerpo.

Tabla 7. Clasificacion del estadiaje del cancer de laringe a nivel de supraglotis segun la

ACS.
Glético
ESTADIO TNM SIGNIFICADO
Tis El tumor esta presente en la capa superficial de las
NO células que recubren la laringe y no han crecido hacia
MO profundidad.
0 En esta etapa el tumor aln no se ha propagado a ganglios
linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).
T1 El tumor ha crecido mas profundamente, se encuentra
NO solo en las cuerdas vocales, y estas se mueves

MO normalmente.
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ESTADIO

TNM

T2

NO

MO

T3

NO

MO

T1aT3

N1

MO

SIGNIFICADO
En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).

El tumor ha crecido en la supraglotis o subglotis y/o las

cuerdas vocales no se mueven con normalidad (paresia).

En esta etapa el tumor adn no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).

El tumor ha crecido solo en la laringe, sin embargo, ha
hecho que alguna cuerda vocal deje de moverse, o el
tumor ha crecido en alguna area adyacente como area
post-cricoidea, espacio paragldtico, tejidos pre-
epigloticos o la parte interna del cartilago tiroideo (T3).

En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a ganglios
linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO).
El tumor podria haber crecido o no en estructuras justo
afuera de la laringe, de igual manera, podria haber

afectado la movilidad de una cuerda vocal.

El tumor puede haber afectado un solo ganglio linfatico
cervical ipsilateral a donde se encuentra el tumor, no

midiendo este mas de 3 centimetros (cm) de ancho. En
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ESTADIO

1

TNM

T4a

NOo N1

MO

T1-T4a

N2

MO

SIGNIFICADO
esta etapa el tumor aln no se ha propagado a regiones

distantes del cuerpo (MO).

El tumor ha crecido a través del cartilago tiroideo y/o se
ha extendido a tejidos mas alla de la laringe como
glandula tiroides, traquea, esdfago, musculos de la

lengua o del cuello.

Esta etapa también es conocida como Enfermedad local

moderadamente avanzada.

El cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos
adyacente, o puede haberlo hecho, afectado un solo
ganglio linfatico cervical ipsilateral a donde se encuentra
el tumor, no midiendo este mas de 3 centimetros (cm)
de ancho. En esta etapa el tumor adn no se ha propagado

a regiones distantes del cuerpo (MO).

El tumor ha crecido a través del cartilago tiroideo y/o se
ha extendido a tejidos mas alld de la laringe como

glandula tiroides, traquea, esofago, musculos de la
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ESTADIO

IVA

TNM

SIGNIFICADO
lengua o del cuello. De igual manera, podria haber

afectado una cuerda vocal.

El tumor es N2:

El tumor puede haber afectado un solo ganglio linfatico
cervical ipsilateral a donde se encuentra el tumor,

midiendo mds de 3 cm, pero menos de 6 cm.

El tumor ha afectado mds de un ganglio linfatico cervical
ipsilateral a donde se encuentra el tumor, no midiendo

ninguno de estos mas de 6 cm de ancho.

El tumor ha afectado al menos un ganglio linfatico
contralateral al tumor, ninguno de los cuales mide mas

de 6 cm de ancho.

En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a

regiones distantes del cuerpo (MO).
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ESTADIO TNM
T4b

Cualquier N

MO

Cualquier T
N3

IVB
MO

Cualquier T
Cualquier N
M1

IVC

SIGNIFICADO
El tumor ha crecido en la zona frente a la columna
vertebral a nivel cervical, alrededor de |a arteria cardtida

o hacia abajo en el espacio entre los pulmones.

Esta etapa se conoce también como Enfermedad local

muy avanzada.

El tumor puede haberse diseminado a ganglios linfaticos

adyacentes, sin invadir regiones distantes del cuerpo.

El tumor puede haber crecido a estructuras fuera de la

laringe y podria haber afectado a una cuerda vocal.

El cancer ha infiltrado, al menos, un ganglio linfatico que
mide mas de 6 cm o ha infiltrado un ganglio linfatico y
luego ha crecido fuera del mismo. No se ha propagado a

partes distales del cuerpo.

El tumor puede haber crecido a estructuras fuera de la

laringe y podria haber afectado a una cuerda vocal.
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ESTADIO TNM SIGNIFICADO
El cancer puede haber infiltrado a los ganglios linfaticos
adyacentes. El tumo se ha diseminado a partes distantes

del cuerpo.

Tabla 8. Clasificacién del estadiaje del cancer de laringe a nivel de glotis segun la ACS.

Subglético
ESTADIO TNM SIGNIFICADO
Tis El tumor esta presente en la capa superficial de las
NO células que recubren la laringe y no han crecido hacia
MO profundidad.
0 En esta etapa el tumor aln no se ha propagado a ganglios
linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO).
T1 El tumor ha crecido mas profundamente, se encuentra
NO solo la subglotis.
MO

En esta etapa el tumor aln no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO).
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ESTADIO TNM

T2

NO

MO

T3

NO

MO

T1aT3

N1

MO

I

SIGNIFICADO
El tumor ha crecido hacia las cuerdas vocales, las cuales

puede o no moverse con normalidad (paresia).

En esta etapa el tumor aln no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO0).

El tumor ha crecido solo en la laringe, sin embargo, ha
hecho que alguna cuerda vocal deje de moverse, o el
tumor ha crecido en alguna area adyacente como area
post-cricoidea, espacio paragldtico, tejidos pre-
epigloticos o la parte interna del cartilago tiroideo (T3).

En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a ganglios

linfaticos locales (NO) o partes distantes del cuerpo (MO).

El tumor podria haber crecido o no en estructuras justo
afuera de la laringe, de igual manera, podria haber

afectado la movilidad de una cuerda vocal.

El tumor puede haber afectado un solo ganglio linfatico
cervical ipsilateral a donde se encuentra el tumor, no

midiendo este mas de 3 centimetros (cm) de ancho. En
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ESTADIO

TNM

T4a

NOo N1

MO

T1-T4a

N2

MO

SIGNIFICADO
esta etapa el tumor aln no se ha propagado a regiones

distantes del cuerpo (MO).

El tumor ha crecido a través del cartilago tiroideo y/o se
ha extendido a tejidos mas alla de la laringe como
glandula tiroides, traquea, esdfago, musculos de la

lengua o del cuello.

Esta etapa también es conocida como Enfermedad local

moderadamente avanzada.

El cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos
adyacente, o puede haberlo hecho, afectado un solo
ganglio linfatico cervical ipsilateral a donde se encuentra
el tumor, no midiendo este mas de 3 centimetros (cm)
de ancho. En esta etapa el tumor adn no se ha propagado

a regiones distantes del cuerpo (MO).

El tumor ha crecido a través del cartilago tiroideo y/o se
ha extendido a tejidos mas alld de la laringe como

glandula tiroides, traquea, esofago, musculos de la
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ESTADIO

IVA

TNM

SIGNIFICADO
lengua o del cuello. De igual manera, podria haber

afectado una cuerda vocal.

El tumor es N2:

El tumor puede haber afectado un solo ganglio linfatico
cervical ipsilateral a donde se encuentra el tumor,

midiendo mds de 3 cm, pero menos de 6 cm.

El tumor ha afectado mds de un ganglio linfatico cervical
ipsilateral a donde se encuentra el tumor, no midiendo

ninguno de estos mas de 6 cm de ancho.

El tumor ha afectado al menos un ganglio linfatico
contralateral al tumor, ninguno de los cuales mide mas

de 6 cm de ancho.

En esta etapa el tumor aun no se ha propagado a

regiones distantes del cuerpo (MO).
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ESTADIO TNM
T4b
Cualquier N

MO

Cualquier T
N3

IVB
MO

Cualquier T
Cualquier N
M1

IVC

SIGNIFICADO
El tumor ha crecido en la zona frente a la columna
vertebral a nivel cervical, alrededor de |a arteria cardtida

o hacia abajo en el espacio entre los pulmones.

Esta etapa se conoce también como Enfermedad local

muy avanzada.

El tumor puede haberse diseminado a ganglios linfaticos

adyacentes, sin invadir regiones distantes del cuerpo.

El tumor puede haber crecido a estructuras fuera de la

laringe y podria haber afectado a una cuerda vocal.

El cancer ha infiltrado, al menos, un ganglio linfatico que
mide mas de 6 cm o ha infiltrado un ganglio linfatico y
luego ha crecido fuera del mismo. No se ha propagado a

partes distales del cuerpo.

El tumor puede haber crecido a estructuras fuera de la

laringe y podria haber afectado a una cuerda vocal.
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ESTADIO TNM SIGNIFICADO
El cancer puede haber infiltrado a los ganglios linfaticos
adyacentes. El tumo se ha diseminado a partes distantes

del cuerpo.

Tabla 9. Clasificacién del estadiaje del cancer de laringe a nivel de subglotis segun la

ACS.

Tratamiento

El tratamiento del cancer de laringe se basa en el estadio tumoral respaldado en el
sistema TNM, la region anatomica afectada, la experiencia del centro hospitalario y la
preferencia del paciente. La evaluacion multidisciplinar de los pacientes es fundamental
en el momento de escoger el tratamiento adecuado. Siempre se debe tener en cuenta
gue los principales objetivos del tratamiento son la reseccion o resolucién del tumor con
la menos morbilidad posible, la preservacién y/o restauracién de la funcién del 6rgano, y

la mejoria en la calidad de vida del paciente (Gil & Fliss, 2009).

Aproximadamente el 30 — 40% de los pacientes se diagnostican en estados precoces,
tumores localizados sin metastasis ganglionares ni a distancia, Tis, Tla, T1lb, 2NOMO
(Snow, 2020). La cirugia robdtica para cancer orofaringeo vy la cirugia microscopica laser
para otras localizaciones son el pilar del tratamiento, siendo equivalente a la radioterapia,

ambas con intencion curativa, con una tasa de control local del 80 — 100%, sin embargo,
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el tratamiento inicial con cirugia deja abierta la puerta para otros tratamientos en caso
de recurrencias (Fernandez-Fernandez et al., 2016). Cuando se quiere realizar una cirugia
conservadora en estadio precoz de la enfermedad se debe tener dos principios basicos:
preservar el cartilago cricoides para mantener la integridad, y preservar un complejo
crico-aritenoideo (aritenoides, cricoides y complejo neuromuscular correspondiente)

para mantener la seguridad de la via aérea (Brizel et al., 2018; Steuer et al., 2017).

Las técnicas quirdrgicas utilizadas en el manejo de los tumores de laringe e hipofaringe
han evolucionado en las ultimas 3 décadas con la creciente aplicacion de la cirugia
transoral. Las cirugias parciales abiertas ahora rara vez estan indicados. La microcirugia
transoral con laser de CO; es la técnica endoscépica mas comun, pero también se ha
utilizado la cirugia transoral robdtica (TORS) para lesiones gldticas y supragléticas. La
cirugia de conservacion transoral es atil para tumores T1, T2 y T3 y T4 altamente

seleccionados (Baird et al., 2018; McMullen & Smith, 2015).

Las técnicas transorales tienen muchos beneficios sobre los procedimientos laringeos
conservadores abiertos y la RT. Algunos de los beneficios de la microcirugia transoral con
laser de CO; se basan en que reduce significativamente la necesidad de tragueotomia, la
colocacion de un tubo de alimentacion, la duracién de la estancia hospitalaria y la tasa de
fistulas faringocutaneas posoperatorias en comparacién con la reseccion abierta. Sin
embargo, no en todos los pacientes es el abordaje de eleccidn. Los pacientes que no son
candidatos a esta técnica son los que presentan tumores con invasion de cartilago,

grandes tumores que requieren una reseccion amplia que conlleva a aspiracion,
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compromiso aritenoidea bilateral, dificil visualizacién intraoperatoria del tumor,
extension directa en los tejidos blandos del cuello, extensién a base de lengua,
hipofaringe o subglotis y pacientes con pobre funcién pulmonar (McMullen & Smith,

2015).

Cirugia Transoral

La cirugia transoral de tumores de glotis usualmente presentan muy buenos resultados
oncolodgicos y funcionales para los canceres de glotis Tis, T1 y T2 (Figura 9). Los estudios
muestran cada vez mas que, en manos experimentadas, los resultados de esta técnica
son comparables con la radioterapia, de hecho, pueden ser superiores, con el beneficio
adicional de la capacidad de reservar la radioterapia para la enfermedad locorregional
recurrente. La calidad vocal después de la reseccién con laser se ha visto que no es
diferente al resultado con el tratamiento de radioterapia. Se pueden implementar
diferentes técnicas dentro de la cirugia con laser CO;, dependiente de la necesidad de
reseccién se pueden realizar cordectomias mas o menos amplias, como lo detalla la Tabla

10. (Han & Sumer, 2021).
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Figura 9. a) Tumor T1 gldtico. b) Reseccidn transoral con laser COx.

Cordectomia Reseccion del epitelio de la cuerda vocal, a
subepitelial través de la capa superficial de la [dmina
propia.
Cordectomia Reseccion del epitelio, espacio de Reinke y
subligamentaria ligamento vocal.
Cordectomia Reseccion del epitelio, lamina propia y parte
transmuscular del musculo vocal.
Cordectomia total o Reseccion de la cuerda vocal desde el proceso
completa vocal hasta la comisura anterior y el

pericondrio interno del cartilago tiroides.
Cordectomia extendida Tipo IV + un segmento de la cuerda vocal
a la cuerda vocal contralateral a lo largo del cartilago a la altura

contralateral de la comisura anterior, resecando el
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ligamento de Broyle.
Cordectomia extendida  En los casos donde el tumor infiltra el proceso
abarcando el vocal y un poco de aritenoides, la reseccion
aritenoides puede incluir el cartilago hasta la mucosa
posterior del aritenoides.
Cordectomia extendida  Para lesiones que se extienden al ventriculo o
a ventriculo laringeo tumores transgloéticos, la reseccién incluye la
tipo IV, ventriculo laringeo y ventriculo de
Morgagni hasta toda la cuerva vocal en su
porcion inferior.
Cordectomia extendida  Reseccion se extiende a 1 cm por debajo de la

a subglotis glotis con exposicién del cartilago cricoides.

Tabla 10. Clasificacion de cordectomias para la reseccién transoral de carcinomas

gléticos de acuerdo con la Sociedad Europea de Laringologia.

La Sociedad Europea de Laringologia ha incluido una clasificacién sistematica para la
cirugia de laringectomia endoscopica supragldtica basada principalmente en la
localizacién y la extensién de la reseccion (Tabla 11). El tratamiento adyuvante con
radioterapia postoperatoria en la zona del tumor primario puede ser una alternativa,
aunque se debe intentar evitar. Para los tumores supragldticos la cirugia endoscdpica con

l[dser CO, ha mostrado unos resultados oncolégicos con preservacion de érgano mejor
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que la radioterapia (Figura 10) (Baird et al., 2018; McMullen & Smith, 2015).

Procedimiento Detalles
Escision limitada Para lesiones pequefias y superficiales
Reseccion del espacio pre-  Reseccion de la mitad de la epiglotis supra
epigldtico hioidea (Ila) o epiglotectomia total (llb) para
lesiones en la cara laringea de la epiglotis.
Laringectomia supraglotica Reseccion de epiglotis y espacio pre-
+ Reseccion del espacio epiglético a lo largo de la ldmina interna del
pre-epigldtico cartilago tiroides (Illa). Para tumores de
epiglotis infrahioidea se incluye el tejido
superior del ventriculo laringeo (llIb).
Laringectomia supragldtica  Reseccion del repliegue ariteno-epiglético,
lateral repliegue faringeo-epiglotico, borde libre de
la epiglotis con el aritenoides (IVb) o sin él

(IVa).

Tabla 11. Clasificacién de los procedimientos transorales para el carcinoma supraglético

segun la Sociedad Europea de Laringologia.
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Figura 10. a) Tumoracion supragldtica. b) Reseccion transoral con laser CO..

Se han aplicado técnicas transorales similares para seleccionar tumores de hipofaringe
con resultados oncoldgicos y funcionales aceptables. Las lesiones limitadas del seno
piriforme y de las paredes faringeas son particularmente susceptibles de cirugia
microscopica laser o TORS. No se deben realizar procedimientos de conservacion para
lesiones que involucren el vértice del seno piriforme profundo o que invadan el espacio

retrocricoideo (Han & Sumer, 2021).

Cirugia abierta

La cirugia de conservacion abierta para los tumores de laringe ha sido reemplazada en
gran medida por técnicas transorales. Casi siempre se requiere una tragueotomia
temporal y una sonda de alimentacién para estos procedimientos. Las indicaciones y
contraindicaciones de las cirugias abiertas de conservacién de laringe son similares a las
de las técnicas de conservacion endoscopicas. Los procedimientos parciales abiertos se

pueden considerar cuidadosamente como una alternativa a la radioterapia o la
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laringectomia total en canceres gloticos o supragldticos seleccionados. Los
procedimientos abiertos de preservacién de drganos también son factibles para ciertos
canceres de hipofaringe a través de un abordaje de faringotomia suprahioidea,

faringotomia lateral o laringectomia parcial supraglética extendida (Han & Sumer, 2021).

Los tumores gléticos se pueden resecar a través de laringofisura simple con cordectomia
(Figura 11) o laringectomia parcial vertical (Figura 12), donde se aborda la endolaringe a

través de una incision vertical en la linea media en la comisura anterior.

Figura 11. Cordectomia simple por laringofisura.
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Figura 12. Laringectomia parcial vertical.

Para realiza la reseccién de un tumor supragldtico por medio de cirugia abierta se debe
realizar una laringectomia parcial horizontal, para la cual se accede a la endolaringe a
través de una incisién horizontal en el cartilago tiroides que permite la extirpacion parcial
de las estructuras supragléticas (Figura 13) (Han & Sumer, 2021). Si el tumor tiene una
extension inferior significativa, se requiere una laringectomia supracricoidea. La
laringectomia supracricoidea con crico-hioido-epiglotopexia (LSC-CHEP) esta indicada en
tumores supragloticos y transgléticos mas extensos. LSC-CHEP implica la reseccién de
todo el cartilago tiroides y su contenido, la epiglotis, un complejo aritenoides, el espacio
paraglético y el espacio preepigldtico, dejando intactos el cricoides, el hioides y un

complejo aritenoides (Figura 14) (McMullen & Smith, 2015).
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Figura 13. Laringectomia parcial horizontal
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Figura 14. Laringectomia supracricoidea con crico-hioido-epiglotopexia

Las complicaciones de los procedimientos laringeos parciales abiertos incluyen sangrado,
infeccion, formacién de fistulas faringocutaneas, disfonia grave, dependencia de
traqueotomia y aspiracién cronica. La disfagia severa y la aspiracién ocurren en muchos

pacientes.

La laringectomia total (LT) sigue siendo el pilar del tratamiento de los tumores laringeos
e hipofaringeos avanzados. Después de la LT, la mayoria de los pacientes seguiran
necesitando terapia adyuvante. La LT es apropiada para pacientes con aspiracion grave,
compromiso de las vias respiratorias, destruccién del cartilago tiroides, diseminacién
extralaringea, compromiso de la comisura posterior, compromiso del complejo
aritenoides bilateral y extensidn significativa superior o inferior que afecta la base de la

lengua, la subglotis o el cartilago cricoides (Forastiere et al., 2018)(McMullen & Smith,
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2015).

En estados localmente avanzados (T3-4N1-3MO) que se ven en el 60% de los pacientes al
momento del diagndstico, se debe emplear una combinacidén de radioquimioterapia
(RT/QT) con cisplatino o bien RT/QT junto con laringectomia en casos muy avanzados que
no permita la preservacion de érgano (Brockstein et al., 2019; Koroulakis A, 2021; Snow,

2020).

Para la rehabilitacidn vocal, la puncion traqueoesofagica para el habla traqueoesofagica
a través de protesis fonatoria se puede realizar en el momento de la cirugia primaria o
como un procedimiento secundario. Otra opcidn es el tratamiento logopédico para la

realizacion de erigmofonia.

Tratamiento del Cuello

El tratamiento cuello depende tanto de la localizacién del tumor primario como de la
clasificacion N segun la afectacion de los ganglios linfaticos. Esto es importante para el
pronodstico vy el tratamiento. El reporte de la tasa de falsos negativos en el intento de
identificar presencia o ausencia de ganglios linfaticos metastasicos por medio de la
palpacion es del 20-51%. Existe evidencia amplia que incluso los procedimientos
radiolégicos mas avanzados y sensibles pueden ser incapaces de mostrar
micrometastasis del tumor en el tiempo preoperatorio. Debido a que los cambios de la
infiltracion del tumor en los ganglios pueden ser minima, sin mostrar cambios en el

tamafio, morfologia macroscdpica o consistencia. Incluso en el momento del estudio de
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anatomia patoldgica donde se define un ganglio como libre de tumor, puede no estar
libre de metdstasis ocultas, esto debido a que se localiza en otro nivel del ganglio

estudiado o raramente pasado por alto por el patélogo (Ferlito et al., 2000).

Los pacientes que presentan cuello clinicamente negativo precisan un tratamiento que
se debe basar en el contexto del tamafio, lugar, fenotipo y plan de tratamiento para el
tumor primario. El papel del tratamiento electivo del cuello estd aun muy controvertido,
dentro de esto se puede incluir la diseccion cervical, radioterapia, observacién con
posterior cirugia de rescate en caso de aparecer metastasis claras, o examen
intraoperatorio del ganglio centinela con la reseccién inmediata en caso de ser positivo

(Ferlito et al., 2000).

La cirugia cervical electiva se refiere a la reseccidon de los ganglios linfaticos cervicales en
ausencia de metastasis diagnosticada, por medio del vaciamiento cervical radical,
modificado, selectivo (3 areas cervicales) o limitado (no mas de 2 areas cervicales). La
cirugia cervical electiva es recomendada en pacientes NO con tumores supragloticos T2
— T4, gléticos T3 — T4, subgldticos T3 — T4 y pacientes con recurrencia de tumor
supraglético o tumor avanzado de glotis tratado previamente con radioterapia y que

precisen cirugia de rescate con laringectomia (Brockstein et al., 2019; Steuer et al., 2017).

Un tratamiento alternativo a la cirugia cervical electiva o coadyuvante es la radioterapia.
Irradiacion primaria para el tratamiento electivo del cuello ha demostrado una

efectividad similar al tratamiento quirdrgico. La diseccion electiva del cuello proporciona
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informacion importante con fines prondsticos y decisiones terapéuticas, al establecer la
presencia, el nimero, la ubicacion y la naturaleza de las metdstasis ocultas en los ganglios
linfaticos. Sin embargo, el uso de irradiacion primaria para tratar a estos pacientes hace
gue sea imposible establecer si hubo metastasis en los ganglios linfaticos tratados y, por
lo tanto, dificulta comparar la eficacia de la diseccion electiva del cuello versus la
irradiacion electiva del cuello. Otra desventaja de la irradiacién es que el tratamiento
quirurgico conserva la capacidad de emplear radioterapia subsiguiente para segundos
tumores primarios, que se desarrollan en el 11-19 % de los pacientes con cancer de
laringe, mds a menudo dentro de los primeros 5 afios después tratamiento (Ferlito et al.,

2000).

Actualmente el vaciamiento cervical radical no estd indicado cuando se trata de cirugia
cervical electiva, a menos que el cirujano rechace el procedimiento o carezca de
experiencia en su realizacion. El procedimiento de eleccién para la cirugia electiva es el
vaciamiento cervical funcional que comprende los niveles Il, Ill, IV (Figura 15) y conserva
el musculo esternocleidomastoideo, la vena yugular interna, el nervio espinal accesorio

y la glandula submandibular.
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Figura 15. Areas anatémicas del cuello.

Los pacientes que presentan ganglios positivos (N+) requiere de tratamiento definitivo,
ya sea por diseccidn cervical quirdrgica o tratamiento con RT/QT (Svider et al., 2017). El
vaciamiento cervical radical, funcional o selectivo puede emplearse segln la extension y
la ubicacion de la enfermedad metastasica. La diseccién de los ganglios en el nivel VI es
una caracteristica importante de la diseccidn del cuello para el tratamiento del tumor
primario que puede metastatizar en esta region. Dado que el objetivo de la diseccion del
cuello es extirpar toda la enfermedad ganglionar metastasica clinicamente evidente y los
grupos ganglionares con mayor riesgo, pueden estar indicadas modificaciones
conservadoras del vaciamiento cervical. Hay poca evidencia para apoyar la disecciéon de
rutina de los niveles | y V en el cancer de laringe N1 porque la participacion de los ganglios

linfaticos en estos niveles es practicamente inexistente (Ferlito et al., 2000).
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El tratamiento adyuvante puede mejorar los resultados en el tratamiento de pacientes
con enfermedad del cuello en etapa avanzada, independientemente del tipo de diseccién
del cuello empleada. El valor de la radiacion adyuvante en el posoperatorio para
pacientes con cuello patolégicamente positivo es controvertido. La diseminacion
extracapsular macroscopica de la enfermedad de los ganglios linfaticos cervicales es el
factor prondstico adverso independiente mas significativo, y los pacientes con
diseminacion extracapsular en sus muestras de cuello tienen la incidencia mas alta de
recurrencia regional, asi como de metastasis a distancia. La irradiaciéon postoperatoria
quizds sea mejor emplearla selectivamente en pacientes con diseminacién

extraganglionar de la enfermedad (Ferlito et al., 2000).

Prondstico

Por ultimo, el prondstico del cancer de laringe esta determinado fundamentalmente por
el estadio TNM, invasion linfatica, invasién vascular, la edad y estado funcional del
paciente. Los tumores asociados a VPH presentan un mejor pronéstico debido a la buena
respuesta que presentan ante el tratamiento de RT/QT y el estado clinico de los pacientes
gue presentan menos comorbilidades asociadas (Gil & Fliss, 2009; Snow, 2020). La mayor
parte de los tumores se diagnostican en estadios Il y IV debido a la presentacion tardia
de sintomas y la rapida diseminacion linfatica en algunos de ellos que afectan
desfavorablemente el prondstico (Nocini et al, 2020). A pesar de no mejorar
significativamente las cifras de supervivencia, el desarrollo de nuevas técnicas
terapéuticas como la laringectomia total transoral ultrasénica (TL-TOUSS), ha permitido

una disminucion en la morbilidad de la cirugia y proporcionar una recuperacion funcional
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mayor (Fernandez-Fernandez et al., 2016). Los pacientes con tumores de cabezay cuello
tienen un riesgo del 4% de desarrollar un segundo tumor primario, incluso después de

una remision completa(Gil & Fliss, 2009).
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Microbiota: Generalidades

La microbiota humano se define como la agrupacion de microorganismos constituidos
por bacterias, virus y demas eucariotas que se comportan como un érgano funcional en
el ser humano y coexisten con el mismo. (Baquero & Nombela, 2012; H. Gong, Shi, et al.,
2017; H. Gong, Wang, et al,, 2017; H. L. Gong et al., 2013; Su, 2017; Zaura et al., 2009).
Estos microrganismos colonizan de manera fisioldgica formando una flora microbiana
comensal, dentro de la que factores fisiolégicos como la temperatura, presencia de
nutrientes, humedad, entre otras; favorecen el desarrollo de una comunidad diferente
dependiendo del ambiente en que se encuentre, diganse cavidad oral, respiratoria,
gastrointestinal, piel, vaginal o urogenital (Su, 2017; Zaura et al., 2009). La formacién de
la microbiota se realiza durante los 3 primeros afios de vida, evidenciado una gran
variacion interpersonal en la composicion de las especies bacterianas que componen un
habitat. La estructura de las comunidades bacterianas puede variar significativamente

entre los diferentes habitats del cuerpo humano (Gonzalez et al., 2011).

Dentro de las funciones mas caracteristicas de la microbiota se encuentran la digestion
de alimentos, sintesis de nutrientes y prevencién de enfermedades, ya que junto con el
sistema inmunoldgico, hace frente a patdogenos externos (Su, 2017). El microbioma se
considera como un genoma en constante interaccién con el medio ambiente, por ello,
una alteracién en su composicion o funcionamiento, también llamada disbiosis, cumple
un papel fundamental en el estado de salud y enfermedad del organismo (Baquero &

Nombela, 2012; Su, 2017). Se ha relacionado con enfermedades como intestino irritable,
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autismo, obesidad o sindrome metabdlico, desnutricién, depresion, enfermedades
autoinmunes y enfermedades neurodegenerativas (Baquero & Nombela, 2012; H. Gong,
Shi, et al., 2017; H. Gong, Wang, et al., 2017; Su, 2017, Zaura et al., 2009) A pesar de que
cada vez es mas evidente la implicacidon de la microbiota en determinadas enfermedades,

no siempre se tiene la certeza de esta asociacion (Zaura et al., 2009).

Asi como lo hace el linaje humano con la replicacién celular descendiente, vertical bien
definida y especifica, lo hace la microbiota humana en la transmisién del material
genético de una generacion a otra, pero de manera menos especificay mas reproductiva,
llevando por consiguiente a que se mantenga un nucleo comun de microbiota con
variaciones interpersonales en todas las generaciones dentro de una misma familia

(Baquero & Nombela, 2012).

En estudios de microbiota con gemelos se evidencia que existe un grado general de
similitud en la composicion de la microbiota intestinal en gemelos monocigdticos vy
dicigoticos. Incluso, dentro de una misma familia se puede compartir grandes similitudes
en la microbiota intestinal en comparaciéon a personas que no son de la misma familia. A
pesar de que existe un conjunto de genes de microbiota compartidos, los miembros de
una familia no solo comparten este Core, sino también, comparten un grado mayor de
similitud en los componentes variables cuando se comparan con personas sin relacion
entre ellas. Todo esto evidencia como existe un flujo de microbios y genes microbianos
gue se transmiten entre miembros de la misma familia y por generaciones en el mismo

linaje. Este flujo se ve influenciado por la exposicién temprana al medio ambiente como
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el contacto fisico dentro de la misma familia, dietas, incluso la leche materna. El hecho
de que la variacion intrapersonal en la composicion de la comunidad microbiana dentro
de un habitat corporal sea sustancialmente menor que la variacion interpersonal significa
gue cada individuo representa su mejor control para evaluar los efectos de diversas
alteraciones/perturbaciones en la estructura y funcién de la microbiota, mientras que la

familia proporciona los controles de referencia (Gonzalez et al., 2011).

Estudios de secuenciacién del material genético han demostrado que el genoma de la
microbiota es 150 veces mayor al genoma humano (Shi et al.,, 2017). El Human
Microbiome Project realizd un gran analisis de la composicion de los diferentes nichos de
microbiota existentes en el cuerpo humano, identificando mas de 1300 especies de

bacterias diferentes (Gail A. Cresci, 2016).

Existe un numero de bacterias “iniciales” como Lactobacillus, Prevotella o Sneathia que
se adquieren normalmente en el canal del parto vaginal, y posiblemente algunas otras
poblaciones pioneras se adquieren mediante la lactancia materna. Se puede pensar que
algunos de estas colonias adquiridas en el principio de la vida pueden actuar como
mediadores o inductores de otras familias bacterianas, y de igual manera, estas serlo para
otras familias (Baguero & Nombela, 2012). Para realizar un adecuado diagndstico y
tratamiento de las enfermedades en su etapa mas temprana es importante saber cual es
la microbiota comensal asociada al estado de salud de cada ecosistema (Zaura et al,,

2009).
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El cultivo bacteriano ha sido la base de la microbiologia tradicional, permitiendo el
aislamiento de microorganismos y su posterior identificacion en base a las caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y genéticas. El 99,8% de los microorganismos presentes en la
naturaleza no se pueden cultivas mediante técnicas habituales por carecer de

condiciones y métodos adecuados (Baquero & Nombela, 2012; Su, 2017).

En la actualidad, la era molecular ha permitido identificar microorganismos en base a su
huella genética, gracias a la metagendmica, una aplicacion de la biologia molecular al
estudio de comunidades bacterianas desde el punto de vista gendmico, partiendo del
ADN de las muestras sin necesidad de cultivarlas. Para determinar la microbiota de una
muestra se inicia con el ADN que se extrae, se amplia y secuencian los genes que codifican
para la subunidad 16S del ARN ribosomal, presente en todas las bacterias existentes. La
subunidad 16S del ARN ribosomal se considera la diana universal para la identificacién
bacteriana, por sus caracteristicas que permiten la caracterizaciéon taxondmica de los

microorganismos(S. Yuan et al., 2012).

Microbiota de Via Aérea Superior

La via aérea superior (VAS), comprendida entre narinas, fosas nasales, senos paranasales,
nasofaringe, orofaringe y supraglotis, contine una importante flora microbiana conocida
como nichos ecoldgicos que varia segun la localizacion. Las zonas que se consideran
estériles son los senos paranasales, trompas de Eustaquio y el tracto respiratorio debajo
del nivel de la laringe. Sin embargo, se ha encontrado relacién entre la disbiosis de la

microbiota con enfermedades alérgicas y asma bronquial (Su, 2017).
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La evidencia de que las comunidades bacterianas de la VAS tienen un papel importante a
la hora de permitir a los patégenos respiratorios asentarse e infectar en su mucosa y de
esta manera diseminarse hasta el tracto respiratorio inferior es cada vez mayor. Para la
mayoria de los patdgenos respiratorios la colonizacién de la VAS es un primer paso
necesario para la infeccion de vias altas, bajas y diseminacidn sistémica. La inhibicion de
este primer paso por la microbiota residente, llamado también “resistencia por
colonizacién” puede ser un hallazgo de gran importancia para la prevencion de

infecciones respiratorias (Kumpitsch et al., 2019; Man et al., 2017).

Ademads de la relacién simbiodtica presente entre la VAS y las comunidades bacterianas
gue la habitan también es probable que la microbiota tenga un papel importante a la
hora de la maduracién estructural del tracto respiratorio y la formaciéon de su inmunidad

local (Man et al., 2017)

Como se ha explicado antes la transferencia de anticuerpos maternos y moléculas
microbianas en el Utero influye notablemente en el desarrollo inmunitario posnatal. Esto,
a su vez, prepara al recién nacido para la exposicion a microorganismos que ocurre
después del nacimiento. Durante las primeras horas de vida se puede detectar una amplia
gama de microorganismos en la VAS de los recién nacidos a término sanos. En un
principio, estos microorganismos son inespecificos y son de presunto origen materno.
Durante la primera semana de vida, la diferenciacion de nichos en la VAS conduce a una

alta abundancia de Staphylococcus spp., seguida del enriguecimiento de
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Corynebacterium spp. y Dolosigranulum spp., y el posterior predominio de Moraxella spp.
Los perfiles de microbiota que se caracterizan por Corynebacterium spp. vy
Dolosigranulum spp. temprano en la vida, y Moraxella spp. a los 4—6 meses de edad, se
ha demostrado que se correlacionan con una composicion estable de la comunidad

bacteriana y con la salud respiratoria (Man et al., 2017).

La cavidad nasal estd revestida por diferentes tipos de epitelio, lo que proporciona
diferentes micronichos: la parte anterior de la nariz comienza con un epitelio similar a la
piel no queratinizado, cambiando a células epiteliales escamosas estratificadas sin
microvellosidades, seguido por epitelio de transicidon con microvellosidades cortas, antes
de la transicion al meato medio con su epitelio cilindrico pseudoestratificado. Las narinas
estdn mas cerca del entorno externo y estan revestidas con un epitelio escamoso
gueratinizado similar a la piel, que incluye glandulas serosas y sebaceas, lo que conduce
al enriguecimiento de colonizadores lipofilicos de la piel, incluidos Staphylococcus spp.,
Propionibacterium spp. y Corynebacterium spp. Las bacterias que se encuentran con
frecuencia en otros nichos respiratorios, como Moraxella spp., Dolosigranulum spp. y
Streptococcus spp., también se han observado en el tercio anterior de las fosas nasales.
La composicién de las comunidades bacterianas en la nasofaringe es mas diversa que en
las partes anteriores y demuestra una superposicion considerable con las fosas nasales
anteriores. También contiene Moraxella spp., Staphylococcus spp. y Corynebacterium
spp. Sin embargo, otras bacterias habitan mas tipicamente en el nicho nasofaringeo, mas
notablemente Dolosigranulum spp., Haemophilus spp. y Streptococcus spp (Kumpitsch et

al.,, 2019).
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Los cambios en la conformacién de la microbiota en la VAS se van dando con el transcurso
del tiempo y la exposicion de diferentes agentes como la lactancia materna, las
estaciones, vacunacion, relacion con familiares, cuidado diario, exposicién al humo del
tabaco, infecciones o tratamientos antibidticos. Este Ultimo causa alteraciones que se
caracterizan por una disminucién de la abundancia de presuntas bacterias comensales
beneficiosas, como Dolosigranulum spp.y Corynebacterium spp. en la VAS de nifios. Esto,
a su vez, podria aumentar el riesgo de infecciones del tracto respiratorio después del

tratamiento con antibidticos (Kumpitsch et al., 2019; Man et al., 2017).

La microbiota de la VAS de los adultos difiere del de los nifios, aunque las caracteristicas
del nicho parecen bastante similares. En comparacion, la microbiota nasal de los nifios es
mas densa (mayor carga bacteriana) pero menos diversa. Las fosas nasales anteriores de
los adultos albergan principalmente Actinobacteria, Firmicutes y, en menor cantidad,
Bacteroidetes anaerobios (Kumpitsch et al., 2019). La comparacién de diferentes sitios de
muestra de la cavidad nasal mostrd que el meato medio (MM) y el receso esfenoetmoidal
(RE) son casi idénticos con respecto a la composicién de la comunidad microbiana,
mientras que las fosas nasales anteriores muestran una diversidad significativamente
reducida de la misma. Ademas, las fosas nasales anteriores albergan una mayor
proporcion de Firmicutes y Actinobacteria, y menos Proteobacteria en comparacion con

el meato medio y el RE (Kumpitsch et al., 2019).

Ademas de las comunidades bacterianas identificadas en la VAS, también se ha detectado
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un extenso numero de patdgenos virales. Se ha informado de una tasa de 67% de virus
respiratorios en niflos sanos y asintomaticos, incluidos el rinovirus humano, el bocavirus
humano, los poliomavirus, el adenovirus y el coronavirus humanos. Sin embargo, los
avances recientes en metagendémica han revelado que todo el viroma respiratorio

contiene muchos otros virus (Man et al., 2017).

Microbiota de Cavidad Oral

La cavidad oral humana es colonizada por numerosos y diversos microrganismos
comensales. Estas bacterias constituyen una comunidad microbiana compleja en las
superficies intraorales que junto con la placa dental son las dos principales causas de
enfermedades orales, caries dentales y periodontitis. El Streptococus es la mayor causa
de caries y la Porphyromona gingivalis (P. gingivalis), Tannerella forsythia y Treponema
denticola son de la periodontitis. Esta Ultima enfermedad se entiende también como una
enfermedad polimicrobiana caracterizada por el crecimiento de ciertos organismos
patégenos en los surcos de las encias. La periodontitis cronica se ha reportado como un
factor de riesgo para lesiones premalignas orales y cancer, al igual que el aumento en los
cambios de la composicién de la microbiota bacteriana y fungica de la cavidad oral.

(Schmidt et al., 2014) (Takeshita et al., 2016).

La saliva contiene las bacterias que se desprenden de las comunidades bacterianas que
se encuentran en las superficies orales, incluyendo superficies dentales, surcos
gingivales, paladar blando y duro, dorso de la lengua y mucosa bucal. Estas bacterias

normalmente contenidas en la saliva no son responsables de patologias orales, sin
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embargo, la transmisién de bacterias patoldgicas esta mediada por la dispersion de

bacterias via saliva (Takeshita et al., 2016; Zaura et al., 2009).

La cavidad oral estd expuesta al ambiente exterior, por lo cual, las comunidades
bacterianas son afectadas por factores externos como el tabaquismo y la higiene oral.
Ademas de las condiciones sistémicas del huésped que también influyen en los cambios
de la microbiota en la saliva. Basandonos en las conexiones que existen entre las
enfermedades sistémicas del huésped, las microbiota salival puede considerarse un
marcador prometedor del diagndstico del estado de salud y enfermedad del ser humano

(Takeshita et al., 2016).

La cavidad oral representa el 25% del microbiota humana. Segun el “Human Oral
Microbiome Database” se han identificado aproximadamente 700 especies procariotas
presentes en la cavidad oral humana, sin embargo, en presencia de patologia suelen
disminuir de 600 a 160, desapareciendo sobre todo los mas resistentes a los acidos, lo
gue puede llevar a pensar que las especies que desaparecen actlan como factor
protector de enfermedad. El surco gingival se considera un ecosistema parecido al colon,
con una concentracidon bacteriana de hasta 10'%, donde los anaerobios representan el

99% de la poblacién (Su, 2017)(Schmidt et al., 2014).

Cuando el balance simbidtico de la diversidad de microbiota presente en la cavidad oral
del huésped se altera, estos mismos microorganismos se ven involucrados a la hora de

causar patologias. Por ejemplo, en la lengua, donde se encuentran las criptas mucosas
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que permiten la proliferacién de microorganismos anaerobios pueden ser una causa de
halitosis. Otro claro ejemplo se evidencia en las superficies laterales de los dientes, donde
poco alcance tienen los productos de limpieza y la saliva, por lo cual, es mas propenso a

crear caries dentales (Zaura et al., 2009).

Microbiota Intestinal

La microbiota intestinal estd formado por 100 billones de microoganismos con mas de
1000 especies diferentes como minimo, y mas de 3 millones de genes. Aproximadamente
un tercio de la microbiota intestinal es comun para la mayoria de los seres humanos. Est3
claro que la composicién de esta microbiota varia dependiendo de las porciones del
intestino en que se encuentren, por ejemplo, cuando se presentan una interrupcion del
flujo del contenido en el intestino delgado secundario a obstrucciones, diverticulos, asas
ciegas u otras patologias, se puede ver como la concentracién bacteriana de predominio
anaerobio y el sobre crecimiento del mismo se han visto relacionados con sindromes de
mala absorcidon o intestino irritable. La mayor concentracidon de microorganismos
anaerobios se encuentra en el ileon terminar y sobre todo en el colon, siendo este Ultimo
el lugar con mayor contenido bacteriano, aproximadamente 10'* microorganismos por

mililitro.

La colonizacién del tracto gastrointestinalcomienza en la etapa intrauterina, influenciada
por la microbiota intestinal materna, y contindiaen el nacimiento, donde se adquiere un
gran numero de microorganismos (Gail A. Cresci, 2016). La microbiota va modificandose

durante los primeros afios de vida y, aproximadamente a los tres afios, su composicion
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ya se asemeja a la que se mantiene en la edad adulta. En esta primera etapa del
desarrollo, los factores que mas influyen son el tipo de nacimiento (parto o cesarea), el
tipo de lactancia (leche materna o con férmula), la dieta y un posible consumo de
antibiodticos. Por ejemplo, la leche materna, a diferencia de la leche de férmula, contiene
aproximadamente 600 especies de bacterias que participan en el desarrollo del sistema
inmuney, ademas, contiene oligosacaridos que ejercen un papel prebidtico promoviendo
el desarrollo de la microbiota. Durante la edad adulta, exceptuando que se produzcan
grandes cambios en la dieta o se tomen antibidticos de forma repetida, la microbiota
intestinal permanece estable hasta la vejez. El enlentecimiento del vaciado gastrico, la
alcalosis del pH, la disminucién de la motilidad y, en general, los cambios fisioldgicos que
ocurren con el envejecimiento disminuyen la diversidad de la microbiota intestinal y se
asocia con un aumento de la fragilidad. Otros factores que tienen un impacto negativo en
la microbiota intestinal son el estrés cronico (trastornos en el eje intestino-cerebro
pueden causar disbiosis de la microbiota), el ejercicio fisico de alta intensidad (promueve
laliberacién de mediadores inflamatorios y altera la funcion intestinal), estados criticos de
enfermedad (se ha visto que el uso de probidticos podria mejorar la situacion de estos
enfermos), y el empleo de antibidticos, que segun la dosis empleada y su espectro,
pueden hacer desaparecer algunas especies bacterianas de forma indefinida y alterar la
relacion de especificidad entre la microbiota y el sistema inmune del huésped (Gail A.

Cresci, 2016; Su, 2017)

Con respecto a las funciones que cumple en el huésped, la microbiota intestinal participa

en el catabolismo de carbohidratos complejos y en la sintesis de numerosos metabolitos
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activos como, por ejemplo, acidos grasos de cadena corta (AGCC), vitaminas como la Ky
la B, metabolitos derivados del triptéfano y poliaminas. Los AGCC (butirato, acetato,
propionato) contribuyen en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal al
servir como sustrato energético para las células, actian modificando la funcién de los
macrofagos intestinales, participan en la diferenciacion de Linfocitos Treg y Linfocitos T
CD4+ productores de IL-10 e IL-22, y estimulan la diferenciacion de células plasmaticas
secretoras de IgA. Los metabolitosderivados del triptéfano (indol, 13A, IPA) también
estimulan la sintesis de IL.-22 que mantiene la homeostasis de la mucosa intestinal,
participan en el metabolismo humano y aumentan la sintesis de sustancias con funcion
neuroprotectora y antioxidante. En resumen, las especies bacterianas, entre sus
funciones, cumplen un papel fundamental en la tolerancia inmune y la respuesta
inflamatoria tanto a nivel intestinal como sistémico (Durack & Lynch, 2019; Khan et al.,

2019; Shi et al., 2017; Shui et al., 2020).

A nivel intestinal, en individuos sanos suelen predominar cuatro grupos de bacterias:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria (Shi et al., 2017). No obstante,
la composicion de la microbiota presenta una gran variedad interindividual debido a la

influencia de la dieta, el componente genético y otros factores explicados a continuacion.

Por consiguiente, la modificacion de la composicion de la microbiota intestinal podria
servir para mejorar la eficacia de diferentes terapias y la calidad de vida de los pacientes.
Actualmente, constituye un importante campo de investigaciéon donde se estan

estudiado diferentes estrategias para conseguirlo. El trasplante de microbiota fecal, el
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uso de probidticos o el desarrollo de antibidticos de espectro reducido que permitan
seleccionar especies bacterianas concretas, son algunas de las propuestas en
investigacion (Durack & Lynch, 2019; Khan et al., 2019; Miller & Carson, 2020; Shui et
al., 2020). Deben realizarse ensayos clinicos en humanos que permitan comprender

mejor la relacién la microbiota -huésped y como beneficiarse de ella.

Microbiota del Aparato Genital Femenino

El tracto genital femenino, compuesto por vagina, cérvix, endometrio, trompas de
Falopio y ovarios, presenta una concentracion de microorganismos de 108 por mililitro en
la vagina y el cérvix, siendo esto el 9% del total de bacterias presentes en el cuerpo
femenino (Punzén-Jiménez & Labarta, 2021). Sus principales cambios se ven causados
por la influencia hormonal. Su poblacién estd dominada por Lactobacillus, que protegen
la mucosa de la colonizacion de patégenos y mantienen un ecosistema saludable (Su,
2017). Se ha identificado en la microbiota vaginal 5 tipos de comunidades bacterianas,
dentro de las cuales 3 o 4 contienen en mas del 90% el Lactobacillus. El acido lactico
producido por la microbiota vaginal es el que ayuda a mantener su bajo pH (3.4 — 4.5),
factor primordial en la limitacion del crecimiento de bacterias con potencial infeccioso

(Chen et al., 2017).

En contraste, el tractor reproductivo alto femenino (TRAF) aln estd sin suficientes
estudios que describan su microbiota comensal. Se han realizado estudios de
identificacion bacteriana en pequefias tamafios de muestra en el contexto de infecciones,

sobre todo las relacionadas con los partos pretérmino. (Chen et al., 2017). La microbiota
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del TRAF puede derivar de bacterias que ascienden desde la vagina, ya sea directamente
o adheridas al semen. La comunicacién entre la vagina y el Utero seria facilitada o inhibida
por las contracciones peristalticas, la consistencia del liquido cervical, los pliegues

cervicales o la respuesta inmunitaria.

La microbiota del cérvix se ha descrito en algunos estudios que han mostrado el
Lactobacillus como bacteria dominante, y una correlacidon muy fuerte entre las muestras
de vagina, cérvix y endometrio entre la misma mujer. La microbiota se ha demostrado
gue cambia progresivamente conforme de sube del tracto genial inferior femenino al
superior, encontrado menos abundancia de Lactobacillus. Varios estudios han
evidenciado una alta diversidad de especies dentro de la misma microbiota cervical, junto
con géneros especificos (como por ejemplo la Gardnerella spp) que se asocian al riesgo

de infeccién por el VPH (Punzén-Jiménez & Labarta, 2021).

El endometrio alberga su microbiota Unico, a pesar de haber sido considerado un medio
estéril durante muchas décadas. El endometrio muestra una biomasa microbiana baja,
albergando de 100 a 10000 veces menos cantidad de bacterias que el nicho vaginal.
Varios estudios sugieren que Lactobacillus, si el género mas representado, indica salud

ambiente uterino(Punzén-Jiménez & Labarta, 2021).

Las trompas de Falopio y los ovarios muestran comunidades bacterianas muy diferentes
entre las mujeres. Lactobacillus spp esta presente en menor proporcidén que en la vagina

o en el cuello uterino. Las trompas de Falopio y los ovarios albergan una variedad de
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bacterias que crecen en condiciones levemente alcalinas, en contraste con la acidez del
pH vaginal. Entre algunas bacterias encontradas en las muestras de las trompas se
encuentran Bacterioides, Corynebacterium, Lactobacillus, Coproccocus o Hymenobacter;
mientras que Lactobacillus, Corynebacterium, Escherichia o Blaudia se recuperaron del
liquido ovarico, lo que sugiere una alta variabilidad interindividual entre estos sitios

anatdomicos (Punzén-Jiménez & Labarta, 2021).

Las alteraciones en la microbiota vaginal juega un papel importante en condiciones
frecuentes como vaginosis bacteriana, enfermedades de transmisidn sexual, infecciones

urinarias y parto pretérmino (Chen et al., 2017).

Microbiota de la piel

La microbiota de la piel esta adaptada para la vida en los microhabitats Unicos que
definen las condiciones ambientales y de nutrientes de este ecosistema. Al interactuar
entre si y a través de interacciones mutualistas o comensales con células huésped de
mamiferos, la microbiota de la piel promueve la defensa y las respuestas inmunitarias,
inhibe la colonizacion y la infeccion por organismos oportunistas o patégenos y promueve
la reparacion de tejidos y las funciones de barrera por medio de la existencia de
diferentes nichos protectores y nutrientes para la supervivencia microbiana, la

competencia y la cooperacion. (Su, 2017).

El Cutibacterium es la bacteria predominante de los lugares sebaceos, mientras el

Corynebacterium lo es en zonas humedas. De acuerdo con los estudios realizados en



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 94

cultivos de la microbiota de la piel, las especies de estafilococos fueron los mas
abundantes. La secuenciacién de los amplicones del gen del ARN ribosomal fungico
demostrd que Malassezia es el miembro abrumadoramente dominante de la microbiota
fungica en la mayoria de los sitios del cuerpo. La Unica excepcion fueron los pies, que

albergaban una mayor diversidad de especies de hongos (Flowers & Grice, 2020).

Como se ha comentado anteriormente, Cutibacterium acnes es una de las especies
bacterianas mas abundantes en La microbiota de la piel adulta. Anteriormente conocido
como Propionibacterium acnes, C. acnes es un anaerobio aerotolerante que utiliza sebo
rico en lipidos como fuente de nutrientes. Con una abundancia minima en la piel
prepuberal, C. acnes comienza a aparecer en la microbiota de la piel humana junto con
la maduracion de la glandula sebacea y la secrecién de sebo durante la pubertad. En su
papel como componente comensal de la microbiota de la piel, C. acnes produce acido
propidnico, que ayuda a mantener el pH acido de la piel sana, inhibiendo asi la

colonizacién por microbios mas patdgenos (Erin Chen et al., 2018).

La microbiota residente protege la piel de microbios invasores, patdgenos u oportunistas
a través del proceso de resistencia a la colonizacion. Una forma en que las bacterias
pueden eliminar la competencia es a través de la muerte directa de los microbios
competidores. Se desconoce el alcance total de estas interacciones, pero las mas
estudiadas son aquellas en las que las especies de Estafilococos coagulasa negativos
inhiben a su pariente cercano pero patdgeno, S. aureus. Las especies Estafilococo

coagulasa negativo son muy abundantes en la microbiota de la piel, dentro de los que se



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 95

comprenden principalmente S. epidermidis, S. capitis, S. caprae, S. hominis, S. lugdunensis

y S. haemolyticus (Erin Chen et al., 2018; Flowers & Grice, 2020).

Una especie que aparece repetidamente y domina la microbiota en asociacién con
trastornos de la piel es S. aureus, que a menudo se encuentra donde hay una brecha en

la barrera cutanea, como dermatitis atdpica o heridas (Flowers & Grice, 2020).

Microbiota y el Comportamiento

Una relacion conocida con base evolutiva se puede ver con el Toxoplasma gondii, el
patdgeno eucariota que causa la toxoplasmosis, y su huésped los roedores. El T. gondii
es un parasito con unas condiciones dificiles necesarias para sobrevivir, que se completan
en parte en un huésped (roedores) y luego en otro (felinos). Los roedores pierden el
miedo innato a la orina del gato, por el contrario, buscan lugares que la tengan, haciendo
gue sean mas propensos a ser cazados y consumidos, transmitiéndose de esta manera
de un huésped al otro. El T. gondii ha sido relacionado con efectos sobre el
comportamiento de otros huéspedes, como el ser humano, donde se ha observado
efectos en rasgos de personalidad, autocontrol, calidez, impulsividad, muchas veces

dependiendo del género (Gonzalez et al., 2011).

Existen muchos virus relacionados con el comportamiento, para poner algunos ejemplos,
el bornavirus se ha relacionado con trastornos como mania y esquizofrenia; virus de
insuficiencia humana (VIH), relacionado con discapacidad cognitiva, desordenes afectivos

y psicosis; la rabia, una infeccion zoondtica causada por un virus RNA de una sola cadena
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asociado con la hidrofobia. De igual manera existen bacterias como la Brucellasuis
relacionadas con las alteraciones cognitivas y emocionales; Leptospira asociado a mania,
sintomas psicéticos resistentes a antipsicoticos que responden con el tratamiento
antibidtico dirigido contra esta bacteria; Mycobacterium tuberculosis vinculado con
depresion y ansiedad; trastorno obsesivo compulsivo y los desérdenes
neuropsiquiatricos autoinmunes pediatricos ligados a la infeccidon por estreptococo

(PANDAS) (Gonzalez et al., 2011; Snider et al., 2005).

Se han publicado numerosos estudios de como la dieta puede alterar las manifestaciones
clinicas de enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia, la depresién mayor o el
trastorno bipolar, incluso alteraciones del comportamiento como el trastorno por déficit
de atencidn e hiperactividad y autismo. Sin embargo, aun existen algunos aspectos de
esta relacion pendientes por estudiar para tener un adecuado control. A menudo se
relacionan los metabolitos de la dieta y la microbiota del ser humano con muchas de
estas enfermedades. Las enzimas que producen estos metabolitos pueden estar
codificados en la genética del ser humano o en la de la microbiota que habita en el

intestino (Gonzalez et al., 2011; Nicholson et al., 2013).

El DSM V clasifica algunos desordenes como desordenes permanentes del
comportamiento o trastornos del espectro autista (TEA) que incluyen: autismo, sindrome
de asperger, sindrome de Rett, sindrome desintegrativo de la infancia y los trastornos
permanentes del desarrollo inespecificos. considerable. Se ha propuesto un vinculo

“intestino-cerebro” para los TEA, basado en parte en informes de que los nifios con TEA
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a menudo experimentan una variedad de trastornos gastrointestinales. Algunos estudios
muestras que los pacientes con TEA presentan una prevalencia de la familia Clostridiales

en la microbiota fecal (Finegold et al., 2002; Parracho et al., 2005).

El metabolismo de la microbiota puede tener un impacto en la patogénesis del TEA.
Evidencia inicial basada en un pequefio estudio de pacientes con autismo que fueron
tratados con vancomicina, un glucopéptido minimamente absorbido, con mejoria
comportamental a corto plazo, llevando a pensar que los sintomas de autismo se pueden
relacionar con metabolitos neurotdxicos producidor por la microbiota intestinal
(Gonzalez et al., 2011). Dos estudios posteriores de metabolitos en orina apoyan esta
teoria al evidenciar metabolitos alterados por la microbiota en pacientes con TEA

(Nicholson et al., 2013; Sandler et al., 2000).

La relacién entre el autismo, las alteraciones gastrointestinales y la microbiota intestinal
sugieren que la dieta tiene una importancia significativa en los sintomas desarrollados,
por esto muchos padres de nifios con autismo intentan ver el impacto que pueden tener
los cambios en la dieta sobre el comportamiento de sus hijos, por ejemplo, utilizando
dietas libres en gluten o en caseina, probidticos o suplementos nutricionales. Dos
estudios aleatorizados donde se prueba la dieta libre de gluten y caseina muestran una
mejoria en los pacientes con TEA, a pesar de ser estudios pequefios y de corta duracion.
La dieta libre de gluten y caseina puede realizar cambios tanto en la microbiota intestinal

como en los metabolitos que esta misma produce. De igual manera se puede producir
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mejorando la integridad intestinal, dado que el sindrome de permeabilidad intestinal se

ha relacionado con TEA (De Magistris et al., 2010).

Las comunidades que componen la microbiota humana tienen la capacidad de reflejar y
ayudar a definir la interacciones entre los genotipos humanos y las multiples exposiciones
con el medio ambiente. En el camino para entender la genética y los factores
medioambientales que molden las diferentes facetas del normal comportamiento del ser
humano, los cambios del comportamiento con el envejecimiento y la perturbacién de
este por los trastornos mentales que lo pueden afectar, se necesitan realizar estudios
mas amplios y de mayor duracion para definir las teorias encontradas (Gonzalez et al,,

2011).
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Microbiota y Cancer

La correlacion entre el cancer y la microbiota aun esta poco clara y por definir. Es
conocido que la genética y los factores medioambientales son decisivos en el inicio y la
progresion del cdncer, pero algunos estudios recientes han demostrado que los
microrganismos también cumplen un papel importante. La asociacién de la microbiota
con el cancer gastrico (Ferreira et al., 2018), ovario (Banerjee et al.,, 2017), pancreas
(Pushalkar et al., 2018), prostata (J. Wang et al., 2007), pulmén (Mao et al., 2018), mama
(Urbaniak et al., 2016) y colangiocarcinoma (Avilés-Jiménez et al., 2016) se ha encontrado

cada vez con mas frecuencia.

La asociacién de infeccion bacteriana y cancer estd representada clasicamente por
Helicobacter pylori y su implicacién en el adenocarcinoma gastrico y el linfoma de tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT) (Tsai & Hsu, 2010). Algunos estudios sugieren
vinculos de bacterias puntuales con tumores. Entre estas encontramos la Salmonella
typhi y el cancer de vesicula biliar, Streptococcus bovis y el cancer de colon,
Chlamydophila pneumoniae y el cancer de pulmon, las especies de Bartonella y la
formacién de tumores vasculares, Propionibacterium acnes y el cancer de prostata y
Escherichia coli en la enfermedad inflamatoria intestinal con mayor riesgo de cancer de
colon (Lax, 2005; Mager, 2006; Vogelmann & Amieva, 2007). Estos hallazgos se
confirmaron mediante el uso de modelos animales como ratones para Helicobacter

hepaticus asociado con carcinoma hepatocelular, cancer de colon y cancer en las
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glandulas mamarias (Pushalkar et al.,, 2012) . Cada vez hay mas pruebas de que la

infeccion bacteriana estd causalmente relacionada con la carcinogénesis.

Varios mecanismos para una posible asociacion bacteriana en la carcinogénesis pueden
incluir infeccion crénica por evasion del sistema inmunitario y supresion inmunitaria, o
induccion de inflamacién crénica, o interferencia directa o indirecta con el ciclo celular
eucaridtico y las vias de sefializacién, o a través del metabolismo de sustancias
cancerigenas potenciales. Las células huésped son susceptibles a las endotoxinas
microbianas (lipopolisacaridos), enzimas (proteasas, colagenasas, fibrinolisina vy
fosfolipasa) y sus subproductos metabdlicos (sulfuro de hidrégeno, amoniaco y acidos
grasos) y pueden inducir directamente mutaciones en genes supresores de tumores y
protooncogenes o alterar las vias de sefializacion que afectan la proliferacion celular o la
supervivencia de las células epiteliales. Los microorganismos y sus productos activan
neutroéfilos, macréfagos, monocitos, linfocitos, fibroblastos y células epiteliales para
generar especies reactivas (perdxido de hidrdogeno y radicales de oxigeno), especies
nitrogenadas reactivas, lipidos reactivos y metabolitos (malondialdehido y 4-hidroxi-2-
nonenal) y metaloproteasas de matriz. Estos compuestos pueden inducir dafios en el ADN
en las células epiteliales y afectar directamente el crecimiento tumoral al activar los
receptores tipo Toll (TLR) de las células tumorales que eventualmente conducen a la
translocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB y la produccién de citoquinas
(Fukata et al., 2009). Estas citocinas se producen de forma desregulada y tienen funciones
en el crecimiento celular, la invasion e interrupcion de la supresién tumoral, el estado

inmunitario e incluso la supervivencia. No esta claro si estos mediadores son criticos para
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el desarrollo y/o el crecimiento de los tumores y/o si constituyen un entorno propicio
para la progresion de las neoplasias malignas. Se observaron niveles elevados de ciertas
citocinas proinflamatorias y proangiogénicas dependientes de NF-kB TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
8, GM-CSF y VEGF en muestras de suero, saliva y tejido de pacientes con cancer oral
(Pushalkar et al., 2012; Yu Wang et al., 2021). La mayoria de los estudios se han hecho en

la microbiota de la cavidad oral e intestinal.

El carcinoma oral, es una de las asociaciones mas estudiadas de microbiota con el cancer.
Con una tasa cada vez mas alta de incidencia y con pocos recursos para el diagndstico
temprano. De igual manera con supervivencia del 40% a los 5 afios que, no ha cambiado
en los ultimos 40 afios, por el diagnostico tardio y en etapas avanzadas de la enfermedad,
tiene menos supervivencia que el cancer de piel tipo melanoma, cérvix o incluso ovario.
Como principales factores de riesgo se encuentra el consumo de tabaco y alcoholismo
pesado, que comparte con el cancer de la laringe, y que de la misma forma actlan como
agentes sinérgicos a la hora de producir lesiones tumorales. Otros posibles factores de
riesgo son las infecciones virales, candidiasis, periodontitis, pobre higiene oral y estado
dental, infecciones bacterianas cronicas e inflamacion (Pushalkar et al., 2012). Cada vez
se encuentra mas asociacion entre el virus del papiloma humano (VPH) y el cancer oral,
gue tiene un mejor pronostico por tener mejor respuesta al tratamiento (Pushalkar et al.,

2012; Schmidt et al., 2014).

La microbiota oral es tan compleja como comun, dentro de las bacterias patogénicas mas

comunes se pueden encontrar al Streptococcus anginosus, Veillonella, Fusobacterium
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nucleatum (F. nucleatum)y P. gingivalis (Irfan et al., 2020; Sun et al., 2020). Las bacterias
patogénicas de la cavidad oral estan asociadas a multiples canceres del sistema digestivo
(Irfan et al., 2020). Adicionalmente las altas tasas de recurrencias y prevalencias de
segundos tumores en la cavidad oral soporta la propuesta de que estos canceres
desarrollan un campo celular genéricamente alterados, concepto denominando
“cancerizacién de campo”. Este campo se ha reportado que puede ser hasta de 7 cm

desde el tumor y clinicamente ser normal.

El desarrollo de carcinoma esofagico se ha visto relacionado con P. gingivalis y F.
nucleatus, encontrandose una tasa mas alta de P. gingivalis en el tejido del carcinoma
escamoso esofdgico (CEE) que en el adyacente sano (X. Yuan et al., 2017). La P. gingivalis
puede utilizar el eje del miR-194/GRHL3/PTEN/AKT para producir proliferacion vy
migracién del CEE. EI ADN de F. nucleatus en el tejido del CEE es significativamente mayor
gue en los tejidos sanos adyacentes. Los niveles de bacterias orales, como el
Streptococcus y Clostridium, en el tejido de cancer gastrico es significativamente mayor
que en el tejido normal, a diferencia del Lactobacillus brevis que es menos frecuente (Yu
Wang et al,, 2021). La proporcién de Bacteroides y Firmicutes en pacientes sin cancer
gastrico disminuye significativamente, de igual manera, la abundancia de Neisseria
elongata y Streptococcus mitis en la microbiota de la saliva de pacientes con cancer de
pancreas es significativamente menor que en la poblacion sana, al contrario de bacterias

como Leptotrichia y Porphyromonas (Torres et al., 2015; Yu Wang et al., 2021)
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Campylobacter jejuni y F. nucleatus han mostrado ser bacterias causantes del cancer
colorrectal. Helicobacter pylori aumenta la expresion de VCAM1 en los fibroblastos
asociados con el cancer a través de la via de sefializacion JAK/STAT1 en el carcinoma
gastrico, y el nivel de VCAM1 en pacientes con cancer gastrico se correlaciona
positivamente con la progresiéon del tumor y un mal prondstico (Yu Wang et al., 2021).
En un estudio de cancer colorrectal se ha encontrado inflamacion crénica promovida por
la acumulacion de ciertas bacterias, como Escherichia coli, e induce carcinogénesis por

medio de la toxina celular de expansion letal producida por el C. jejuni (He et al., 2019).

H. pylori es el mayor factor de riesgo para cancer gastrico. Estudios han probado que
aproximadamente el 2-3% de las personas infectadas con esta bacteria, eventualmente
desarrollan cancer gastrico (Schmidt et al., 2014). También se evidencia que la autofagia,
entendida como la via de degradacion por la cual una célula eucariota degrada los
organos celulares y proteinas dafiadas a través de lisosomas tanto en células sanas como
cancerigenas, es inducida por H. pyloriy factores de virulencia en las células tumorales.
El gen A relacionado con la citotoxicidad y las Toxina vacuolar A son las dos vias de accién
del H. pyloriy las mas relaciones con la autofagia en el cadncer gastrico. La relacion de esta
bacteria con el cancer colorrectal también se ha demostrado en algunos estudios
(Teimoorian et al., 2018). En general los mecanismos de esta bacteria para la formacién
de patologia maligna gastrica no estan aun totalmente claros y esta influenciadas por
muchas variables, incluidas la cepa infectante, el papel complejo de la respuesta
inflamatoria, la diversidad hereditaria del huésped, impacto ambiental, entre otras (Yu

Wang et al., 2021).
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De otra parte, el F. nucleatum estd relacionado principalmente con el cancer esofagicoy
pancreatico y, de igual manera, un papel importante al hablar de cancer oral, dado que
puede elevar los niveles de IL-6, a través de la via de sefializacion TLR en los tumores y
por consiguiente activar la via STAT3, y promover el crecimiento del carcinoma de células
escamosas oral. Esta bacteria también puede promover la resistencia a los medicamentos
de quimioterapia por medio de la regulacién de la autofagia. En estudio in vivo e in vitro
se mostrd que F. nucleatum aumentaba los niveles de autofagia en paciente con cancer
intestinal. Esta bacteria desempefia un papel fundamental en la induccién de la quimio
resistencia del cancer colorrectal mediante el silenciamiento selectivo de miR-18a* vy
miR-4802 vy la activacion de las vias de autofagia. Ademds, se encontré que la
concentracién de F. nucleatum estaba positivamente relacionada con el nivel de CARD3,
gue era mas bajo en aquellos sin metdstasis. La regulacién a la baja de CARD3 disminuyd
la expresién de proteinas relacionadas con la migracidn, la invasion, la metdastasis y la
autofagia y la formacion de autofagosomas inducida por F. nucleatum in vitro o in vivo

(Yu Wang et al., 2021).

La Porphyromona gingivalis es un importante patégeno que causa periodontitis, cancer
de culas escamosas oral e incluso cancer esofagico y su supervivencia depende de la
activacion de la autofagia en las células endoteliales del huésped. Después de la infeccién
de la célula, el transporte endodgeno y el proceso de autofagia se regula de manera
aberrante, de esta manera, la bacteria puede escapar a la degradacién en la célula

huésped (Lim et al., 2018).
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Estas claras asociaciones impulsan el estudio de la disbiosis de las comunidades
bacterianas en el ser humano y su relacion con la patogénesis de los tumores malignos
desarrollados. No solo se encuentra asociacion con la causa, sino también con el
desarrollo y el prondstico, por lo que los grupos bacterianos pueden ser utilizados como
potenciales biomarcadores para la deteccién y monitorizacion del cancer (Lim et al,,

2018).
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Microbiota y Cancer De Laringe

Hongli Gong y col. en 2013 comenzd una serie de estudios comparativos, el primero de
estos tenia como objetivo el investigar las caracteristicas de la microbiota de la mucosa
laringea y analizar su abundancia comparando entre pacientes con cancer de laringe y
poblacion sana. Se realizé un estudio de casos y controles con 60 pacientes, 29 de estos
con diagnostico histopatoldgico de CEL y 31 pacientes con pdlipos de cuerda vocal. Se
recogieron muestras de tejido tumoral, tenido sano adyacente a mas de 1 cm del tumor
y tejido de pdlipos de cuerda vocal. De los 60 pacientes, 54 eran hombres y 6 mujeres (H.

L. Gong et al., 2013).

Se implementd la secuenciacion masiva para identificacién de secuencias, encontrandose
un total de 143.122 con un promedio de 1645 por muestra. Se encontraron 3334 OTUs
en el tejido tumoral, 2639 en el tejido sano adyacente al tumory 2378 en los controles(H.

L. Gong et al., 2013).

Tras este proceso se identificaron 13 familiar en la mucosa laringea, dentro de las cuales
las mas prevalentes fueron Firmicutes (54%), Fusobacteria (17%), Bacteroidetes (15%),
Proteobacteria (11%) y Actinobacteria (3%). De igual manera, se identificaron 280
géneros diferentes, dentro de los que los mas predominantes fueron Streptococcus
(36%), Fusobacterium (15%), Prevotella (12%), Neisseria (6%) y Gemella (4%) (H. L. Gong

et al., 2013).
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Existié una diferencia significativa entre las comunidades bacterianas de los tres grupos
por separado, siendo la familia de Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroides y géneros como
Streptococcus, Fusobacterium, Prevotella, Neisseria y Gamella, donde vas se hizo
evidente esta diferente. Sin embargo, a la hora de agrupar las muestras de tejido tumoral
y las de tejido sano adyacente la tumor, no se encontrd una diferencia significativa al
compararla con los controles. Por esto, se decidid realizar un analisis de subgrupos,
donde se entro diferencia significativa entre los pacientes con lesiones > 2 cmy < 2 cm
en los géneros de Pevotella, Peptostreptococcus, que se mostraron mas abundantes en
el primero grupo. De igual manera, se encontré mas abundancia del género Oribacterium
en pacientes menores de 60 afios. El PCoA mostrd una diferencia significativa entre la
estructura de la microbiota de los casos y los controles. A través del analisis de PLS-DA,
LOOCV y MANOVA se encontrd que la abundancia de Fusobacterium, Prevotella y
Gamella era mayor en el grupo de casos y la prevalencia de Steptococcus y Rothia era

mayor en los controles (H. L. Gong et al., 2013).

Hongli Gong y col. 2014 realizd un estudio piloto para determinar la estructura de las
comunidades de microbiota presentes en la faringe y ver si alguna de estas se puede
asociar al cancer de laringe. Para esto realizé un estudio un estudio clinico transversal en
el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital de la universidad de Fudan en Shanghdj,
China. Recogid 27 muestras de paciente con carcinoma escamosos de laringe (CEL) y 28
controles sanos. Las edades de los pacientes eran igual o mayor a 60 afios. Las muestras
se tomaron con frotis de faringe, tejido tumoral y adyacente sano. Se realizd

secuenciacion masiva a toda las muestras donde se consiguieron identificar 84.207
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secuencias en el grupo de controlesy 148.590 secuencias en los casos. 7.943 OTUs fueron

reconocidos (H. Gong et al., 2014).

Se identificaron 14 familias y 218 géneros. Dentro de las familias mas frecuentemente
encontradas se encuentran Firmicutes (54.7%), Fusobacteria (14.8%), Bacteroidetes
(12.7%), Proteobacteria (10.6%) y Actinobacteria (6.2%). Los géneros mas frecuentes
fueron Streptococcus (37,3%), Fusobacterium (11,3%), Prevotella (10,6%), Neisseria
(7,0%), Veillonella (3,7%), Gemella (3,6%), Actinomyces (3,0%), Leptotrichia (3,0%), Rothia
(2,7%), Parvimonas (2,2%), Peptostreptococcus (1,7%), Granulicatella (1,6%),

Haemophilus (1,2%) y Porphyromonas (1,0%) (H. Gong et al., 2014).

Al comparar los grupos de casos y controles se evidencié un aumento en la abundancia
relativa en el grupo de casos de familias como Fusobacteria, Spirochaetes, Prevotella,
Parvimonas, Peptostreptococcus, Dialister, Catonella, Selenomonas,
Peptostreptococcaceae incertae sedis, Treponema y Burkholderia, con respecto a los
controles. Sin embargo, la proporcién de Streptococo y Rothia disminuyd en los casos. La
abundancia de los géneros Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium sp. oral taxon,
Prevotella intermedia Prevotella tannerae, Prevotella oris y Prevotella nigrescens
aumentaron en los pacientes con cancer de laringe, a diferencia de Streptococo

parasanguinis y Strptococo sp. Oral taxon que se redujo (H. Gong et al., 2014).

Posteriormente, en el 2017, Hongli Gong et al. realizé un estudio en la misma poblacion,

donde recolectd 31 muestras de pacientes con CEL, 24 muestras de tejido sano
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adyacente (a mas de 1 cm de la lesion tumoral) y 32 muestras de pacientes sanos con
polipos laringeos. Con unas edades entre los 35y 75 afios y una media de 56,6. Seis eran
mujeres y 57 horas. Dentro de los antecedentes se encontraban el tabaquismo vy el
alcoholismo. Se excluyeron pacientes que hacian tomado antibidtico o antimicético en
los dltimos 30 dias. Todos los pacientes fueron diagnosticados por estudios
histopatolodgicos. El estudio de las muestras se hizo a través de la secuenciacién masiva.
Se identificaron 176.757 secuencias con una media de 2.032. Se obtuvieron 8.887 OTUs

(H. Gong, Shi, et al., 2017).

Las familias que se encontraron fueron Firmicutes (46.4%), Bacteroidetes (18.7%),
Fusobacteria (16.9%), Proteobacteria (13.0%) y Actinobacteria (2.4%). A nivel de género
se encontraron Streptococo (41.7%), Fusobacterium (17.0%), Prevotella (13.2%),

Gemella (4.1%), Helicobacter (2.6%), and Haemophilus (2.3%) (H. Gong, Shi, et al., 2017).

Encontraron que los géneros predominantes en los pacientes del grupo de control fueron
Streptococo, Fusobacterium, Prevotella, Parvimonas, Peptostreptococcus, Dialister,
Treponema, Capnocytophaga, Solobacterium y Porphyromonas con una diferencia

estadisticamente significativa (p < 0,05)(H. Gong, Shi, et al., 2017).

De igual manera, se encontréd mucha mas riqueza y diversidad Shannon en los pacientes
con tumor que en los controles, asi como también, se encontré mayor igualdad en las
comunidades bacterianas del grupo de casos en comparacién con los controles. EL

analisis de coodenadas principales (PCoA) no muestra diferencia entre las bacterias
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encontradas en los tejidos del tumor y los que se sacaron de tejido sano a mas de 1 cm
del mismo. En estos PCoA se encontrd una separacion del grupo de casos y de controles
en los dos principales componentes en 14,35% y 10,51% de toda la variabilidad a nivel de

género (H. Gong, Shi, et al., 2017).

Se demostré un aumento en la poblacién de la familia Fusobacteria y disminucion
significativa de Firmicutes y Actinobacteria en el grupo de los casos comparado con los
controles. A nivel de género se evidencié un aumento en las poblaciones de
Fusobacterium, Gemella, Capnocytophaga, Parvimonas, Aggregatibacter vy
Peptostreptococo, asi como se también, se encontrd disminucién de Streptococcus en

las muestras de casos en comparacion con las de control (De Magistris et al., 2010).

En el mismo afio Hongli Gong et al. 2017, intenta definir la composicién y abundancia de
la microbiota faringea en paciente con cancer de laringe comparado con paciente con
polipos de cuerda vocal. Se realizd un estudio transversal con 40 pacientes con cancer de
laringe en el grupo de casos y 28 pacientes con podlipos de cuerda vocal en el grupo de
controles. Recogidos también en el Hospital de la Universidad de Fudan (Shanghai) entre
el 2010y 2012. De los grupos de estudio, 62 pacientes fueron hombres y 6 mujeres. Las
edades comprendieron entre el 24 y 81 afios, con una media de 57,1 afios. Se realizo la
recogida de muestras por medio de tejidos de laringectomia de los casos o laringoscopia
directa de los controles. Ademas, se recogieron muestras de frotis faringeo. Se realizo el

proceso de identificacion de las muestras por medio de la secuenciacion masiva. Se
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encontraron 117.141 secuencias, con una media de 1.723 secuencias por paciente. De o

anterior, se identificaron 2.279 OTUs.

Se pudo identificar a partir de las muestras estudiadas, en grupo taxondmico familia,
Firmicutes (55.0%), Fusobacteria (12.7%), Proteobacteria (11.2%), Actinobacteria (10.8%)
y Bacteroidetes (9.6%). A nivel de grupo taxondmico género se encontrd Streptococcus
(39.0%), Neisseria (9.1%), Prevotella (7.8%), Leptotrichia (7.0%), Veillonella (6.9%),
Actinomyces (6.6%), Rothia (4.6%), Fusobacterium (4.5%), Gemella (3.8%), Granulicatella
(2.9%), Megasphaera (0.9%), Porphyromonas (0.7%), Capnocytophaga (0.6%) vy

Solobacterium (0.6%).

Se realizd un PCoA para ver la diferencia espacial entre los casos y los controles, sin
observar diferencia entre ellos. Se realizd un analisis de la abundancia relativa de las
comunidades bacterianas por medio del método FDS, sin identificar diferencia. Se
estratificaron los pacientes de acuerdo con la edad, los menores de 60 afios y los mayores
de 60 afios, sin identificar diferencia en la estructura bacteriana por medio de PCoA. Se
realizd una segunda estratificaciéon de los grupos por medio del sexo, sin encontrar

diferencia significativa.

Se realizd una correlacion inversa de la abundancia relativa de ambos grupos donde se
encontrd que la familia Firmicutes era inversamente correlacionado con Fusobacteria,
Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroides, usando un analisis del modelo de regresion

lineal. A nivel del rango taxondmico genero también se realizd el mismo analisis,
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mostrando una relacién inversa entre la poblacién Streptococcus con respecto a
Fusobacterium, Leptotrichia, Neisseria, Actinomyces, Prevotella, Campylobacter,
Megasphaera, Eubaterium, Solobacterium, Mogibacterium, TM7_genera_incertae_sedis

y SR1 _genera_incertae_sedis.

Richard B. Hayes y col. 2018 realizd un estudio prospectivo anidado con el objetivo de
definir la asociacion entre la microbiota oral y la incidencia de carcinoma escamosos de
cabeza y cuello (CECC). Este estudio de casos y controles anidades se realizdé a partir de
dos estudios de cohorte prospectivos: el American Cancer Society Cancer Prevention
Study II Nutrition Cohort (CPS-ll) y el Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer

Screening Trial (PLCO) (Hayes et al., 2018).

Se incluyeron en el estudio 129 pacientes que fueron diagnosticados de CECC durante el
seguimiento de 3,9 afios, y se escogieron 254 controles emparejados, dos controles por
cada caso, teniendo en cuenta que 4 muestras fueron excluidas por presentar material
inadecuado. Las muestras se tomaron a partir de enjuagues bocales que fueron enviados
por los pacientes de ambos estudios. La edad de media de los pacientes fue de 71 afios
en el CPS-1l'y de 63 afios en el PLCO. La mayoria de los pacientes eran varones. Se realizo
un estudio de secuenciacion masiva sobre las muestras a estudio con identificacion de
3.217.274 secuencias que pertenecian a 10 filos, 22 clases, 36 drdenes, 62 familias, 127
géneros y 439 especies. De los cuales solo se analizaron 5 filos, 11 clases, 17 6rdenes, 28

familias, 50 géneros y 167 especies (Hayes et al., 2018).
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Se encontré que una edad y sexo similar en los pacientes de ambos estudios. En las dos
cohortes se vio que los casos eran mas propensos a tener antecedente de tabaquismo,

consumo de alcohol y positividad para VPH-16 (Hayes et al., 2018).

En el andlisis de la microbiota oral de las muestras se mostré que a mayor abundancia de
phylum Actinobacteria se asocid con un mayor riesgo de CECC. Una mayor abundancia
del orden Corynebacteriales, la familia Corynebacteriaceae y el género Corynebacterium
se asociaron con un riesgo reducido de CECC. Ademas, la clase Betaproteobacteria, el
orden Neisseriales, la familia Neisseriaceae y el género Kingella en el filo Proteobacteria
se asociaron significativamente con un menor riesgo de CECC. Tres especies, Prevotella
nanceiensis, Capnocytophaga leadbetteri y Selenomonas sputigena, también estaban
inversamente relacionadas con CECC. Ninguna de las 4 bacterias asociadas con la
enfermedad periodontal (Porphyromonas gingivalis, Tannerella  forsythia 'y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans) y la caries dental (Streptococcus mutans) se

asocié con el riesgo de CECC (Hayes et al., 2018).

Una mayor abundancia de los géneros Corynebacterium (orden Corynebacteriales),
Kingella (orden Neisseriales), Neisseria (orden Neisseriales), Abiotrophia (orden
Lactobacillales), Capnocytophaga (orden Flavobacteriales) y las especies Kingella
dentificans y Streptococcus sanguinis se asociaron con un riesgo reducido de cancer de
laringe. A nivel de especie, Actinomyces oris y Veillonella denticariosi se asociaron con un

riesgo reducido de cancer de faringe. Parvimonas micra y Neisseria sicca se asociaron con
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un riesgo reducido de cancer de cavidad oral, mientras que Actinomyces sin nombre

(oral-taxon_170) se asocié con un mayor riesgo (Hayes et al., 2018).

También Hanshew y col 2014 realizaron un estudio en el que se queria caracterizar y
comparar las comunidades bacterianas presentes en lesiones benignas de las cuerdas
vocales. Se escogieron 49 pacientes con diagndstico de lesién benigna de cuerda vocal
de la Universidad de Wisconsin — Madison, USA, y Universidad de Hamburgo, Alemania.
De los cuales se recogieron 44 muestras, dentro de las que se encuentran 7 quistes, 5
nodulos, 18 pdlipos y 14 edemas de Reinke. Se identificaron un total de 248.570
secuencias con una media de 5.650 por muestra. 334 OTUs estuvieron presente en el

97% de las muestras (Hanshew et al., 2014).

No se identificd una diferencia significativa entre los diferentes tipos de lesiones segun la
alfa diversidad por prueba de Chao o Simpson y Shannon. Cinco familiar fueron
representativas, de las cuales se mencionan Firmicutes (73,8 %), Proteobacteria (12,7 %),
Bacteroidetes (9,2 %), Actinobacteria (2,1 %) y Fusobacteria (1,9 %). Las secuencias
identificadas como Spirochaetes, Cyanobacteria, Verrucomicrobia, Deinococcus-
Thermus, Tenericutes y sin clasificar también estuvieron presentes, pero de manera

inconsistente y con abundancia menor a 0,2% (Hanshew et al., 2014).

Muchas de las secuencias identificadas como Bacilos pertenecian al género
Streptococcus. Este género fue el mas comun y abundante, encontrado en cada lesion.

En un promedio de 68,7% de todas las secuencias fue encontrado. Ninguna de las
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comunidades tuvo agrupacion significativa en el PCoA basado en el tipo de lesion, genero,

pais de origen o edad (Hanshew et al., 2014).

Lim y col. 2018 llevaron a cabo un estudio de casos y controles junto con la universidad
de Queensland, donde escogieron 20 pacientes sanos, 21 pacientes con cancer oral u
orofaringeo y 11 pacientes con alto riesgo oral por presentar enfermedades como
periodontitis o gingivitis. Dividieron el grupo de controles por edad, de 20 a 30 afios y los
mayores de 50 afios. Se recogieron las muestras a través de enjuague bucal (Lim et al.,

2018).

A través de la secuenciacién masiva se identificaron 770.061 secuencias en total, con un
promedio de 9.278 secuencias por muestra. 108 OTUs fueron detectados (Lim et al,,

2018).

Se utilizd el indice de Shannon para calcular la diversidad de cada uno de los grupos,
evidenciando que el grupo de casos presentaba una diversidad menor en comparacién
con el grupo de controles y el grupo de alto riesgo. Los graficos PLS-DA y de redundancia
muestran una estructura claramente diferenciada entre los controles sanos normales
entre las edades de 20 y 30 afios y otras categorias (controles sanos normales mayores
de 50 afos, individuos de alto riesgo y pacientes con cancer oral (OCC) y céancer

orofaringeo (OPC)) (Lim et al., 2018).
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El estudio muestra que Rothia (P < 0,0001), Haemophilus (P < 0,005), Corynebacterium (P
< 0,01), Paludibacter (P < 0,01), Porphyromonas (P < 0,01) y Capnocytophaga (P < 0,05)
presentan una abundancia significativamente menor en muestras de enjuague bucal de
pacientes del grupo de casos, mientras que Oribacterium (P < 0.05) es significativamente
mayor. De igual forma expone que Actinomyces (P < 0,05), Parvimonas (P < 0,05),
Selenomonas (P < 0,05) y Prevotella (P < 0,05) tienen una abundancia significativamente

mayor en paciente con cancer oral en comparacion con el orofaringeo (Lim et al., 2018).

En este estudio también se intentd encontrar un panel de bacterias que pudieran ayudar
a realizar un diagndstico precoz a través de las curvas ROC de Carstensen de los géneros
de Rothia, Haemophilus, Corynebacterium, Paludibacter, Porphyromonas, Oribacterium'y
Capnocytophaga. Con este enfoque, el panel tiene un drea bajo la curva (AUC) de 0,98 y

una sensibilidad y especificidad del 100% (Lim et al., 2018).

Schmidty col. 2014 realiz6 un estudio con dos diferentes cohortes, una inicial llamada de
descubrimiento, y la segunda de confirmacién. Su objetivo principal era comenzar a
sentar las bases que permitirian la explotacion de la microbiota oral para el tratamiento
y seguimiento del inicio, la progresion vy la recurrencia del cancer oral. La muestra de la
cohorte 1 fue de 5 casos y 5 controles, la de la cohorte 2 fue de 83 pacientes, incluyendo

los de la anterior cohorte y pacientes con lesiones precancerosas (Schmidt et al., 2014).
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A través la secuenciacidon masiva de las muestras se identificaron en la cohorte 1 un total
de 104.380 secuencias y 276 OTUs. En la cohorte 2 se identificaron 4.486.196 secuencias

y 2107 OTUs (Schmidt et al., 2014).

En las dos cohortes se identificaron principalmente 5 familias, dentro de las que se
encuentran Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria y Actinobacteria. De
igual manera, se evidencié en ambas cohortes una disminucién significativa de la familiar
Firmicutes y Actinobacteria en el grupo de casos en comparacién con los controles sanos.
Estas dos familias también se encontraron disminuidas en pacientes con lesion
precancerosa, significando que tal vez estas dos familias pueden tener una reduccion en
las etapas tempranas de la enfermedad. Se encontro, de igual manera, una reduccion en

los géneros de Streptococcus y Rothia en el grupo de casos (Schmidt et al., 2014).

Wang vy col. 2017, realizé un estudio donde intentaba correlacionas las comunidades
bacterianas de los tejidos de cabeza y cuello para relacionarlos con la aparicion de
carcinoma escamosos de cabeza y cuello. Se tomaron muestras de un banco de tejidos
de 121 pacientes con carcinoma escamoso oral, orofaringeo o laringeo, y 121 muestras
sanas a mas de 2 cm de la lesién tumoral. El procesamiento de las muestras se realizd por
secuenciacion masiva para identificar las secuencias mas frecuentes (H. Wang et al.,

2017).

Dentro se los resultados encontraron que la familias mas frecuente tanto en casos, como

en controles, fue Firmicutes, seguido de Bacteroidetes y Proteobacteria, luego se
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encontré Fusobacteria y Actinobacteria. Se evidencia una diferencia significativa entre
casos y controles solamente en dos géneros, Actynomices y Parvimonas, estando el
primero de estos disminuido en los casos y el segundo aumentado en comparacién con

el grupo control (H. Wang et al., 2017).

Al no presentar una diferencia significativa en la diversidad alfa de casos y controles, se
decidié realizar un analisis estratificado de los dos grupos dependiendo del tamafio del
tumor. Se evidencid que el género Actynomices estaba aumentado en los pacientes con
tumores de bajos estadios comparados con los de alto estadio. Al contrario de la
Parvimonas que estaba disminuido en los pacientes con bajos estadios. De igual manera,
se realizd una estratificacion segun la localizacion del tumor, donde se vio que el género
Parvimonas presento una disminucion de su abundancia en la hipofaringe/laringe en

comparacioén con la cavidad oral/orofaringe (H. Wang et al., 2017).

Por dltimo, Jetté y col, 2016, realizd un estudio para identificar las comunidades
bacterianas claves asociadas con el consumo de tabaco y presencia de ERGE que podrian
causar la inflamacidén laringea. Se tomd una muestra de tejido de cuerda vocal falsa de
97 pacientes. Un grupo de 77 pacientes eran no fumadores, de estos, 19 presentaban
ERGE diagnosticada por phmetria, 28 presentaban reflujo faringo — laringeo (RFL)
diagnosticado por nasofibrolaringoscopia, y 30 pacientes sin enfermedad. Otro grupo de
20 fumadores, de los cuales, 10 presentaban ERGE diagnosticado por phmetria, 4
presentaban RFL diagnosticado por nasofibrolaringoscopia y 4 pacientes sin patologia

(Jetté et al.,, 2016).



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 119

Se realizd secuenciaciéon masiva de las muestras, identificando 300.693 secuencias que
correspondian a 1347 OTUs. Dentro de las familias encontradas se exponen
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Fusobacteria. De igual
manera, los géneros con mas abundantes fueron Comamonadaceae, Streptococcus,
Cloacibacterium, Prevotella, Propionibacterium, Helicobacter, Veillonella, Acinetobacter,

Pseudomonas y Bacillus (Jetté et al., 2016).

En el andlisis estadistico no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos de estudio. Sin embargo, se encontro diferencia en la alfa diversidad con la prueba
de Shannon, mostrando una disminucién de la diversidad en fumadores. De igual manera,
la prueba de CHAO1 mostrd aumento de riqueza en paciente con ERGE (Jetté et al,,

2016).
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Saliva como Método de Estudio

La saliva se considera un fluido bioldgico clinicamente informativo por el uso que se le
puede dar en las investigaciones de prondstico, diagnostico, monitoreo y manejo de
pacientes con enfermedades orofaringeas y sistémicas. Su facil método de recoleccién y
almacenamiento es ideal para la deteccién temprana de enfermedades, dado que
contine marcadores biolégicos especificos. Los biomarcadores contenidos la hacen util
en ensayos clinicos que la utilizan como dispositivo de estudio, pruebas rapidas o
formatos mas estandarizados para operaciones de laboratorio clinico centralizado. El
diagndstico salival es un campo dindmico que se estd incorporando como parte del
diagndstico de enfermedades, seguimiento clinico y para la toma de decisiones clinicas

importantes para el cuidado del paciente (Malamud, 2011).

Las muestras orales que son Utiles para el diagndstico de enfermedades sistémicas
incluyen saliva, fluido crevicular gingival (GCF), hisopos orales, placa dental y volatiles. De
hecho, los datos publicados indican el uso exitoso de todos estos tipos de muestras orales

para detectar o predecir la susceptibilidad a enfermedades sistémicas (Malamud, 2011).

La saliva ha tenido un papel importante en el descubrimientos de biomarcadores que
sirven como diagnostico temprano, ya que todos los marcadores presentes en sangre y
en orina, también se presentan en esta (Lim et al., 2018). Un reciente estudio mostré la
viabilidad en la deteccién de ADN tumoral en las muestras de saliva con una sensibilidad

del 100%, en comparacion con un 80% en plasma (Yuxuan Wang et al., 2015).
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La capacidad que se tiene para determinar con precision los biomarcadores en las
muestras extraidas de la cavidad oral depende primeramente de la naturaleza bioquimica
del marcador, la fuente, el tipo de muestra que se toma y el mecanismo por el que el
marcador ingresa a la cavidad oral. El tipo de muestral oral mads comidnmente utilizado es
el hisopo que recoge una muestra de ADN. Esto se ha empleado durante muchos afios
en estudios forenses, mas recientemente, para analisis de polimorfismos de un solo
nucledtido para mutaciones asociadas con enfermedades especificas. Si bien una
muestra de ADN se puede recolectar de una amplia gama de sitios en el cuerpo humano,
la muestra oral se ha utilizado con mas frecuencia debido a la facilidad del procedimiento
de muestreo, es decir, un cepillado bucal que se coloca en un medio de transporte

estabilizador y se envia a un laboratorio para su evaluacién (Malamud, 2011).

La busqueda de biomarcadores para una variedad de tumores malignos ha estado en
curso durante décadas. Una vez que dichos biomarcadores se detectan en el suero, es
una progresion natural buscar estos mismos marcadores en la saliva. La capacidad de
identificar marcadores especificos, con mayor importancia en tumores malignos con
pocos sintomas tempranos, como el cancer de ovario y pancreas, seria un gran impacto
en las tasas de diagndstico temprano y por consiguiente en la supervivencia. Se han
publicado estudios de niveles elevados del antigeno del cancer, CA15-3 y el oncogén c-
erB2, en mujeres con cancer de mama en comparacion con los controles. Otros estudios
han informado una regulacién a la baja del supresor de tumores DMBT1 en tumores

mamarios en ratones y humanos (Blackburn et al., 2007). También se han identificado
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cuatro biomarcadores de ARNm que podrian distinguir a los sujetos con cancer de
pancreas de los sujetos con pancreatitis y de control (Zhang et al., 2009). Es probable que
haya un mayor esfuerzo para corroborar y extender estos hallazgos en una variedad de

tumores sélidos para desarrollar un perfil de diagndstico temprano.

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello ha sido estudio en multiples trabajos, para la
deteccién de biomarcadores que puedan ayudar en el diagnostico de sus etapas de
desarrollo, incluido el proceso inicial, la invasién, la recurrencia y el tratamiento. Se han
descrito un serie completa de biomarcadores que se relacionan con el cancer de cabeza
y cuello, incluyendo oncogenes (C-myc, c-Fos, C-Jun), antioncogenes (p53, p16), citocinas
(TGF-B1, IL-8 , e IL-1 B), factores de crecimiento (VEGF, EGF e IGF), proteinasas que
degradan la matriz extracelular (MMP1, MMP2, MMP9), marcadores de hipoxia (HIF-a,
CA-9), marcadores de transicién epitelial-mesenquimatosa (E-cadherina, N-cadherina y
B-catenina), factores tumorales epiteliales (CYFRA 21-1), citoqueratinas (CK13, 14 y 16),
micromoléculas de ARN e hipermetilacion de genes relacionados con el cancer (p16 vy
DAP-K) (Bilodeau et al., 2010; Williams, 2010; Xie et al., 2008). Estos biomarcadores se
han definido mediante técnicas moleculares, transcriptémicas, gendmicas, protedmicas,
metaboldmicas y fenotipicas. Sin embargo, se necesita un mayor desarrollo y validacion
de estos biomarcadores para la implementacion rutinaria en el diagndstico clinico para
ayudar con la deteccion temprana del cancer, la evaluacion del riesgo y la respuesta a las
terapias. El refinamiento de un panel de biomarcadores salivales solubles dependerd de
su estabilidad y precision de deteccidn, incorporacion en ensayos sensibles vy

reproducibles, faciles de realizar, alta sensibilidad y especificidad para indicar
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enfermedades especificas y sus etapas de desarrollo, facil cuantificacién en el laboratorio
clinico e integracion de la rentabilidad en los algoritmos de diagndstico clinico (Malamud,

2011).
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En relacion con los principios que se debe tener en la investigacion médica que involucre
seres humanosy como en el presente caso, la generacion de nuevo conocimiento se tiene
como prioridad los derechos de los sujetos de investigacion. A continuacion, se detallan

cada uno de los principios que cumple la investigacion aqui registrada.

Autonomia

Este estudio ha sido realizado bajo el consentimiento informado favorable de cada uno
de los pacientes incluidos en él. Los investigadores se comprometieron a asegurar la
intimidad y confidencialidad de los datos de cardcter personal de los pacientes incluidos
en el estudio, en conformidad con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de
diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la
Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de

derechos y obligaciones de materia de informacion y documentacién clinica.

Se realizo la explicacidn de la recogida de muestras, y de igual forma, se indico cual era la
finalidad del estudio en el cual se iban a incluir. Una vez se tenia aprobacion verbal, se
realizaba la firma del consentimiento informado escrito, a lo que posteriormente se
realizaba la toma de muestra salival y de sangre, luego en el procedimiento quirurgico se

recogian las muestras de tejido.

Beneficencia
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Con este estudio se intenta definir cudl es la microbiota tanto de pacientes sanos como
de pacientes enfermos de cancer de laringe y de esta manera reconocer las diferencias
significativas que a largo plazo puedan servir como marcador temprano de cancer de
laringe, dado que esta patologia hasta el momento no cuenta con marcadores para el
diagndstico precoz y la mayoria de los pacientes se diagnostican en etapas moderadas o

severas de la enfermedad.

No-Maleficencia

En ninguna de las fases del estudio (recogida de muestra, procesamiento o analisis) se ha
realizado ningun dafio sobre los pacientes que aceptaron ser parte del mismo. El principal
objetivo ético del estudio ha sido buscar favorecer los pacientes con factores de riesgo
para cancer de laringe con una herramienta para el diagndstico precoz de su patologia y

posterior tratamiento.

Justicia

Los pacientes incluidos en el estudio se escogieron de una amplia poblacion, de los cuales
los que cumplian los criterios de inclusion y no cumplian los de exclusién fueron
incorporados, no excluyendo pacientes que estuvieran en esta categoria. El beneficio que

pueda causar los resultados de este estudio puede ser de gran ayuda para el diagndstico
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precoz en pacientes con cancer de laringe, sin importar sus diferencias socioeconémicas,

étnicas o culturales.
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Poblacidn de Referencia y de Estudio

Poblacion diana

Dentro de la realizacién de este estudio se ha tomado como poblacién diana los pacientes
con diagndstico, tanto clinico, como anatomopatoldgico de carcinoma epidermoide con
localizacion laringea en la Comunidad Auténoma Region de Murcia, Espafia. Esta region,
segln la Orden del 24 de abril de 2009 (BORN 7 de mayo del 2009), se divide a su vez en
9 dreas de salud (Figura 16). Esta investigacion fue desarrollada en el hospital de
referencia de la regién y correspondiente al drea | de salud, Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca (HCUVA). Con una capacidad de 863 camas y 27 quiréfanos activos,

cubre una poblacién de 252.861 habitantes.

" HOSPITALES DE REFERENCIA DE LAS AREAS Y ZONAS BASICAS DE SALUD DE LA REGION DE MURCIA
Mapa Sanitario 2015
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Figura 16. Mapa de los hospitales de referencia de las dreas y zonas basicas de salud de
la Region de Murcia (Mapa Sanitario 2015).
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Poblacion de Estudio

En esta investigacion se estudiaron todos los pacientes con edad mayor a 18 afios, que
pertenecian al drea | de salud (Murcia Oeste) o que habian sido derivados de otros
centros hospitalarios con diagndstico anatomopatoldgico de carcinoma epidermoide en

localizacion laringea y que han sido tratados de forma quirudrgica en el HCUVA.

Muestra

Por medio del servicio de Otorrinolaringologia y Biologia Molecular se reunieron
muestras de saliva y tejidos, con previa firma de consentimiento informado (Anexo |) de
los pacientes intervenidos de tumoraciones benignas y malignas de cabeza y cuello, en el
HCUVA, durante el periodo comprendido entre enero de 2008 y diciembre de 2012.
Obteniendo una muestra total de 179 pacientes. Se implementaron los siguientes

criterios para definir la poblacidon del estudio:

Criterios de Inclusién

o Edadentrelos 18 y 90 afios.

o Localizacion del tumor primario de origen en laringe.

o Diagndstico de anatomia patoldgica de carcinoma epidermoide.

o Tratamiento quirdrgico curativo o paliativo en Hospital Clinico Universitario

Virgen de la Arrixaca.
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O Obtencién de muestra bioldgica en el quiréfano: sangre, saliva, tejido tumoral y

Sano.

Criterios de Exclusion

o Diagnéstico de anatomia patoldgica de adenocarcinoma, carcinoma papilar,
carcinoma mucoepidermoide, carcinoma anapldsico, melanoma, linfoepitelioma
y paraganglioma.

o Diagnostico sincronico de tumor maligno en alguna otra localizacion del cuerpo.

o Tratamiento previo con quimioterapia o radioterapia.

o Enfermedad metastdsica extraganglionar a distancia coexistente con el tumor
primario.

O Muestras tumorales o salivares insuficientes, con incapacidad para el estudio

microbiolégico de microbiota.

Definicion de Grupos de Trabajo

Para la seleccion de casos y controles se tuvo en cuenta que el grupo de casos se
seleccionaran ateniendo a los criterios de inclusion y de exclusion establecidos, siendo
20 los pacientes que se incluyeron finalmente como grupo de estudio. En el grupo de
control se seleccionaron pacientes que presentaban patologia benigna de cuerdas
vocales (pdlipos o nddulos laringeos) y que requerian tratamiento quirdrgico para su

tratamiento.
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Variables del Estudio
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En cuanto a los datos necesarios para el desarrollo de la propuesta, la siguiente Tabla 12

describe cada una de las variables que se tendran en cuenta en el presente estudio.

Seccidn

Descripcion

Tipo de

variable

Dicotdmica

Identificacién NUmero de Secuencia numérica Cuantitativa
del paciente registro asignada que cumple = continua
criterios de inclusién
y no de exclusion
Clasificacion Clasificacion Clasificacion  segun | Cualitativa Caso
criterios de inclusién Control
y exclusion como
caso o como control.
Edad Edad Tiempo de vida en Cuantitativa
afios Razén
Continua
Sexo Género Clasificacion Cualitativa 0 =Hombre
genotipica Nominal 1 = Mujer
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Seccion

Nombre

Descripcion

Tipo de

variable
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Valores

Dicotdmica

Alcoholismo Alcoholismo Consumo > 5-6 Cualitativa 0=No
bebidas Nominal 1=Si
alcohdlicas/dia Dicotémica

Tabaquismo Tabaquismo Fumar > 15 cig/dia Cualitativa 0=No

Nominal 1=Si
Dicotomica

Aio de Afio del En qué afio fue Cuantitativa

diagndstico diagndstico diagnosticado el Razdn
tumor. Continua

Estadio Estadio del | ESTADIFICACION Cualitativa

tumor TNM AJCC UICC 82  Nominal
edicion.

Patologia Anatomia Estirpe Cualitativa 0=No

patoldgica anatomopatolégica  Nominal epidermoide
del tumor Dicotémica 1=Epidermoide

Tratamiento Laringectomia | Reseccidn quirurgica = Cualitativa 0=No
de la laringe Nominal 1=Si

Dicotdmica
Cordectomia Reseccion quirdrgica Cualitativa 0=No
de cuerda vocal Nominal 1=Si
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Seccion

Nombre

Descripcion

Tipo de

variable
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Valores

Vaciamiento Reseccion quirdrgica | Cualitativa 0=No
cervical de cadenas = Nominal 1=Si
ganglionares Dicotémica
cervicales y
yugulodigastricas.
Quimioterapia = Tratamiento Cualitativa 0=No
+Radioterapia conservador de Nominal 1=Si
o6rgano o terapia Dicotomica
coadyuvante
Anatomia Localizacién Topografia Cualitativa Supraglotis
anatomica anatomica del tumor ' Nominal Glotis
Dicotémica
Microbiota Rothia Actinobacteria, Cuantitativa @ OTU
grampositiva, no
esporulada.
Porphyromonas | Bacteria Cuantitativa | OTU

gramnegativa, no
formadora de
anaerobia,

esporas,

movil.
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Seccion

Nombre

Alloprevotella

Descripcion

Bacteria
gramnegativa

anaerobia.

Tipo de
variable

Cuantitativa
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Valores

oTu

Prevotella

Bacteria
gramnegativa

anaerobia.

Cuantitativa

oTu

Campylobacter

Bacilos
gramnegativos

moviles.

Cuantitativa

OoTU

Catonella

Bacteria
gramnegativa,
anaerobico
formador

esporas.

no

de

Cuantitativa

oTu

Fretibacterium

Bacteria
gramnegativa

anaerobia.

Cuantitativa

OoTU

Tabla 12. Variables del estudio donde se evidencia la descripcién, tipo de variable y

valores.
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Recogida de Datos

Las fuentes en las cuales se realizd la recoleccién de datos de los pacientes fueron las
siguientes: libro de procedimientos quirdrgicos del servicio de Otorrinolaringologia,
servicio de codificacidn clinica del HCUVA y listado de pacientes con muestras bioldgicas

por parte del servicio de Biologia Molecular.

Se disefié un formato de recogida de datos (Anexo Ill), tomando en cuenta las variables
gue podrian ser necesarias y fundamentales para la realizacién del estudio y descritas

anteriormente (Pelegrin Hernandez, 2015).

Los datos para la cumplimentacion de estos formatos se obtuvieron de la historia clinica
de cada uno de los pacientes, recogida en el servicio de documentacion y a través del
programa informatico de informacidn sanitaria “Selene” que se maneja en el HCUVA
(Anexo Ill). Los datos se comenzaron a recopilar desde mayo de 2012 y se termind en

enero de 2013, de manera retrospectiva.

Obtencién y Preparacién de las Muestras Bioldgicas

Todas las muestras (saliva, sangre y tejido sano/tumoral) de los pacientes incluidos en el

estudio fueron recogidas en el quiréfano de Otorrinolaringologia, teniendo en cuenta que

la saliva y la sangre, se recogieron en la sala de antequirdfano, con el paciente en ayunas,
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mientras las muestras de tejido (tanto tumoral como sano) se recogieron dentro del

procedimiento quirdrgico.

Dentro de los liquidos bioldgicos del cuerpo humano, la saliva, es uno a los que mas facil
acceso se tiene, siendo un compuesto dinamico y complejo que contiene un alto nimero
de componentes. La gran capacidad que tiene la saliva para la deteccidn de situaciones
fisiolégicas y patologias del cuerpo humano, de igual manera como la relaciéon bien
documentada que presenta con bacterias, virus y enfermedad sistemas, hacen de ella el

liquido bioldgico de le eleccion en nuestro estudio.

La recogida de saliva se realizé por medio de la utilizacion de lentinas, que se colocaron
en la regién sublingual durante 10 minutos mientras el paciente se encontraba en la sala
de antequirdfano. Estas fueron preparadas por el mismo investigador. Debemos aclarar
gue no se utilizd ningln método para la estimulacion de la produccién de la saliva previo

a la recogida de la misma.

Las muestras de sangre fueron extraidas por el personal de enfermeria del hospital. Las
muestras de tejido sano y tumoral se recogieron de forma independiente tras la reseccion

quirurgica de la pieza quirurgica.

Materiales

Los elementos que se utilizaron en la recogida de muestras de saliva fueron los siguientes:

e Guantes estériles.
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e Envase con tapa estéril y hermético.
e Lentinas estériles.

e Pinza de bayoneta estéril.

Obtencion De La Muestra

e Como condicién, el paciente debia estar en ayunas.

e Colocacion de lalentina con la pinza de bayoneta en el espacio sublingual durante
10 minutos.

e Retirar la lentina del espacio sublingual.

e Realizar compresion de la lentina para extraer la saliva de esta sobre el envase
estéril (Figura 17).

e Sellar el envase con su tapa.

Transporte y/o Conservacion
Luego de recopilacion de la muestra para estudio, esta debid ser dirigida al lugar de

analisis, siguiendo las siguientes indicaciones:

e Enviar al laboratorio en < 2 horas.

e Sise prolonga, pueden transcurrir mas de 2 horas guardadas en frigorifico a 49C.
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Figura 17. Imagen correspondiente a: a) lentinas para toma de muestra de saliva. b)
recipiente para el almacenamiento de la muestra. c) recogida de la muestra y envase de
esta.

Después de realizar la toma de muestras, se realizo la identificacion de cada una de ellas
con la informacion personal y sanitaria de los pacientes; de igual manera, se asigné un
numero de paciente para el ingreso a la investigacion (Anexo Il). Fueron enviadas a la
Unidad de Investigacion del Servicio de Analisis Clinico (Laboratorio de Terapia Molecular
y Biomarcadores de Cancer). Alli la muestra fue centrifugada a 2500 rpm, durante 5
minutos, el sobrenadante fue alicuotado, congelado y almacenado a -802C para su

posterior utilizacién.

Finalmente, para su preparacion, las muestras se descongelaron lentamente hasta

alcanzar temperatura éptima para analisis de 42C.

Determinacidon Metataxondmica de la Composicion del Microbiota Salival
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En este apartado se describe la metodologia usada para determinar la composicién de la
microbiota salival mediante la amplificacién del gen que codifica la subunidad 16S del
ribosoma bacteriano, su secuenciacién masiva y como se realizd la asignacion taxondmica

de las secuencias obtenidas.

El gen bacteriano ARNr 16S tiene un tamafio aproximado de 1500 pb y presenta
estructura muy conservada. Este gen es utilizado de forma universal para la identificacion
taxondmica debido a que presenta regiones variables que han acumulado cambios

genéticos que nos permite diferenciar bacterias filogenéticamente proximas.

En el presente estudio, se realizd la determinacion metataxondmica de la composicion
de la microbiota salival en los grupos de paciente con carcinoma epidermoide
faringolaringeo, asi como de los controles con patologia laringea benigna, en el servicio

de Otorrinolaringologia del HCUVA.

Extraccion del ARN

Para la extraccion del ARN se utilizé el robot MagNA Pure 2.0 LC (Codigo 0519768600) vy
el kit MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit — Large Volume (Cdédigp
03264793001), ambos de la casa comercial ROCHE (Mannheim, Alemania). A las
muestras de saliva se le afladieron tampdn PBS 1.5 veces en volumen y se vortearon hasta
conseguir una solucién homogénea. A continuacién, se centrifugaron a 2000 rpm 5

minutos y se recogid el sobrenadante. 500 pl de este sobrenadante fue sometido a la
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extraccion automatica del ADN siguiendo las instrucciones del fabricante de acuerdo con

el protocol total NA external lysis.

Para valorar una correcta extraccion de la muestra, la cuantificacion del ADN obtenido
de cada muestra se realizé mediante el lector Qubit Fluorometric Quantitation (Cédigo Q
33226) de la casa comercial ThermoFisher Scientific (Walthman, Massachusetts, Estados
Unidos) mediante el kit Qubit 1x dsDNA HS Assay (Codigo Q33231). La medicién de la
concentracién mediante este lector esta basada en emision de fluorescencia a diferencia
de la lectura de la absorbancia ultravioleta que se ha venido utilizando en los Ultimos
tiempos. Con esto se consigue una mayor especificidad de lectura de ADN sobre ARN. La

concentracion minima aceptable fue de 5 ng/dL.

Amplificacidn y Secuenciacién del ARN

Los amplicones del gen ARNr 16S bacteriano fueron obtenidos siguiendo el protocolo 16S
rDNA gene Megenomic Secuencing Library Preparation Illumina protocol (Cdédigo
15044223 Revision A), de la casa comercial Illumina (San Diego, California, Estados
Unidos). Las secuencias especificas amplificadas estan en la region V3 y V4 (459 bp) del
gen ARNr 16S. Los primers especificos fueron seleccionados a partir de bibliografia

vigente al resto (Figura 18) (Klindworth et al., 2013).
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16S rDNA gene Amplicon PCR Forward Primer = &'

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

16S rDNA gene Amplicon PCR Reverse Primer = &'

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Figura 18. Nomenclatura IUPAC del Forward primer y Reverse primer utilizados en la

secuenciacién del gen ARNr 16S bacteriano.

En cada pocillo (96 pocillos por plato) de reaccion de PCR se puso el ADN extraido de la
saliva a concentraciéon de 5 ng/dL, los reverse y forward primers y la ADN polimerada del
kit KAPA HiFi HotStart ReadyMixPCR (Cddigo KK2602) de la casa comercial Kapa
Biosystems (Wilmington, Massachisetts, Estados Unidos), siguiendo el protocolo
mencionado. A continuacion, se introdujo el plato de muestras en el termociclador y se

procedid a realizar el siguiente ciclo de temperaturas:

e Desnaturalizacién inicial: 3 minutos a 959C.
e 25 ciclos: 30 segundos a 952C + 30 segundos a 552C + 30 segundos a 729C.
e 5 minutosa 72 °C.

e Fin de la reaccion mediante enfriamiento a 4 °C.
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Mediante fragmentacién enzimatica se tuvo que preparar, adaptar, purificar y normalizar
los amplicones al modelo de secuenciacién lllumina. Se utilizé Nextera XT index kit v2
(Codigo FC-131-2001). Para asegurar la normalizacion del tamafio se procesé 1 ulL del
producto de la PCR en un 2100 Bioanalyzer instrument usando un Bioanalyzer DNA 1000
chip de la casa comercial Aguilent (Santa Clara, Estados Unidos). El tamafio esperado

debe ser sobre 550 bp.

Las librerias de amplicones han sido secuenciadas en un MiSeq Sequencer de la marca
[llumina (San Diego, California, Estados Unidos) tomando en cuenta y siguiendo las
especificaciones dadas por el fabricante, usando el MiSeq Reagen kit v3 (Codigo MS-
10223001). Este sistema lllumina funciona con un método de secuenciacion basado en la
polimerizacién del ADN, donde la incorporacion de un nucledtido marcado con
fluorescencia y protegido en la cadena naciente impide que siga creciendo. Luego de
detectar la sefial fluorescente se elimina el grupo protector pudiéndose incorporar otro
nucleétido marcado e iniciar un nuevo ciclo. Esto se realiza por medio de un cartucho de
un solo uso que contiene reservorio con sello metalico prerrellenados con los reactivos
de secuenciacién y clustering, junto con una Flow cell que consiste en una placa con
carriles hechos de vidrio donde las reacciones de secuenciacién se producen. La
secuenciacion se realizd usando un ciclo 2x300pb paired-end, como recomienda el
fabricante. La mezcla de amplicones fue reforzado con PhiX control (coddigo F-110-3001)
con el fin de mejorar la incorporacion de bases durante la secuenciacion como

recomienda el fabricante.
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Analisis Bioinformatico de las Secuencias de Amplicones del Gen Bacteriano ARNr 16S 'y

Asignacion Taxondmica

El analisis bioinformatico fue llevado a cabo en diferentes etapas. Primero, se ejecutd un
control de calidad de las secuencias obtenidas y una eliminacién de las secuencias
guiméricas, entre otros procesos de filtrado posteriormente se realizd la asignacion
taxondmica. El formato de los archivos de las secuencias obtenidas en bruto fue FASTQ,
gue suele ser el estandar actual y es el que proporciona el sistema de secuenciacion

llumina.

Para realizar un control de calidad se realizd un filtrado y recorte (trimming) de las
secuencias con el objetivo de eliminar aquellas cortas o de baja calidad. De esta manera
aseguramos una buena asignacién taxondmica (Schmieder & Edwards, 2011). Este
proceso fue realizado mediante el programa prinseg-lite (http:prinseq.sourceforge.net).
Se utilizd una longitud minima de 50 nucleotidos (min_length:50). De la misma forma se
aplico un recorte de base por base desde la derecha, midiéndose que la calidad no bajara
del umbral de 30 en una ventana de 20 nucledtidos usando la media (trim_qual_right:
30, trim_qual _type: mean, trim_qual window:20). Se debe saber que los sistemas
lllumina proveen las secuencias desaparejadas R1y R2 (forward/reverse), y estas deben

ser aparejadas para obtener un amplicon completo.

Posteriormente se realizd otro control de calidad, mediante el pipeline DADA2

(https://benjjneb.github.io/dada2/index.html), para la correccion de errores que puede
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producir lllumina durante la amplificacion. Se hizo un trimming a 280y 2010 bp en R1y
R2, se unieron y luego se buscaron las secuencias quiméricas para eliminarlas. Se
reconoce como una secuencia quimérica a los productos erréneos de una amplificacion,
siendo detectados por que los extremos difieren mucho en cuanto a su asignacién
taxondémica. El pipeline DADA2 utiliza un método novedoso de correccion de errores
dado que es capaz de discriminar con mejor exactitud los errores de amplificacion de

secuencias bioldgicas variantes (Callahan et al., 2016).

Para el analisis metataxondmico de las secuencias genéticas se empled el programa
QIIME 2 (http: quiime.org), por medio del cual, y utilizando plugins, se pudo realizar la
amplia mayoria de los andlisis necesarios para el estudio de la microbiota, estadisticas y
obtencion de graficas. Mediante un pipeline disefiado especificamente a tal efecto,

escrito en entorno RStatistics (https://cran.rproject.org/index.html) se concatenan todos

los pasos y se reproduce el flujo de trabajo desde que obtenemos las secuencias hasta el

informe final.

La asignacion de la clasificacion taxonémica fue realizada utilizando la base de datos

SILVA_release 132 (https://www.arb-silva.de) (Quast et al., 2013). Para realizar las

afiliaciones  taxondmicas se  utilizd un  clasificador  bayesiano  naive
(httpa://github.com/quiime2/q2-feature-classifier) integrado en QIIME 2. Cada unidad
taxondmica operativa (OTU) correlaciond por definicién en un 97% con la secuencia que

se reconozca de la base de datos.
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Los estudios ecoldgicos de diversidad y riqueza fueron realizados mediante el plugin
Communitu Ecology Packager (https://cran.r-

project.org/web/package/vegan/index.html).

Expresion de Resultados

Los resultados que se han obtenido en el estudio se expresan de forma original como
abundancia relativa en porcentajes de los phylum, clase, orden, familia y género. De esta
manera, para poder comparar la microbiota salival entre los dos grupos de estudio, tanto

patoldgicos como sanos, se implementd los conceptos de diversidad y riqueza.

Estructura de las Comunidades Microbianas

Cuando se habla de los ecosistemas microbianos se puede observar que tienden a tener
pocas especies con muchos individuos o, al contrario, muchas especies con pocos
individuos. Si se quiere definir la diversidad especifica del nivel trofico y en general del
nicho ecolégico, se debe tener en cuenta fundamentalmente las especies menos
abundantes. Cuando alguna de las poblaciones del nicho ecoldgico aumenta su densidad
debido a que supera la competencia y domina el ecosistema, se dice que la diversidad
disminuye. Estudiar la diversidad de especies nos permite identificar una gran variedad
de respuestas secundaria a los cambios dindmicos que puede sufrir el ecosistema.

Tomando como ejemplo el ecosistema de este estudio, con la microbiota salival, regida
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por factores bioldgicos, la estabilidad se puede asociar a una elevada diversidad, sin

embargo, no es posible definir una causa — efecto determinada.

Las poblaciones ecoldgicas, como la microbiota salival, con elevada diversidad, no
presentan una Unica poblacién, por lo tanto, si se elimina alguna de esas poblaciones, no
se alteraria la estabilidad de la misma, aungue hasta el momento no se sabe que tanto

debe ser la disminucién en la diversidad, para alterar la estabilidad de ese ecosistema.

El hecho de que los ecosistemas diversos puedan aguantar fluctuaciones y agresiones de
los factores biolégicos que los modifican, no quiere decir que al tener un estimulo
constante de los mismos no puedan llegar a cambiar, dando como resultado la disbiosis

del nicho. (Atlas RM, 2002)

Diversidad y Riqueza de la Microbiota

La manera mas sencilla para hablar de la riqueza de la microbiota de un ecosistema es el
numero de OTUs diferentes que presenta, sin tener en cuenta que tan abundantes con
cada una. Se utilizan algunos indices estadisticos para evitar el error de muestreo vy la

realizacidon de curvas de rarefaccion.

El concepto de diversidad fue introducido por Whittaker en 1972, refiriéndose a la
medida de la heterogeneidad de una comunidad en funcion de la riqueza y la abundancia

de las especies. La diversidad permite distinguir entre dos comunidades con idéntica
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riqueza, en la cual las especies difieren en cuanto a su abundancia relativa (Whittaker &

Whittaker, 1972).

La diversidad tiene dos componentes importantes que permiten una mejor

caracterizacion, la diversidad alfa y beta.

Diversidad Alfa ()

La diversidad alfa se define como la riqueza de especies de una comunidad particular ala
gue se considera homogénea, cuyo tamafo determina el nimero de especies por la
relacion area-especies, en la cual a mayor aérea mayor cantidad de especies. (C. E.

Moreno, 2001).

Teniendo en cuenta nuestro estudio, la diversidad alfa es vista como el nimero de OTUs
diferentes en un grupo de pacientes, teniendo en cuenta la rigueza de OTUs y la
abundancia relativa de ellas. Se considera un concepto importante dentro de esta area,
dado que las enfermedades, tanto inflamatorias, como infecciosas o tumorales que
afectan el area de cabeza y cuello se han correlacionado con la disminucion de la
diversidad de la micobiota salival, probablemente por el sobrecrecimiento de otras
poblaciones que terminan causando una disbiosis de la microbiota habitual. (Morgan XC,

2012).

Para entender los resultados de los indices de alfa diversidad hay que partir de dos

premisas: A igualdad de OTUs, la alfa diversidad es maxima cuando todas las OTUs estan
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en igual proporcién, y a igualdad de uniformidad, la alfa diversidad es mayor cuanto

mayor sea el nimero de OTUs diferentes(Atlas RM, 2002).

Indice para Cuantificar la Diversidad Alfa y Riqueza

indice de Shannon — Wiener

El indice de Sharon es un instrumento que combina la informacion de la riqueza de
especies y la equidad en lo que se llama diversidad o heterogeneidad. Una herramienta
util a la hora de cuantificar la alfa diversidad de una comunidad microbiana como la salival
(Magurran, 2004; C. Moreno, 2006). Este indice hace parte de los indices estadisticos
basados en las estructuras de las comunidades, expresando la uniformidad de los valores
de importancia de todas las especies de la muestra. Dentro de este indice se tiene en
cuenta la abundancia de cada OTUs y cuanto de uniformemente se encuentra distribuida
en la comunidad. Ademas, mide el grado promedio de incertidumbre, es decir, predice a
qgue OTUs pertenece un individuo escogido al azar dentro de la comunidad. (BAEV PV,

1995; Magurran, 2004; Peet, 1974).

La férmula matematica por la cual se expresa es (Oksanen et al., 2022):

g
H = — Z pi logy, pi
i=1

Donde:
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H = Indice de Shannon-Wiener.
In = Logaritmo natural (loge).
Pi = Abundancia proporcional de especie i, es decir, el nUmero de individuos de la especie

j divido entre el niumero total de individuos de la muestra = Abundancia relativa.

Este indice toma valores entre 0, cuando hay una sola OTU, y de logaritmo de S cuando
todas las OTUs estan representadas por el mismo nimero de individuos. En la practica

suele tomar un valor maximo de 5 cuando se implementa en comunidades bioldgicas.

Existen dos maneras para que el indice de Shannon aumente. La primera, cuando
aumenta la riqueza de la comunidad, y la segunda, cuando se produce un aumento en la

equitatividad de la representacién en la abundancia relativa de cada OTU.

Se considera que las microbiotas de diversidad media sitdan el valor del indice de
Shannon entre 1.5 y 3, siendo consideradas microbiotas con baja diversidad las que se

encuentran por debajo de 1,5 y microbiotas muy diversas las que estan por encima de 3.

[ndice de Dominancia de Simpson

El indice de Simpson es otro método utilizado para determinar la diversidad de una
comunidad basado en la estructura de la misma; este se centra en la dominancia. Este
indice es inverso al concepto de equidad de la comunidad, porque toma en cuenta las

OTUs con mayor importancia sin considerar al resto de OTUs, siendo menos sensible con
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la riqueza de las especies. (Anne E. Magurran, 1988; FEINSINGER, 2003; Krebs & Price,
1973). Esta influenciado por los OTUs mas comunes, como consecuencias son mas

sensibles a los cambios en la igualdad (C. E. Moreno, 2001).

Para calcular el indice de Simpson se utiliza la férmula (Oksanen et al., 2022):

S

Dl=1—zp?

i=1
Donde Pi es la abundancia relativa de cada OTU.

Otra manera de expresarlo es como indice de Simpson invertido (Oksanen et al., 2022):

= 3
21:1 pf

Si el valor del indice de Simpson se acerca a 1 existird una mayor diversidad alfa, y si el
valorar se acerca a 0, habria una mayor dominancia por parte de una OTU y una menor
heterogeneidad de OTUs. De forma pragmatica podriamos considerar a una microbiota

como poco diversa en base a este indice si su valor esta por debajo de 0.35.
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Estimador CHAO1

Este estimador muestra la riqueza mediante un modelo no paramétrico, basado en el
numero de OTUs raras (Chao, 1978). Estima el nimero de OTUs esperadas teniendo en
cuenta la relaciéon entre el numero de OTUs representadas por un individuo (singlentons)
y el nimero de OTUs representadas por 2 individuos (dubletons). Por medio de este
estimador podemos saber si el muestro ha sido adecuado, puesto que, si el valor CHAO1

es mayor al total de observaciones, el muestreo habra sido insuficiente.
La formula por la cual se determina es (Oksanen et al., 2022):

S? = obs * -i—ﬁ_;

S = nUmero total de OTUs.
F1 = singlentons.

F2 = doubletons.
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Estimador ACE (Abundance — Based Coverege Estimator)

Al igual que el anterior, es un estimador no paramétrico, pero estima la riqueza en base

a OTUs abundantes y raras, tomando un valor umbral para separar ambos grupos (Chiu

etal., 2014).

La férmula para calcularlo es (Oksanen et al., 2022):

*S_'P = Sabund + % Cit - Aa":.r:%ce
Coce = 1 —

P! Srare D .° ili=l)ai
Yace = MaX | g—x =5 —— — 1.0

ai = numero de OTUs con abundancia i.
Srare = NUMero de OTUs raras.
Sabund = NUMero de OTUs abundante.

Nrare = NnUmero de individuos que hay con OTUs raras.

La interpretacion es la misma que con el estimador CHAO1 y se acompafia de un error

estandar.



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 154

Representacion Grdfica de los Indices de Alfa Diversidad y Estudio de Diferencias

Estadisticamente Significativas entre los Grupos

La representacion grafica de estas variables fue realizada por medio de un boxplot o
diagrama de cajas. Para valorar si existieron diferencias estadisticamente significativas a
nivel de cualquiera clasificacion taxondmica de los indices estadisticos medios de alfa
diversidad de los dos grupos de estudio, se utilizé el test no paramétrico de Wilcoxon
(Hollander et al., 2013). El valor de P < 0.05 se estimé como nivel de diferencia

estadisticamente significativa.

Curvas de rarefaccion

Esta técnica desarrollada por Sanders (1968) y corregida por Hulbert en 1971 compara el
numero de OTUs entre comunidades cuando el tamafio de la muestra no es igual. Se basa
en calcular el numero esperado de OTUs si todas las muestras fueran reducidas a un
tamafio estandar, es decir, reduce el tamafio de la muestra mayor para equipararla con
la muestra menor, puesto que sabe que la riqueza va a aumentar con el tamafio muestral
y se debe descartar que las diferencias de riqueza obtenidas no se deban a ello. Se
muestra el nimero de OTUs estadisticamente esperado segln se incrementa el esfuerzo

de muestreo (Gotelli & Colwell, 2011).

Las curvas de rarefaccion estiman el nimero medio de OTUs a través de submuestras
repetidas al azar de “n” individuos a partir de la muestra original mas grande. Nos permite

construir una curva entera en la cual el nimero de individuos submuestreados al azar se
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encuentran en un rango que va de 1 a N. Esta curva se espera llegue a ser asintdnica para
asegurar que se realizé un buen muestreo de acuerdo con el nimero de OTUs

identificados (Gotelli & Colwell, 2011).

La formula matematica para calcular el nimero de OTUs esperada en una microbiota

rarificada desde N a n (N<n) individuos es (Oksanen et al., 2022).

Xi = es el total de OTUs i.
gi = probabilidad de que la OTU i no aparezca en una muestra de tamafio n. Sélo sera de

valor positivo si N - x; > n.

Diversidad Beta (f)

La diversidad beta o diversidad entre habitats es el grado de reemplazamiento de
especies o cambio bidtico a través de gradientes ambientales. (Whittaker & Whittaker,
1972). Aplicado a nuestro estudio se puede definir como las diferencias que existen en
cuanto a la composicién de dos muestras diferentes. Esta diversidad estd basada en
proporciones y no tiene un valor maximo, entre mas alto sea el valor del indice beta,

menor sera el nimero de especies compartidas entre las comunidades.
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Indices para Cuantificar la Beta Diversidad

Indice de Similitud De Jaccard

Este indice expresa el grado en que dos muestras son semejantes por la composicion de
sus OTUs de forma cualitativa.
La férmula que la representa es:

h=C/(a+b+c)

a =nuUmero de OTUs de la muestra A.
b = nimero de OTUs de la muestra B.

c = numero de OTUs compartidas entre ambas muestras.

Los valorar de este indice pueden ir desde 0 cuando no existe ninguna OTU compartidas,
hasta 1 cuando todas las OTUs estudiadas estan compartidas por igual en ambas

muestras.

Tanto para el grupo de casos como de controles, se calculd el indice de Jaccard. Los datos
gue fueron obtenidos se representaron mediante un boxplot. Para observar si existian
diferencias estadisticamente significativas a nivel de cualquiera clasificacién taxondmica
de los grupos de estudio se realizo el test no paramétrico de Wilcoxon (Hollander et al.,
2013). Se estimé como nivel de diferencia estadisticamente significativa un valor de P <

0.05.
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Analisis Principal de Componentes (PCoA, Principal Component Analysis)

El anadlisis principal de componentes (PCoA) se define como una técnica estadistica
multivariante de reduccion de dimensiones (niUmero de variables). Pretende sintetizar en
un espacio de 2 dimensiones, representado por un biplot, la varianza en una nube de
puntos multivariada, que serian las diferentes muestras. Nos muestra una vision general
de la relacion linear que existe entre nuestras muestras y las variables, en este caso las
abundancias relativas en los diferentes rangos taxondémicos. Con esto podemos
transformar un amplio conjunto de variables correlacionadas en un conjunto reducido de

nuevas variables, que explica mejor la variacion de los datos. (Buttigieg & Ramette, 2014).

Se usan combinaciones lineales de las variables originales para construir y obtener los
PCs (Principal Component). Basandose en la matriz (n x p) siendo n el nUmero de muestras
y p el nimero de variables, rotandose el espacio tedrico p-dimensional para obtener una
representacion bidimensional que mostrara la mayor variabilidad posible. El primer PC es
el eje que pasa por el centroide la nube de puntos y minimiza la distancia de cada punto
a ese mismo eje, por tanto, ese eje maximiza la variabilidad de la nube de puntos. El
segundo PC se construye de igual forma, pero ha de ser independiente del primer eje,
por tanto, ha de ser ortogonal y también pasar por el centroide. Con el segundo PC se

explica la mayor variabilidad no explicada por primer PC.

Si se representa la ubicacion de los objetos en un biplot con nuestros PC como ejes

podemos deducir si hay grupos de estudio similares o diferentes.
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En el biplot las muestras agrupadas estaran correlacionados, si estas se representan en
zonas opuestas, tendrdn correlacién negativa y si es en angulo recto no existiria

correlacion (Figura 19).
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Figura 19. Ejemplo de biplot construido mediante PCoA de dos dimensiones que

permite visualizar 3 subgrupos (P. et al., 2015).

Los graficos se construyeron mediante el plugin para Qiime2 quiime2-qiime-diversity-

core-metrics-phylogenetic.
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Analisis UniFrac

Este método nos muestra un analisis de comparacion de comunidades microbianas, por
ejemplo, la de microbiota salival en nuestro estudio. Es una medida de distancia que
incorpora informacion de proximidad filogenética entre las secuencias estudiadas. Se
calcula un indice para cada par de muestras. Todas las secuencias encontradas en cada
par de muestras se estructuran en un arbol filogenético, pudiendo aparecer cada
secuencia en la muestra A, en la muestra B o en ambas muestras (se descartan las ramas

cuyas secuencias no aparecen ni en A ni en B).

Se calcula como la suma de la longitud de las ramas cuyas secuencias aparecen en una

sola muestra (A o B) dividido entre la suma de las longitudes de todas las ramas del arbol.

Este método explora el grado de divergencia entre las diferentes secuencias que hemos
obtenido, dejando ver la distancia métrica entre muestras. De igual manera, podemos
comparar muchas muestras simultdaneamente utilizando un analisis de coordenadas
principales, al igual que con el andlisis PCoA, porque podemos obtener una matriz de

distancias (Figura 20).
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Figura 20. Representacion hipotética de una comunidad bacteriana. 10 OTUS en dos

muestras (azul y rojo).

El concepto UniFrac hace referencia al porcentaje de longitud de las ramas filogenéticas

Unicas para cada muestra a estudio. Si se presenta una comparacion de comunidades

idénticas el valor sera cero, y cuando sean totalmente diferentes serd de 1. El método

UniFrac balanceado o weighted tiene en cuenta las abundancias relativas que existen en

los rangos taxondmicos, por tanto, enfatiza en los grupos dominantes. Por otra parte, el

método UniFrac desbalanceado o unweighted solo tiene en cuenta la presencia o

ausencia, enfatizando mas en los grupos menos comunes, de forma general.

De esta manera este método mide la disimilitud entre dos colecciones de secuencias

como la cantidad de secuencias que son Unicas para cada una de las colecciones, medida

como la fraccion del brazo filogenético que conduce a brazos descendentes de una de las

dos muestras.
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Las distancias UniFrac fueron calculadas mediante el plugin para Qiime2 giime2-quiime-
diversity-tare-metrics-phylogenetic. Se utilizé el visualizados Emperor
(https//emperor.microbio.me) para obtener los graficos en 2 dimensiones del analisis

principal de componentes, correspondiente a cada eje la varianza asignada.

Estudio de la Composicién de la Microbiota Salival

Para poder valorar las diferencias en la composicion de la microbiota salival de los casos
y controles de este estudio se analizard la media de las abundancias relativas a nivel de
phylum y género, y aplicaremos el test de Wilcoxon para valorar diferencias

estadisticamente significativas.

Curvas de eficacia diagndstica (Curvas ROC)

Se considera un método estadistico para evaluar la exactitud de los examenes
diagnosticos que utilizan escalas continuas para tres propdsitos especificos: determinar
el punto de corte en el que se alcanza la sensibilidad y especificidad mas altas, evaluar la
capacidad discriminativa del exdmenes diagndstico y comparar la capacidad
discriminativa de dos 0 mas examenes diagndsticos que expresan sus resultados como

escalas continuas (Léopez & Pita, 1998; Martinez Pérez & Pérez Martin, 2023).

Para desarrollar estas curvas es necesario calcular la sensibilidad y la especificidad para
todos los posibles puntos de corte. La sensibilidad o proporcion de verdades positivos se

ubica en el eje de ordenadas y el complemento de la especificidad (1 — especificidad) o
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proporcion de falsos positivos, en las abscisas. Los dos ejes pueden tomar valores en Oy
1 (0 a 100%). La curva ROC se dibuja uniendo los pared de valores correspondientes a

cada punto de corte (Figura 21) (Martinez Pérez & Pérez Martin, 2023).

Curva ROC

104

Sensibilidad

o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1-Especificidad

Figura 21. Ejemplo que representa curva ROC con la sensibilidad enelejedelaYy 1 -

Especificidad en el eje de las X.

Punto de Youden

Se considera como el punto de corte que determina la sensibilidad y especificidad mas
alta a través de las suma de la sensibilidad y especificidad - 1. Graficamente corresponde
al punto de la curva ROC mas cercano al angulo superior — izquierdo del grafico, es decir,

donde se presenta una sensibilidad y especificidad del 100%. Sin embargo, no siempre
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este punto de corte determina la sensibilidad ni la especificidad mas alta del test. Por lo
general, la sensibilidad mas alta indica un punto de corte, mientras que la especificidad
mas alta indica otro, y en ocasiones es importante tener un examen diagndstico muy
sensible o especifico. La mejor opcidn en este caso es elegir el punto de corte con la
mayor sensibilidad o especificidad, dependiendo del objetivo (Diez Herranz & Tobal

Gonzalez, 1997; Martinez Pérez & Pérez Martin, 2023).

Area bajo la curva (AUC)

Se define como la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano y uno
enfermo seleccionados al azar al aplicarse la prueba. Mide la capacidad discriminativa de
la prueba. La AUC refleja que tan bueno es la prueba que queremos utilizar para
discriminar los pacientes que en realidad presentan enfermedad vy los sanos a los largo

de todo el rango de puntos de corte posibles (Martinez Pérez & Pérez Martin, 2023).

Una prueba con discriminacion perfecta (sensibilidad igual a 1 y especificidad igual a 1)
se puede representar comuna curva ROC situada en el lado izquierdo — superior del
grafico. Si la curva no fuera discriminativa, se representaria como una diagonal que

atraviesa el grafico (Lopez & Pita, 1998).

Segln el area que se obtiene, se puede definir el grado de discriminaciéon de la prueba.

Cuando se acerque a 1, mas discriminativa serd, y cuando se aproxime a 0,5, menos
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discriminativa sera. Una curva con un valor de 0.75 la consideramos como una prueba de

discriminacion media (Figura 22) (Martinez Pérez & Pérez Martin, 2023).

Curva ROC
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Figura 22. Representacién de la discriminacion de 1 (linea roja), 0,5 (

(linea verde).
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RESULTADOS
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Caracteristicas Clinico — Patoldgicas de los Pacientes a Estudio

Se evidencia una poblacién homogénea en cuanto a la edad en los dos grupos. Se
incluyeron 8 pacientes menores de 60 afios tanto en casos como en controles,
correspondiendo al 40% en cada grupo respectivamente. Entre 60 y 69 afios se
encuentran 8 pacientes en grupo de casos y 9 en controles, representando 40% y 45%
respectivamente. Pacientes mayores de 70 afios correspondieron a 4 en casos y 3 en
controles, 20% y 15% respectivamente. El 85% de los casos fueron hombres y 15%
mujeres, parecido a los controles donde también se mostré una predominancia del
género masculino con 70%. Los caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio y

de su patologia estan resumidas en la Tabla 13.

Dentro de los factores de riesgo se encontré que el 100% de los casos presentaban
tabaquismo y solo el 70% de los controles. En cuanto al alcoholismo se presentaba en el

50% de los casos y 45% de los controles.

La localizacion mas frecuente del tumor fue en la glotis con 14 pacientes y supraglotis
con 6 pacientes, correspondiendo al 70% y 30% respectivamente. La mayoria de los
pacientes del estudio se presentaron en un tamafio tumoral segun la clasificacion TNM,
en T3 con un 60%, seguido de un T2 con 20% vy luego T1 y T4 con 10% en cada uno de
ellos. En cuanto a las adenopatias metastasicas regionales en encontraron un 85% en NO
y un 5% en N1, N2 y N3, sin ningln caso en N4. El principal estadio de presentacion ha

sido lll con el 50% de los casos. Con respecto a la estirpe de los tumores diagnosticados,
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en su totalidad fueron carcinoma epidermoide. El tratamiento que se realizé a los casos
fue predominantemente la laringectomia, ya sea total o parcial, en el 75% de los

pacientes, el 50% del total necesité vaciamiento cervical y un 25% radio — quimioterapia

coadyuvante.

Caracteristicas Casos (%) Controles (%)
< 60 afos 8 (40) 8 (40)
Edad 60 — 69 afios 8 (40) 9 (45)
> 70 afios 4 (20) 3 (15)
Género Hombre 17 (85) 14 (70)
Mujer 3(15) 6 (30)
Tabaquismo Si 20 (100) 14 (70)
No 0(0) 6 (30)
Alcoholismo Si 10 (50) 9 (45)
No 10 (50) 11(55)
Localizacién Supraglotis 6 (30) -
Glotis 14 (70) -
Clasificacién tamafio T1 2 (10) --
(T) T2 4 (20) -
T3 12 (60) —
T4 2 (10) -
NO 17 (85) ~
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Adenopatias cervicales N1 1(5) -
(N) N2 1(5) ~
N3 1(5) --
N4 0 -
Estadio | 2 (10) -
I 4 (20) ~
I 10 (50) -
\% 4 (20) --
Estirpe Epidermoide 20 (100) --
Otros tipos 0 (0) -
Tratamiento Laringectomia 15 (75) --
Cordectomia 5(25) --
Vaciamiento 10 (50) --
cervical
Quimio - 5(25) -

radioterapia

Tabla 13. Descripcion de las caracteristicas socioldgicas y clinico — patologias de los
grupos de casos y controles.



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 169

Analisis de la Composicion de la Microbiota Salival

Descripcion y Comparacion del Rango Taxonomico Familia de los Grupos de Casos y

Controles

Dentro de los resultados, en cuanto al rango taxondmico familia (Tabla 14), la familia mas
frecuentemente encontrada, teniendo en cuenta la media de secuencias en la
secuenciacion masiva son la familia de Micrococcaceae, con una media de 18878,95 y
una desviacién estandar de 15862,185 en los casos y 6067,65 con DS de 4019,541 en los
controles (Figura 23). Seguido de la Familia XIll que muestra una media de 1562,05 en los
controles y de 801,15 en los casos. La familia Campylobacteraceae muestra una media
de secuencias en el grupo de control de 1473,05 y de 179,65 en el grupo de casos
estudiado. Las secuencias de la familia Peptostreptococcaceae tienen una media en los
controles de 1419 y de 1244,40 en los caso. La familia Ruminococcaceae presenta una
media de secuencias de 975,85 en el grupo control y de 930,40 en el grupo de casos. Por
ultimo, entre las familias con mas secuencias identificadas, la Familia X| con una media

de 751,05 en los controles y una media de 598,95 en los casos. (Figura 24).
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Identificacion de gérmenes en rango taxondmico de familia en grupo de casos y controles

CONTROLES CASOS
FAMILIA n=20 n=20
Media Desviacion Minimo Maximo Media Desviacion Minimo Maximo
estandar estandar

Micrococcaceae 6067,65 4019,541 1301 15668 18878,05 15862,185 3325 55007
Bacteroidales Incertae Sedis 72,10 137,926 0 570 2,95 8,319 0 36
Porphyromonadaceae 9,45 13,679 0 56 0,00 0,000 0 0
Prevotellaceae 627,70 636,808 6 2666 9,60 14,365 0 60
Flavobacteriaceae 1,45 2,564 0 9 0,00 0,000 0 0
Campylobacteraceae 1473,05 1861,362 67 7062 179,65 607,109 0 2737
Family XI 11,25 14,563 0 44 48,15 79,582 0 294
Clostridiales vadinBB60

12,70 30,548 0 135 A5 2,012 0 9
group
Defluviitaleaceae 20,65 36,289 0 151 ,35 1,565 0 7
Eubacteriaceae 13,60 38,963 0 170 10,30 27,517 0 122
Family XI 751,05 567,655 54 1813 598,85 1115,895 0 5005
Family XIlI 1562,05 1591,720 350 6951 801,15 924,561 0 2704
Peptostreptococcaceae 1419,00 1163,761 129 4070 1244,40 1748,966 0 6302
Ruminococcaceae 975,85 1130,250 36 3718 930,40 2195,926 0 9823
Candidate division SR1
bacterium MGEHA 186,80 448,605 0 1998 24,65 62,697 0 272
_ 447,60 844,877 0 3606 47,65 151,044 0 678
Gracilibacteria bacterium
oral taxon 872 237,25 798,742 0 3587 1,10 3,478 0 15
Xanthobacteraceae 5,80 10,486 36 12,70 14,045 0 63
Pasteurellaceae 5,70 8,355 29 10,40 41,491 0 186
Synergistaceae 102,45 128,181 401 1,85 3,897 0 11

Tabla 14. Identificacion de gérmenes en rango taxondmico de familia en grupo de casos y controles.
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Figura 23. Diferencia presentada en el familia Micrococcaceae entre las muestras de
casos y controles.
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Figura 24. Diferencia entre la media de cadenas mas frecuentemente identificadas en

grupo de casos y controles a nivel familia.
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Otras familias que también fueron identificadas son Prevotellaceae con una media de
secuencias de 627,70 en controles y 9,6 en casos, y Gracilibacteria bacterium oral taxon
872 que muestra una media de 237,25 en el grupo de controles y 1,10 en el de casos.
Porphyromonadaceae presenta una media de 9,45 en el grupo control y ausencia en el
grupo de casos; Clostridiales vadinBB60 group tiene media de 0,45 en casos y 12,70 en
controles. Eubacteriaceae en el grupo de casos tiene una media de 10,30 y en controles
13,60. Xanthobacteraceae tiene media en controles de 5,80y 12,70 en casos. Por ultimo,

Pasteurellaceae presenta una media de 5,70 en controles y de 10,40 en casos.

En la Figura 25y 26 se expone graficamente la comparacion de las familias encontradas

en los controles y en los casos por separado.
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Media de secuencias en rango taxonédmico familia del
grupo CONTROLES

$

m F. Micrococcaceae = F. Bacteroidales Incertae Sedis
= F. Porphyromonadaceae F. Prevotellaceae

= F. Flavobacteriaceae = F. Campylobacteraceae

m F. Family XI m F. Clostridiales vadinBB60 group
m F. Defluviitaleaceae ® F. Eubacteriaceae

= F, Family XI = [, Family XIII

m F. Peptostreptococcaceae = F. Ruminococcaceae

= F. candidate division SR1 bacterium MGEHA
= F. Gracilibacteria bacterium oral taxon 872 = F. Xanthobacteraceae

m F, Pasteurellaceae m F. Synergistaceae

Figura 25. Media de secuencias de familia encontradas en el grupo de controles.
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Media de secuencias en rango taxonémico familia del
grupo CASOS

® F. Micrococcaceae = F. Bacteroidales Incertae Sedis
= F. Porphyromonadaceae F. Prevotellaceae

= F. Flavobacteriaceae = F. Campylobacteraceae

m F, Family XI m F. Clostridiales vadinBB60 group
u F. Defluviitaleaceae m F. Eubacteriaceae

m F, Family XI = F. Family XIII

= F. Peptostreptococcaceae = F. Ruminococcaceae

F. candidate division SR1 bacterium MGEHA
= F. Gracilibacteria bacterium oral taxon 872 = F. Xanthobacteraceae

m F. Pasteurellaceae = F. Synergistaceae

Figura 26. Media de secuencias de familia encontradas en el grupo de controles.
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Andlisis Estadistico entre el Grupo de Casos y Controles en Rango Taxonémico Familia

Para saber la significancia estadistica de cada una de las secuencias de familia
encontradas tanto en el muestras del grupo de casos como de los controles se utilizé la

prueba de Mann-Whitney y Wilcoxon W (Tabla 15).

Como se expone en la Tabla 15 se encontrd una p < 0,05 en los cambios producidos al
comparar el grupo de controles con los de casos a nivel d familia Micrococcaceae, Family
Xl, Xanthobacteraceae y Pasteurellaceae. Asi mismo, también se encontré un p < 0,05 en
la familias Bacteroidales Incertae Sedis, Porphyromonadaceae, Flavobacteriaceae,
Prevotellaceae, Campylobacteraceae, Clostridiales vadinBB60 group, Defluviitaleaceae,
Eubacteriaceae, Family XI, Ruminococcaceae, Candidate divisidon SR1 bacterium MGEHA,

Gracilibacteria bacterium oral taxon 872, Xanthobacteraceae y Pasturellaceae.

Las Unicas dos familias que la p es < 0,05 fue en Family Xlll y Peptostreptococcaceae.
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Bacterias en rango taxondmico de familia

Familia Mann- Wilcoxon W Z Asymp. Sig. (2-
Whitney U tailed)
Micrococcaceae 72,000 282,000 -3,462 ,001
Bacteroidales Incertae Sedis 113,000 323,000 -2,707 ,007
Porphyromonadaceae 70,000 280,000 -4,228 ,000
Prevotellaceae 14,500 224,500 -5,038 ,000
Flavobacteriaceae 130,000 340,000 -2,860 ,004
Campylobacteraceae 31,000 241,000 -4,573 ,000
Family XI 124,500 334,500 -2,072 ,038
Clostridiales vadinBB60 118,500 328,500 -2,899 ,004
group
Defluviitaleaceae 96,500 306,500 -3,454 ,001
Eubacteriaceae 122,000 332,000 -2,110 ,035
Family XI 117,000 327,000 -2,246 ,025
Family XilI 131,000 341,000 -1,867 ,062
Peptostreptococcaceae 129,000 339,000 -1,921 ,055
Ruminococcaceae 104,000 314,000 -2,702 ,007
Candidate division SR1 68,500 278,500 -3,676 ,000
bacterium MGEHA
_ 96,000 306,000 -3,235 ,001
Gracilibacteria bacterium 116,000 326,000 -2,385 ,017
oral taxon 872
Xanthobacteraceae 131,500 341,500 -2,133 ,033
Pasteurellaceae 52,500 262,500 -4,267 ,000

Tabla 15. Identificacion de gérmenes en rango taxondmico de familia en grupo de casos

y controles.

Descripcion y Comparacion del Rango Taxondmico Género de los Grupos de Casos y

Controles
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Los resultados identifican 21 géneros de bacterias frecuentes en las muestras de los
grupos de casos y controles (Tabla 16). Dentro de ellos se encuentra el género
Corynobacterium con una media de 176,50 en los controles y 432,65 en los casos; Rothia
tiene una media de 6067 en grupo control y 18877,30 en el grupo de casos (Figura 27).
Alloprevotela en el grupo de control muestra una media de 604,50 y en los casos de 8,40.
Otro género es Campylobacter que presenta una media de 1473 y 179,65 en el grupo de
controles y casos respectivamente. El género Gracilibacteria bacterim oral taxon 872
cambia de una media en los controles de 237, 25 a 1,10 en los casos. Eubacterium
nodatum group muestra una media de 746,50 y 377,20 en controles y casos
respectavicamente. Catonella tiene una media de 540,25 en controles y 250,60 en casos.
Por ultimo, Parvimonas tiene media de 556,50 en el grupo de casos y 705,10 en el de

controles (Figura 28).
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Identificacién de gérmenes en rango taxondmico de género en grupo de casos y controles

Controles Casos
Género n=20 n=20
Media Minimum Maximum Std. Media Minimum Maximum Std.
Deviation Deviation

Corynebacterium 1 0,00 0 0 0,000 9,70 0 54 16,480
Corynebacterium ** 176,50 0 1308 374,392 432,65 0 2993 779,278
Rothia ** 6067,00 1301 15668 4019,224 18877,30 3325 55002 15861,124
Porphyromonadaceae 1,90 0 38 8,497 0,00 0 0 0,000
bacterium €941
Alloprevotella ** 604,50 4 2617 628,703 8,40 0 51 12,931
Prevotella 9,25 0 33 8,807 ,20 0 2 ,616
Prevotella 2 1,15 0 8 2,183 0,00 0 0 0,000
Prevotella 6 1,05 0 8 2,114 0,00 0 0 0,000
Prevotella 7 11,50 0 27 9,434 1,00 0 11 2,847
Campylobacter ** 1473,05 67 7062 1861,362 179,65 0 2737 607,109
Gemella 11,25 0 44 14,563 48,15 0 294 79,582
Defluviitaleaceae UCG-011 20,65 0 151 36,289 ,35 0 7 1,565
Parvimonas 705,10 54 1783 567,052 556,50 0 5005 1108,967
Family XIll UCG-001 26,40 0 213 52,204 21,60 0 341 77,586

746,50 65 3253 795,009 377,20 0 2300 637,129
[Eubacterium] nodatum group
Catonella 540,25 12 2885 744,729 250,60 0 2396 613,472
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Identificacién de gérmenes en rango taxondmico de género en grupo de casos y controles

Controles Casos
Género n=20 n=20
Media Minimum Maximum Std. Media Minimum Maximum Std.
Deviation Deviation
Shuttleworthia 94,35 0 844 190,847 18,45 0 243 54,049
Peptoanaerobacter 52,50 0 397 118,550 4,25 0 85 19,007
[Eubacterium] yurii group 67,10 0 542 129,986 1,40 0 18 4,248
947,10 33 3718 1111,855 929,40 0 9823 2196,367
Ruminococcaceae UCG-014
Gracilibacteria bacterium oral 237,25 0 3587 798,742 1,10 0 15 3,478
taxon 872 **

Tabla 16. Identificacion de gérmenes en rango taxonémico de familia en grupo de casos y controles
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Figura 27. Diferencia a nivel del género Rothia en el grupo de controles y de casos

estudiado.
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Figura 28. Diferencia entre la media de cadenas mas frecuentemente identificadas en

grupo de casos y controles a nivel género.
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Otros géneros encontrados entre los dos grupos de estudio fueron Prevotella con media
en controles de 9,25 y en casos de 0,20, con DS 7,679. Gemella muestra media en el
grupo de control de 11,25 y de 48,15 en el de casos, con DS 59,480. Defluviitaleaceae
tiene media de 0,35 en casos y 20,65 en controles, con DS de 27,357. Peptoanaerobacter,
Eubacterim yurii group muestra media de 67,10 y 1,40 en grupo de controles y casos,

respectivamente, con DS de 96,681.

La Figura 29 y Figura 30 representa graficamente por separado cada uno de los grupos

estudios y los géneros identificados en ellos.
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Media de secuencias en rango taxonémico género del
grupo CONTROL

= Corynebacterium 1 = Corynebacterium **

= Rothia ** = Porphyromonadaceae bacterium C941
= Alloprevotella ** = Prevotella

= Prevotella 2 Prevotella 6

= Prevotella 7 = Campylobacter **

= Gemella = Defluviitaleaceae UCG-011

= Parvimonas Family X1l UCG-001

= [Eubacterium] nodatum group m Catonella

= Shuttleworthia m Peptoanaerobacter

= [Eubacterium] yurii group Ruminococcaceae UCG-014

= Gracilibacteria bacterium oral taxon 872 **

Figura 29. Media de secuencias de bacterias en rango taxondmico género encontradas

en el grupo de controles.
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Media de secuencias en rango taxonémico género del
grupo CASOS

= Corynebacterium 1 = Corynebacterium **

= Rothia ** m Porphyromonadaceae bacterium C941
= Alloprevotella ** m Prevotella

= Prevotella 2 Prevotella 6

= Prevotella 7 = Campylobacter **

= Gemella = Defluviitaleaceae UCG-011

= Parvimonas Family Xl UCG-001

= [Eubacterium] nodatum group m Catonella

m Shuttleworthia m Peptoanaerobacter

= [Eubacterium] yurii group Ruminococcaceae UCG-014

= Gracilibacteria bacterium oral taxon 872 **

Figura 30. Media de secuencias de bacterias en rango taxonémico género encontradas

en el grupo de casos.
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Andlisis Estadistico entre Grupo de Casos y Controles en Rango Taxondmico Genero

Para realizar la comparacién estadistica de los géneros encontrados en el grupo de casos

y de controles se utilizd la prueba de Mann-Whitney y la prueba de Wilcoxon (Tabla 17).

Se puede ver como existe una p < 0,05 en casi todos los grupos de géneros encontrados,
excepto en Prevotella 2 y Prevotella 6, asi mismo como en Ruminococcaceae. Existe un
aumento estadisticamente significativo de los casos en comparacién con los controles en
los géneros Corynebacterium, Rothia y Gemella. Por el contrario, se muestra una
disminucién en los géneros Porphyromonas, Alloprevotella, Prevotella, Prevotella 7,
Campylobacter, Defluviitaleaceae, Parvimonas, Family XlIl, Eubacterium nodatum group,
Cantonella,  Shuttleworthia, Peptoanaerobacter, =~ Eubacterium yurii group vy

Gracilibacteria.
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Género Mann-Whitney Exact Sig. [2*(1-
Wilcoxon W YA
U tailed Sig.)]
Corynebacterium 1 120,000 330,000 -3,097 ,0300
Rothia 72,000 282,000 -3,462 ,000°
Porphyromonas 70,000 280,000 -4,228 ,000°
Alloprevotella 13,500 223,500 -5,085 ,000°
Prevotella 66,000 276,000 -4,094 ,0000
Prevotella 2 140,000 350,000 -2,614 ,108b
Prevotella 6 140,000 350,000 -2,613 ,108P
Prevotella 7 56,000 266,000 -4,214 ,000°
Campylobacter 31,000 241,000 -4,573 ,000P
Gemella 124,500 334,500 -2,072 ,040b
Defluviitaleaceae UCG- 96,500 306,500 -3,454 ,0040
011
Parvimonas 116,000 326,000 -2,273 ,023b
Family Xill UCG-001 87,500 297,500 -3,333 ,002b
[Eubacterium] 96,000 306,000 -2,815 ,004b
nodatum group
Catonella 74,500 284,500 -3,422 ,000b
Shuttleworthia 99,500 309,500 -2,829 ,006b
Peptoanaerobacter 102,500 312,500 -3,253 ,007°
[Eubacterium] yurii 87,500 297,500 -3,437 ,0020
group
Ruminococcaceae 130,000 340,000 -1,894 ,0600
UCG-014
Veillonella 126,500 336,500 -2,005 ,046b
Candidate division SR1 104,000 314,000 -2,702 ,009b
bacterium MGEHA
Gracilibacteria 96,000 306,000 -3,235 ,004b
bacterium oral taxon
872
Neisseria 87,000 297,000 -3,673 ,002b
Fretibacterium 53,000 263,000 -4,255 ,0000

Tabla 17. Identificacion de gérmenes en rango taxondmico de género en grupo de casos
y controles.
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Estudio de la diversidad y riqueza de la microbiota salival de los grupos a estudio

Indices de la Alfa Diversidad de Shannon y Simpson

Los indices medios de alfa diversidad segun los indices de Shannon y Simpson en el rango
taxondmico de genero de los dos grupos de casos y controles, asi mismo como la
comparacién entre ellos para saber la significancia estadistica que presentan esta

expuestos en la Tabla 18.

Grupode | Grupode (ndice de Alfa Media Media Test de
Estudio 1 Estudio 2 Diversidad Grupo 1 Grupo 2 Wilcoxon
CONTROL CASO Shannon 2.704 1.7085 0
CONTROL CASO Simpson 887 0.6245 0

Tabla 18. Diversidad alfa expresada en indices de Shannon y Simpson del grupo de casos

y controles.

Se puede ver como existe una prueba de Wilcoxon, que hace referencia al valor de p <
0,05, en ambos indices de Shannon y Simpson, haciéndolos estadisticamente
significativos. De esta manera se puede decir que existe una disminucion de la diversidad

alfa en el rango taxonémico género del grupo de casos en comparacion a los controles.

En las Figura 31y 32 se representan los diagramas de cuadros de los indices de Shannon

y Simpson en los grupos de casos y controles previamente explicados.
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Figura 31. Diagrama de cuadros de alfa diversidad expresada en indice de Shannon de

casos y controles en el rango taxondmico de género.
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Figura 32. Diagrama de cuadros de alfa diversidad expresada en indice de Shannon de

casos y controles en el rango taxondmico de género.
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Estimadores de Riqueza

Los estimadores de riqueza en rango taxondmico género se hicieron a partir de CHAO1y
ACE. CHAO1 mostrd una media de 452 en el grupo de controles y 623965 en el grupo de
casos con una prueba de Wilcoxon de 0,0006. En ACE se encontré una media de 45228

en el grupo de controles y 625245 en los casos con una prueba de Wilcoxon de 0,0006

(Tabla 19).
Grupode | Grupode (ndice de Alfa Media Media Test de
Estudio 1 Estudio 2 Diversidad Grupo 1 Grupo 2 Wilcoxon
CONTROL CASO CHAO1 623965 452 0,0006
CONTROL CASO ACE 625245 45228 0,0006

Tabla 19. Estimadores de riqueza CHAO1 y ACE en el rango taxonémico de genero de las

muestras analizadas.

Como se muestra en la Tabla 19, ambos estimadores de riqueza presentan un p < 0,05,
haciendo la diferencia de medias entre ambos grupos estadisticamente significativa. Se
puede estimar que la riqueza de la microbiota encontrada en el grupo de casos se

encuentra disminuida en comparacién con los controles sanos.

Se puede expresar de una mejora manera a través de los diagramas de cajas

representados en las Figuras 33 y 34.
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Figura 33. Diagrama de cajas del estimador de riqueza ACE en el grupo taxonémico

género de ambos grupos de estudio.
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Figura 34. Diagrama de cajas del estimador de riqueza CHAO1 en el grupo taxondmico

género de ambos grupos de estudio.

De esta manera, con base a los indices de diversidad alfa estudiados y los estimadores de
riqueza calculados se puede estableces que existe una pérdida de la diversidad y riqueza
estadisticamente significativa del grupo de casos en comparacion con el grupo de

controles estudiados.
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Curvas de Rarefaccion

A continuacién, se muestran las curvas de rarefaccion del grupo de controles (Figura 35)
y de casos (Figura 36) por separado y una ultima figura con los dos juntos (Figura 37).

Todas las curvas de rarefaccion estan dadas a nivel del rango taxondmico de género.
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Figura 35. Curva de rarefaccion a nivel de género del grupo de controles.
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Raref. at Genus level: Tipo CASO
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Figura 36. Curva de rarefaccién a nivel de género del grupo de casos.
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Raref. at Genus level
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Figura 37. Curva de rarefaccion a nivel de género de los dos grupos juntos.

De las curvas de rarefaccion podemos confirmar que el grupo de controles presenta un
riqueza superior al grupo de casos, dado que sus muestras presentan un mayor nimero
de géneros cuando se alcanza la fase asintdtica. De igual manera, se puede afirmar que
el muestreo es adecuado, es decir, la secuenciacion tiene suficiente profundidad para
decir que se ha obtenido un numero de OTUs representativo del rango taxonémico de

género, al haber alcanzado todas las curvas de rarefaccion la fase asintética.



Microbiota Salival Humana y Cancer de Laringe

Beta Diversidad Mediante indice de Jaccard
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Para definir la beta diversidad de los dos grupos de estudio a nivel del tango taxondmico

de género se utilizd el indice de Jaccard, de igual forma, se usé la prueba de Wilcoxon

para definir |a significancia estadistica (Tabla 20).

Grupode | Grupode | [ndice de Media Grupo 1 Media Grupo 2 Test de

Estudio1l | Estudio 2 Beta Wilcoxon
Diversidad

CONTROL CASO Jaccard 0.46 0.35 <0,0001

Tabla 20. Tabla de comparacién en rango taxonémico género de la beta diversidad

expresada en indice Jaccard del grupo de estudio 1 (controles) y grupo de estudio 2

(casos).

El grupo de estudio 1 que corresponde a los controles muestra una media de 0.46. El

grupo de estudio dos que corresponde a los casos, y muestra una media de

0.35564827018385. Se puede ver como el indice de diversidad beta de Jaccard de la

media del grupo de casos comparada con el de controles es p < 0,05, siendo asi,

estadisticamente significativo.

Se aprecia una disminucion de la media de los casos en comparacion con el grupo de los

controles. No obstante, podemos considerar todos los valores como bajos, por tanto, la
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variabilidad intraindividual es bastante elevada, sobre todo en el grupo de casos. Se

puede ver representado graficamente en el diagrama de cajas de la Figura 38.
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Figura 38. Diagrama de cajas de la beta diversidad de Jaccard a nivel del rango

taxondmico de género de los grupos estudiados.
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Es destacable como el valor de la media segun el indice de Jaccard para cada grupo no es
alto, mostrando de esta manera que el nimero de especies similares entre el grupo de

paciente enfermos y de controles sanos es alta.



Microbiota Salival Humana y Cancer de Laringe 198

Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) de los grupos de casos y controles

Meétodo UniFrac Weighted

Se reproduce en el Eje 1 la variabilidad del 14.31% y en el Eje 2 de 19.50%. Se puede ver
en la Figura 41 como se representan las muestras de los controles juntas en un lado de
la gréfica, a diferencia de las muestras de los casos que presenta un pequefio grupo junto

y aislado, con otras muestras dispersas y mas contiguas de los controles.
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Figura 39. Método UniFrac Unweighted en dos ejes. Esferas azules = Controles.

Estrellar rojas = Casos.

El andlisis UniFrac Weighted nos muestra como existe similitud entre las ramas

filogenéticas de los controles y algunos casos, de igual manera también se ve que existe
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un pequefio grupo de casos que es completamente diferente en comparacion con los

controles.

Meétodo UniFrac Unweighted

En el eje 1 se representa la variabilidad del 24,14% y en el eje 2 de 13,20%. Asi se puede
visualizar que, excepto uno, todos los controles se encuentras agrupados en una parte

de la grafica, lo mismo que sucede con los casos en la otra parte de la tabla (Figura 42).
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Figura 40. Método de UniFrac balanceado o weighted en dos ejes. Esferas azules =

Controles. Cuadros rojos = Casos.
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El anadlisis UniFrac Unweighted nos muestra como existe una diferencia significativa en
cuanto a los géneros que se encuentran en cada una de las muestras de los casos en

comparacioén de los controles.
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Descripcién de Area Bajo la Curva en Curvas ROC

Alloprevotella

Se realizé la determinacion de las coordenadas (Tabla 21) para poder graficas las curvas
de eficacia diagnostica o curvas ROC para el género Alloprevotella. En la Tabla 21 se
expresa cada uno de los puntos de corte de identificacion de secuencias de Alloprevotella
para las cuales se considera positiva la prueba y junto con ellos vemos la sensibilidad y 1
— especificidad que corresponde. Se resaltan dos puntos, el primero son 19 secuencias
identificadas que corresponden a una sensibilidad del 95% y una especificidad del 85%,
la segunda son 55 secuencias identificadas que muestra un 85% de sensibilidad y 100%

de especificidad.

Positivo es mayor oiguala | Sensibilidad | 1 - Especificidad

-1,00 1,000 1,000
1,50 1,000 ,500
3,50 1,000 ,450
6,00 ,950 ,450
8,50 ,950 ,400
9,50 ,950 ,300
11,00 ,950 ,250
15,00 ,950 ,200
19,00 ,950 ,150
21,50 ,900 ,100
25,50 ,850 ,100
39,50 ,850 ,050
55,00 ,850 0,000
67,50 ,800 0,000
135,50 ,750 0,000
225,00 ,700 0,000
282,50 ,650 0,000
370,50 ,600 0,000
448,00 ,550 0,000
481,00 ,500 0,000
504,00 ,450 0,000
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512,50 ,400 0,000
639,50 ,350 0,000
795,50 ,300 0,000
863,00 ,250 0,000
939,50 ,200 0,000
1065,50 ,150 0,000
1321,50 ,100 0,000
2054,00 ,050 0,000
2618,00 0,000 0,000

Tabla 21. Coordenadas de la curva ROC para el género Alloprevotella.

Se realiz6 el grafico de la curva ROC para el género Alloprevotella (Figura 43), segun la
coordenadas previamente descritas. Se observa la curva construida estd por encima de
la linea verde que representan las discriminacion media de una prueba. El drea bajo la

curva que se calculd para esta grafica fue de 0.966
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Figura 41. Gréafico de curva ROC y AUC para el género Alloprevotella.

Campylobacter

Para graficar las curvas ROC para el género Campylobacter, se realizd la determinacion
de coordenadas (Tabla 22). Cada uno de los puntos de corte de identificacién de
secuencias de Campylobacter para los cuales la prueba se considera positiva se muestra
en la Tabla 22, junto con la sensibilidad y 1 - especificidad correspondientes. Se resalta el
punto de corte de 80,50 secuencias, donde la pruebas adquiere una sensibilidad del 95%

y especificidad del 85%.
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Positivo si mayor o igual a | Sensibilidad | 1 - Especificidad
-1,00 1,000 1,000
1,50 1,000 ,900
3,50 1,000 ,850
4,50 1,000 ,800
5,50 1,000 ,650
7,00 1,000 ,550
12,50 1,000 ,500
19,50 1,000 ,450
24,50 1,000 ,400
30,00 1,000 ,350
40,50 1,000 ,300
52,00 1,000 ,250
61,50 1,000 ,200
72,00 ,950 ,200
80,50 ,950 ,150
86,00 ,900 ,150
102,00 ,850 ,150
144,50 ,800 ,150
175,50 ,750 ,150
180,50 ,700 ,150
216,50 ,650 ,150
267,00 ,650 ,100
346,50 ,650 ,050
432,00 ,600 ,050
522,50 ,550 ,050
823,50 ,500 ,050
1088,50 ,450 ,050
1241,00 ,400 ,050
1383,00 ,350 ,050
1506,50 ,300 ,050
1942,50 ,250 ,050
2506,50 ,200 ,050
2812,00 ,200 0,000
3108,00 ,150 0,000
4170,50 ,100 0,000
6037,00 ,050 0,000
7063,00 0,000 0,000

Tabla 22. Coordenadas de la curva ROC para el género Campylobacter.

204
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Se realizé la representacion de la curva ROC y el drea bajo la curva (Figura 44). Se puede
ver como el drea se encuentra por encima de la linea verde que marca la discriminacion

media de una prueba. El drea bajo la curva de la grafica corresponde a 0,923.
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Figura 42. Grafico de curva ROCy AUC para el género Campylobacter.

Rothia

En la Tabla 23 se muestran los puntos de las coordenadas de la curva ROC para el género
Rothia junto con la sensibilidad que se le asigna a cada punto de corte, asi mismo como
1 — especificidad del mismo punto. Se resaltan los puntos de 2992,50 secuencias

identificadas que corresponden al 100% de la sensibilidad y 40% de la especificidad. El
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otro punto que se resalta es 9563 secuencias identificadas que corresponde al 75% de la

sensibilidad y al 85% de la especificidad.

Positivo si mayor o igual a Sensibilidad | 1 - Especificidad
1300,00 1,000 1,000
1372,50 1,000 ,950
1445,00 1,000 ,900
1492,00 1,000 ,850
1911,00 1,000 ,800
2416,50 1,000 750
2597,00 1,000 ,700
2652,50 1,000 ,650
2992,50 1,000 ,600
3704,50 ,950 ,600
4102,00 ,900 ,600
4602,00 ,850 ,600
5535,00 ,800 ,600
6251,00 ,800 ,550
6562,50 750 ,550
6839,00 750 ,500
7130,50 750 450
7243,50 750 ,400
7531,50 750 ,350
7843,50 750 ,300
8099,00 750 ,250
8732,00 750 ,200
9563,00 750 1150

10141,50 ,700 ,150
10749,00 ,650 ,150
11251,50 ,650 ,100
11441,50 ,650 ,050
11841,00 ,600 ,050
12753,00 ,550 ,050
13570,00 ,500 ,050
14557,00 450 ,050
15351,50 ,400 ,050
15371,00 ,350 ,050
15520,50 ,300 ,050
16234,00 ,300 0,000
26331,50 250 0,000
37740,00 ,200 0,000
40618,00 ,150 0,000
44977,00 ,100 0,000
51668,50 ,050 0,000
55003,00 0,000 0,000
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Tabla 23. Coordenadas de la curva ROC para el género Rothia.

Se muestra la grafica que se ha construido a partir de los puntos de corte previamente
expuestos. La Grafica 45 muestra la curva ROC y el drea bajo la curva para el género
Rothia. Se puede evidenciar que la curva se encuentra por encima de la linea media que
representa la discriminacion media de una prueba. El drea bajo la curva se encontré de

0,820.
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Figura 43. Grafico de curva ROC y AUC para el género Rothia.
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DISCUSION
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El cdncer de laringe es la séptima tumoracién maligna mas frecuente, con una incidencia
gue ha aumentado del 12% al 23,8% en las Ultimas décadas. Europa es el continente con
mayor incidente de cancer de laringe, en comparacién con los otros continentes, con una
incidencia, prevalencia y mortalidad mayor en hombre que en mujeres. En Espafia el

cancer de laringe representa el 1,16% de total de los tumores.

Los principales factores de riesgo del cancer de laringe son el tabaquismo, el consumo de
alcohol y la infeccién por VPH, que aumentan el riesgo de padecer la enfermedad entre

10 — 30 veces y que la combinacion de ellos forma un efecto sinérgico.

EL 98% de los tumores de laringe pertenecen a la estirpe de carcinoma epidermoide bien
o moderadamente diferenciado, con un 2% que corresponden a adenocarcinoma,
condromas, linfomas y tumores neuroendocrinos. Es fundamental el diagnostico
anatomopatoldgico para realizar un adecuado tratamiento terapéutico. Al igual que el
diagndstico histoldgico, la localizacién del tumor es importante en el diagndstico,
tratamiento y prondstico de la enfermedad. Su localizacion puede ser a nivel de

supraglotis, glotis o subglotis.

La principal manifestacién clinica de los tumores gléticos inicialmente es la disfonia,
conforme existe un avance en la progresion del tumor se puede encontrar sintomas como
disfagia, odinofagia, estridor, disnea o incluso otalgia refleja. Por el contrario, en los

tumores supragléticos la disfonia es indicacion de enfermedad avanzada. En fases
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avanzadas todos los tumores presentan frecuentemente sintomas constitucionales como

astenia, anorexia y pérdida de peso.

El diagndstico inicial del cancer de laringe se basa en la historia clinica y la exploracion
fisica a través de valoracidn oral directa y nasofibrolaringoscopia, complementada con la
palpacién cervical para descartar enfermedad localmente metastasica. Como
previamente se comentd, el diagndstico definitivo se realiza a través de biopsia y analisis

anatomopatoldgico.

Las pruebas complementarias que son Utiles para determinar la extension, el tamafioy la
localizacion del tumor son principalmente radioldgicas. Dentro de ellas encontramos la
ecografia, para el diagndstico de enfermedad cervical localmente metastasica, y la PAAF
para su diagnostico histolégico. La TC define con precision la extensién del tumor,
identificando la invasion del cartilago laringeo o expansion extralaringea, de igual
manera, también realiza un diagndstico de enfermedad cervical localmente metastasica.
Otras de las pruebas radioldgicas complementarias que también se usan en el diagndstico
del cdncer de laringe son la resonancia magnética, tomografia computarizada por
emision de positrones, resonancia magnética funcional y resonancia magnética mejorada
con contraste dindmico, estas Ultimas con usos emergentes en los Ultimos afios, pero con

dificultad para el acceso en los hospitales.

La clasificacién de los tumores de laringe se realiza a través del TNM creado por la AJCC,

basado en el tamafio del tumor, presencia de ganglios linfaticos afectados y metdstasis a
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distancia. La estadificacion se realiza teniendo en cuenta la combinacidon de las tres

anteriores variables y la localizacion del tumor en estadio |, II, [l y IV.

El tratamiento de la enfermedad se basa en su localizacidn, estadio, estado clinico del
paciente y experiencia del centro hospitalario. La evaluacién vy tratamiento
multidisciplinar de este tipos de pacientes es fundamental para obtener un buen

resultado.

Las posibilidades de tratamiento van desde cirugia abierta, cirugia transoral, hasta
conservacion de érgano con radioterapia y quimioterapia. Teniendo en cuenta que los
principales objetivos del tratamiento son la reseccién del tumor con la menos morbilidad
posible, preservacion y/o restauracién de la funcion del érgano y la mejoria en la calidad

de vida del paciente.

Cuando se habla del diagndstico precoz del cancer de laringe, no existen métodos por los
cuales se pueda realizar una identificacion temprana de la enfermedad para mejorar el
tratamiento y prondstico del mismo. Por esto, la mayoria de los tumores se diagnostican
en estadios moderados o avanzados de la enfermedad. Con el surgimiento de las técnicas
de secuenciacion masiva para identificacion de secuencias de ADN que ayudan a
reconocer microorganismos presentes en los diferentes ecosistemas del cuerpo humano,
se puede saber que bacterias pueden estar asociadas a diferentes enfermedades (entre
ellas el carcinoma epidermoide de laringe y faringe) y con ello ayudar a su diagndstico

precoz.
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La microbiota humano es definido como la agrupacion de microorganismos constituidos
por bacterias, virus y demas eucariotas que se comportan como un érgano funcional y
coexisten con el individuo. Se considera un genoma en constante interaccién con el
medio ambiente, por lo que, una disbiosis de este puede tener un papel importante en

el estado de salud y enfermedad del organismo.

Cada microambiente creado en los sistemas que componen el ser humano tiene una
microbiota caracteristica. Dentro de los mas importantes se encuentra la via aérea
superior donde se encuentra Staphylococcus spp, Corynobacterium spp y Moraxilla spp;
la cavidad oral presenta predominio de Streptococus spp y Porphyromona gingivalis spp;
uno de los mas estudiados es la microbiota intestinal, que se caracteriza por la presencia

de Firmicutes, Bacteroidetesm Proteobacteria y Actinobacteria.

La relacion entre la microbiota y el cancer esta poco clara y aun por definir. Algunos
estudios recientes han demostrado que los microorganismos cumplen un papel
importante en la carcinogénesis, como la genética y los factores medioambientales.
Algunos de los canceres relacionados con disbiosis de la microbiota son el cancer gastrico,

pancreas, prostata, pulmoén, mama, entre otros.

Nuestra estudio se realizd con la poblacién del Area | de salud del Hospital Virgen de la
Arrixaca con diagnostico histopatoldgico de carcinoma escamoso de laringe como grupo

de casos y pacientes sanos del mismo area como grupo de control. Tras recolectar las
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muestras de saliva mediante el protocolo previamente descrito se realizd una
secuenciacién masiva de las muestras, con la posterior identificacion de microorganismos
en cada uno de los dos grupos. Se realizé un analisis estadistico de las muestras y una
comparacién de las mismas a través de la alfa y la betadiversidad, andlisis de

componentes, analisis UniFrac, areas bajo la curva y curvas ROC.

Comparacién de Caracteristicas Clinico — Patoldgicas de los Pacientes del Estudio

En el estudio se incluyeron 40 pacientes, de los cuales 20 pertenecian al grupo de casos
y 20 al grupo de controles. En cuanto a los grupos etarios se encuentra que tanto en el
grupo de casos como en controles existe una distribucién de edad bastante parecida,
teniendo igual cantidad de pacientes menores de 60 afilos en ambos grupos, y una
distribucion compensada en los grupos de 60 a 69 afios y mayores de 70 afios. El género
predominante es el masculino, representando el 77,5% de los paciente, teniendo en

cuanta los dos grupos.

Los factores de riesgo estudiados fueron tabaquismo y alcoholismo, el primero presente
en el 100% de los casos y el 70% de los controles, el segundo con una distribucion similar
en ambos grupos, siendo la mitad de los pacientes quienes lo presentaban. La localizacién
mas frecuente fue de glotis con un 70% de los paciente en el grupo de casos. En cuanto
a la clasificacion TNM, la mayoria de los casos (60%) se encontraban catalogados como
T3 y con ninguna adenopatia (NO) que presentara metastasis locorregional cervical. El

estadio del 50% de los pacientes del grupo de casos fue lll.
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La estirpe de carcinomas que se encontrd en todos los pacientes fue la epidermoide. De

igual manera, el tratamiento mas frecuentemente usado fue la laringectomia.

Comparacién de la Composicién de la Microbiota Salival en Rango Taxondmico Familia en

Grupos de Casos y Controles

En el rango taxondmico familia, tanto en el grupo de los casos como el de los controles,
la familia mas frecuentemente identificada es Micrococcacea, seguida de la Familia XIlI,
Campylobacteraceae, Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae y Familia XI. A
diferencia de Gong y col. 2013 quien en su primer estudio las familias mas
frecuentemente identificadas fueron Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria y Actinobacteria. De igual manera en sus estudios complementarios
realizados posteriormente en 2014 y 2017 se identificd con frecuencia significativa,
aungue con diferente porcentaje, las mismas familias inicialmente descritas. Hanshew y
col. 2014, encontraron predominantemente familias de Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Fusobacteria. Al igual que los anteriores autores, Whang
y col. 2017, describe en su estudio las familias mas frecuentemente encontradas, siendo
estas Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria y Actinobacteria tanto en
muestras tumorales como en muestras de tejido normal adyacente de pacientes con

carcinoma escamoso de laringe.
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Otras familias frecuentemente encontradas en nuestro grupo de controles fue
Prevotellaceae, Gracilibacteria bacterium oral taxon 872, Porphyromonadaceae,
Clostridiales vadinBB60 group, Eubacteriaceae, Xanthobacteraceae y Pasteurellaceae. A
diferencia del grupo de casos, donde otras familias que también fueron encontradas,
pero con menos frecuencia, fueron Familia XI, Candidate division SR1 bacterium MGEHA,
Xanthobacteraceae, Pasteurellaceae y Eubacteriaceae. De igual manera, Henshew y col.
2014, encontrd en su estudio de manera inconsistente y con poca abundancia familias
como Spirochaetes, Cyanobacteria, Verrucomicrobia, Deinococcus-Thermus vy

Tenericutes.

Como se puede observar en la comparacion de los dos grupos (Figura 29 y 30) se
evidencia una disminucion de la diversidad de familias bacterianas en el microbiota salival

de los casos, con predominancia significativa de la familia Micrococcaceae.

En nuestro estudio se destaca de forma estadisticamente significativa que existe un
aumento en los casos comparado con los controles en la familia Micrococcaceae, Family
Xl, Xanthobacteraceae y Pasteurellaceae. Gong y col. 2014 se plantearon como objetivo
identificar las comunidades microbianas en la faringe humana e identificar las
comunidades especificas que se pueden asociar con carcinoma escamosos de laringe. Los
autores describen un aumento estadisticamente significativo en los casos comparado con
los controles en las familias de Fusobacterias, Spirochaetes, Prevotella, Parvimonas,
Peptostreptococcus, Dialister, Catonella, Selenomonas, Peptostreptococcaceae incertae

sedis, Treponema y Burkholderia. Posteriormente, Gong y col. 2017 realizd otro estudio
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con el mismo objetivo, donde describe como resultados que la abundancia relativa de la
familia Firmicutes era inversamente relacionada con la abundancia de Fusobacteria,
Proteobacteria, Actirnobacteria y Bacteroides. Asi mismo, Hayes y col. 2018, describen
en su estudio un aumento de la abundancia relativa en casos de Actinobacteria y
Actinomycetaceae sin nombre (oral-taxon_170), quienes lo relacionan con aumento del

riesgo de presentar carcinoma escamosos de cabeza y cuello.

Por el contrario, existe una disminucion estadisticamente significativa de los casos
comparados con los controles en las familias Bacteroidales Incertae Sedis,
Porphyromonadaceae, Flavobacteriaceae, Prevotellaceae, Campylobacteraceae,
Clostridiales vadinBB60 group, Defluviitaleaceae, Eubacteriaceae, Family XI,
Ruminococcaceae, Candidate division SR1 bacterium MGEHA, Gracilibacteria bacterium
oral taxon 872, Xanthobacteraceae y Pasturellaceae. De igual manera, Hayes y col. 2018
describen en su estudio una disminucién en los casos de familias como
Corynebacteriaceae y Neisseriaceae, que se asociaron significativamente con menor
riesgo de carcinoma escamosos de cabeza y cuello. Schmidt y col. 2014 realizaron un
estudio es dos fases donde pretendian comenzar a sentar las bases que permitirian la
exploracion de la microbiota oral para el tratamiento y seguimiento del inicio, la
progresion vy la recurrencia del cancer oral, aqui encontraron que en el estudio | se
presentaba una reduccion significativa en la abundancia de Firmicutes y Actinobacteria
en los casos, que se repite de igual forma en el estudio Il realizado con mayor nimero de

muestra.
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Las Unicas dos familias no estadisticamente significativas de nuestro estudio fueron

Family XIIl y Peptostreptococcaceae.

Comparacioén de la Composicidn de la Microbiota Salival en Rango Taxondmico Género en

los Grupos de Casos y Controles

Hablando de rango taxondmico género, en nuestro estudio se pudo identificar 21 géneros
de bacterias diferentes, la mas abundante en el grupo de controles fue Rothia,
Campylobacter, Parvimonas, Eubacterium nodatum group, Alloprevotella vy
Croynebacterium. En el grupo de casos las mas abundantes que se identificaron fueron,
Rothia, Parvimonas, Corynebacterium, Eubacterium nodatum group, Campylobacter y

Gemella.

Gong vy col. 2017 describe que en su estudio identifico, en las muestra de frotis oral vy
tejido tumoral, con una frecuencia relativamente alta, los géneros de Streptococcus,
Neisseria, Prevotella, Leptotrichia, Veillonella, Actinomyces, Rothia, Fusobacterium vy
Gemella. En sus estudios de 2013, 2014 y otro en el 2017, describe practicamente los

mismos grupos de géneros bacterianos, aunque con unas frecuencias variables.

Hanshew y col. 2014 describe en su estudio el género Streptococcus como el mas
frecuentemente identificado en sus muestras de tejido de lesidon benigna de cuerda vocal.
Jetté y col. 2016 en su estudio para identificar el efecto del reflujo y el tabaquismo, dos
de los factores de riesgo para el carcinoma de laringe, sobre la microbiota del tejido

laringeo describe una frecuencia significativa en los géneros de Comamonadaceae,
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Streptococcus, Cloacibacterium, Prevotella, Propionibacterium, Helicobacter, Veillonella,

Acinetobacter, Pseudomonas y Bacillus.

Otros géneros encontrados en nuestro estudio con menos frecuencia y con menos
variabilidad entro los dos grupos de estudio fueron Provetella, Gemella,
Defluviitaleaceae, Peptoanaerobacter, Eubacterim yurii group, entre otros. Gong y col.
2017 también encontrd géneros poco frecuentes como Granulicatella, Megasphaera,
Porphyromonas, Capnocytophaga, Solobacterium. Jetté y col. 2016 describe cambios a
nivel de géneros como Streptococcus, Commamonadaceae y Cloacibacterium, sin

especificar si aumentaron o disminuyeron en controles con respecto a los casos.

Se evidencia una disminucion de la diversidad de los géneros bacterianos del grupo de
casos comparado con los controles, principalmente a expensas de Rothia y

Corinebacterium.

Los analisis estadisticos se realizaron a través de las pruebas de Mann-Whitney vy la
prueba de Wilcoxon. Se puede ver como existe una diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo de control y casos en casi todos los géneros encontrados,

excepto en Provotella 2, Prevotella 6 y Ruminococcaceae.

En comparacién con los controles, en los casos de nuestro estudio aumentaron
significativamente los géneros de Corynebacterium, Rothia y Gemella. De igual manera,

Gong vy col. 2013 describen en su estudio un aumento de los géneros Fusobacterium,
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Provotella y Gemeella. En su estudio posterior en 2014 describe aumento en los casos de
los géneros Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium sp. oral taxon, Prevotella
intermedia Prevotella tannerae, Prevotella oris, Prevotella nigrescens, con sus respectivas
especies descritas. Posteriormente en el 2018 describe como resultaso que la abundancia
relativa de Streptococcus es negativamente asociado a Fusobacteria, Leptotrichia,
Neisseria, Actinomyces, Prevotella, Campylobacter, Megasphaera, Eubracterium,
Solobacterium, Mogibacterium, TM7 _genera_incertae_sedis y
SR1 _genera_incertae_sedis. Lim y col. 2018 en su estudio donde intentaba caracterizar
las diferentes microbiotas con enjuagues orales de pacientes sanos y casos de cancer oral
y orofaringeo describe aumento estadisticamente significativo de géneros como
Oribacterium, Actinomyce, Parvimonas, Selenomonas y Prevotella mayor en casos de
carcinoma escamoso oral comparado con los casos de carcinomas orofaringeo. De igual
manera Wangy col 2017, describe aumento de Parvimonas en los casos comparando con
los controles, al hacer un estudio estratificado por el estadio del tumor se vio que
Actinomices estaba aumentado en los pacientes con tumores de bajos estadios
comparado con los de alto, al contrario de Parvimonas que estaba disminuido en
pacientes con bajos estadios. Schmidt y col. 2014 describe también aumento de

Fusobacterium en su grupo de casos.

Asi mismo, en nuestro estudio se muestra una disminucién en los casos en comparacion
con los controles de los géneros Porphyromonas, Alloprevotella, Prevotella, Prevotella 7,
Campylobacter, Defluviitaleaceae, Parvimonas, Family Xlll, Eubacterium nodatum group,

Cantonella, Shuttleworthia, Peptoanaerobacter, —Eubacterium yurii group vy
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Gracilibacteria. Gongy col. 2013y 2014, asi como Schmidt y col. 2014 describen descenso
en el grupo de casos de géneros como Streptococcus y Rothia. De igual manera Hayes y
col. 2018 describe disminucion de Corynebacterium, Kingella, Neisseria, Abiotrophia,
Capnocytophaga y las especies Kingella dentificans y Streptococcus sanguinis en el grupo
de casos. Asi mismo también describe que Prevotella nanceiensis, Capnocytophaga
leadbetteri, Selenomonas sputigena especie, Actinomyces oris y Veillonella denticariosi se
asociaron con un riesgo reducido de cancer de faringe. Parvimonas micra y Neisseria sicca
se asociaron con un riesgo reducido de cancer de cavidad oral. Lim y col. 2018 describe
un descenso estadisticamente significativo en los casos de géneros como Rothia,
Haemophilus, Corynebacterium, Paludibacter, Capnocytophaga y Porphyromonas, este
ultimo igual a lo descrito en nuestro estudio. Wang y col. 2017 es su estudio describe, al
igual que todos los anteriores, una disminucién en el grupo de casos del género
Actinomices. En este mismo estudio se hizo estratificacion por localizacién del tumor:
Parvimonas fueron consistentemente mas bajas en las ubicaciones hipofaringe/laringe

en relacién con la cavidad oral/orofaringe.

Alfa Diversidad y Riqueza Del Rango Taxonédmico Género en el Grupo de Casos de

Pacientes con Carcinoma Escamoso de Laringe en Comparacién con Controles

Se evidencia una pérdida de alfa diversidad y riqueza en los grupos de pacientes casos
con cancer epidermoide de laringe con respecto al grupo de controles sanos. Queda
demostrado en los resultados de los test de Wilcoxon de los indices de alfa diversidad de

Shannon y Simpson presentan una significancia estadistica (Tabla 18), calculados todos
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ellos para el rango taxondmico de género. Estos resultados quedan reflejados en los
respectivos diagramas de cuadros (Figura 31y 32). AL igual que en nuestro estudio, Lim
y col. 2018 en su estudio donde compara enjuague bucal de pacientes sanos y pacientes
con alto riesgo, definiéndose alto riesgo como paciente con enfermedades orales como
gingivitis o periodontitis, encuentra una diversidad de microoganismos, segun el indice
de Shannon, significativamente menor en casos comparados con los controles sanos.
Hanshew y col. 2014 inicialmente analizaron muestras de tejido de lesion benigna de
cuerda vocal, al no encontrar ninguna diferencia estadisticamente significativa, tuvieron
gue recolectar muestras de saliva para complementar los resultados de su estudio,
dentro de estas ultimas muestras se encontrd una diferencia significativa segun los

indices de Shannon y Simpson.

Los estimadores de riqgueza CHAO1 y ACE presentan una diferencia estadisticamente
significativa que refleja, al igual que los anteriores, que la rigueza de la microbiota
encontrada en el grupo de casos se encuentra disminuida en comparacion con el grupo
de controles sanos. Esto se puede ver también en los diagramas de cuadros
correspondientes (Figura 33 y 34). Jetté y col. 2016 describe una reduccién de la alfa
diversidad en los microorganismos de los pacientes fumadores, comparados con los no
fumadores. Asi mismo, describe que CHAO1 muestra un aumento de riqueza en

pacientes con ERGE.

Basandose en lo anterior se puede decir que, en comparacién con el grupo de controles

examinado, el grupo de casos experimentd una disminucion estadisticamente
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significativa en la diversidad y la riqueza, segun los indices de diversidad alfa y los

estimadores de riqueza calculados.

Las curvas de rarefaccion muestran como en el grupo de controles (Figura 35) se puede
ver un mayor numero de diversidad en la microbiota de las muestras, representado por
la mayor altura en el eje de las Y, interpretandose como que se necesitaron muchas mas
lecturas de pares de bases en la secuenciacién masiva para encontrar un fase asintética,
esto causado porque conforme avanzaba la secuenciacién se encontraban secuencias

compatibles con algunos géneros de microoganismo diferentes.

Al comparar con la gréfica de los casos (Figura 36) se muestra como la mayoria de las
muestran alcanzan una linea de meseta muy poco después de comenzar la secuenciacion,
ya que no se necesitaron muchas mas lecturas de pares de bases para evidenciar que los
géneros de los microorganismos eran los mismos. Esto evidencia la pobre diversidad de

microbiota presente en este grupo.

Podemos confirmar a través de las curvas de rarefaccion que el grupo de controles
presenta una riqueza mayor que el grupo de casos, ya que sus muestras presentan un
mayor numero de géneros cuando se alcanza la fase asintética. Ademas, se puede afirmar
gue el muestreo es adecuado, es decir, la secuenciacidon tiene suficiente profundidad
para afirmar que se ha obtenido un nimero suficiente de OTUs representativos del rango
taxondmico de género, ya que se ha alcanzado la fase asintética en todas las curvas de

rarefaccion.
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Beta Diversidad y Riqueza en el Grupo de Casos de Paciente con Carcinoma Escamoso de

Laringe en Comparacién con Controles

Para el estudio de la beta diversidad de la microbiota salival del grupos de casos en
estudio hemos utilizado dos herramientas estadisticas que con el indice de Jaccard y el
andlisis de agrupamiento basado en el analisis principal de componentes o PCoA. Al igual
que la alfa diversidad, el rango taxondmico utilizado fue el género. Con esta informacién
describimos disimilitudes en la estructura de la microbiota salival de los grupos de una

forma global.

Se aprecia un indice de Jaccard bajo para ambos grupos. Esto hace referencia que el
numero de especies similares entre el grupo de pacientes enfermos y controles es alto.
Sin embargo, la media es menor en el grupo de casos, con un test de Wilcoxon
estadisticamente significativo, lo que lleva a pensar que la variabilidad interindividual del

grupo de casos en menor que el de controles.

Ciertamente pocos estudios han utilizado el indice de Jaccard para valorar la beta
diversidad de la microbiota salival existente entre sus cohortes de estudio. No obstante,
es una herramienta estadistica sencilla que nos indica que las muestras de los grupos de
casos y controles presentan una elevada variabilidad interindividual. Este hecho es en

parte compatible con que la estructura de la microbiota salival es cambiante.
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La segunda herramienta que utilizamos para valorar la beta diversidad de la microbiota
salival en nuestros grupos de estudio es el PCoA, principalmente para valorar si existe
diferencia en su estructura. El objetivo es determinar si existe algun factor que explique
la mayor parte de la variabilidad de los datos, ya que en este caso los datos pueden
interpretarse de manera visual y sencilla sin perder informacion importante. En el Biplot
mostrado en la Figura 39 se puede observar que muchas de las muestras del grupos de
casos se encuentran tan juntas que incluso se solapan, mostrando asi similitud entre ellas.
De igual manera, en el grupo de controles las muestras también se encuentran bastante
juntas, incluso solapadas, sin embargo, hay un nimero mayor de ellas que se dispersan,
dandole mayor variabilidad a este grupo. Al tener mayor cantidad de muestras juntas en
ambos grupos de estudio, se puede pensar que la microbiota salival de los pacientes en

el grupo de casos y en el grupo de controles no es muy diferente entre ellas.

Gong y col. 2013 en su primer estudio realizé un analisis de PCoA donde confirmé que
los hallazgos de la estructura de microbiotas de la poblacion de casos (paciente con
carcinoma escamoso de laringe) y controles eran significativamente diferentes (Figura

46).
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Figura 44. Analisis de componentes principales de la poblacion de casos con carcinoma

escamoso de laringe (rojo) y sujetos de control (verde) en funcién de la composiciéon vy

abundancia de la comunidad. Cada simbolo representa una muestra (H. L. Gong et al.,

2013).

Posteriormente, Gong y col. 2017 describié en su estudio que al comparar la diversidad

espacial entre los pacientes con cancer de laringe vy los pacientes con podlipos en las

cuerdas vocales a través del analisis PCoA, no se observé diferencias entre estos dos

grupos. En su mismo estudio, se estratificaron dos grupos segun la edad: los menores de
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60 afios y los de 60 afios 0 mas, sin encontrarse diferencias en la estructura microbiana
mediante el analisis PCoA y no hubo diferencia en la abundancia relativa entre estos dos
grupos. Al realizar una segunda estratificacion del estudio basado en el género, no se
reconocid ninguna discordancia entre los grupos de pacientes masculinos y femeninos a

través del andlisis PCoA.

Método Unifrac para el Andlisis de las Muestras de los Grupos de Casos y Controles del

Estudio

En andlisis del método UniFrac en nuestro estudio se realizd tanto Weighted como
Unweighted para los dos grupos de estudio. Se intenta obtener informacién sobre la
relacion relativa de los miembros de la comunidad de estudio mediante la incorporacion

de distancia filogenéticas entre los organismos observados en el cdlculo.

El analisis UniFrac Weighted nos muestra como existe similitud entre las ramas
filogenéticas de los controles y algunos casos, de igual manera también se ve que existe
un pequefio grupo de casos que es completamente diferente en comparacion con los

controles.

El analisis UniFrac Unweighted nos muestra como existe una diferencia significativa en
cuanto a los géneros que se encuentran en cada una de las muestras de los casos en

comparacioén de los controles.
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Anélisis del Area Bajo la Curva en Curvas ROC a partir de los Casos y Controles Estudiados

El drea bajo la curva, como previamente lo definimos en el apartado del materiales y
métodos, es una herramienta estadistica que se utiliza para medir el acierto de la
prediccion de eventos binarios, es decir, eventos que bien ocurren o no ocurren. En
nuestro estudio lo utilizamos para crear un grupo de bacterias que nos puedan ser Utiles
a la hora de su identificacion en pacientes con factores de riesgo o sin ellos, para la

deteccién de carcinoma escamoso de laringe.

Para realizar el andlisis del drea bajo la curva se tuvieron encuentra tres géneros que
fueron los que de una manera estadisticamente significativa y mas marcada se encontro
una diferente entre el grupo de controles y de casos. Los géneros utilizados fueron

Alloprevotella, Campylobacter y Rothia.

En cuanto a al género Alloprevotella en la Tabla 21 se puede ver como se expresa el
numero de secuencias que se deben encontrar en la secuenciacion masiva de la muestra
y que sensibilidad y especificidad representan en la prueba. El calculo del area bajo la

curva de este género fue de 0,966.

Dentro de los puntos de corte mas representativos se encuentran la identificacion de 19
secuencias que aportan una sensibilidad del 95% y una especificidad del 85%. Asi mismo
la identificacion de 55 secuencias aporta una sensibilidad de 85% vy especificidad del

100%. Al tratarse de una enfermedad potencialmente mortal, como lo es el cancer,
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necesitamos una sensibilidad muchas mas alta que la especificidad, y esto nos lo da el

punto de corte de 19 secuencias identificadas en secuenciacion masiva de la muestra.

Al igual que con el género anterior, con el Campylobacter podemos ver los diferentes
puntos de corte en la Tabla 22 que se utilizaron para realizar la Figura 44 representando
el area bajo la curva. Podemos ver que el area bajo la curva se ubica por encima de la
linea de 0,75, dando a entender que la prueba se encuentra por encima de una
discriminacion media. El dato estadistico encontrado como darea bajo la curva fue de
0,923. El punto de corte mas representativo de este género es de 80,50 secuencias
encontradas. Con un valor igual o mayor a este en una muestra podremos decir que
tenemos una sensibilidad del 95% y una especificidad del 85%. En este caso también
necesitamos un cifra de corte que cuente con la mayor senilidad y especificidad, siempre
priorizando la primera de ellas. Por esto encontramos el punto de Youden en 80,50

secuencias.

En la literatura existen poco estudios que hayan implementado los analisis estadisticos
de curvas ROC y areas bajo la curva. Lim y col. 2018 describe que intentd desarrollar un
biomarcador microbidtico para predecir el cancer oral y orofaringeo. Por ello, generd la
curva ROC para Rothia, Haemophilus, Corynebacterium, Paludibacter, Porphyromonas,
Oribacterium y Capnocytophaga. Con este enfoque, el panel utilizando el analisis de estos
microorganismos, tiene un drea bajo la curva de 0,98 y una sensibilidad y especificidad

del 100 y 90%, respectivamente (Figura 47).
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Figura 45. Area bajo la curva del panel de microbiota oral basada en la abundancia de
Rothia, Haemophilus, Corynebacterium, Paludibacter, Porphyromonas, Oribacterium y

Capnocytophaga para la prediccién de cancer de cavidad oral y orofaringe.

Por ultimo, en el género Rothia, como podemos ver en la Tabla 23, se muestran los
puntos de corte que se utilizaron para llevar a cabo la Figura 45 que representa el area
bajo la curva. El drea bajo la curva se encuentra en 0,820, lo que indica podria ser una
buena prueba discriminativa diagndstica de la enfermedad. Dentro de los puntos de corte
mas representativos se nos muestra el de 2992,50 secuencias encontradas que cuenta
con una sensibilidad del 100% vy especificidad del 40%. Otro punto de corte relevante es
el de 9563 que cuenta con 75% de sensibilidad y 85% de especificidad. En nuestro caso,

donde necesitamos una prueba con alta sensibilidad, sin importar que la especificidad no
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sea la mayor, encontramos el Punto de Youden en 2992,50 como el de mayor poder

discriminativo entre casos y controles.

Este estudio, asi como muchos de los citados, abren una gran puerta para el desarrollo
de nuevas investigaciones dentro del campo de la microbiota, para la identificacién y
reconocimiento no solo de la microbiota normal de cada ecosistema que compone el ser
humano, si no también, de la presente en el momento de la disbiosis que se asocia con
una enfermedad especifica, y que esta misma nos ayude en el diagndstico temprano de
dicha enfermedad. Dentro de los sesgos que se pudieron tener en el estudio, se
encuentra que la mayoria de los pacientes presentaron cancer gldtico y la muestra
pequefia con la que se trabajé. Se obtuvieron resultados que nos dan mas informacion
acerca de los cambios de la microbiota en los pacientes con cancer de laringe y abre

algunas lineas de trabajo para continuar con la investigacion del tema.
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CONCLUSIONES
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e En el rango taxondmico familia el grupo mas frecuentemente identificado fue

Micrococcacea, con una frecuencia mucho mayor que las otras familias.

e Existe una disminucién de la diversidad del rango taxondmico familia en el grupo

de los casos con cancer epidermoide de laringe comparado con los controles.

e Las familias Micrococcacea, Family XI, Xanthobacteraceae y Pasteurellaceae
presentan un aumento estadisticamente significativo en el grupo de los casos

comparado con los controles.

e Los géneros mas abundantes tanto en el grupo de casos como de controles
fueron Rothia, Campylobacter y Parvimonas, similares a los encontrados en

otros estudios.

e Existe una disminucién de la diversidad en el rango taxonémico género en el

grupo de los casos con cancer de laringe comparado con los controles.

e Existe un aumento estadisticamente significativo en el grupo de los casos de
géneros como Corynebacterium, Rothia y Gamella. De igual manera se describe
una disminucion estadisticamente significativa en Porphyromonas, Alloprevetella

y Provetella, también de acuerdo con los descrito en otros estudios.

e EL grupo de casos comparado con los controles presenta una disminucion
estadisticamente significativa en la diversidad y la riqueza segun los indices de

diversidad alfa, beta y los estimadores de riqueza.

e Existe un numero de géneros similares entre el grupo de casos y el de controles,

sin embargo, existe la variabilidad interindividual es menor en el grupo de casos.
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e Se encontraron 3 bacterias estadisticamente significativas, Alloprevotella,
Campylobacter y Rothia, en quienes se realizo el drea bajo la curva y el punto de

Youden.

e Allprovotella mostrd una area bajo la curva de 0,966, en donde identificando 19
secuencias por secuenciacion masiva en la muestra se tenia una sensibilidad del

95% y una especificidad del 85%.

e Campylobacter mostrd una area bajo la curva de 0,923, en donde identificando
80,50 secuencias por secuenciacidn masiva en la muestra se tenia una

sensibilidad del 95% y una especificidad del 85%.

e Rothia mostrd una area bajo la curva de 0,820, en donde identificando 2992,50
secuencias por secuenciacion masiva en la muestra se tenia una sensibilidad del

100% y una especificidad del 40%.
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ANEXO |

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS DEL
PACIENTE EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION DENOMINADO: ESTUDIO DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO
DEL MICROBIOTA SALIVAL HUMANO EN PACIENTES CON CANCER EPIDERMOIDE DE LARINGE Y PACIENTES
SANOS.

La Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacidon biomédica, establece en su articulo 58 que la obtencidn
de muestras biolégicas con fines de investigacion biomédica podra realizarse Unicamente cuando se
haya obtenido previamente el consentimiento escrito del sujeto fuente y previa informacién de las
consecuencias y los riesgos que pueda suponer tal obtencién para su salud.

De conformidad a lo previsto en el articulo 58 de la citada Ley, se le informa de los

siguientes extremos:

a) La finalidad de la investigacion es la siguiente: Obtener informacion de interés

con fines cientificos, diagndsticos, prondsticos y terapéuticos de cdncer de laringe.

b) Los beneficios esperados son los siguientes: mejorar la asistencia de los pacientes

con cdncer de laringe.

c) Los posibles inconvenientes vinculados con la donacién y obtencién de la muestra
(solo si existe alguno, incluida la posibilidad de ser contactado con posterioridad con

el fin de recabar nuevos datos u obtener otras muestras) son los que siguen: No hay.

d) Los responsables de la investigacion son los Dres: D. Juan David Lara Lozano y D.

Diego Hellin Meseguer

e) El lugar de realizacion del andlisis y destino de la muestra al término de la



Microbiota Salival Humana y Céncer de Laringe 254

investigacion serd La Unidad de Investigacion del Servicio de Andlisis Clinicos del

Hospital Universitario “Virgen de la Arrixaca”

f) Se garantiza la total confidencialidad de la informacién obtenida, Unicamente

accediendo a la informacion obtenida los Dres. Responsables de la Investigacion.

g) No existe la posibilidad de que se obtenga informacidén relativa a su salud derivada

de los analisis genéticos que se realicen sobre su muestra bioldgica.

h) El presente proyecto de investigacion ha obtenido informe favorable del Comité

|ll

Etico de Investigacidn Clinica del “Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca” para la

obtencién y utilizacién de muestras bioldgicas para investigacion biomédica.

Se le informa igualmente que el presente consentimiento puede ser revocado,
totalmente o para determinados fines, en cualquier momento. Cuando la revocacién
se refiera a cualquier uso de lamuestra, se procedera a su inmediata destruccion, sin
perjuicio de la conservacién de los datos resultantes de las investigaciones que se

hubiesen realizado con caracter previo.

DNI:

He leido y comprendido el presente documento y doy mi consentimiento expreso
para que se obtengan las muestras bioldgicas referidas mediante la realizacién de los

analisis y pruebas oportunas.
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Fdo.
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ANEXO Il
BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO. ESTUDIO
DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO DEL MICROBIOTA SALIVAL HUMANO EN PACIENTES CON

CANCER EPIDERMOIDE DE LARINGE Y PACIENTES SANOS.

FORMULARIO DE RECOGIDA DE MUESTRAS:

DATOS

1. Médico responsable

2. Hospital

3. Fecha de recogida

4. Numero de Inclusidn

5. Consentimiento informador SI NO

6. Edad

MUESTRA

1. Saliva Sl NO Volumen:
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2. Sangre S NO

3. Tejido patoldgico Sl NO

4. Tejido sano Sl NO
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ANEXO Il

BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO. ESTUDIO

DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO DEL MICROBIOTA SALIVAL HUMANO EN PACIENTES CON

CANCER EPIDERMOIDE DE LARINGE Y PACIENTES SANOS.

FORMULARIO DE RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

1. Nombre y Apellidos.

2. Numero de historia clinica.

3. Género.

4. Fecha del diagndstico.

5. Antecedentes personales.

a. Alcoholismo.

b. Tabaquismo.

6. Localizacién del tumor primario.

a. Supraglotis.

b. Glotis.

c. Subglotis.

7. Anatomia patoldgica del tumor.
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8. Estadio del turno. TNM.

9. Estadio global.

10. Tratamiento.

a. Quirdrgico.
b. Radioterapia.

c. Quimioterapia.

11. Cirugia.

a. Cordectomia.

b. Laringectomia parcial supraglética.
c. Laringectomia parcial frontolateral.
d. Laringectomia total.

e. Vaciamiento cervical.
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ANEXO IV

Urizxoce
Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Servicio
.

Murciano

de Salud

Ctra. Madrid - Cartagena ° Tel. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunién del dia 24/06/2019, acta 06/2019 ha evaluado la
propuesta de los investigadores Dr. Diego Hellin Meseguer y Dr. Juan Cabezas Herrera referida al estudio:

Titulo: Estudio de la microbiota de tejidos y saliva en canceres de cabeza y cuello y poliposis nasosinusales

Codigo Interno: 2019-5-2-HCUVA

1°, Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacin prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20, Por lo que este CEIm emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murcia, a 24 de junio de 2019

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona %ty
Presidente del CEIm Hospital Virgen de la Arrixaca " -
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