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1. CANCER DE CABEZA Y CUELLO

Segun la definicion de la American Joint Committee on Cancer (AJCC), el término
“Cancer de cabeza y cuello” se aplica a los procesos neoplasicos originados en la
mucosa de la cavidad oral, faringe, laringe y senos paranasales, asi como en las
glandulas salivares mayores y menores (1). Ello excluye de esta denominacién a los
originados en la glandula tiroides y en la piel, entre otros.

Durante el afio 2018, se han estimado los nuevos casos de cancer de cabeza y
cuello en 890.000, con un total de 450.000 fallecimientos a nivel mundial. Esto supone
el 3% de todos los canceres diagnosticados ese afio (2). En Espafia, se calculé una
incidencia en 2012 de 33 casos por 100.000 pacientes/afio (3).

El cancer de cabeza y cuello es, globalmente, entre 2 y 5 veces mds comun en
hombres que en mujeres (4). La edad media de presentacion se halla entre la sexta y la
séptima década de vida para la mayoria de las localizaciones anatémicas (5).

1.1 EL CANCER DE CAVIDAD ORAL

Bajo este término se incluyen los canceres originados en los labios, mucosa yugal,
encia, lengua moévil, suelo de boca, paladar duro y trigono retromolar [Figura 1]. La
histologia predominante es la de carcinoma epidermoide (6).

FIGURA 1. Es la localizacion mas

Localizaciones anatdomicas del cancer de cavidad oral. comun dentro del cancer de

cabeza y cuello. En EE.UU.

Memorial Sloan Kettering Cancer Center. 2005. La cavidad
oral. [Figura] Recuperado de:
https://www.mskcc.org/es/cancer-care/patient- tumores diagnosticados; y a nivel
education/early-stage-oral-cavity
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la nuez de betel, una sustancia estimulante que se masca con asiduidad en muchas
regiones del Sudeste Asidtico, donde el cancer de cavidad oral llega a suponer en
ocasiones el tipo de cancer mas comunmente diagnosticado (7).

El papel del virus del papiloma humano (HPV) en el desarrollo del carcinoma
oral es aun objeto de discusidon. Ha sido claramente identificado como agente
etioldgico en las neoplasias de cérvix uterino y de orofaringe (10,11). Se ha detectado al
HPV en el 38% de los casos de carcinoma oral, mientras que dicha prevalencia media
baja al 24% si se considera al carcinoma de cabeza y cuello globalmente (12). También
se ha hallado una relacion entre el HPV 16/18 y las lesiones displasicas de la cavidad
oral, con una prevalencia media del 24,5% (13). No obstante, aln no hay suficiente
evidencia cientifica para considerarlo un factor de riesgo.

Se han propuesto otros factores de riesgo, como el virus del herpes simple 1
(HSV-1), la infeccion por el hongo Candida o la higiene dental deficiente; con escasos
datos que lo apoyen (8).

1.2 EL CANCER DE OROFARINGE

FIGURA 2.
Localizaciones anatdmicas del cancer de orofaringe.

Gregory J, THANC Foundation. 2020. [Figura] Recuperado de: https.//thancguide.org/cancer-
types/throat/pharyngeal/oropharyngeal/anatomy/

Se incluyen aqui los canceres
Soft palate originados en el paladar
blando, amigdalas palatinas,
Pharyngeal wall base lingual, valléculas vy
pared posterior orofaringea
[Figura 2] (6). Supuso en 2018

el 0,5% de todos los canceres

Tonsilar pillars

Palatine tonsil diagnosticados a nivel global,
con 92.887 nuevos €asos Yy
51.005 fallecimientos (2). La

histologia predominante es la

Base of tongue

de carcinoma epidermoide.

El consumo de tabaco,
y su asociacion con el alcohal,
constituye el principal factor de riesgo (9). Sin embargo, en las Ultimas décadas ha
emergido con fuerza el rol del virus del papiloma humano (HPV), hasta el punto de que
actualmente se considera al carcinoma de orofaringe HPV+ una entidad diferente al



HPV-, con sustanciales diferencias en su epidemiologia, manejo terapéutico y
prondstico, asi como una estadificacion propia (14,15).

El nUmero de carcinomas de orofaringe HPV+ esta aumentando en las ultimas
décadas, especialmente en los paises desarrollados; lo que no es sorprendente ya que
la infeccién por HPV constituye una de las enfermedades de transmisién sexual mas
comunes en el mundo (16). Se estima que suponen el 30-35% de todos los carcinomas
de orofaringe (17).

FIGURA 3. Se conocen mas de

Prevalencia de los distintos serotipos de HPV en el cdncer de cabeza 200 variedades de HPV. A
y cuello HPV+. nivel clinico, es importante
distinguir entre los
Tumban E. 2019. The prevalence/contribution of human .g ) 3
papillomavirus (HPV) types to HPV-associated head and neck serotipos denominados “de
cancers (HPV+ HNC). [Figura] Recuperado de: Tumban, E. (2019). A" bajo riesgo oncogénico” (6,
current update on human papillomavirus-associated head and neck

cancers. Viruses, 11(10). https://doi.org/10.3390/v11100922 11, 40, 54..), responsables

- de las papilomatosis
genitales y respiratorias; de
los serotipos “de alto riesgo

8 60- oncogénico” (16, 18, 33,
£ 35...), asociados con las
o . / .
c neoplasias en el area genital
§4°_ y en cabeza y cuello (18).
§ Como puede verse en la
g Figura 3, los serotipos 16 y
E" 20- 18 son los relacionados con
el carcinoma de cabeza y
cuello en aproximadamente
0 el 90% de los casos (19).
‘) l
© W& O ,3: ¢§o
S ’5 ¥ & 45 & ,
& & Q. QA @ Q. Q~ Debe mencionarse

"PVWP‘ que el tabaco y el alcohol
contintdan teniendo un rol relevante en los carcinomas de orofaringe HPV+. Se ha
demostrado que la incidencia de carcinoma de orofaringe HPV+ es mas alta en
fumadores, y se ha relacionado el riesgo con el nimero de paquetes-afio, del mismo
modo que en el carcinoma HPV- (20).

1.3 EL CANCER DE LARINGE

En las neoplasias de la laringe, es preciso su subdivision en las tres regiones
anatémicas que la conforman [Figura 4]:



» Supraglotis: se incluyen aqui los canceres originados en epiglotis, repliegues
aritenoepigldticos, bandas ventriculares y aritenoides. Suponen aproximadamente
un tercio de los casos.

» Glotis: se incluyen aqui los canceres originados en las cuerdas vocales, comisura
anterior y comisura posterior. Suponen aproximadamente dos tercios de los casos
diagnosticados.

> Subglotis. Suponen un porcentaje minimo (menos del 2%) (15,21).

FIGURA 4.
Division anatémica de la laringe.

Gregory J. 2020. Coronal Larynx Anatomy. [Figura] Recuperado de: https://thancguide.org/es/cancer-
types/throat/laryngeal/subglottic/anatomy/attachment/35-coronal-larynx/
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El cancer de laringe supuso en 2018 el 1% de las neoplasias a nivel mundial, con
177.422 casos diagnosticados y 94.771 fallecimientos. Ello le sitia como el segundo
tumor mas frecuente dentro de la cabeza y el cuello, por detras de las neoplasias de
cavidad oral (2). Su incidencia es mayor en hombres que en mujeres, con una
proporcién 6:1 (22). El carcinoma epidermoide constituye casi en exclusiva su forma
histoldgica.

El tabaco es el principal factor de riesgo para su desarrollo. Se ha demostrado
gue la incidencia aumenta de manera proporcional al nimero de paquetes-afio, de tal
modo que un gran fumador puede tener un riesgo 30 veces superior al de un no
fumador (22). También se ha demostrado la reduccién en la incidencia de este cancer



con el cese del habito tabaquico, aunque el riesgo nunca llega a igualarse con aquellos
gue nunca han fumado (23).

En cuanto al alcohol, estd claro su papel como potenciador de los efectos
carcinégenos del tabaco, pero es mds controvertido si constituye un carcinégeno por si
mismo. Algunos estudios han hallado un incremento del riesgo de cancer de laringe en
grandes bebedores no fumadores [Tabla 1] (24).

TABLA 1.

Relacion entre alcohol, tabaco y cdncer de laringe. Puede objetivarse el aumento lineal del riesgo
de cdncer al aumentar el numero de cigarrillos/dia. También la OR incrementada en grandes
bebedores, aunque no llega a la significacién estadistica (limite inferior del IC en 0,98).

Odds ratio (OR) of laryngeal cancer and 95% confidence inter- val (Cl) for alcohol-drinking non-
smokers, and tobacco-smoking non-drinkers. 2002. [TABLA]. Recuperado de: Bosetti, C., Gallus,
S., Franceschi, S., Levi, F., Bertuzzi, M., Negri, E., Talamini, R., & La Vecchia, C. (2002). Cancer of
the larynx in non-smoking alcohol drinkers and in non-drinking tobacco smokers. British Journal
of Cancer, 87(5), 516-518.

Case Control OR® 95% CI
Alcohol consumption (dnnks/day)
< 3 dnnks/day 22 70
3 — <5 drinks/day 5 4
5 - < 8 dnnks/day 4 3
= 8 dninks/day 2 18 246 (0D98-6.20
Smoking status
Never smokers & 69 -
Current smokers 4 48 S.38 (3.35-26.26)
< |5 cigarettes/day 9 17 389 (1.09-1389)
IS — 24 cigarettes/day IS |7 14.22 (4.32 -46.77)
=25 cigarettes/day 16 14 1356 (390-47.19)
Ex-smokers 8 44 423 (141 —-1273)

Cada vez son mas los estudios que colocan al reflujo gastroesofagico como un
factor de riesgo independiente para el cancer de laringe, que parece especifico de este
drgano, sin afectar a otras regiones adyacentes como la hipofaringe o la orofaringe
(25,26). Se postula que la distinta susceptibilidad de los epitelios a la accién del acido
puede estar detrds de este hecho.

El papel del virus del papiloma humano en el cancer de laringe es objeto de
discusion. No se han hallado por el momento datos que le otorguen un rol
carcinogénico, como ocurre en las neoplasias de orofaringe. Ademads, hasta el
momento, los tumores de laringe P16+ no han mostrado diferencias en la
supervivencia respecto a los P16-. Si cabe mencionar que la positividad para P16 es
mas frecuente en la supraglotis (27,28).



1.4 EL CANCER DE HIPOFARINGE

El cancer de hipofaringe comprende aquellos tumores originados en los senos
piriformes, paredes posteriores y laterales de hipofaringe, y area retrocricoidea [Figura
5]. La histologia predominante continuda siendo el carcinoma epidermoide (6).

En 2018 fueron diagnosticados en el mundo 80.608 casos (un 0,4% del total),
con 34.984 muertes; unos datos similares a los del cancer de orofaringe, y
significativamente menores que en el cancer de cavidad oral y en el cancer de laringe
(2). La edad media de presentacion es de 63 afios, con un predominio en varones en
proporcién 3:1 (29).

FIGURA 5. El tabaco y el

Vision posterior de la hipofaringe. alcohol son nuevamente

los principales factores
Gregory J. 2020. Posterior view: base of tongue, larynx, hypopharynx &

esophagus [Figura] Recuperado de: https://thancguide.org/cancer-
types/throat/pharyngeal/hypopharyngeal/anatomy/ tumores (30). El reflujo
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causal (26,31).
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indicios de que el reflujo
biliar podria ser un factor

de riesgo independiente,

con relacién a un posible
efecto carcinégeno de la bilis sobre la mucosa hipofaringea (32). Sin embargo, aun no
se dispone de evidencia cientifica suficiente para poder realizar dicha afirmacion.

En cuanto al HPV, hasta la fecha no se han hallado datos que vinculen el cancer
de hipofaringe con la infeccidn por el virus del papiloma humano (25).

1.5 0TROS CANCERES DE CABEZA Y CUELLO

El resto de las neoplasias englobadas en la definicién de “cdncer de cabeza y cuello”
presentan importantes diferencias en su epidemiologia, formas histolégicas, manejo
clinico y prondstico, respecto de las que han sido mencionadas hasta ahora.



En el caso del cancer de nasofaringe o cavum, destaca la ausencia de relacién
con el habito tabaquico y el alcohol. En cambio, se ha descrito como factor de riesgo al
virus de Epstein-Barr, y también toma gran importancia el factor genético, lo que hace
que esta enfermedad se considere endémica de ciertas regiones como el Sudeste
Asiatico (70% de todos los diagnosticados en el mundo) o el norte de Africa (33).

En cuanto a las neoplasias que asientan en las glandulas salivares, se trata de
un grupo muy heterogéneo de tumores, sin claros factores de riesgo conocidos. La
ultima clasificacion de la WHO describe 20 formas histoldgicas malignas y 11 benignas,
ademas de los tumores secundarios y las lesiones no neopldsicas (34).

Debido a estas grandes diferencias, los tumores de nasofaringe y de glandulas
salivares quedan excluidos en las siguientes referencias que se haran al cancer de
cabezay cuello.

1.6 DIAGNOSTICO DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO

El diagndstico del cancer de cabeza y cuello comienza con una historia clinica
completa, prestando especial atenciéon a la presencia de los factores de riesgo ya
comentados, y a los sintomas referidos por el paciente, que pueden orientar a la zona
donde asienta el tumor. Los sintomas mds comunes en oncologia de cabeza y cuello
son:

e Disfonia: como sintoma aislado, orienta hacia un tumor asentado en la glotis;
mientras que acompafiado por otros sintomas puede delatar una paralisis
hemilaringea por extensidon de un tumor primario originado en la supraglotis o en
la hipofaringe.

o Disfagia: orienta hacia un tumor en la orofaringe o la hipofaringe, o un tumor
voluminoso de origen laringeo.

e Odinofagia: orienta hacia un tumor de orofaringe o de hipofaringe, especialmente
si se asocia con otalgia refleja.

e Disnea: orienta hacia un tumor laringeo que estenose la via aérea, o una extensién
laringea importante de un tumor hipofaringeo.

e Otalgia refleja: sintoma tipico de la orofaringe y la hipofaringe.

e Hemoptisis: puede orientar hacia un tumor localizado en laringe, aunque es mas
comun como sintoma en las neoplasias broncopulmonares.

e Parestesias faringeas: las molestias faringeas pueden aparecer en cualquier tumor
de orofaringe, hipofaringe o supraglotis, aunque es un sintoma muy inespecifico
para patologia tumoral.

e Tumoracidn cervical: la percepcion por el propio paciente de una tumoracién en el
cuello es mas habitual en las zonas con mayor riqueza de drenaje linfatico, como
orofaringe, hipofaringe o supraglotis.



A continuacidon, debe realizarse una exploracién otorrinolaringoldgica
completa: faringoscopia, rinoscopia anterior, otoscopia, nasofibrolaringoscopia y
palpacién cervical. Puede permitir, en funcion de la localizacion del tumor y de los
medios disponibles, la obtencién de una biopsia, tras cuyo analisis histopatoldgico se
establecera el diagndstico de certeza.

El siguiente paso es el estudio de extensién tumoral, para lo que resulta
imprescindible una prueba de imagen. Generalmente se utiliza la tomografia
computarizada (TC) y/o la resonancia magnética (RM) de cabeza y cuello. La TC es
superior a la hora de valorar la invasion 6sea en la cavidad oral y la orofaringe, o la
invasidn cartilaginosa en el caso de la laringe. Sin embargo, ocasiona mas artefactos
por amalgama dental. La RM posee mayor precisién para valorar la invasiéon de la
fascia prevertebral, o la médula ésea mandibular; sin embargo, su gran inconveniente
es la aparicion de artefactos por los movimientos relacionados con la deglucién y la
respiracion. En muchas ocasiones, ambas pruebas se consideran estudios
complementarios (35,36).

La TC/RM no solo se emplean en la caracterizacién del tumor primario, sino que
simultdneamente son fundamentales para la deteccion de las metdstasis ganglionares
cervicales, principal via de diseminacién regional de los tumores de cabeza y cuello.
Globalmente, la presencia de metdstasis ganglionar cervical en el momento del
diagndstico estd alrededor del 40%, siendo los principales factores de riesgo para su
desarrollo el tamafio del tumor primario y un grado pobre de diferenciacién tumoral.
(37).

El cancer de cabeza y cuello se considera una enfermedad fundamentalmente
locorregional, dado que la presencia de metastasis a distancia es baja. El pulmén es la
localizacion mas frecuente, con alrededor del 70% de los casos, seguido del hueso y el
higado. Esto hace que, en caso de tumores avanzados, en ocasiones se soliciten
pruebas de medicina nuclear como el 18FDG-PET-TAC para la deteccién de posible
enfermedad a distancia (36,38).
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FIGURA 6.

A: Tumor glédtico visualizado mediante TC. B: Mismo caso. La RM permite apreciar un aumento de la
sefial en la porcidon anterior del ala tiroidea derecha, sugestivo de invasion tumoral

Juliano et al. 2018. [Figura]. Recuperado de: Juliano, A., & Moonis, G. (2018). Computed Tomography
Versus Magnetic Resonance in Head and Neck Cancer: When to Use What and Image Optimization
Strategies. Magnetic  Resonance Imaging Clinics of North America, 26(1), 63-84.
https://doi.org/10.1016/j.mric.2017.08.005

La estadificacion tumoral suele realizarse sobre la base del sistema TNM, donde
la “T” hace referencia a la extensidon del tumor primario, la “N” a la existencia de
metastasis ganglionares cervicales, y la “M” a la presencia de metdstasis a distancia
(39). En el Anexo | pueden consultarse los TNM de cabeza y cuello mas recientes de la
AJCC.

1.7 TRATAMIENTO DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO

El tratamiento del cdncer de cabeza y cuello es un proceso complejo con varias
alternativas terapéuticas diferentes en funcién de las caracteristicas de cada tumor y
del propio paciente.

Al tratarse de una enfermedad eminentemente locorregional, la mayoria de los
pacientes son diagnosticados en una etapa en la que es posible un tratamiento con
intencién curativa, con dos grandes herramientas: la cirugia y la radioterapia, esta
ultima apoyada en ocasiones en la quimioterapia. En aquellos casos de cancer de
cabeza y cuello metastasico o recurrente, entran en juego las terapias sistémicas con
quimioterapia y/o inmunoterapia (62).
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1.7.1 Tratamiento quirtrgico del cancer de cabeza y cuello
1.7.1.1 Tratamiento quirurgico del cancer de cavidad oral

El tratamiento quirdrgico constituye el tratamiento de primera elecciéon en la mayor
parte de las neoplasias de cavidad oral, y su objetivo es la exéresis del tumor primario
con un margen de seguridad alrededor de al menos 1 cm, ya que distancias menores
suponen uno de los principales factores de mal prondstico tras la cirugia (40).

En el caso de la lengua, principal asiento de las neoplasias de cavidad oral, las
técnicas quirdrgicas se dividen en funcidn de la cantidad de tejido a extirpar:

o Glosectomia parcial: es la extirpacion de menos de un tercio de la lengua. Es la
Unica intervencién sobre la lengua que puede admitir un cierre directo, sin técnica
reconstructiva asociada.

e Hemiglosectomia: supone la exéresis de entre un tercio y la mitad de la lengua.
Debe asociar técnicas reconstructivas para reducir la morbilidad asociada en forma
de disfagia y dislalia.

e Glosectomia subtotal: supone la exéresis de entre la mitad y tres cuartos de la
lengua. Precisa técnica reconstructiva asociada, pese a lo cual acarrea importante
morbilidad.

¢ Glosectomia total: supone la exéresis de mas de tres cuartas partes de la lengua.
Precisa técnica reconstructiva asociada, pese a lo cual acarrea importante
morbilidad (41).

FIGURA 7.

Técnicas de glosectomia.

Shanti R et al. (2018). Oral glossectomy classification based on extent of tissue excised. [Figura]
Recuperado de: Shanti, R. M., & O’Malley, B. W. (2018). Surgical Management of Oral Cancer. Dental
Clinics of North America, 62(1), 77-86. https://doi.ora/10.1016/i.cden.2017.08.005

Partial Oral Glossectomy Oral Hemiglossectomy Near Total Oral Glossectomy Total Oral Glossectomy
1/3or less 1/3t01/2 1/2to3/4 3/4 or greater
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En el caso de los tumores que asientan en reborde alveolar, o de tumores
grandes que afectan al hueso mandibular, es preciso la exéresis de una parte de la
mandibula para garantizar una exéresis correcta y unos margenes de seguridad
adecuados. Se utiliza el término de mandibulectomia marginal en aquellos casos en los
que es posible respetar la integridad del borde inferior mandibular; y de
mandibulectomia segmentaria cuando se extirpa un segmento mandibular completo.
Salvo en las mandibulectomias marginales pequefias, debe asociarse una técnica
reconstructiva (42).

1.7.1.2 Tratamiento quirurgico del cancer de orofaringe

La orofaringe puede ser abordada quirdrgicamente de forma sencilla en caso de
tumores pequefios en localizaciones como la amigdala palatina, donde una
amigdalectomia clasica puede extirpar el tumor con unos margenes adecuados. Sin
embargo, tumores mas voluminosos o en otras localizaciones obligaban clasicamente a
abordajes muy amplios que acarreaban importante morbilidad (43). Por ello, los
tratamientos con radioterapia o quimiorradioterapia han supuesto la principal
herramienta terapéutica para este tipo de tumores. Sin embargo, en la ultima década
han aparecido nuevas técnicas para el abordaje de la orofaringe como la cirugia
transoral ultrasénica (TOUSS) o la cirugia transoral robética (TORS) que han devuelto a
la cirugia un papel importante en el tratamiento del cancer de orofaringe (44).

1.7.1.3 Tratamiento quirurgico del cancer de laringe e hipofaringe

La laringe, por su parte, es la localizacién anatdmica donde mayor diversidad de
tratamientos existen. Tumores pequeiios, generalmente T1 o T2, de supraglotis, glotis
o hipofaringe, son generalmente tratados mediante microcirugia transoral laser,
aungue un tratamiento no quirdrgico con radioterapia ofrece resultados equiparables
y es empleado como alternativa en muchos centros (45). La Figura 8 muestras las
distintas técnicas quirdrgicas con microcirugia transoral |aser para el cancer glético en
estadios iniciales.

Estadios tumorales mas avanzados en la laringe obligan a cirugias mucho mas
agresivas. Las técnicas de cirugia laringea parcial abierta fueron empleadas durante
muchas décadas en un intento de extirpar tumores relativamente voluminosos sin
sacrificar la funcién laringea. Destacaron entre ellas la laringectomia horizontal
supragldtica, la laringectomia frontolateral, la laringectomia frontal anterior y la
laringectomia supracricoidea. Sin embargo, la aparicién de los protocolos de
tratamiento con quimiorradioterapia ha hecho disminuir en gran medida el uso de
estas técnicas, aunque aun suponen una excelente opcidn en casos seleccionados (46).
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FIGURA 8.

Clasificacion de las cordectomias para el tratamiento quirdrgico transoral del cdncer gldtico en
estadios iniciales.

Hans S et al (2022). The European Laryngological Society classification of endoscopic
cordectomies. Recuperado de: Hans, S., et al. (2022). Laryngeal Cancer Surgery: History and
Current Indications of Transoral Laser Microsurgery and Transoral Robotic Surgery. Journal of
Clinical Medicine, 11(19). https://doi.org/10.3390/jcm11195769

Type I: subepithelial cordectomy Type II: subligamental cordectomy Type I1I: transmuscular cordectomy

Type V: extended cordectomy
Type IV: complete cordectomy encompassing the contralateral vocal fold Type V1: anterior commissure
(Va) or the arytenoid (Vb) or the ventricle cordectomy

(Vc) or subglottis (Vd)
Ve vd
1 |

La técnica clasica para el tratamiento del cancer de laringe, descrita hace 150

anos, ha sido la laringectomia total, que continda siendo actualmente de eleccion en
tumores laringeos localmente avanzados (laringectomia total primaria) o tras el
fracaso de un tratamiento conservador previo con quimiorradioterapia (laringectomia
total de rescate) (47).

La laringectomia total supone la extirpacion completa la laringe, con la
independencia de las vias digestiva y respiratoria, y la creacién de un traqueostoma
permanente. Aunque es una técnica fiable, bien tolerada incluso en pacientes fragiles,
no estd exenta de complicaciones postoperatorias. La mas frecuente de ellas es la
fistula faringocutanea, con incidencias que en la literatura varian entre el 9% y el 57%,
aunque la mayoria de los estudios presentan unas tasas de entre el 10% y el 25% (48).
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FIGURA 9. Los factores de riesgo para la

L , ) ) o . aparicién de fistula faringocutanea tras
Situacion de las vias respiratoria y digestiva superiores

en un paciente laringuectomizado total. una laringectomia total primaria son:

Gregory J. (2023). Recuperado de: - La presencia de comorbilidades.
https://thancguide.org/cancer-

basics/treatments/surgery/ablative/laryngectomy/

— La exéresis concomitante de
una parte de la hipofaringe.

— Niveles preoperatorios de
hemoglobina disminuidos.

— Niveles preoperatorios de
albumina disminuidos.

— Margenes quirdrgicos afectos
por enfermedad maligna.(49)

Por el contrario, el cierre de la
hipofaringe con una sutura horizontal
(en lugar de la habitual sutura en T o
vertical) supone un factor protector
para la aparicion de fistula
faringocutdnea (49).

Esophagus La incidencia de fistula

—Air to and faringocutdnea es también mas
from lungs elevada en las laringectomias de

Laryngostome rescate (50).
Trachea
La fistula faringocutdnea

supone un importante aumento de la estancia hospitalaria. Un reciente estudio
mostraba una media + desviacion estandar de 32,40 + 14,75 dias en los pacientes que
presentaban fistula faringocutanea, respecto a una media + desviacién estandar de
16,89 * 7,05 dias en aquellos que no la padecian (p<0,01) (51).

Otras complicaciones de la laringectomia son la infeccion de la herida
quirurgica, con unas tasas de entre el 4% y el 15%; la disfagia, con tasas en torno al 9%;
y la hemorragia, presente en el 2-3% de los casos. Todas estas complicaciones son mas
frecuentes en las laringectomias de rescate respecto a las primarias (52,53). La tasa de
mortalidad asociada a la laringectomia total estd en torno al 1% (54).
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1.7.1.4 Tratamiento quirurgico del cuello

El tratamiento del cancer de cabeza y cuello conlleva siempre el tratamiento del tumor
primario y del cuello, principal via de diseminacién de estos canceres, para un
adecuado control locorregional. Es por ello por lo que, salvo en ciertas localizaciones
muy poco linfégenas como la glotis, la cirugia del tumor primario se asociaba
cldsicamente con un vaciamiento cervical, ya fuera unilateral o bilateral.

Esta actitud continda vigente en los casos con adenopatias clinicamente
sospechosas en los estudios de extension, pero resulta mas controvertida la actuacién
en los cuellos cNO. Se sabe que, en estos ultimos, el porcentaje de metdstasis ocultas
esta entre el 20% y el 30%, por lo que muchos autores abogan por mantener la
realizacion del vaciamiento cervical de manera electiva (55,56).

Sin embargo, en los Ultimos afios han surgido autores que defienden la
vigilancia estricta del cuello y la realizacién del vaciamiento cervical solo en los casos
en los que se detectan adenopatias sospechosas; estrategia conocida en la literatura
como “wait and see”. (57). En esta estrategia, estd cobrando cada vez mas importancia
la ecografia cervical, ya que permite evaluar las cadenas ganglionares cervicales de un
modo rdpido, inocuo y eficaz, ademas de permitir la obtenciéon de una muestra de las
lesiones sospechosas mediante puncidn ecoguiada (58,59).

1.7.2 Tratamiento no quirurgico del cancer de cabezay cuello

El tratamiento quirdrgico acarreaba importantes secuelas para el paciente debido a la
pérdida del 6rgano afectado (laringectomias totales, glosectomias amplias) o a los
abordajes empleados (laringofisuras, mandibulotomias). Debido en parte a estas
circunstancias, los avances en radioterapia consolidaron esta técnica y actualmente es
una herramienta fundamental en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello en su
modalidad de intensidad modulada o IMRT.

La radioterapia aislada constituye actualmente una opcidn terapéutica
excelente en los tumores de faringe y laringe en estadios iniciales, fundamentalmente
T1 y T2 (45). En tumores mas avanzados, forma parte de los conocidos protocolos de
preservacion de érgano, en los que, actuando de manera sinérgica con la
quimioterapia, se trata de conseguir el control locorregional de la enfermedad
evitando las secuelas de las cirugias extensas (60,61).

Por ultimo, la radioterapia y la quimioterapia también juegan un papel
importante como terapias adyuvantes, es decir, aplicadas tras un tratamiento
quirudrgico inicial. Segun las ultimas guias oncoldgicas promulgadas por la Sociedad
Espanola de Oncologia Médica, se consideran factores de riesgo para la aplicacién de
radioterapia aislada adyuvante (generalmente 60-66 Gy de IMRT sobre el tumor
primario y las cadenas ganglionares cervicales) (62):
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e |nvasion perineural.

e Invasion linfovascular.

e Tumores pT3 o pT4.

e Mas de 2 adenopatias metastdsicas cervicales, sin extensidn extracapsular.

e Tumores de cavidad oral u orofaringe con adenopatias metastasicas en los niveles
cervicalesIVo V.

En cambio, se aconseja un tratamiento adyuvante con radioterapia (60-66 Gy
de IMRT sobre el tumor primario y las cadenas ganglionares cervicales) y quimioterapia
concomitante (cisplatino 100 mg/m? en los dias 1, 22 y 43) cuando existen factores de
alto riesgo:

e Margenes quirurgicos afectos.
e Extension extracapsular en algunas de las adenopatias metastasicas (62).

1.8 PRONOSTICO DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO

En cuanto a la supervivencia, un estudio realizado en Europa con resultados
obtenidos entre 2000 y 2007 estimd la supervivencia relativa a 5 afios en un 61% para
la laringe, un 48% para la cavidad oral, un 41% para la orofaringe, y un 25% para la
hipofaringe (63).

Si acudimos a datos mas actuales, un estudio publicado en 2021 por Saroul N et
al. muestra una supervivencia global del 85% al afio, del 58% a los 3 afios, y del 52% a
los 5 afos. Si separamos por localizaciones anatdmicas, la tasa de supervivencia a los 5
anos fue del 54% para la cavidad oral, del 63% para la orofaringe, del 62% para la
laringe, y del 31% para la hipofaringe (64).

Ademds de la localizacién anatdémica, uno de los factores prondsticos
fundamentales es el grado de extensidn de la enfermedad. Las tasas de supervivencia a
5 afios estdn alrededor del 73% para tumores pequefios (T1-T2), pero bajan al 35% en
tumores T3-T4. También es relevante la presencia de metastasis ganglionares
cervicales, con supervivencias del 63% para tumores NO, y del 43% para tumores N+. Si
nos referimos al estadio tumoral, la supervivencia a 5 afios se estima del 70% en
estadios iniciales (I-1l) y del 45% en estadios avanzados (ll1I-IV) (64).
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2. BIOMARCADORES EN EL CANCER DE CABEZA Y CUELLO

Segun la definicion del NCI (“National Cancer Institute”), un biomarcador es una
molécula presente en la sangre, en otro fluido corporal o en los tejidos, que sefiala la
existencia de un proceso, condicidon o enfermedad. Es muy comun en la practica clinica
oncoldgica el empleo de biomarcadores con tres posibles intenciones: diagndstica,
prondstica y predictiva (65). EIl mas empleado es el antigeno carcinoembrionario, un
grupo de proteinas presentes de manera natural en el periodo embrionario, que se ha
relacionado con el cancer colorrectal, de pulmdn o de pancreas, entre otros (66).

En el cancer de cabeza y cuello, solo existe actualmente un biomarcador para
su uso en la practica clinica: el virus del papiloma humano, del que se hablard a
continuacion. Son muchas las investigaciones encaminadas a encontrar nuevas
moléculas. No obstante, hay que tener en cuenta que solo una pequefia parte de los
biomarcadores en desarrollo terminan trasladdandose a la practica clinica, ya que
tienen que cumplir una serie de requisitos: elevada sensibilidad, especificidad y valores
predictivos (VPP y VPN), sencillez y rapidez para su obtencion, asi como la aportacion
de informacién clinica relevante. Se calcula que solo el 1% de los biomarcadores
publicados se utiliza finalmente en la practica clinica (65,67).

2.1 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO Y P16

Como ya se ha explicado previamente, aproximadamente un tercio de los casos de
carcinoma de orofaringe estdn causados por el virus del papiloma humano (HPV), y el
90% de los carcinomas HPV+ involucran al serotipo 16. El virus utiliza sus
oncoproteinas E6 y E7 para la inactivaciéon de dos proteinas supresoras de tumores:
p53 y la proteina del retinoblastoma (Rb). La supresion mantenida de Rb induce un
incremento compensatorio de la proteina P16, que es utilizada como marcador de HPV
(68,69).

P16 es una proteina supresora de tumores codificada por el gen CDKN2A, que
participa en la regulacidon del ciclo celular. En la mucosa faringea normal, generalmente
no es detectable, o lo es con un patrén de tincidn irregular. La proliferacién
descontrolada propia del proceso neoplasico provoca una sobreexpresion de P16 en
los carcinomas HPV+ (70,71). Esto no sucede en la mayor parte de los carcinomas HPV-
debido a que en estos tiene lugar una pérdida de la funcidon de P16 por alteraciones
genéticas en el gen CDKN2A (72).
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FIGURA 10.

A: Carcinoma con positividad débil e irregular para P16.  B: Carcinoma con positividad intensa y difusa
para P16.

Lewis JS et al. 2012. [Figura] Recuperado de: Lewis, J. S., Chernock, R. D., Ma, X. J., Flanagan, J. J., Luo, Y.,
Gao, G.,, Wang, X., & EI-Mofty, S. K. (2012). Partial p16 staining in oropharyngeal squamous cell
carcinoma: Extent and pattern correlate with human papillomavirus RNA status. Modern Pathology,
25(9), 1212-1220. https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.79

Tanto la positividad para HPV demostrada mediante técnicas de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), como la sobreexpresién de P16, usualmente detectada
mediante técnicas de inmunohistoquimica; son factores de buen prondstico
sélidamente establecidos. Se ha demostrado en varios estudios con distintas
modalidades de tratamiento que el riesgo de muerte disminuye un 40-80% y el de
recurrencia un 60-70% en los carcinomas de orofaringe HPV+ (73,74).

Esto explica que se apliguen unos protocolos de tratamiento diferentes vy
posean una estadificacion propia. De hecho, mediante estudios de secuenciacion
genética, se ha demostrado que las mutaciones genéticas presentes en los tumores
HPV+ son diferentes a las detectadas en los canceres HPV- (75), un argumento mas a
favor de su consideracion como entidades clinicas distintas.

2.2 RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO
(EGFR/HER1)

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR o HER1) es una glicoprotreina
transmembrana perteneciente a la familia de receptores ErbB/HER, de la que se han
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identificado otras tres moléculas (denominadas HER2, HER3 y HER4). Se conocen hasta
6 ligandos para EGFR, entre los que destacan el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
y el factor de crecimiento tumoral alfa (TGFa) (76).

La unién de EGFR con sus ligandos provoca la activacion de 4 grandes vias de
sefializacion, que promueven la proliferacién celular descontrolada, favorecen la
angiogénesis y evitan la apoptosis; es decir, contribuyen al desarrollo del proceso
neopldsico. En cancer de cabeza y cuello, son raras las mutaciones genéticas sobre el
oncogen EGFR, pero si es comuUn su sobreexpresiéon por varios mecanismos. Por
ejemplo, el habito tabdquico puede elevar las concentraciones de TGFa y de
anfiregulina, dos ligandos de EGFR (77,78).

FIGURA 11.

Curva de Kaplan-Meier que muestra incremento de la supervivencia media en el grupo de tratamiento
que incluye cetuximab.

Vermoken J. 2008. Kaplan—Meier Estimates of Overall Survival and Progression-free Survival According
to the Treatment Group. [Figura]. Recuperado de: Vermorken, J. B.et al. (2008). Platinum-Based
Chemotherapy plus Cetuximab in Head and Neck Cancer. New England Journal of Medicine, 359(11),
1116-1127. https://doi.org/10.1056/nejmoa0802656
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El EGFR no ha demostrado hasta el momento valor prondstico en cancer de
cabeza y cuello. Sin embargo, se ha desarrollado un anticuerpo monoclonal que
bloguea la unidn entre EGFR y su ligando, denominado cetuximab. Varios estudios han
demostrado un incremento de la supervivencia al emplear la pauta de tratamiento con
cetuximab y radioterapia, tanto respecto a la radioterapia aislada (79), como respecto
al uso de otros quimioterdpicos clasicos [Figura 11] (80).

El cetuximab es actualmente de uso habitual en oncologia de cabeza y cuello,
mientras que otras moléculas que también actian sobre el EGFR, como el
panitumumab, son objeto de estudio en varios ensayos clinicos (81,82).
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2.3 LA VIA PI3k/AKT/mTOR

La via PI3k/AKT/mTOR es una cascada de sefializacion iniciada por la unién entre EGFR
y alguno de sus ligandos. Regula importantes funciones como la absorcién de
nutrientes y el crecimiento, proliferacién, y supervivencia celular (83). Se denomina asi
por tres de las principales proteinas que participan en la via: el heterodimero PI3k y las
serina/treonina quinasas AKT y mTOR (84), como se aprecia en la Figura 12.

Las alteraciones en esta via en el cancer se producen por varios mecanismos. En
primer lugar, se han hallado mutaciones de la proteina PI3k en el 8,6% de los
carcinomas escamosos de cabeza y cuello, que parecen afectar mas prominentemente
a la faringe. Mas frecuentes aun son las sobreexpresiones de proteina PI3k normal,
que llegan al 27% de todos los casos. Estos datos se hallan recogidos en la base de
datos COSMIC “Catalogue of Somatic Mutations in Cancer” (85).

FIGURA 12.
Representacion esquemdtica de la via PI3k/AKT/mTOR.

Porta C. 2014. A schematic representation of the PI3K/Akt/mTOR pathway. [Figura] Recuperado de: Yu,
J. S. L., & Cui, W. (2016). Proliferation, survival and metabolism: The role of PI3K/AKT/ mTOR signalling in
pluripotency and cell fate determination. Development (Cambridge), 143(17), 3050-3060.
https://doi.org/10.1242/dev.137075
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Ademads, mediante técnicas de inmunohistoquimica se ha demostrado una
actividad incrementada de la via PI3k/AKT/mTOR en el 90% de los canceres de cabeza
y cuello estudiados, en especial un aumento de AKT y mTOR no relacionado con una
ulterior hiperactividad del factor de crecimiento epidérmico (86).

Debido a estos hechos, se han desarrollado inhibidores farmacoldgicos de la via
PI13k/AKT/mTOR. Los estudios preclinicos en ratones han mostrado reduccién del
tamafio tumoral y mejorado la sensibilidad a la radioterapia (87). Los estudios clinicos
se hallan actualmente en fases | y Il, generalmente en casos de tumores muy
avanzados (88). Solo el everolimus, un inhibidor de mTOR, se ha ensayado como
terapia de induccién. Por el momento, los resultados son discretos, sin lograr
demostrar beneficios que apoyen su uso (89,90).

2.4 BIOMARCADORES RELACIONADOS CON LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune frente al tumor ha demostrado tener gran importancia en el
prondstico de los procesos cancerosos, habiéndose han estudiado multiples
biomarcadores relacionados con ella.

2.4.1 Linfocitos infiltrantes en tumor (TILS)

El microambiente de los tumores sdlidos contiene una proporcién variable de células
inmunes, fundamentalmente linfocitos T, linfocitos NK macrdofagos y células
dendriticas. Se ha demostrado que concentraciones elevadas de estas células
invadiendo el tejido tumoral protegen frente a su crecimiento e invasién (91,92).

De todos los parametros estudiados, el mds importante ha sido la
cuantificacidn y caracterizacién de los linfocitos infiltrantes en tumor o TILS (“tumor
infiltrating lymphocytes”), en concreto los linfocitos T citotdxicos (CD8+) y los
reguladores (CD4+ y FoxP3+) (93). Los TILs, utilizando como biomarcador la molécula
CD3+ (comun a todos los linfocitos T) y la molécula CD8+ (linfocitos T citotdxicos) han
demostrado una intima relacién directa con el prondstico en el carcinoma de cabeza 'y
cuello (94,95).

Los TILs CD8+, y posiblemente los CD4+, se asocian con unas tasas favorables
de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia especifica de la enfermedad
para el cancer de laringe recurrente/persistente (96).
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FIGURA 13.

Ejemplos de carcinoma epidermoide de hipofaringe que muestra la proporcion de linfocitos citotdxicos
(CD8+) en imagen A, y de linfocitos T colaboradores (CD4+) en la imagen B.

Knebel M et al. 2023. Immunohistochemical analysis of immune cell subsets in the validation cohort..
Representative H&E as well as immunohistochemical stainings are shown for one HPV-negative
hypopharyngeal cancer patient. [Figura] Recuperado de: Knebel, M., Kérner, S., Kiihn, J. P., Wemmert, S.,
Brust, L., Smola, S., Wagner, M., Bohle, R. M., Morris, L. G. T., Pandey, A., Schick, B., & Linxweiler, M.
(2023). Prognostic impact of intra- and peritumoral immune cell subpopulations in head and neck
squamous cell carcinomas — comprehensive analysis of the TCGA-HNSC cohort and immunohistochemical
validation on 101 patients. Frontiers in Immunology, 14. https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1172768
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2.4.2 PD1/PD-L1

PD-1 es un receptor de membrana presente en la mayor parte de las células inmunes,
cuya unién con sus ligandos desencadena una cascada de seializacién que lleva a la
supresidn de la respuesta inmune. Se conocen dos ligandos: PDL-1, que se encuentra
en una amplia variedad de estirpes celulares, y PDL-2, restringido a las células inmunes
(97).

PDL-1 se expresa con elevada frecuencia en las células tumorales, lo que les
permite inhibir las células inmunes a su alrededor. Es especialmente relevante su
accién inhibitoria sobre los linfocitos T CD8+, disminuyendo su proliferacién, su
produccién de citoquinas y su actividad citotoxica. De este modo, PDL-1 ayuda al
tumor a escapar de la respuesta inmune (98,99).

Niveles elevados de PDL-1 en las células tumorales se han relacionado con peor
prondstico en varios tumores sélidos como el gastrico, el renal o el esofagico. Aln no
estd claro su papel en el carcinoma de cabeza y cuello (100).

No obstante, se han desarrollado anticuerpos monoclonales que bloquean la
union de PD1 con sus ligandos, y tratan de evitar la supresion de la respuesta inmune.
El nivolumab, un anti-PD1, ha demostrado en un ensayo en fase Ill una mejora de la
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supervivencia en cancer de cabeza y cuello en estadio avanzado, en comparacién con
el cisplatino (101).

Otro anti-PD1, el pembrolizumab, ha mostrado también un aumento de la
supervivencia en cancer de cabeza y cuello recurrente o metastasico en combinacién
con otros quimioterdpicos. Su efectividad mejora si un analisis previo de las células
tumorales muestra elevada expresion de PD-L1 (102).

2.5 0TROS BIOMARCADORES EN CANCER DE CABEZA Y CUELLO

La E-cadherina es una glicoproteina de adhesidn intercelular. La pérdida de su
expresion, o la presencia de mutaciones que den lugar a formas aberrantes, se ha
relacionado con la invasién tumoral y la presencia de metdstasis en cancer de cabezay
cuello. Una revisidon sistematica y metaandlisis (103) apoya su consideracién como
factor prondstico, aunque existen otros autores que discrepan al respecto (104).

Cabe mencionar también las alteraciones en la regién cromosdmica 11q13, y en
especial la amplificacion del gen CCND1, frecuente en los carcinomas de cabeza y
cuello. Da lugar a una sobreproduccién de la ciclina D1, que ha sido relacionada con un
peor prondstico de la enfermedad (105).
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3. LA SUPERFAMILIA DE LAS CATEPSINAS

3.1 ESTRUCTURA Y CARACTERIZACION

Las catepsinas son un amplio grupo de proteasas descritas en 1929 por Willstater and
Baumann, y cuyo nombre procede del término griego “Kathepsins”, que significa
“digerir”. Se trata de enzimas lisosomales, presentes en todos los tejidos del
organismo, que se subdividen en funcién de su mecanismo catalitico, su centro activo
y su pH éptimo de actuacién (106).

Hasta la fecha se han descrito 15 tipos de catepsinas en el ser humano.
Atendiendo a su mecanismo catalitico, se dividen en:

— Cistein-catepsinas: se trata de las catepsinas B, C,F, H, K, L, O, S, V, Wy X/Z.
— Serin-catepsinas: se trata de las catepsinas Ay G
— Aspartato-catepsinas: se trata de las catepsinas Dy E (107).

FIGURA 14.
Sintesis de las catepsinas.

Siyuan C. 2017. Cathepsin synthesis [Figura]. Recuperado de: Chen, S., Dong, H., Yang, S., & Guo, H.
(2017). Cathepsins in digestive cancers. Oncotarget, 8(25), 41690-41700.
https://doi.org/10.18632/oncotarget.16677
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Las catepsinas son sintetizadas en los ribosomas en forma de preproenzimas.
Sufren a continuacidn un procesamiento en el reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi, donde pierden el prepéptido y experimentan procesos de fosforilacién vy
glicosilacion [Figura 14].

Como proenzimas o cimégenos, penetran en los lisosomas. Alli perderan el
propéptido y serdn activadas, en parte debido a un mecanismo autocatalitico
favorecido por el ambiente acido del lisosoma, y también por la accién directa de otras
proteasas, como la propia catepsina D (108,109).

Las catepsinas en su forma activa son mondmeros con un peso molecular de
entre 20 y 35 kilodaltons (kDa); con la Unica salvedad de la catepsina C, constituida por
un tetrdmero de unos 200 kDa (110).

Su vida media varia entre unos pocos minutos y varias horas, en funcién de las
condiciones del ambiente en que se encuentren. En general, necesitan de un medio
acido para mantener su actividad y se inactivan de modo irreversible en pH neutro, a
excepcion de la catepsina S, cuyo pH éptimo de actuacion es 6,5 (111,112).

Aunque descritas inicialmente en el interior de los lisosomas, se ha demostrado
su presencia en el citosol y en el nucleo de las células (113). Mds importante todavia es
su secrecion al medio extracelular, por parte de células inmunes y de otra indole
(queratinocitos, células tiroideas, osteoclastos); donde cumplirdn una parte de sus
funciones (114).

3.2 INHIBIDORES DE CATEPSINAS

FIGURA 15. Las superfamilias de las estefinas, las cistatinas,
Conformacion tridimensional de la estefina los cinindgenos y las tiropinas son conocidas por
A su papel inhibidor sobre las cistein-catepsinas.
) Las dos rimeras  son rincipalmente
Abrahamson C. 2003. Human cystatinA P P P
[Figura] ~ Recuperado de: Abrahamson, intracelulares,y se distinguen por la presencia de

M., Alvarez-Fernandez, M., & Nathanson, péptido sefial y de puentes disulfuro en las
C. M. (2003). Cystatins. Biochemical . .
cistatinas (115).

Society Symposium, 99(70)

Los cinindégenos, por su parte, son
grandes proteinas presentes mayoritariamente
en el medio extracelular, encargados de Ia
inhibicién de las catepsinas presentes en dicha
localizacién (116).
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3.3 FUNCIONES Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

La mayoria de las catepsinas son endopeptidasas, es decir, hidrolizan las proteinas
sustrato en un punto situado dentro de la cadena peptidica. Constituyen una
excepcion a esta regla las catepsinas B y X, con actividad carboxipeptidasa; y las

catepsinas Cy H, que son aminopeptidasas (110,117).

Como proteasas, participan en una amplia variedad de procesos fisioldgicos
como la apoptosis, el remodelamiento de la matriz extracelular, la cicatrizaciéon de
heridas, la presentacion de antigenos o la maduracién de ciertas prohormonas (118).

La disfuncidn en la sintesis y la actividad de las catepsinas se ha asociado con
una gran cantidad de procesos patoldgicos. La Figura 16 (119) muestra sus funciones en
el interior del lisosoma, y la patologia en la que participan.

FIGURA 16.

Catepsinas. Funciones endolisosomales y patologias asociadas

Yadati T et al. Cathepsins in the endo/lysosomal compartment. 2020. [TABLA] Recuperado de: Yadati, T.,
Houben, T., Bitorina, A., & Shiri-Sverdlov, R. (2020). The Ins and Outs of Cathepsins: Physiological
Function and Role in Disease Management. Cells, 9(7). https.//doi.org/10.3390/cells9071679
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* Role of these extracellular cathepsins in pathologies in not known.
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Por otro parte, la Figura 17, también de los mismos autores (119), hace lo

propio con el medio extracelular.

FIGURA 17.

Funciones en el medio extracelular y patologias asociadas.

Yadati et al. Cathepsins in the extracellular space. 2020. [TABLA] Recuperado de: Yadati, T., Houben, T.,
Bitorina, A., & Shiri-Sverdlov, R. (2020). The Ins and Outs of Cathepsins: Physiologic
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embryo and neuronal development Alzheimer’s disease;
Cathepsin D 34.235 aspartic brain antigen processing of a-Synuclein; tau, amyloid B, apoE; CLN 10
degradation of hormones, proenzymes and growth factors Parkinson's; Huntington's
Cathepsin E 342334 aspartic carboxypeptidase A and IgE processing atopic dermatitis
Cathepsin F 342241 cysteine li chain processing and MHC-1I class responses CLN13
Cathepsin G 342120 serine auto antigen processing auto-immune diseases
Cathepsin H 342216 cysteine prohormone processing type 1 diabetes
Cathepsin K 342238 cysteine TLR signaling; processing of f-endorphin in brain periodontitis; pycnodysostosis
- 5 . ¢ antigen and li chain processing; prohormone processing; Parkinson’s disease;
Cathepsin L 342215 cysteine B L L PO NG el it AT kinson's disease <
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’ li chain processing
Cathepsin X 34181 cysteine T-cell migration and invasion
Cathepsin O 342242 cysteine
Cathepsin V 342243 cysteine natural killer cell and CD8+ cytotoxic cell production thymic pathology
Cathepsin W 34.22- cysteine component of endoplasmic reticulum proteolytic machinery
Cathepsin Z 34181 cysteine intracellular protein turnover

3.3.1 Catepsinas y su relacion con las enfermedades neurodegenerativas

La actividad aspartato-proteasa de la catepsina D es esencial para mantener el
equilibrio entre sintesis y degradacién proteica en el interior de la neurona. Muchas
enfermedades neurodegenerativas se producen por el acumulo de agregados
proteicos de, por ejemplo, péptido B-amiloide en la enfermedad de Alzheimer o
huntingtina en la enfermedad de Huntington. Ambos son sustratos de la catepsina D,
habiéndose identificado mutaciones en esta que favorecen el desarrollo de las
enfermedades mencionadas (120).

La enfermedad de Parkinson, por su parte, estd producida por la pérdida
neuronal en los nucleos de la sustancia negra. La a-sinucleina es la proteina mas
relacionada con su desarrollo. Estudios in vitro y en ratones han mostrado un mayor
acumulo merced a una disminucién en la actividad de las catepsinas D y L, encargadas
de su degradacion (121).
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3.3.2 Catepsinas y su relacidn con enfermedades cardiovasculares

FIGURA 18.
Degradacion proteica de la matriz extracelular.

Zhang X et al. Cathepsin stability and activity against ECM. 2020. [Figura]. Recuperado de: Zhang, X.,
Luo, S., Wang, M., & Shi, G. P. (2020). Cysteinyl cathepsins in cardiovascular diseases. Biochimica et
Biophysica Acta - Proteins and Proteomics, 1868(4), 140360.
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2020.140360

Las catepsinas juegan un papel

ECM fundamental en el

remodelamiento de la matriz

\| extracelular, degradando
L ECM , ,

~ proteinas como el coldgeno, la

.'&; elastina o los proteoglicanos.

J-) Esto pueden realizarlo en el

,,/ medio extracelular o en el medio

endolisosomal, previa endocitosis
de los sustratos proteicos, como

ECM se muestra en la Figura 18 (122).
%’ Extracellular matrix (ECM)

G

< “ Active cathepsins

i Glycosaminoglycans {(GAGs)

La ateroesclerosis, por su parte, es el mecanismo fisiopatoldgico responsable de
muchas de las enfermedades cardiovasculares, donde tiene lugar una destruccidn
proteica de la matriz extracelular de la pared arterial. Una alteracion en la actividad de
las catepsinas S, K, L y C, asi como de su inhibidor, la cistatina C, se ha relacionado con
el desarrollo y la progresion de la ateroesclerosis y las subsiguientes enfermedades
cardiovasculares (123).

De hecho, se ha demostrado que los pacientes con enfermedades
cardiovasculares muestran niveles elevados de catepsinas en el corazén, la aorta, y lo
gue es mas relevante, en el plasma sanguineo. Ello hace que puedan ser usadas como
un marcador de riesgo cardiovascular elevado (124).
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3.3.3 Catepsinas y su relacién con enfermedades autoinmunes

Las catepsinas juegan un papel importante en la presentacién de antigenos. Se ha
demostrado que las catepsinas S y L son necesarias para la maduracidon del complejo
de histocompatibilidad Il (MHC-ll), encargado de la presentacion de moléculas
previamente captadas del medio extracelular (125).

Por otra parte, la catepsina G es una serin-proteasa intimamente relacionada
con la respuesta inmune, ya que se encuentra en los lisosomas de los neutrdfilos
maduros. Se ha demostrado in vitro que su inhibicidon protege frente al desarrollo de
enfermedades inflamatorias (126). Adema3s, recientemente se ha podido demostrar su
participaciéon en varias enfermedades autoinmunes. En el lupus eritematoso sistémico,
la catepsina G es el principal antigeno de los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos,
cuyos niveles se disparan en las fases activas de la enfermedad. También se han
hallado niveles elevados de catepsina G en el liquido sinovial de los pacientes con
artritis reumatoide; o en el plasma sanguineo de los afectos por dermatomiositis (127).

3.3.4 Catepsinas y osteoporosis

Es interesante resaltar el papel de la catepsina K, una proteasa presente
mayoritariamente en los osteoclastos. Alli, se encarga de la degradacién de la matriz
extracelular, jugando un papel primordial en la resorcion 6sea. La ausencia de
catepsina K por una mutacidon genética causa en seres humanos la picnodisostosis,
enfermedad que provoca un incremento de la densidad mineral dsea, con
malformaciones del esqueleto y fragilidad ésea. Gracias a este descubrimiento se han
desarrollado inhibidores farmacolégicos de la catepsina K para uso en el tratamiento
de la osteoporosis (128,129).
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4. CATEPSINAS Y CANCER

La protedlisis es un fendmeno clave en el desarrollo y progresiéon de los procesos
neopldsicos. En las fases iniciales de la invasién tumoral, la destruccion de proteinas de
unién intercelular, como la E-cadherina, facilita el desanclaje de la célula tumoral de
sus vecinas.

Ademas, la protedlisis afecta también a las proteinas de la membrana basal y
de la matriz extracelular, creando caminos que emplean las células malignas para
migrar y alcanzar las inmediaciones de los vasos sanguineos y linfaticos. La
subsiguiente destruccién de las paredes de estos vasos permite al tumor acceder a la
circulacidn y constituye el primer paso en la formacién de metdstasis a distancia (130).

Existen varias familias de proteasas que participan en estos procesos. Cabe
destacar las metaloproteasas de la matriz extracelular, una familia de endopeptidasas
implicadas en la invasién tumoral y la metastasis (131); el activador del plasminégeno
tipo uroquinasa, relacionado con la degradacion de la matriz extracelular (132); y la
superfamilia de las catepsinas, que son secretadas al espacio extracelular y participan
en la invasion tumoral, la angiogénesis y la metastasis (133,134).

De todas las catepsinas conocidas, las que mas han sido relacionadas con el
desarrollo del cancer han sido las catepsinas B, C, D, E, G, K, L, Sy X/Z.

4.1 CATEPSINA B

FIGURA 109.
Conformacicn tridimensional de la catepsina B.

Mort JS et al (1997). Schematic representation of the three-dimensional structure of the single chain
form of lysosomal cathepsin B. [Figura]. Recuperado de: Mort, J. S., & Buttle, D. J. (1997). Cathepsin B.
International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 29(5), 715-720.

La catepsina B es una cistein-catepsina cuya
forma madura consta de una cadena pesada
de 25 kDa y una cadena ligera de 5 kDa, que
conforman una estructura bilobal con un
centro activo formado por cisteina, histidina y
acido aspartico. Posee actividad
carboxipeptidasa en ambiente acido, vy
actividad endopeptidasa en ambiente con pH
neutro (135).
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La catepsina B es una proteasa intimamente ligada a la progresion de los
tumores. En los afios 90 se descubrieron niveles elevados de catepsina B en la orina,
suero y tejido tumoral de pacientes con cdncer gastrointestinal metastasico (136). Ya
en el afio 2000, estudios de inmunohistoquimica (137) realizados en biopsias de cancer
colorrectal mostraron un aumento de la actividad de catepsina B en el tejido tumoral
primario respecto a la mucosa cdélica sana, y aun mayor en las metdstasis;
concentrandose dicha actividad en los macrdéfagos de los bordes tumorales.

Posteriormente, otros autores publicaron hallazgos similares, como se muestra
en la Figura 20. Pero, ademas, demostraron la disminucidén en la capacidad de invasiéon
de la célula tumoral al utilizar inhibidores selectivos de catepsina B en el medio
extracelular; y la inhibicion de su crecimiento in vitro y en ratones, mediante técnicas
de silenciamiento génico con ARN de interferencia (138,139).

FIGURA 20.

Arriba, andlisis de Western blot de ocho muestras de tejido tumoral y margen sano en cdncer
colorrectal. Debajo, representacion grdfica de dicho andlisis con 50 muestras apareadas (margen sano
y tumor). Muestra diferencias estadisticamente significativas para la procatepsina B (p<0.05), para la
forma activa de 30 kDa (p<0.0005) y para la forma activa de 25 kDa (p<0.005).

Bian B et al. (2015). Cathepsin B expression is increased in adenomas and in colorectal cancers of all
stages [Figura] Recuperado de: Bian, B., Mongrain, S., Cagnol, S., Langlois, M. J., Boulanger, J.,
Bernatchez, G., Carrier, J. C., Boudreau, F., & Rivard, N. (2016). Cathepsin B promotes colorectal
tumorigenesis, cell invasion, and metastasis. Molecular Carcinogenesis, 55(5), 671-687.
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Recientemente se ha ensayado in vitro un inhibidor de la catepsina B, el 3-
bromopiruvato, que ha logrado disminuir la sintesis y la actividad de catepsina B en
células humanas de céncer colorrectal, reduciendo con ello su motilidad y capacidad
de invasidn (140). También hay estudios preclinicos que demuestran la posibilidad de
inhibir la catepsina B mediante compuestos con metales pesados, destacando entre
ellos el rutenio (141).

En el caso de las enfermedades tiroideas, estudios protedmicos mediante
electroforesis (142) identificaron niveles elevados de catepsina B en el carcinoma
papilar y en el carcinoma folicular de tiroides, no presentes en el tejido tiroideo normal
ni en patologias tiroideas benignas como el bocio multinodular. Siguiendo dicha linea
de investigacidn, recientemente se ha demostrado un mayor riesgo de metdstasis
ganglionares en carcinomas papilares con elevados niveles de catepsina B, y también
hay indicios de su participacion en la metastasis a distancia (143). Estos hallazgos
plantean el potencial uso de la catepsina B como marcador de enfermedad maligna,
como marcador prondstico e incluso como diana terapéutica para nuevos farmacos
contra la metastasis.

El estudio de la catepsina B también ha aportado datos reveladores en el caso
del cdncer gastrico. Se ha hallado una sobreexpresién de la catepsina B en el 60% de
los tumores gdstricos. Mas importante aun, por su relevancia clinica, es que se ha
demostrado un aumento de los niveles séricos de catepsina B en pacientes enfermos
con respecto a los controles sanos, y se ha podido relacionar con estadios avanzados
de la enfermedad y tasas de supervivencia reducidas (144,145).

Esta relacidn entre catepsina B y cadncer se ha estudiado asimismo desde el
punto de vista gendmico. Se han encontrado polimorfismos genéticos asociados con
un menor riesgo de cdncer gastrico en poblacién china, y con mejores tasas de
supervivencia (146).

4.2 CATEPSINA C

La catepsina C, también llamada dipeptidil-peptidasa |, destaca por su alto peso
molecular (200 kDa) debido en parte a que se trata de un tetrdmero constituido por 4
subunidades iguales, cada una de las cuales estd formada por 3 cadenas polipeptidicas.
Se trata de una aminopeptidasa presente sobre todo en tejido renal y esplénico, y mas
especificamente en los lisosomas de los linfocitos T citotdxicos y otras células
mieloides con un papel predominante en la respuesta inmune (147).
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FIGURA 21. Su relaciéon con los procesos

tumorales comenzé a ponerse de
Estructura tridimensional de un mondmero de . L .
catepsina C manifiesto a principios del siglo XXI. En
) los canceres de eséfago distal, se
Turk, I et al (2001). Tetrahedral structure of DPPI

[Figura]. Recuperado de: Turk, I., Janjic, V., Igor, S., demostré un aumento de la actividad

Podobnik, M., Lamba, D., Dahl, S. W., Lauritzen, C., de catepsina C tanto en los carcinomas
g’gt(ize;jen, J., Turk, V., & Turk, B. (2001). Turk2001. epidermoides como en los

adenocarcinomas de la union
gastroesofdgica. Mads relevante aun es
que, en estos Ultimos, se pudo
relacionar el aumento de catepsina C
con menores tasas de diferenciacion
tumoral y mayor de metdstasis
ganglionares (148).

En cancer de mama, se ha
puesto de manifiesto la secrecidon de
catepsina C por las células tumorales, y

se ha relacionado con la formacion de
metastasis pulmonares, al activar y reclutar neutrdfilos en los nichos metastasicos, que
destruyen la matriz extracelular y favorecen la invasion del proceso oncolégico (149).

A nivel gendmico, el gen que codifica la catepsina C, denominado CTSC, se ha
relacionado con varios tipos de cdncer debido a su papel regulador sobre el proceso de
autofagia, que permite a las células tumorales sobrevivir y desarrollar resistencia a los
farmacos quimioterdpicos (150). En estudios in vitro con células humanas de cancer
colorrectal, la pérdida de expresion de CTSC frenaba el proceso de autofagia y
dificultaba el crecimiento de la célula tumoral (151).

También se ha demostrado que el gen CTSC actia como oncogen en el
carcinoma hepatocelular (152). En el campo del cancer cerebral, recientemente se ha
demostrado su sobreexpresion en los gliomas, favoreciendo el proceso de
malignizacion al activar varias cascadas de sefalizacion. Ello le convierte en un
potencial biomarcador diagndstico y terapéutico (153).

Existen también ensayos in vitro con células humanas de carcinoma renal
donde el uso de Timosaponin Alll, una molécula esteroidea con conocido potencial
anticanceroso, disminuye la expresién de CTSC e inhibe la migracién de dichas células
tumorales (154).
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4.3 CATEPSINAD

La catepsina D es una aspartato-catepsina encargada de la degradacion de proteinas
en el medio intracelular. Se sintetiza como preprocatepsina D inactiva (43 kDa), que a
su vez se escinde y glicosila para formar procatepsina D (52 kDa) (155). El propéptido es
esencial para el plegamiento correcto, la activacion y la entrega de la proteina a los
lisosomas. Este péptido, que se expresa y secreta en las células cancerosas, se ha
demostrado que actia como factor de crecimiento para las células tumorales (156).

FIGURA 22.
Maduracion y estructura de la catepsina D.

Olga Mijanovic et al (2022). Cathepsin D maturation and structure [Figura]. Recuperado de: Gieselmann,
V., Hasilik, A., & Von Figura, K. (1985). Processing of human cathepsin D in lysosomes in vitro. Journal of
Biological Chemistry, 260(5), 3215-3220. https://doi.org/10.1016/s0021-9258(18)89493-5

16joo/43

Proteolysis by
cathepsins B and L

La catepsina D intermedia se procesa aun mas por proteasas de cisteina y
autocatalisis para generar catepsina D madura (48 kDa), que contiene una cadena
pesada (34 kDa) y una cadena ligera (14 kDa) (157). El pH 6ptimo para su actividad es
3,5; sin embargo, también se ha informado de actividad proteolitica a pH neutro en el
citosol de células apoptodticas y en la degeneracion neurofibrilar (158).

uwoood'u'sowmopug

La relacién entre catepsina D y cdncer estd probada en multitud de ambitos. En
cancer de prostata, se ha desarrollado recientemente un test sanguineo para su
deteccion (Proclarix), que contiene 4 antigenos con relacién probada con dicha
neoplasia, uno de los cuales es la catepsina D. Ayuda a guiar los casos en los que es
recomendable realizar |a biopsia prostatica (159,160).

Se ha demostrado, mediante andlisis de Western-Blotting en tejido, una
sobreexpresion de procatepsina D en las células del carcinoma epidermoide de
esoéfago, una entidad que guarda importantes similitudes en cuanto a factores de
riesgo y caracteristicas histoldgicas, con el carcinoma escamoso de cabeza y cuello
(161).
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También en un reciente articulo se analizaron muestras de tejido de carcinoma
hepatocelular relacionado con el virus de la hepatitis B, colangiocarcinoma
intrahepatico y cancer colorrectal con metdstasis hepatica, utilizando espectrometria
de masas. Se selecciond un subconjunto de proteinas que mostraron una alta
expresion en carcinoma hepatocelular y luego se confirmé mediante Western-blotting
que la anexina A2 y la catepsina D estaban sobreexpresadas en el carcinoma
hepatocelular. Sus autores sugieren que sugiere que la catepsina D sérica puede ser un
biomarcador util para diferenciar el carcinoma hepatocelular de la cirrosis y otros
canceres hepaticos (162).

En cancer cerebral, concretamente en uno de sus tipos mas agresivos como es
el glioblastoma multiforme, se ha demostrado que la catepsina D, y otras de la familia
(B, Ly X/Z) estan intensamente relacionadas con la radiorresistencia del tumor, por lo
que se han propuesto como posibles dianas terapéuticas en el futuro (163).

En melanoma de cabeza y cuello, se ha puesto de manifiesto la expresién de las
catepsinas B, D y G en el tejido neopldsico, mediante técnicas de inmunohistoquimica.
Ademas, la tincion por inmunofluorescencia realizada en dos de las muestras demostré
la expresidon de las catepsinas B y D por parte de las células madre del cancer vy la
catepsina G por parte de las células dentro del estroma peritumoral (164).

Por ultimo, la catepsina D tiene una importancia vital en cdncer de mama, ya
que niveles elevados en el tejido tumoral se han asociado con un peor prondstico de la
enfermedad, y lo que es mds importante, se ha demostrado su utilidad como factor
predictivo de recurrencia tumoral, especialmente en los casos de cancer de mama
triple negativo, de peor prondstico respecto a los otros subtipos (165,166).

4.4 CATEPSINAE

La catepsina E ha sido menos estudiada en cancer respecto a las mencionadas hasta
ahora. Se trata de una aspartato-catepsina con actividad puramente intracelular, y con
un peso molecular de 48 kDa (167).

La expresion de la catepsina E se ha estudiado como un posible biomarcador
temprano para el adenocarcinoma ductal pancreatico. Los pacientes con este tumor
tienen bajas tasas de supervivencia; principalmente debido a la falta de métodos de
detecciéon temprana. Dado que la catepsina E se expresa en enfermedades
pancreaticas que son factores de riesgo para adenocarcinoma pancredatico, como
quistes pancreaticos y pancreatitis crénica, conocer su funcién en estos tipos de
enfermedades podria ayudar en la deteccién temprana. En general, la expresién y
actividad de catepsina E muestra potencial para detectar cancer y otras enfermedades
pancreaticas, pero se necesita mas investigacion para su aplicacion clinica (168).
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Ademas, en un reciente estudio sobre biomarcadores en los distintos tipos de
cancer gastrico, se relacionaron los niveles elevados de catepsina E con una
disminucion de la supervivencia global (169).

4.5 CATEPSINA G

FIGURA 23. La catepsina G es una

Estructura tridimensional de la catepsina G endopeptidasa con actividad serin-

proteasa, presente en los granos
Maria T. Souza Bastos et al (2013). Cathepsin G structure
[Figura]. Recuperado de: Bastos, M., dos Santos, M. H., &
Camps, I. (2013). Molecular docking vs structure otras células mieloides relacionadas
optimization. Journal of Organic Chemistry Research, 1(1),  con la respuesta inflamatoria. Tiene
1-9.

azurdfilos de los neutréfilos y en

actividad principalmente
extracelular (127).

Se ha estudiado el papel de
la catepsina G en la progresién del
cancer colorrectal, hallando una
progresidon en el crecimiento de las
células  tumorales cuando se
procede a la inhibicion de la
catepsina G. Del mismo modo, la
sobreexpresién de catepsina G (in
vivo e in vitro) suprime la cascada
de sefializacion Akt/mTOR y eleva
los marcadores asociados con la
apoptosis, lo que supone una

detencion del crecimiento de las
células neoplasicas (170).

También se ha relacionado a la catepsina G con el desarrollo de resistencia a
quimioterdpicos por parte de las células tumorales. En cancer de mama, se ha
demostrado que la catepsina G puede crear agregados celulares que desarrollen
guimiorresistencia por hipoxia a farmacos como la doxorrubicina (171).

Otros papeles de la catepsina G en el proceso cancerigeno son aun mas
complejos. Por un lado, su actividad proteolitica es esencial para la funcién
antitumoral de los neutréfilos; pero, por otro lado, esta misma protedlisis afecta a la
matriz extracelular y es esencial para la formacion de los nichos tumorales
metastdsicos, como se ha demostrado en el tejido tumoral (172).
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4.6 CATEPSINA K

La catepsina K es una cistein-catepsina con actividad endopeptidasa, y un peso
molecular de 27 kDa en su forma madura (38 kDa la proenzima). Es la colagenasa mas
potente en mamiferos. Se encuentra de manera muy predominante en los
osteoclastos; pero no asi en otras células del tejido éseo, dado su papel fundamental
en la resorcién ésea (173).

La catepsina K se ha estudiado especialmente en aquellos tumores con
tendencia a la formacion de metastasis dseas, como el cancer de prdstata. Se han
hallado niveles elevados de catepsina K en lineas celulares de cédncer de prostata, y
mas aun en los nichos metastdsicos 6seos; no presentes en el tejido prostatico normal
(174).

De forma similar, también se ha relacionado la sobreexpresién de catepsina K
con el desarrollo y proliferacidn de las células del carcinoma hepatocelular (175).

FIGURA 24. En el caso del cancer
) ) - renal, la catepsina K es un

Aumento de los niveles de catepsina K en tejido tumoral respecto .
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[Figura]. Recuperado de: Elhendawy, H. A., & Soliman, S. (2023). aparecen con frecuencia en
Clinicopathological correlation of Cathepsin K expression in estos tumores, y que llevan a
salivary gland carcinomas; relation to patients” outcome.
Diagnostic Pathology, 18(1), 1-17.
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encuentra una mayor expresion de esta en tumores de alto grado, con presencia de
metastasis ganglionar cervical, con metastasis a distancia, y finalmente con pacientes
con menor supervivencia libre de enfermedad. Ello hace que pueda usarse como
marcador prondstico, y constituya una posible diana terapéutica futura (177).
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4.7 CATEPSINA L

La catepsina L es una endopeptidasa formada por una cadena pesada y otra ligera, que
en su forma madura posee un peso molecular de 23 kDa. Posee un centro activo
conformado por un residuo de cisteina y otro de histidina (125). Se encuentra en los
lisosomas de la mayoria de las células humanas, donde participan en la protedlisis

intracelular (178).
FIGURA 25.

) La actividad de la
Conformacion tridimensional de la catepsina L. . .
catepsina L se ha visto

Gungar et al (1999). Fold of cathepsin L, a typical human lysosomal elevada en una notable
cysteine protease [Figura]. Recuperado de: Guncar, G., Pungercic, G., .

Klemencic, I., Turk, V., & Turk, D. (1999). Crystal structure of MHC class variedad de procesos
ll-associated p41 li fragment bound to cathepsin L reveals the oncoldgicos (179). Se ha
structural basis for differentiation between cathepsins L and S. EMBO

demostrado la presencia
Journal, 18(4), 793—-803.

de una actividad de
catepsina L hasta 50
veces superior a la
normal en tejido tumoral
de endometrio respecto
al tejido sano adyacente.
Ma4as aun, esta actividad
se ha correlacionado
directamente con los
tumores indiferenciados
y con la sobreexpresiéon

de otros genes
reguladores del
crecimiento celular como Ki67, Ciclina B1 y HER2, lo que apoya el papel de la catepsina
L en el crecimiento y progresion de estos tumores (180).

También se han detectado niveles elevados de ARNm del gen que codifica la
catepsina L (CTSL), asi como de la propia actividad enzimatica de la proteasa, en células
mieloides de pacientes afectos por leucemia mieloide crénica. Incluso se han
identificado las alteraciones epigenéticas que llevan a este aumento de expresion
(hipometilacién del gen CTSL), y cuya correccidn in vitro provoca un descenso drastico
en la actividad de la catepsina L (181).

4.8 CATEPSINA S

La catepsina S es una cistein-catepsina con actividad endopeptidasa, presente en gran
parte de las células del sistema inmune, ya que tiene un papel importante en la
presentacion de antigenos. Su peso molecular es de 25 kDa en su forma madura (40
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kDa su precursor). Tiene un pH dptimo de actuacion de entre 5,5 y 6,5; a diferencia del
resto de catepsinas, que actian en medios acidos (182,183).

La catepsina S se ha estudiado principalmente en cancer gdstrico, donde se ha
demostrado su asociacién con una de las caracteristicas del desarrollo tumoral: la
invasion local. Este proceso ocurre debido a que la catepsina S es capaz de degradar la
matriz extracelular, modular la inflamacion y la respuesta inmune, asi como regular
otros factores cancerigenos. Se ha encontrado que el valor diagndstico de la catepsina
S sérica tiene una especificidad similar a los marcadores utilizados convencionalmente
(CEA, y CA 19-9), pero con una sensibilidad superior. La combinacion de la catepsina S
sérica y estos marcadores tradicionales ha demostrado los mejores resultados, con una
especificidad y una sensibilidad del 91,2 y el 72,6 %, respectivamente (183,184).

FIGURA 26.
Western-Blotting de catepsina S en tres casos de cdancer gdstrico.

Liu W., et al (2016). Western blotting analysis of Cat S expression in three different gastric cancer
patients’ serum. [Figura] Recuperado de: Liu, W. et al. (2016). Evaluating the diagnostic and prognostic
value of circulating cathepsin S in gastric cancer. Oncotarget, 7(19), 28124-28138.
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Destaca también un estudio de casos y controles en el que se analizaron los
niveles séricos de catepsina S en pacientes con cancer colorrectal. De 80 pacientes y
controles sanos incluidos en el estudio, diferentes pardmetros como la edad, el sexo y
el IMC no fueron significativamente diferentes entre los dos grupos; sin embargo, los
niveles de catepsina S fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes
hospitalizados (p<0,001) y se correlacionaron significativamente con el estadio del
tumor. Los autores concluyeron que la catepsina S estd elevada en el suero de los
pacientes con cancer colorrectal y podria constituir marcador prondstico importante
de la enfermedad tumoral (185).
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Por ultimo, se estan estudiando inhibidores simultaneos de la catepsina S y de
otras proteasas como la MMP9, que han demostrado in vitro suprimir el crecimiento
tumoral y la formacién de metdstasis en lineas celulares de carcinoma de mama triple
negativo, uno de los subtipos de cdncer de mama de los que menor arsenal
terapéutico se dispone en la actualidad (186).

4.9 CATEPSINA X/Z

La catepsina X o catepsina Z (denominada también por algunos autores como
catepsina P) es una cistein-catepsina con actividad carboxipeptidasa cuya presencia se
limita a ciertas células del sistema inmune (macréfagos y células dendriticas) y a las
células de la microglia (187).

La catepsina X/Z se ha estudiado en las alteraciones del sistema inmune y en las
enfermedades neurodegenerativas, pero menos en el campo de la oncologia.
Recientemente se le ha relacionado con el glioblastoma multiforme, al hallar niveles
elevados de catepsina X/Z en las células tumorales y en los macréfagos de la microglia.
También se ha demostrado in vitro la disminucién de la viabilidad de las células
tumorales al exponerse a inhibidores de catepsina X/Z (188).

También se han encontrado indicios de que la sobreexpresidon del gen de la
catepsina X/Z por mecanismos epigenéticos puede favorecer el desarrollo de cancer
colorrectal (189).
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5. LAS CATEPSINAS EN ONCOLOGIA DE CABEZA Y CUELLO

La relacion entre la superfamilia de las catepsinas y el cancer de cabeza y cuello
comenzo a estudiarse en los anos 90. Concretamente en 1995, se estudiaron citosoles
de tejido tumoral y normal de 53 pacientes que padecian carcinoma de cabeza y
cuello, y se midieron las catepsinas D, B, H y L usando ensayos inmunorreactivos
cuantitativos (ELISA) (190).

FIGURA 27.

Niveles de catepsina B y H en tejido tumoral de carcinoma de cabeza y cuello, y tejido normal
adyacente.

Kos J et al (1995). Cathepsin B (CB) and Cathepsin H (CH) in Head and Neck Tumours and Adjacent
Normal Tissue. [Figura] Recuperado de: Kos, J., Smid, A., Krasovec, M., Svetic, B., Lenarcic, B.,
Vrhovec, I., Skrk, J., & Turk, V. (1995). Lysosomal Proteases Cathepsins D , B, H , L and Their
Inhibitors Stef ins A and B in Head and Neck Cancer. 376(July), 401—-405.
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Los valores de las catepsinas D, B y L fueron significativamente mayores en el
tejido tumoral, mientras que la concentracién de catepsina H fue menor en el tumor
gue en el tejido normal. Ademas, se midieron las estefinas A y B (inhibidoras de
catepsinas), cuyas concentraciones no fueron significativamente diferentes entre las
muestras tumorales y normales. Todas estas mediciones fueron independientes de los
factores prondsticos clinicos e histoldgicos habituales; y se obtuvo una correlacién
significativa de los valores del tejido tumoral entre las catepsinas B y L, y ambas
estefinas (191).

La catepsina D fue la mas estudiada durante estos primeros afios, debido a que
era un conocido biomarcador en el campo del cdncer de mama. Santo Marsigliante y
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sus colaboradores utilizaron técnicas inmunorradiométricas para investigar la
distribucién de la catepsina D en el cancer de laringe de manera especifica. Empleando
33 muestras de tejido tumoral y de tejido no tumoral adyacente, encontraron que la
catepsina D estaba presente en ambos tejidos, con un nivel significativamente mayor
(P<0,0001) en los fragmentos cancerosos (192,193).

De igual modo, otros autores estudiaron la sobreexpresion de catepsina D no
solo en tumores primarios, sino también en las metdstasis ganglionares cervicales,
encontrando en ellas niveles de catepsina D comparables a los del tumor primario, y
muy superiores a los del tejido no tumoral adyacente (194).

Siguiendo este ultimo hallazgo, se traté de relacionar a las catepsinas con los
procesos de progresion local y metastasis del cdncer de cabeza y cuello. Un estudio de
Gandour-Edwards R y colaboradores de 1999 analizé muestras de biopsias tumorales
de 34 pacientes con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello para determinar la
presencia de catepsina D mediante inmunohistoquimica. Los tumores se consideraron
positivos si >50% de las células mostraban una fuerte tincién citoplasmatica. Trece
tumores (38%) tuvieron una expresiéon alta de catepsina D que estaba fuertemente
asociada con metdstasis en los ganglios linfaticos cervicales (p=0,008). Cuando se
ajusto segun el estadio y el grado del tumor, la positividad para catepsina D tenia casi
el doble de probabilidades de estar asociada con metdstasis en los ganglios (p=0,011).
Por tanto, concluyeron que la expresidon de catepsina D era un potencial predictor
independiente de metastasis en los ganglios linfaticos cervicales (195).

Las investigaciones se centraron no solo en las catepsinas, sino también en sus
moléculas inhibidoras. Comenzd a relacionarse a las estefinas y a la cistatina C, sobre
todo, con una menor supervivencia de los pacientes cuando sus niveles se
encontraban elevados en el medio extracelular. Otro hallazgo interesante es que se
encontrd una asociacién inversamente proporcional entre los niveles del complejo
catepsina B/cistatina C y la presencia de un tumor maligno, lo que sugeria que tal vez
un disbalance entre la proteasa y su inhibidor podia favorecer el proceso neopl3asico.
(196).

El carcinoma de cavidad oral ha sido el proceso neoplasico de cabeza y cuello
cuya relacién con las catepsinas mas se ha estudiado. Ya en la década de los 90, en
estudios in vitro, se relaciond a la catepsina L con los procesos de metastasis
ganglionar y de invasién désea por parte de las células cancerosas de cavidad oral (197).
Siguiendo esta linea de investigacidn, se estudié el papel de la catepsina L en las
lesiones premalignas de cavidad oral, tratando de dilucidar si contribuia al desarrollo
de la enfermedad maligna. Aunque no se pudo demostrar un aumento de catepsina L
en las lesiones displasicas no progresivas, respecto a las que progresaron a cancer; si
gue se demostraron niveles mas bajos de catepsina L en las displasias no progresivas,
con respecto a los carcinomas de cavidad oral (198).
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Mas adelante, la atencidn se centro en el rol de la catepsina B. Se demostré que
la sobreexpresion de la catepsina B en los carcinomas escamosos orales se
correlacionaba positivamente con el estadio tumoral avanzado y el grado de
diferenciacién histolégica pobre. En relacién con la invasividad de las células de
carcinoma oral, se desarrollaron experimentos in vitro utilizando inhibidores de la
expresion de ARNm de catepsina B en células de carcinoma epidermoide oral, y se
midié su capacidad para invadir una sustancia similar al tejido conectivo llamada
Matrigel. Se documentd una importante disminucion de la invasividad en las células
con inhibicién de catepsina B, por lo que los autores hipotetizaban con la posibilidad
de controlar la malignidad y la metdstasis del carcinoma oral mediante el uso de
estrategias de inhibicidon del ARN dirigidas a la catepsina B (199).

También se estudié la catepsina B en el cancer oral desde el punto de visto
gendmico, intentando encontrar polimorfismos que aumentaran el riesgo de este tipo
de cancer. Se describié un mayor riesgo de estadios tumorales avanzados, y un
aumento de la susceptibilidad al cancer oral mediado por carcinégenos ambientales
(tabaco y nuez de betel); en los individuos con el polimorfismo A8422G (rs8898) en el
gen de la catepsina B (200).

Las investigaciones en cancer oral fueron progresando desde el campo de la
investigacion bdsica experimental a la investigacion clinica. Tomando nuevamente a la
catepsina L, se diseiid un estudio inmunohistoquimico de analisis de catepsina L en 56
muestras de tejido tumoral, y se analizaron sus niveles con diversos parametros
clinicos. Se encontré un mayor riesgo de metastasis ganglionares cervicales, en
consonancia con otras investigaciones previas, y lo que es mds importante, se
relacionaron los niveles elevados de catepsina L con una peor supervivencia global.
(201). Otro estudio de similares caracteristicas, pero con una muestra de pacientes
superior (280 muestras de tejido tumoral) y focalizado en la catepsina B, fue publicado
unos afios mas tarde con las mismas conclusiones (202).

Mas recientemente, la catepsina que mas interés esta despertando en el cancer
oral es la catepsina G, debido a su papel predominante en la respuesta inmune, que la
hace un potencial objetivo terapéutico (203). Mas recientemente, se ha descrito que la
expresion de catepsina G se relaciona positivamente con la presencia de la mayoria de
las células inmunitarias, incluyendo mastocitos, DC, eosinéfilos, pDC, células B, TFH,
macrofagos, células Th17, células Thi, células T, TReg, Tem, células. citotoxicas, células
NK, células T colaboradoras, aDC, células NK CD56dim, células Th2 y células T CD8+
(204).
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FIGURA 28.
Andlisis de supervivencia en funcion de la positividad para catpesina L.

Nakashima T. et al. (2012). Overall survival in cathepsin L-negative and cathepsin L-positive
cases. [Figura]. Recuperado de: Nakashima, T., Yasumatsu, R., Masuda, M., Clayman, G. L., &
Komune, S. (2012). Prognostic value of cathepsin L and its inhibitor headpin in oral squamous
cell carcinoma. Journal of Laryngology and Otology, 126(11), 1134-1137.
https://doi.org/10.1017/50022215112001995
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Ademas del cancer de cavidad oral, la segunda neoplasia mas estudiada dentro
del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello ha sido el cancer de laringe. Un estudio
realizado en 2011 traté de investigar los roles de la catepsina B y su inhibidor estefina
A en 84 pacientes con cancer de laringe. La expresion proteica de estefina A se asocid
negativamente con la metastasis linfatica, la recurrencia del cancer de laringe y la tasa
de supervivencia, lo que no se observé con la expresién proteica de catepsina B. Tanto
la disminucién de la expresién de catepsina B como el aumento de la expresion de
estefina A in vitro inhibieron significativamente la migracién, la invasion y la
proliferacion de las células del cancer de laringe, respectivamente. Los autores
concluian que la estefina A podia ser un potencial predictor del cancer de laringe, con
potencial utilidad en el diagndstico molecular y la terapia génica. Ademas, la catepsina
B podia ser utilizada como objetivo terapéutico en el tratamiento del cancer de laringe
(205).

Por ultimo, las catepsinas se han estudiado también en relacién con el principal
factor de riesgo de todos los canceres de cabeza y cuello: el tabaco. Destaca un trabajo
en el que se investigaron los efectos del condensado de humo de cigarrillo sobre la
expresion de catepsina (B, D y L) y la invasividad mediada por proteasa en células de
carcinoma de células escamosas orales humanas. Los resultados mostraron que el
tratamiento de las células con condensado de humo de cigarrillo activé las catepsinas
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B, D y L de forma dependiente de la dosis. Tanto la expresion como la actividad de
estas catepsinas aumentaron en las células expuestas frente a las no expuestas.
Ademas, es interesante resaltar que la catepsina L tenia el nivel basal mas bajo, pero
también la induccidn mas alta en comparacion con las catepsinas B y D. La supresion
de las actividades de catepsina B y L por inhibidores quimicos especificos disminuyd el
proceso de invasion. En general, los autores concluian que el humo de cigarrillo
estimula la actividad proteolitica de la catepsina B y L y mejora la invasividad en las
células de carcinoma de cavidad oral (206).
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6. BIOMARCADORES SALIVARES

La saliva es un liquido claro, muy diluido (99% agua) y ligeramente acido (pH entre 6 y
7), con una produccion diaria de entre 1 y 1,5 litros. La produccién basal de saliva
depende de en gran medida de las gldndulas submandibulares (65%), seguidas de las
glandulas parétidas (20%), sublinguales (8%) y glandulas salivares menores (<10%). En
la produccion estimulada de saliva, son las glandulas parétidas las predominantes,
contribuyendo en mas del 50% (207,208).

La saliva contiene una fraccidon celular, compuesta fundamental por células
acinares, ductales y mioepiteliales; una fraccién proteica, compuesta por
inmunoglobulinas, enzimas y otras proteinas; asi como una amplia variedad de
electrolitos como sodio, potasio, calcio, bicarbonato y fosfatos (208).

La fraccion proteica de la saliva estda formada principalmente por
inmunoglobulinas, con un papel predominante de la IgA, especializada en la inmunidad
de mucosas; y por otras proteinas no pertenecientes al sistema inmune, pero con
capacidad antimicrobiana como la lisozima, la lactoferrina y la peroxidasa. Ademas,
otras muchas proteinas con diversas funciones estan presentes en pequeiias
cantidades (209).

La saliva ofrece un potencial interesante para la obtencidon de biomarcadores
debido a la facilidad para su obtencién, no precisando medidas invasivas para los
pacientes. Gracias a ello, se aplicaron técnicas de espectrometria de masas en geles en
2 dimensiones que permitieron analizar el espectro proteico de la saliva y obtener
valiosa informacion sobre las distintas proteinas que conforman este liquido biolégico
(210).

Existen estudios recientes que tratan de analizar estos patrones proteicos en
saliva para diagnosticar o predecir un amplio abanico de patologias, desde
enfermedades neurolégicas como la enfermedad de Alzheimer o el Parkinson (211);
enfermedades psiquidtricas como la ansiedad o la depresién (212); como, por
supuesto, patologia tanto benigna como maligna de la cavidad oral. Destacan las
citocinas proinflamatorias como IL-4, IL-6 e IL-8, que estan incrementadas en los casos
de sindrome de Sjogren, periodontitis y liquen plano. Otras son mas especificas, como
la IL-12 en el Sjogren, o la IL-37 en la leucoplasia oral (213).

En el campo del cancer de cabeza y cuello, una muy reciente publicacién apoya
su uso para la obtencidon de todo tipo de biomarcadores, tanto proteicos como
gendmicos, epigenéticos o metabdlicos; dada su sencillez de obtencién y coste-
efectividad cuando se compara con otros medios mas invasivos (214).
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6.1 BIOMARCADORES SALIVARES EN EL CANCER DE CABEZA Y
CUELLO

La busqueda de biomarcadores salivares en cancer de cabeza y cuello se ha centrado
principalmente en el cancer de cavidad oral. Son varios los biomarcadores que han
podido ser relacionados con esta patologia, destacando aquellos relacionados con el
sistema inmune:

e Interleucina-1-B: se han demostrado concentraciones superiores en pacientes con
cancer oral respecto a los controles, sobre todo en etapas iniciales. También se ha
demostrado su reduccidn tras la exéresis quirdrgica del tumor. Su punto débil es la
baja especificidad, pues también se asocia con enfermedades inflamatorias de la
cavidad oral (215,216).

e Interleucina-6 y Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a): ambos marcadores han
mostrado potencial para distinguir entre lesiones premalignas orales y cancer oral
en estadios iniciales, demostrando su aumento progresivo con el desarrollo de la
enfermedad maligna (217).

e Interleucina-8: se han demostrado niveles elevados en lesiones premalignas orales
y en cancer oral, y lo que es mds importante, se han relacionado con una mayor
tasa de recaida y una menor supervivencia, lo que le otorga valor prondstico (218).

¢ Interleucina-10: también posee valor prondstico, ya que se ha asociado con
fenotipos agresivos de cancer oral (219).

Otro grupo de biomarcadores en cancer oral lo conforman las
metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP). Se han demostrado concentraciones
salivares de MMP1 y MMP3 entre 6 y 15 veces mas altas en pacientes con cancer oral
respecto a controles sanos, con tendencia a aumentar en estadios avanzados (220).
Ademas, MMP2 y MMP9 se asocian con invasion tumoral y metastasis, y la
concentracion de estos biomarcadores difiere significativamente en la saliva de
individuos sanos, pacientes con enfermedades premalignas de la cavidad oral vy
pacientes con cancer oral, lo que sugiere su papel diagndstico y prondstico (221).

Ademas de las ya mencionadas, se han identificado otras proteinas en saliva
especificas de carcinoma oral: galectina-7, cofilina, precursor de la PCR, creatina
quinasa, proteina de union de acidos grasos de la cadena m, etc (222).

Si ampliamos a estudios que engloben al carcinoma epidermoide de cabeza y
cuello, la lista de proteinas en las que se ha demostrado un aumento de sus niveles en
saliva con respecto a los controles sanos es aun mayor: chemerina, lactato
deshidrogenasa (LDH), antigeno carcinoembrionario (CEA), peroxiredoxina-2 (PRDX-2),
survinina, Zn-a-2-glicoproteina (ZAG), etc. (223).
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La mayor parte de los estudios realizados en saliva y cancer de cabeza y cuello
no han prestado atencién a la superfamilia de las catepsinas, ni suelen aparecer en los
analisis protedmicos salivares que se han realizado hasta la fecha. Sin embargo, es
conocida la presencia de catepsinas en la saliva en pacientes sanos, y su papel en el
metabolismo periodontal ha sido estudiado dentro del campo de la ortodoncia (224).

FIGURA 29. Por ello, en los ultimos
o ‘ , , afios se ha comenzado a
Curva ROC para diagndstico de carcinoma epidermoide oral con los
niveles de catepsina B salivar. Area bajo la curva de 0,83. estudiar la p05|ble relacion de
Shabbir et al. (2022). Receiver operating characteristics (ROC) curve las catepsinas en saliva con el
analysis of the predictive value of Cathepsin B for OSCC. [Figura] cancer de cabeza y cu ello. Un
Recuperado de: Shabbir, A., Waheed, H., Ahmed, S., Shaikh, S. S., & . dio d ,
Farooqui, W. A. (2022). Association of salivary Cathepsin B in different reciente estudio demostro un

histological grades among patients presenting with oral squamous cell  jncremento significativamente

ROC Curve estadistico en los niveles de
1.0 T catepsina B entre pacientes
J con cancer oral y controles
0.8 F | sanos. Ademas, hallo
[ relaciones significativas con el
e o ‘ tamafio del tumor primario
S | (cT) y con el grado de
E J diferenciacién tumoral. Los
@ 04 ] autores concluian que la
I catepsina B salivar podia
0.2 JI constituir un método no
invasivo para el diagnodstico y
0.0 la monitorizacidn del cancer de

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 cavidad oral (225).

Specificity

Ademas, recientemente se ha involucrado a las catepsinas en un aspecto
concreto del tratamiento del cancer de laringe: la aparicidn de la fistula faringocutédnea
tras laringectomia total. Un estudio ha demostrado que el octredtido, un farmaco
utilizado con frecuencia para el tratamiento de la fistula salival, provoca una
disminucion en la actividad de las cistatinas, conocidas inhibidoras de las catepsinas.
Esto provoca un aumento de actividad de las cistein-catepsinas, particularmente la
catepsina S, lo que se asocia con aumento de la angiogénesis, proliferacion y migraciéon
celular, y una subsiguiente mejora en el cierre de la fistula (226).
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1. HIPOTESIS

Se establece la hipdtesis de que existe una actividad de las catepsinas en saliva
diferente en los pacientes afectos de carcinoma epidermoide faringolaringeo P16
negativo, respecto a los pacientes sanos.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es demostrar las diferencias en la actividad de las
catepsinas en la saliva de los pacientes que padecen un carcinoma epidermoide de
faringe o de laringe P16 negativo, compardndolos con sujetos en los que no existe
evidencia de enfermedad maligna ni inflamatoria en la via aéreo-digestiva superior.

Como objetivos secundarios se establecen:

a) Establecer un punto de corte de actividad de catepsina en saliva valido que se
relacione con el diagndstico de carcinoma epidermoide faringolaringeo.

b) Establecer un punto de corte de actividad de catepsina en saliva vdlido que se
relacione con estadios avanzados de la enfermedad tumoral, prestando
especial atencidn al tamafio del tumor primario y a las metdstasis ganglionares
cervicales.

c) Establecer un punto de corte de actividad de catepsina en saliva valido que se
relacione con la aparicion de complicaciones postoperatorias, haciendo
hincapié en la aparicidn de fistula salival tras la laringectomia total.
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1. DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio ha tenido lugar en los Servicios de Otorrinolaringologia del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca y la Unidad de Investigacidn del Servicio de
Analisis Clinicos (Grupo de Investigacién de Terapias Moleculares y Biomarcadores de
Tumores Sélidos del IMIB) entre noviembre de 2016 y junio de 2019. Ha contado con la
valoracién positiva del Comité de Etica de dicho centro.

Se ha disefiado como un estudio observacional de casos-controles, de caracter
ambispectivo.

2. SELECCION DE LA POBLACION

2.1. GRUPO DE CASOS

Los pacientes diagnosticados en las consultas externas de Otorrinolaringologia del
HCUVA de un tumor localizado en la faringe o en la laringe eran seleccionados para
conformar el grupo de casos, previo consentimiento informado por escrito (Anexo Il).

Para ello, se establecieron los siguientes criterios de inclusién:

e Paciente con edad superior a 18 afios.

e Paciente con un carcinoma epidermoide de orofaringe, hipofaringe o laringe.

e Paciente que precisa intervencion quirdrgica para el diagndstico o tratamiento de
su proceso neoplasico.

e Paciente que acepta el tratamiento oncoldgico planteado para su caso.

Asimismo, los criterios de exclusion fueron:

e Paciente con una neoplasia faringolaringea distinta al carcinoma epidermoide.

e Paciente con positividad para P16 en las células de su carcinoma epidermoide, ya
gue el trasfondo molecular y etiopatogénico de estos tumores es diferente al de
aquellos donde no estd implicado el virus del papiloma humano.

e Paciente con metastasis cervicales de carcinoma epidermoide de origen
desconocido, en el que no se ha podido determinar el origen del tumor primario.

e Paciente con una segunda enfermedad tumoral activa.

e Paciente con enfermedad crdnica de base inflamatoria.

De este modo, se seleccionaron un total de 76 pacientes para el grupo de casos.

2.2. GRUPO CONTROL

Para la seleccion del grupo control, se solicitd participacidon voluntaria en el estudio,
previo consentimiento informado por escrito, a los pacientes que acudian para
valoracion por otro motivo al Servicio de Otorrinolaringologia del HCUVA
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Se establecieron los siguientes criterios de inclusion:

e Pacientes con edad superior a 18 aios.
e Pacientes sin enfermedad inflamatoria de la via aero-digestiva superior.

Del mismo, los criterios de exclusién fueron:

e Paciente con enfermedad oncoldgica activa.
e Paciente con enfermedad aguda o crénica de base inflamatoria.

Se seleccionaron un total de 32 pacientes para el grupo control.

3. DESARROLLO DEL ESTUDIO

La primera fase comprendid la obtencién y tratamiento de las muestras de saliva,
tanto en el grupo de casos como en el grupo control. Posteriormente, se recogieron en
ambos grupos una serie de variables clinicas de interés. A continuacion, se procedié al
analisis protedmico de las muestras; y, por ultimo, al andlisis estadistico de los datos.

3.1. OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En el grupo de casos, la muestra de saliva se tomaba con el paciente en ayunas de al
menos 8 horas, y sin haber realizado lavado de dientes, inmediatamente previo a su
intervenciéon quirdrgica. Se empleaba un tubo de extraccién de saliva (Salivette©), de
la empresa SARSTEDT. No se realizaba ninguna maniobra de estimulacién de saliva.

FIGURA 30.

llustracion de un Salivette. A la izquierda, se aprecia la torunda de algoddn que se introduce en la boca
del paciente. Una vez recogida la muestra salivar, la torunda se deposita en el tubo de ensayo disefiado
para su centrifugado (derecha en la imagen).

Figura recuperada de: https://helse-mr.no/avdelinger/klinikk-for-diagnostikk/salivette-ror-til-
provetaking-spytt
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En el grupo control, la muestra de saliva se tomaba siguiendo el mismo
protocolo, pero en la propia consulta médica, a la que habia acudido en ayunas por
indicaciones dadas previamente.

Una vez recolectadas las muestras, se etiquetaron correctamente y se enviaron
al Biobanco de la Regién de Murcia. Las muestras son centrifugadas a 3000g durante 5
minutos en centrifuga (Beckman Allegra X-12R), con el objetivo de separar la fraccién
soluble, que es la necesaria en el presente estudio, de la fraccion celular. Ambas
fueron almacenadas a -802C para su posterior andlisis.

3.2.  VARIABLES DEL ESTUDIO

— Edad.
— Sexo: masculino o femenino.

— Sintomas: odinofagia, disfagia, disfonia, disnea, otalgia, hemoptisis, parestesias
faringeas y/o tumoracion cervical; cada uno de los cuales expresado como variable
cualitativa dicotdmica: si/no.

— Palpacidn cervical: presencia o no de adenopatias sospechosas de malignidad.

— Meses desde el inicio de los sintomas.

— Habito tabaquico: si/no.

— Numero de paquetes-aio.

— Presencia de habito endlico: si/no.

— Antecedentes personales de céncer: si/no.

— Localizacién primaria del tumor: orofaringe, hipofaringe, supraglotis, glotis,

subglotis; cada uno de los cuales expresado como variable cualitativa dicotémica:
si/no.

— Tclinico: T1, T2, T3, T4a o T4b.

— Nclinico: NO, N1, N2a, N2b, N2c, N3a o N3b.

— Mclinico: MO o M1.

— Estadio clinico, segun la AJCC en su octava edicién: |, II, 1lI, IVA, IVB o IVC.

— Adenopatias metastasicas en TC.

— Presentacién del tumor: primario o metastasis cervical.

— Tratamiento inicial: cirugia, radioterapia o quimiorradioterapia.

— Tratamientos posteriores: ninguno, radioterapia o quimiorradioterapia.

— Tipo de cirugia: amigdalectomia, microcirugia transoral laser, laringectomia parcial
o laringectomia total.
— Vaciamiento cervical: si/no.

— Realizacién de tragueotomia previa: si/no.

— Presencia de complicaciones postquirdrgicas: fistula salival, hemorragia, infecciéon o

insuficiencia laringea.
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— Necesidad de gastrostomia: si/no.

— Estancia hospitalaria, en dias.

— Grado de diferenciacidn tumoral: bueno, moderado, pobre o indiferenciado.

— Margenes: afectos o libres.
— Presencia de ganglios metastdsicos en la pieza quirurgica: si/no.

— Presencia de rotura capsular en los ganglios extirpados: si/no.

— Tanatomopatoldgico: pT1, pT2, pT3, pT4a, pT4b.

— N.anatomopatoldgico: pNO, pN1, pN2a, pN2b, pN2c, pN3a o pN3b.

— Estadio anatomopatoldgico: pl, pll, plll, pIVA, pIVB, plIVC.

3.3.  ANALISIS PROTEOMICO DE LAS MUESTRAS

En el analisis proteémico de las muestras de saliva, se emplearon los perfiles de
proteinas basados en actividad (ABPP). Esta técnica consiste en el disefio de sondas
fluorescentes dirigidas al centro activo enzimatico para analizar la actividad de familias
especificas de proteinas, en este caso las catepsinas, dentro de proteomas complejos.
Esto suministra la base para la lectura de la intensidad de densidad dptica mediante un
escaner de fluorescencia. Esta intensidad sera reflejo directo de la actividad de la
proteasa, ya que la sonda solo se une a la enzima en su forma activa, no asi a
cimdgenos ni a porciones de la cadena polipeptidica que conforman la proteasa.

Para la realizaciéon de este estudio, se adquirié el kit “/ABP™ Pan Cathepsin
Activity Based Probe” a la empresa VERGENT BIOSCIENCE, que consiste en sondas
marcadas con fluoréforo (Cy5) disefiadas para la deteccion de las catepsinas B, L, Sy
X/Z. Estas sondas se suministran en un estado inactivo a nivel éptico, y solo mostraran
sus caracteristicas fluorescentes cuando se unen de manera covalente a la enzima,
como puede verse en la Figura 31.

FIGURA 31.
La sonda permanece unido a una molécula "extintora" (quencher en la figura) que anula sus
caracteristicas fluorescentes. En el momento en que la sonda se une a la enzima, se desprende la

molécula extintora y la sonda revela su fluorescencia.

VERGENT BIOSCIENCE. (2017). Recuperado de: www.vergentbio.com
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Para realizar los perfiles de proteinas basados en actividad (ABPP), se
emplearon geles de poliacrilamida sometidos a electroforesis, técnica que en la
literatura se conoce con el acronimo de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis).

Una vez realizados los geles de poliacrilamida, se sometié a un escaneado
Optico para detectar y cuantificar la intensidad de densidad 6ptica de cada una de las
bandas que aparecian. Las sondas empleadas se estimularon con una longitud de onda
de 640 nm, y emitian una sefal de 660, segin datos aportados por la empresa
fabricante, y que pueden verse en la Figura 32.

FIGURA 32.

La curva azul muestra el pico de mdxima excitacion de las sondas a 640 nm de longitud de onda. La
curva roja hace lo propio con el pico maximo de emision de fluorescencia.

VERGENT BIOSCIENCIE (2017). Recuperado de: www.vergentbio.com
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El protocolo exacto de todo el proceso realizado fue el siguiente:

1. Se midid la concentracién de proteina de las muestras salivares por el método de
Bradford empleando el ensayo de BioRad adaptado a microplacas de 96 pocillos y
con albumina de suero Bovino como estandar (https://www.bio-rad.com/es-
es/feature/bradford-assay.html).

2. Un total de 5 microgramos de proteina se incubaron con la sonda a una
concentracion de 1 uM en un volumen total de 20 puL durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

3. La reaccién se detuvo por adicidon de 5 pL de tampdn de carga desnaturalizante.
Seguidamente, las muestras fueron sometidas a 952C durante 4 minutos.

5. A continuacion, se sometieron a una electroforesis a voltaje constante (180mV).
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6. Por ultimo, el escaneado de la fluorescencia se realizd con el equipo Thyphoon
Imager 922 empleando el filtro de excitacion y emisién de 635 nm y LPR (665LP),
respectivamente. Las lecturas se realizaron en la Plataforma de Protedmica del
IMIB.

Se realizaron 14 geles de poliacrilamida, donde se analizaron las 108 muestras de
saliva disponibles (76 del grupo de casos, y 32 del grupo control). Se compararon las
distintas bandas obtenidas con las correspondientes a las catepsinas B, L, S y X/Z segun
datos aportados por el fabricante de las sondas, tal y como se aprecia en la Figura 34.

FIGURA 33.

Representacion de las bandas correspondientes a cada una de las catepsinas analizadas. Notese la
presencia de una banda a aproximadamente 32-34 kDa para la catepsina X/Z; doble banda
aproximadamente a los 30 kDa, peso molecular de la catepsina B; una banda a 25 kDa para la
catepsina S; y otra a 23 kDa para la catepsina L.

VERGENT BIOSCIENCIE (2017). Recuperado de: www.vergentbio.com
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Se identificaron las bandas referidas a las catepsinas B, S y L; y se recopilaron

los datos de intensidad de densidad dptica, con los que se conformaron las variables
“Catepsina B”, “Catepsina S” y “Catepsina L”. No se identificaron bandas que
correspondieran a la catepsina X/Z, por lo que no se establecio dicha variable.

3.4. ANALISIS DE LOS DATOS
Todas las variables obtenidas se analizaron con el programa informatico SPPS v.15.0.

Se calculd la distribucién de las variables cuantitativas: edad, paquetes-aiio,
estancia hospitalaria, meses desde inicio sintomas, catepsina B, catepsina S y catepsina
L; mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov con la correccién de Lilliefors.

Las siguientes variables clinicas se agruparon para facilitar el anadlisis de los
datos:

e La variable T clinica, con 5 valores posibles, se transformé en T clinica agrupada,
gue puede adquirir los valores:
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o Inicial: aquellos casos con valores de cT1 o cT2.
o Avanzado: aquellos casos con valores de ¢T3, cT4a o cT4b.
e La variable N clinica, con 7 valores posibles, se transformdé en N clinica agrupada,
gue puede adquirir los valores:
o Negativa: aquellos casos cNO.
o Positiva: aquellos casos con cN1, cN2a, cN2b, cN2c, cN3a o cN3b.
e La variable Estadio clinico, con 5 valores posibles, se transformé en Estadio clinico
agrupado, que puede adquirir los valores:
o Inicial: aquellos casos con valores de | o |l.
o Avanzado: aquellos casos con valores de lll, IVA, IVB o IVC.
e La variable T anatomopatolégico, con 5 valores posibles, se transformé en T
anatomopatoldégico agrupado, que puede adquirir los valores:
o |Inicial: aquellos casos con valores de pT1 o pT2.
o Avanzado: aquellos casos con valores de pT3, pT4a o pT4b.
e La variable N anatomopatoldgico, con 7 valores posibles, se transformé en N
anatomopatoldégico agrupado, que puede adquirir los valores:
o Negativo: aquellos casos pNO.
o Positivo: aquellos casos con pN1, pN2a, pN2b, pN2c, pN3a o pN3b.
e La variable Estadio anatomopatolégico, con 5 valores posibles, se transformé en
Estadio anatomopatoldgico agrupado, que puede adquirir los valores:
o Inicial: aquellos casos con valores de | o Il.
o Avanzado: aquellos casos con valores de lll, IVA, IVB o IVC.
e La variable Complicaciones, con 6 valores posibles, se transformd en
Complicaciones agrupada, con 2 posibles valores:
o Si: aquellos pacientes que habian sufrido alguna complicacion.
o No: aquellos pacientes que no habian sufrido complicaciones
postquirdrgicas.
e Se cred una nueva variable denominada Fistula Salival, con dos valores posibles:
o Si: pacientes intervenidos de laringectomia total que padecieron fistula
salival faringocutanea en su postoperatorio.
o No: pacientes intervenidos de laringectomia total sin fistula salival
faringocuténea en su postoperatorio.

Se calculé la actividad de las catepsinas utilizando la intensidad de densidad
Optica obtenida en cada banda del SDS-PAGE, tanto de manera global, como en los
grupos de casos y controles.

Posteriormente se tomaron los niveles de catepsina S para los siguientes
analisis de comparacioén:

— Grupo de casos vs Grupo control.
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Tumores primarios iniciales vs Tumores primarios avanzados, utilizando las
variables T clinica agrupada y T anatomopatoldgica agrupada.

Presencia de metastasis ganglionar cervical vs Ausencia de metastasis ganglionar
cervical, utilizando las variables N _clinica agrupada y N_anatomopatoldgica

agrupada.
Estadio tumoral inicial vs Estadio tumoral avanzado, usando las variables Estadio

Clinico agrupado y Estadio Anatomopatoldgico agrupado.

Presencia de complicaciones postquirtirgicas vs Ausencia de complicaciones
postquirtirgicas, en pacientes laringectomizados totales, usando la variable
Complicaciones agrupada.

Presencia de Fistula salival vs Ausencia de fistula salival, en pacientes
laringectomizados totales, usando la variable Fistula salival.

En cada uno de esto andlisis, se procedié del mismo modo:

Se cred una curva ROC empleando los niveles de catepsina salivar.

Se establecié el indice de Youden; pardmetro que informa del rendimiento de una
prueba diagndstica, y cuyos valores varian entre -1y +1.

Se realizé un andlisis bivariante entre los dos grupos, con las variables relevantes
en cada caso. La catepsina salivar se expresé en forma de variable cualitativa Si/No
en funcién del valor maximo del indice de Youden.

Se realizd el analisis multivariante mediante regresiéon logistica binaria con las
variables que resultaron estadisticamente significativas en el analisis bivariante.
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1. DESCRIPCION GRUPO DE CASOS

El grupo de casos esta conformado por 76 pacientes. De ellos, 72 son varones y 4
mujeres, o que supone un 94,7% pertenecientes al sexo masculino, y un 5,3% al sexo

femenino.

La edad media con intervalo de confianza al 95% del grupo de casos fue de 62,4
anos (60,1-64,7).

El tiempo de evolucidn entre la aparicién de los sintomas y el diagndstico del
tumor tuvo una mediana de 5 meses, con un rango intercuartilico de 3 a 7 meses.

El habito tabaquico estaba presente en 74 de los 76 pacientes, lo que supone
una prevalencia del 97,4%. El nUmero de paquetes-afio de los pacientes fumadores
tuvo una mediana de 30, con un rango intercuartilico de 40 a 50.

Por su parte, el consumo de alcohol estaba presente en 72 de los 76 pacientes,
es decir, el el 94,7%.

Por ultimo, el 18,4% de los pacientes (14 de 76) presentaba antecedentes
personales de cancer, que se hallaban en remisidon completa.

En cuanto a los sintomas, la Tabla 2 muestra la frecuencia de cada uno de los 8
sintomas por los que se interrogo al paciente.

Tabla 2.

Sintomas en el grupo de casos

Sintoma N (%)

ODINOFAGIA 5 (6,6%)
DISFAGIA 21 (27,6%)
DISFONIA 64 (84,2%)
DISNEA 8 (10,5%)
OTALGIA 8 (10,5%)

HEMOPTISIS 7 (9,2%)

PARESTESIAS FARINGEAS 7 (9,2%)
TUMORACION CERVICAL 9 (11,8%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.
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Grdfico 1.

Localizacion anatéomica del tumor primario
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En cuanto a las metastasis ganglionares cervicales, se detectaron adenopatias
patoldgicas en la exploracién clinica inicial en 16 de los 76 pacientes, lo que supone
una palpacion cervical positiva en el 21,1% de los casos. Los estudios de imagen por
tomografia computarizada, por su parte, mostraron adenopatias patolégicas en 20 de
los 76 casos, elevando el porcentaje de metastasis ganglionar cervical hasta el 26,3%.

Tabla 3.

T clinico segun sistema de estadificacion tumoral de la AJCC en su 82 edicion.

cT Agrupado cT N (%) N (%)

20 (26,3%)
35 (46,1%)

15 (19,7%)

27 (35,5%)
41 (53,9%)

14 (18,5%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.
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Tabla 3.

N clinico segun sistema de estadificacion tumoral de la AJCC en su 82 edicidn

cN Agrupado cN N (%) N (%)
56
56 (73,7%)
(73,7%)
5 (6,6%)
4 (5,3%) 20
8 (10,5%) (26,3%)
3 (3,9%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.

Tabla 4.

M clinico segun sistema de estadificacion tumoral de la AJCC en su 82 edicion

cM N (%)

74 (97,4%)

2 (2,6%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.

Tabla 5.

Estadio clinico segun sistema de estadificacion tumoral de la AJCC en su 82 edicion

Estadio Clinico Estadio
N (%) N (%)
Agrupado Clinico
16 (20,3%) 29
13 (16,5%) (31,9%)

25 (31,6%)

21 (30,4%) 47
0 (0%) (68,1%)
1(1,3%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.



El tratamiento inicial de los pacientes consistio en la cirugia en 74 de ellos (un
97,4%), mientras un paciente fue sometido a quimiorradioterapia inicial, y un paciente
a tratamiento paliativo.

Grdfico 2.

Tipo de cirugias realizadas
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En cuanto al vaciamiento cervical electivo, se realizé en 51 de los pacientes, es
decir, en un 68,9%

Tabla 6.

Complicaciones postquirdrgicas de los pacientes intervenidos

N (%) N (%)

SIN COMPLICACIONES 48 (64,9%) 48 (64,9%)
Fistula Salival 16 (21,6%)
Hemorragia 3(4,1%)
CON COMPLICACIONES 26
. Infeccion 2(2,7%)
POSTQUIRURGICAS (35,1%)
Disfagia 4 (5,4%)
Exitus 1(1,3%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.
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La estancia hospitalaria de los pacientes intervenidos tuvo una mediana de 14
dias, con un rango intercuartilico de 7 a 28 dias. Sin embargo, al ser un parametro
altamente dependiente del tipo de cirugia realizada, los datos se han desglosado de
manera mas especifica en la siguiente tabla:

Grdfico 3.

Estancia hospitalaria en dias en funcion del tipo de cirugia

ESTANCIA HOSPITALARIA EN DIAS (MEDIANA)
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Grdfico 4.

Pacientes que precisaron una gastrostomia para su nutricion

GASTROSTOMIA

11 (14,5%)
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Fue necesaria la realizacion de una traqueotomia previa al tratamiento del
tumor, en 3 de los 76 pacientes, lo que supone un 3,9%.

Tabla 7.

Tratamientos posteriores a la cirugia

Tratamiento posterior N (%)

NINGUNO 46 (62,2%)
RADIOTERAPIA 14 (18,9%)
RADIOQUIMIOTERAPIA 14 (18,9%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.

Se pudo establecer el grado de diferenciacidon tumoral en 74 de los 76 procesos
tumorales, con los resultados que se muestran en el Grafico 5.

Grdfico 5.

Grado de diferenciacion tumoral

DIFERENCIACION TUMORAL
1(1,4%)

12 (16,2%)
11 (14,8%)

BUENA = MODERADA = POBRE = INDIFERENCIADO

72



Los margenes quirdrgicos se catalogaron como afectos en 14 de los 74 casos
estudiados, un porcentaje del 18,9 %.

En cuanto al andlisis anatomopatolégico de los vaciamientos cervicales
realizados, el 47,1% mostré ganglios afectos por metastasis de carcinoma epidermoide
(24 de 51). Entre los 24 pacientes con ganglios positivos, la rotura capsular estaba
presente en 10 de ellos (un 41,7%).

Tabla 8.

pT segun sistema de estadificacion tumoral de la AJCC en su 82 edicidn

pT Agrupado pT N (%) N (%)
pT1 21 (28,4%) 33
pT2 12 (16,2%) (44,6%)
pT3 22 (29,7%)
pT4a 19 (25,7%) “
(55,4%)
pT4b 0 (0%)
Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.
Tabla 9.
pN segtn sistema de estadificacion tumoral de la AJCC en su 82 edicion
pN Agrupado pN N (%) N (%)
pNO 50 (67,6) 50 (67,6%)
pN1 6 (8,1%)
pN2a 2 (2,6%)
pN2b 3 (4,1%) 24
pN2c 3 (4,1%) (32,4%)
pN3a 0 (0%)
pN3b 10 (13,5%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.
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Tabla 10.

Estadio anatomopatoldgico segun sistema de estadificacion tumoral de

la AJCC en su 8°

edicion
Estadio Anatomo- Estadio Anatomo-
N (%) N (%)
Patolodgico Agrupado Patoldgico

p! 18 (24,3%) 27
pll 9(12,2%) (36,5%)
plll 18 (24,3%)

pIVA 18 (24,3%) 47

plVB 11 (14,9%) (63,5%)

plvVC 0 (0%)

Nota. N=frecuencia absoluta. %=frecuencia relativa.

2. DESCRIPCION GRUPO CONTROL

El grupo control estd formado por 32 pacientes. La distribucién por sexo es de 17 en el
sexo masculino (53,1%), y 15 en el sexo femenino (46,9%).

La edad media con intervalo de confianza al 95% es de 47,7 (43,5-51,8) afios.

El habito tabaquico esta presente en 11 de los 32 pacientes, lo que supone una

prevalencia del 34,4%.

Existia el antecedente de cancer de tiroides en uno de los 32 pacientes del

grupo control. Ningun otro paciente tenia antecedentes de procesos neoplasicos.
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3. PERFIL DE PROTEINAS BASADO EN ACTIVIDAD DE LAS
CATEPSINAS

Con las muestras de saliva obtenidas, tanto del grupo casos como del grupo control, se
realizo el perfil de proteinas basado en actividad de las catepsinas, confeccionando los
geles de poliacrilamida, un ejemplo de los cuales se muestra en la Figura 34. En la
primera calle de cada uno de los geles, se ha instilado un preparado con marcadores
para los distintos pesos moleculares. Este es empleado como referencia para localizar
las bandas de las distintas catepsinas en funcion de su peso molecular, en el resto de
las calles, que corresponden a las muestras de saliva.

FIGURA 34.

Ejemplo de uno de los geles de poliacrilamida con muestras del grupo de casos.
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Se pueden apreciar en la mayoria de las calles dos bandas muy juntas entre si, a
la altura de los 25 kDa. También se aprecia con claridad una banda unica a la altura de
los 23 kDa. Mds tenue e inconstante resulta en este gel una banda que corresponde a
la catepsina L, alrededor de los 21 kDa. Estas bandas reproducen la secuencia aportada
por el fabricante (Figura 33), aunque los pesos moleculares resultantes son algo
menores a los adjudicados en la literatura, que serian 30 kDa para la catepsina B, 25
kDa para la catepsina Sy 23 kDa para la catepsina L.

Por dltimo, ninguna banda puede apreciarse a la altura de 32-34 kDa, peso
molecular de la catepsina X/Z, por lo que no se pudieron obtener datos de actividad de
dicha proteasa.
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FIGURA 335.

Ejemplo de otro gel de poliacrilamida con muestras de casos y de controles
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FIGURA 346.

Ejemplo de un nuevo gel de poliacrilamida con muestras de casos y de controles
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3.1 PERFIL DE PROTEINAS BASADO EN ACTIVIDAD GLOBAL

A continuacién, se cuantificé la actividad de cada una de las catepsinas, y de su total,
en funciéon de la fluorescencia de cada una de sus correspondientes bandas, y se
expresdé como intensidad de densidad éptica. La prueba de Kolmogorov-Smirnov sobre
estos descartaba una distribucién normal; por tanto, se expresaron en forma de
mediana y rango intercuartilico, como puede verse en la Tabla 11.

Tabla 11.
Intensidad de densidad dptica total para cada una de las 3 catepsinas obtenidas.

PESO MOLECULAR INTENSIDAD DE DENSIDAD OPTICA

EN SPS-PAGE (kDa) (MEDIANA - RIC)
CATEPSINA B 25 191,3 (77,6 — 336,5)
CATEPSINA S 23 432,8 (232,9 - 899,6)
CATEPSINA L 21 68,8 (21,7 — 200,9)
CATEPSINAB +S +1 - 910,17 (611 — 1434,1)

Nota. RIC = Rango Intercuartilico.

Para una mejor comprensién de los datos obtenidos, se realizaron graficos de
dispersién que muestran la actividad de cada una de las 3 catepsinas por separado en
la muestra total estudiada, tanto de casos como de control.

Grdfico 6.

Grdfico de dispersion que muestra la distribucion de la actividad de la catepsina B

Distribucion de los niveles de actividad de catepsina B
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Grdfico 7.

Grdfico de dispersion que muestra la distribucion de la actividad de catepsina S salivar

Distribucion de los niveles de actividad de catepsina S
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Grdfico 8.

Grdfico de dispersion en funcion de los niveles de catepsina L salivar
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3.2 PERFIL DE PROTEINAS BASADO EN ACTIVIDAD EN GRUPO DE
CASOS Y GRUPO CONTROL

Se realizd una comparacién entre las medianas de ambos grupos para cada una de las
catepsinas estudiadas, empleando test no pardmetricos (U de Mann-Whitney), cuyos
datos se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12.

Intensidad de densidad dptica en el grupo de casos y en el grupo de controles para cada una de
las 3 catepsinas obtenidas, y la suma total. Andlisis bivariante mediante U de Mann-Whitney

CASOS (10D COMO CONTROLES (10D VALOR P
MEDIANA — RIC) COMO MEDIANA - RIC)
CATEPSINA B 190,2 (63,9 — 348,4) 192,4 (127 — 284,5) 0,99
CATEPSINA S 652,3 (272,5-1246,8)  301,4 (197,3 —398,6) <0,01
CATEPSINA L 41,9 (14,8 - 103,2) 184,2 (96,2 — 275,3) <0,01
CATEPSINAB+S+L  1059,2 (583,7-1808,7) 803 (616,3 — 1047,2) 0,05

Nota. IOD = intensidad de densidad dptica. RIC = rango intercuartilico.
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4. ANALISIS COMPARANDO CASOS Y CONTROLES PARA
DETERMINAR DIFERENCIAS EN LA ACTIVIDAD DE LA
CATEPSINA S ENTRE AMBOS GRUPOS

Se confecciond una curva ROC para diagndstico de carcinoma faringolaringeo
empleando los niveles de catepsina S salivar, que se muestra en el Grafico 9.

Grdfico 9.

Curva ROC para diagndstico de cdncer Si/No con los niveles de catepsina S salivar
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Nota. Area bajo la curva 0,70.

A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 13).
Tabla 13.

Indice de Youden para diagndstico de cdncer Si/No

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especifidad indice de Youden
395,9600 0,6316 0,7187 0,3503
432,8400 0,6316 0,7500 0,3816

479,7450 0,6316 0,7812 0,4128
497,3350 0,6184 0,7812 0,3997
521,8350 0,6053 0,7812 0,3865
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 479,7”. Se realiz6 un analisis bivariante para comprobar diferencias en
dicha variable entre los grupos de casos y de controles, asi como en las principales
variables epidemiolégicas recogidas en ambos grupos (sexo, edad y habito tabdquico),
tal y como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, T de Student y U de Mann-Whitney segun
caracteristicas de cada variable

VARIABLE GRUPO CASOS GRUPO CONTROL  VALORP
(N=76) (N=32)
EDAD - MEDIA (1C95%) 62,5 (60,1-64,9) 47,7 (43,5-51,8) <0,01
SEXO - N (%) <0,01
HOMBRE 72 (94,7%) 17 (53,1%)
MUJER 4 (5,3%) 15 (46,9%)
HABITO TABAQUICO - N (%) 74 (97,4%) 11 (34,4%) <0,01
CATEPSINA S > 479,7 <0,01
s/ 48 (63,2%) 7 (21,8%)
NO 28 (36,8%) 25 (78,2%)

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucién.
N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por dltimo, se realizd el analisis multivariante mediante regresién logistica
binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y
como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con Cdncer Si/NO como variable
dependiente

VARIABLE VALOR P OR (IC95%)
CATEPSINA S SALIVAR > 0,03 7,3 (1,2-44,6)
479,7

EDAD 0,01 0,9 (0,82-0,97)
SEXO <0,01 16,9 (2,8-101,7)
TABACO 0,02 169,0 (11,1-2569,4)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,79.
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5. ANALISIS RELACIONANDO LA EXTENSION DEL TUMOR
PRIMARIO CON LA ACTIVIDAD DE LA CATEPSINA S
SALIVAR

La prueba de Kolmogorov-Smirnov, con la correccidon de Lilliefors, para las variables
cuantitativas Paquetes-Aio, Meses desde inicio sintomas y Estancia hospitalaria;
mostré una significancia estadistica con p<0,01, por lo que considerd que no seguian
una distribucién normal.

5.1 ANALISIS COMPARANDO LA EXTENSION DEL TUMOR PRIMARIO
MEDIANTE LA VARIABLE T CLINICA AGRUPADA

Se confecciond una curva ROC para cT inicial vs avanzado, empleando los niveles de
catepsina S salivar, que se muestra en el Gréfico 10.

Grdfico 10.

Curva ROC para cT Inicial/Avanzado con los niveles de catepsina S salivar
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Nota. Area bajo la curva = 0,64.
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A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 16).

Tabla 16.

indice de Youden para cT Inicial/Avanzado

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especifidad indice de Youden
796,7600 0,5366 0,6857 0,2223
813,7900 0,5366 0,7143 0,2509
826,0500 0,5366 0,7429 0,2794
833,7900 0,5122 0,7429 0,2551
848,3400 0,4878 0,7429 0,2307

Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 826,05”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias
en dicha variable entre los casos con un cT inicial y aquellos con un cT avanzado.
También se analizaron diferencias en las variables clinicas sexo, edad, paquetes-afio,
sintomas, meses desde inicio de los sintomas y localizacion tumoral. Los resultados se
muestran en la Tabla 17.

Tabla 17.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable

VARIABLE cT INICIAL (N=35) cT AVANZADO (N=41) VALORP
EDAD — MEDIA (1C95%) 61,7 (58,2-65,3) 63,1 (59,8-66,4) 0,54
SEXO-N 0,62
HOMBRE 34 (97,1%) 38(92,7%)
MUJER 1(2,9%) 3(7,3%)
PAQUETES-ANO — MEDIANA 35 (30-60) 40 (30,3-50) 0,62
(RIC)
SINTOMAS - N
ODINOFAGIA 0 5(12,2%) 0,06
DISFAGIA 5 (14,3%) 16 (39%) 0,06
DISFONIA 26 (74,3%) 38(92,7%) 0,06
DISNEA 0 8 (19,5%) <0,01
OTALGIA 0 8 (19,5%) <0,01
HEMOPTISIS 3 (8,6%) 4 (9,8%) 1
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PARESTESIAS FARINGEAS 3 (8,6%) 4 (9,8%) 1

TUMORACION CERVICAL 4 (11,4%) 2 (4,9%) 0,41
MESES DESDE INICIO SINTOMAS 4 (2-6,3) 6 (4-7,8) <0,05
— MEDIANA (RIC)

LOCALIZACION TUMORAL - N

GLOTIS 20 (57,1%) 24 (58,5%) 0,90
SUPRAGLOTIS 10 (28,6%) 12 (29,3%) 0,95
SUBGLOTIS 0 2 (4,9%) 0,50
HIPOFARINGE 4 (11,4%) 3(7,3%) 0,70
OROFARINGE 1(2,9%) 0 -
CATEPSINA S > 826,1 0,01
s/ 9 (25,7%) 22 (53,7%)
NO 26 (74,3%) 19 (46,3%)

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucidn.
N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por ultimo, se realizd el analisis multivariante mediante regresién logistica
binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y
como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con cT Inicial/Avanzado como
variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (1C95%)
CATEPSINA S SALIVAR 0,02 3,6 (1,2-10,8)
DISNEA 0,99 -
OTALGIA 0,99 -
MESES DESDE INICIO SINTOMAS 0,37 1,1(0,92-1,25)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,43.
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5.2. ANALISIS COMPARANDO LA EXTENSION DEL TUMOR PRIMARIO
MEDIANTE LA VARIABLE T ANATOMOPATOLOGICA AGRUPADA

Se confeccioné una curva ROC para pT inicial vs avanzado, empleando los niveles de
catepsina S salivar, que se muestra en el Grafico 11.

Grdfico 11.

Curva ROC para T Anatomopatoldgica Inicial / Avanzada con los niveles de
catepsina S salivar
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Nota. Area bajo la curva = 0,64

A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 19).
Tabla 19.

Indice de Youden para pT Inicial/Avanzado

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especifidad indice de Youden
796,7600 0,5122 0,6970 0,2092
813,7900 0,5122 0,7273 0,2395

826,0500 0,5122 0,7576 0,2698
833,7900 0,4878 0,7576 0,2454
848,3400 0,4634 0,7576 0,2210
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 826,05”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias

en dicha variable entre los casos con un pT inicial y aquellos con un pT avanzado.

También se analizaron diferencias en las variables clinicas sexo, edad, paquetes-afio,

sintomas, meses desde inicio de los sintomas y localizacién tumoral. Los resultados se

muestran en la Tabla 20.

Tabla 20.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable

VARIABLE pTINICIAL (N=36)  pT AVANZADO (N=41)  VALOR P
EDAD — MEDIA (1C95%) 61,8 (57,7-65,9) 62,9 (59,9-65,9) 0,80
SEXO-N 0,62
HOMBRE 32 38
MUJER 1 3
PAQUETES-ANO — MEDIANA (RIC) 30 (28-60) 40 (31-50) 0,32
SINTOMAS - N
ODINOFAGIA 0 5 0,06
DISFAGIA 3 17 <0,01
DISFONIA 24 39 <0,01
DISNEA 0 8 <0,01
OTALGIA 0 8 <0,01
HEMOPTISIS 3 3 1
PARESTESIAS FARINGEAS 2 5 0,45
TUMORACION CERVICAL 4 2 0,40
MESES DESDE INICIO SINTOMAS - 4 (2-6) 5 (3-7) 0,16
N
LOCALIZACION TUMORAL
GLOTIS 20 23 0,70
SUPRAGLOTIS 8 13 0,48
SUBGLOTIS 1 1 1
HIPOFARINGE 3 4 1
OROFARINGE 1 0 -
CATEPSINA S > 826,1 0,02
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POSITIVA
NEGATIVA

8
25

21
20

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucion.

N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por dltimo, se realizd el andlisis multivariante mediante regresién logistica

binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y

como se muestra en la Tabla 21.

Tabla 21.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con pT Inicial/Avanzado como

variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (IC95%)
CATEPSINA S SALIVAR 0,02 5,7 (1,3-25,9)
DISFAGIA 0,99 -
DISFONIA 0,99 -
DISNEA 0,99 -
OTALGIA 0,99 -

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,72.
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6. ANALISIS RELACIONANDO LA PRESENCIA DE
METASTASIS GANGLIONARES CERVICALES CON LA
ACTIVIDAD DE LA CATEPSINA S SALIVAR

6.1. ANALISIS DE LA PRESENCIA DE METASTASIS GANGLIONARES
CERVICALES MEDIANTE LA VARIABLE N CLINICA AGRUPADA

Se confecciond una curva ROC para cN negativo vs positivo, empleando los niveles de
catepsina S salivar, que se muestra en el Grafico 12.

Grdfico 12.

Curva ROC para cN Negativo/Positivo con los niveles de catepsina S salivar
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A continuaciodn, se calculé el indice de Youden (Tabla 22).
Tabla 22.

Indice de Youden para cN Negativo/Positivo

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especifidad indice de Youden
521,8350 0,6364 0,4074 0,0438
561,6550 0,6364 0,4444 0,0808
594,6600 0,6364 0,4630 0,0993
614,1400 0,5909 0,4630 0,0539
624,5600 0,5909 0,4815 0,0724
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S

salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica

de catepsina S > 594,66”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias

en dicha variable entre los casos con una cN negativa y aquellos con una cN positiva.

También se analizaron diferencias en las variables clinicas sexo, edad, paquetes-afio,

sintomas, meses desde inicio de los sintomas y localizacién tumoral. Los resultados se

muestran en la Tabla 23.

Tabla 23.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable

VARIABLE cN NEGATIVO (N=54)  cN POSITIVO (N=22)  VALOR P
EDAD — MEDIA (1C95%) 61,6 (58,7-64,6) 64,1 (59,8-68,5) 0,46
SEXO-N 0,32
HOMBRE 50 22
MUJER 4 0
PAQUETES-ANO — MEDIANA (RIC) 35 (30-50) 45 (35-60) 0,05
SINTOMAS - N
ODINOFAGIA 3 2 0,62
DISFAGIA 13 8 0,40
DISFONIA 49 15 0,01
DISNEA 6 2 1
OTALGIA 4 4 0,22
HEMOPTISIS 5 2 1
PARESTESIAS FARINGEAS 2 5 0,19
MESES DESDE INICIO SINTOMAS — 5(2,5-7) 4 (4-7,5) 0,84
N
LOCALIZACION TUMORAL
GLOTIS 38 6 <0,01
SUPRAGLOTIS 10 12 <0,01
SUBGLOTIS 2 0 1
HIPOFARINGE 4 3 0,40
OROFARINGE 0 1 -
CATEPSINA S > 594,7 0,43
Si 29 14
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NO 25 8

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucion.
N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por dltimo, se realizd el andlisis multivariante mediante regresién logistica
binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y
como se muestra en la Tabla 24.

Tabla 24.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con cN Positivo/Negativo como
variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (I1C95%)
PAQUETES-ANO 0,68 1(1-1,02)
DISFONIA 0,56 1,6 (0,3-7,5)
GLOTIS 0,32 0,4 (0,1-2,4)
SUPRAGLOTIS 0,31 2,4 (0,4-13,1)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,22.
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6.2. ANALISIS DE LA PRESENCIA DE METASTASIS GANGLIONARES

CERVICALES MEDIANTE LA VARIABLE N ANATOMOPATOLOGICA
AGRUPADA

Se confecciond una curva ROC para pN negativo vs positivo, empleando los niveles de
catepsina S salivar, que se muestra en el Grafico 13.

Grdfico 13.

Curva ROC para pN Negativo/Positivo con los niveles de catepsina S
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Nota. Area bajo la curva = 0,53.

A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 25).
Tabla 25.

indice de Youden para pN Negativo/Positivo

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especifidad indice de Youden
521,8350 0,6667 0,4400 0,1067
561,6550 0,6667 0,4800 0,1467
594,6600 0,6667 0,5000 0,1667
614,1400 0,6250 0,5000 0,1250
624,5600 0,6250 0,5200 0,1450
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 594,66”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias
en dicha variable entre los casos con una pN negativa y aquellos con una pN positiva.
También se analizaron diferencias en las variables clinicas sexo, edad, paquetes-afio,
sintomas, meses desde inicio de los sintomas y localizacién tumoral. Los resultados se
muestran en la Tabla 26.

Tabla 26.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable

VARIABLE pN NEGATIVO (N=50)  pN POSITIVO (N=24) VALOR P
EDAD - MEDIA (1C95%) 61,6 (58,6-64,6) 62,6 (58,3-66,8) 0,93
SEXO-N 0,74
HOMBRE 47 23
MUJER 3 1
PAQUETES-ANO — MEDIANA 40 (30-50) 45 (30-50) 0,50
(RIC)
SINTOMAS - N
ODINOFAGIA 3 2 0,66
DISFAGIA 12 8 0,40
DISFONIA 45 18 0,09
DISNEA 6 2 1
OTALGIA 4 4 0,42
HEMOPTISIS 5 1 0,66
PARESTESIAS FARINGEAS 1 6 <0,01
MESES DESDE INICIO 6 (2,5-7) 4 (3-7) 0,70
SINTOMAS - N
LOCALIZACION TUMORAL
GLOTIS 36 7 <0,01
SUPRAGLOTIS 9 12 <0,01
SUBGLOTIS 2 0 1
HIPOFARINGE 3 4 0,20
OROFARINGE 0 1 -
CATEPSINA S >594,7 0,18
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POSITIVA 25 16
NEGATIVA 25 8

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucion.
N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por ultimo, se realizd el analisis multivariante mediante regresion logistica
binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y
como se muestra en la Tabla 27.

Tabla 27.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con pN Negativo/Positivo como
variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (IC95%)
PARESTESIAS FARINGEAS ‘ 0,06 0,1(0,1-1)
GLOTIS ‘ <0,05 0,2 (0,5-0,9)
SUPRAGLOTIS ‘ 0,95 1,1(0,2-5,2)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,30.
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7. ANALISIS RELACIONANDO EL ESTADIO TUMORAL CON
LA ACTIVIDAD DE LA CATEPSINA S SALIVAR

7.1. ANALISIS COMPARANDO EL ESTADIO DEL TUMOR MEDIANTE LA
VARIABLE ESTADIO CLINICO AGRUPADO

Se confecciond una curva ROC para estadio clinico inicial vs avanzado, empleando los
niveles de catepsina S salivar, que se muestra en el Grafico 14.

Grdfico 14.

Curva ROC para Estadio Clinico Inicial/Avanzado con los niveles de catepsina S salivar
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Nota. Area bajo la curva = 0,63

A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 28).
Tabla 28.

Indice de Youden para Estadio Clinico Inicial/Avanzado

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especifidad indice de Youden
796,7600 0,5319 0,7241 0,2561
813,7900 0,5319 0,7586 0,2905

826,0500 0,5319 0,7931 0,3250
833,7900 0,5106 0,7931 0,3037
848,3400 0,4894 0,7931 0,2825
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 826,05”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias
en dicha variable entre los casos con un estado clinico inicial y aquellos con un estadio
clinico avanzado. También se analizaron diferencias en las variables clinicas sexo, edad,
paquetes-afio, sintomas, meses desde inicio de los sintomas y localizaciéon tumoral. Los
resultados se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable

VARIABLE ESTADIO CLINICO ESTADIO CLiNICO VALOR P
INICIAL (N=29) AVANZADO (N=47)
EDAD — MEDIA (IC95%) 61,8 (57,7-65,9) 62,9 (59,9-65,9) 0,67
SEXO-N 1
HOMBRE 28 44
MUJER 1 3
PAQUETES-ANO — MEDIANA (RIC) 30 (30-60) 40 (30-50) 0,47
SINTOMAS - N
ODINOFAGIA 0 5 0,15
DISFAGIA 6 15 0,42
DISFONIA 24 40 0,79
DISNEA 0 8 0,02
OTALGIA 0 8 0,02
HEMOPTISIS 3 4 1
PARESTESIAS FARINGEAS 2 5 0,70
TUMORACION CERVICAL 0 6 0,08
MESES DESDE INICIO SINTOMAS — 4 (2-6) 6 (4-7) 0,10
N
LOCALIZACION TUMORAL 0,32
GLOTIS 20 24 0,13
SUPRAGLOTIS 6 16 0,21
SUBGLOTIS 0 2 0,52
HIPOFARINGE 3 4 1
OROFARINGE 0 1 -
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CATEPSINA SALIVAR S > 826,05 <0,01
S/ 6 25
NO 23 22

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucion.
N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por ultimo, se realizd el analisis multivariante mediante regresion logistica
binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y
como se muestra en la Tabla 30.

Tabla 30.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con Estadio Clinico Inicial/Avanzado
como variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (IC95%)
CATEPSINA S SALIVAR ‘ <0,01 4,6 (1,5-14,7)
DISNEA 0,99 -

OTALGIA ‘ 0,99 -
Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,39.
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7.2. ANALISIS COMPARANDO EL ESTADIO DEL TUMOR MEDIANTE LA
VARIABLE ESTADIO ANATOMO-PATOLOGICO AGRUPADO

Se confecciond una curva ROC para estadio anatomopatoldgico inicial vs avanzado,

empleando los niveles de catepsina S salivar, que se muestra en el Gréfico 15.

Grdfico 15.

Curva ROC para Estadio Anatomo-Patoldgico Inicial/Avanzado con los niveles de

catepsina S
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Nota. Area bajo la curva = 0,66.

A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 31).

Tabla 31.

Indice de Youden para Estadio Anatomo-Patoldgico Inicial/Avanzado

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especificidad indice de Youden
796,7600 0,5306 0,7047 0,2714
813,7900 0,5306 0,7778 0,3084
826,0500 0,5306 0,8148 0,3454
833,7900 0,5102 0,8148 0,3250
848,3400 0,4898 0,8148 0,3046
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 826,05”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias
en dicha variable entre los casos con un estado anatomopatoldgico inicial y aquellos
con un estadio anatomopatoldgico avanzado. También se analizaron diferencias en las
variables clinicas sexo, edad, paquetes-aifio, sintomas, meses desde inicio de los
sintomas y localizacion tumoral. Los resultados se muestran en la Tabla 32.

Tabla 32.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable

VARIABLE ESTADIO ANATOMO-  ESTADIO ANATOMO- VALOR P
PATOLOGICO INICIAL PATOLOGICO
(N=27) AVANZADO (N=47)
EDAD - MEDIA (1C95%) 61,9 (57,6-66,2) 62,8 (59,9-65,7) 0,74
SEXO-N 1
HOMBRE 26 46
MUJER 1 3
PAQUETES-ANO — MEDIANA 30 (25-60) 40 (30-50) 0,35
(RIC)
SINTOMAS - N
ODINOFAGIA 0 5 0,15
DISFAGIA 3 18 0,02
DISFONIA 22 42 0,63
DISNEA 0 8 0,05
OTALGIA 0 8 0,05
HEMOPTISIS 3 4 0,70
PARESTESIAS FARINGEAS 1 6 0,41
TUMORACION CERVICAL 0 6 0,08
MESES DESDE INICIO 4 (2-7) 5 (3-7) 0,30
SINTOMAS — N
LOCALIZACION TUMORAL
GLOTIS 19 25 0,10
SUPRAGLOTIS 5 17 0,14
SUBGLOTIS 1 1 1
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HIPOFARINGE
OROFARINGE
CATEPSINA S > 826,1
POSITIVA
NEGATIVA

<0,01

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucion.

N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por ultimo, se realizd el analisis multivariante mediante regresion logistica

binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y

como se muestra en la Tabla 33.

Tabla 33.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con Estadio Anatomo-Patoldgico

Inicial/Avanzado como variable dependiente

VARIABLE

OR (1C95%)

CATEPSINA S SALIVAR
DISFAGIA

DISNEA

OTALGIA

4,8 (1,4-16,6)
5,3 (1,2-22,4)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,46.
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8. ANALISIS RELACIONANDO LA PRESENCIA DE
COMPLICACIONES  POSTQUIRURGICAS CON LA
ACTIVIDAD DE LA CATEPSINA S

8.1. ANALISIS DE COMPLICACIONES POSTQUIRURGICAS GLOBALES

Se confecciond una curva ROC para la presencia de complicaciones postquirurgicas,
empleando los niveles de catepsina S salivar, que se muestra en el Grafico 16.

Grdfico 16.

Curva ROC para Complicaciones Postquirurgicas Si/No con los niveles de catepsina S
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Nota. Area bajo la curva = 0,69.
A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 34).

Tabla 34.

Indice de Youden para Complicaciones postquirtirgicas Si/No

Catepsina S Salivar Sensibilidad Especificidad indice de Youden
859,3750 0,3750 0,6923 0,0673
866,1900 0,3750 0,7308 0,1058
899,6000 0,3750 0,7692 0,1442
949,2200 0,3542 0,7692 0,1234

1051,9700 0,3333 0,7692 0,1026
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S
salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica
de catepsina S > 899,6”. Se realizé un analisis bivariante para comprobar diferencias en
dicha variable entre los casos que habian presentado complicaciones postquirurgicas, y
aquellos que no. También se analizaron diferencias en las variables clinicas sexo, edad,
paquetes-afio, cT, cN, estadio clinico, pT, pN, estadio anatomopatoldgico, tipo de
cirugia, estancia hospitalaria, localizacién tumoral, gastrostomia, diferenciaciéon
tumoral, rotura capsular y tragueotomia previa. Los resultados se muestran en la Tabla
35.

Tabla 35.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable, en los pacientes intervenidos
quirdrgicamente

VARIABLE COMPLICACIONES POSTQUIURGICAS VALOR
Si(N=26) NO (N=48) P
EDAD — MEDIA (IC95%) 61,8 (59,0-64,8) 62,4 (58,1-66,7) 0,83
SEXO - N (%) 0,61
HOMBRE 24 46
MUJER 2 2
PAQUETES-ANO - MEDIANA (RIC) 43 (30-50) 36 (30-50) 0,64
cT AGRUPADA 0,04
INICIAL 8 27
AVANZADA 18 21
cN AGRUPADA 0,16
NEGATIVA 16 37
POSITIVA 10 11
ESTADIO CLINICO AGRUPADO 0,04
INICIAL 6 23
AVANZADA 20 25
pT AGRUPADA <0,01
INICIAL 6 27
AVANZADA 20 21
pN AGRUPADA 0,02
NEGATIVA 13 37
POSITIVA 13 11
ESTADIO ANATOMO-PATOLOGICO <0,01
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AGRUPADO
INICIAL
AVANZADO
TIPO CIRUGIA
MICROCIRUGIA TRANSORAL LASER
LARINGUECTOMIA PARCIAL
LARINGUECTOMIA TOTAL
AMIGDALECTOMIA
ESTANCIA HOSPITALARIA — MEDIANA
(RIC)
LOCALIZACION TUMORAL
GLOTIS
SUPRAGLOTIS
SUBGLOTIS
HIPOFARINGE
OROFARINGE
GASTROSTOMIA
DIFERENCIACION TUMORAL
BUENA
MODERADA
POBRE
INDIFERENCIADA
ROTURA CAPSULAR
TRAQUEOTOMIA PREVIA
CATEPSINA S > 899,6
POSITIVA
NEGATIVA

22

0
6
19
0
30 (24-39)

20

23
25

18

11

19
1

10 (3-15)

29

N =, 0N

N N

18
30

0,01

<0,01

0,59
0,16
0,54

<0,01

0,59

0,29

0,21

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucidn.

N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico

Por ultimo, se realizd el andlisis multivariante mediante regresién logistica
binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y

como se muestra en la Tabla 36.
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Tabla 36.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con Complicaciones Postquirurgicas

Si/No como variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (IC95%)
CT AGRUPADA 0,73 2,2 (0,3-182,9)
ESTADIO CLINICO AGRUPADO 0,12 18,6 (0,5-709,1)
PT AGRUPADA 0,46 5,7 (0,6-550,6)
ESTADIO ANATOMO- 0,30 6,7 (0,2-246,2)
PATOLOGICO AGRUPADO

TIPO CIRUGIA 0,69 1,3 (0,4-4)
ESTANCIA HOSPITALARIA <0,01 1,2 (1,1-1,3)
GASTROSTOMIA 0,52 2,0 (0,2-17,1)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,58.
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8.2. ANALISIS DE LA APARICION DE FISTULA  SALIVAL
FARINGOCUTANEA TRAS LA LARINGECTOMIA TOTAL

Se confecciond una curva ROC para la presencia de fistula salival faringocutanea en
pacientes laringectomizados totales, empleando los niveles de catepsina S salivar, que
se muestra en el Grafico 17.

Grdfico 17.

Curva ROC para Fistula Salival Si/No con los niveles de catepsina S
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Nota. Area bajo la curva = 0,59.

A continuacidn, se calculd el indice de Youden (Tabla 37).
Tabla 37.

indice de Youden para Fistula Salival Si/No

Catepsina Salivar Sensibilidad Especificidad indice de Youden
848,3400 0,5455 0,5625 0,1080
859,3750 0,5455 0,6250 0,1705
866,1900 0,5455 0,6875 0,2330
899,6000 0,5000 0,6875 0,1875

1029,5800 0,4545 0,6875 0,1420
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Una vez obtenido el indice de Youden, se empled dicho valor de catepsina S

salivar para la conformacién de la variable cualitativa: “intensidad de densidad éptica

de catepsina S > 866,19”. Se realizd un analisis bivariante para comprobar diferencias

en dicha variable entre los pacientes laringectomizados totales que habian presentado

fistula salival faringocutanea, y aquellos que no. También se analizaron diferencias en

las variables clinicas sexo, edad, paquetes-afio, cT, cN, estadio clinico, pT, pN, estadio

anatomopatoldgico, tipo de cirugia, estancia hospitalaria, localizacion tumoral,

gastrostomia, diferenciacion tumoral, rotura capsular y tragueotomia previa. Los

resultados se muestran en la Tabla 38.

Tabla 38.

Andlisis bivariante mediante chi-cuadrado, estadistico exacto de Fisher, T de Student y U de
Mann-Whitney segun caracteristicas de cada variable, en los pacientes sometidos a

laringectomia total

VARIABLE FISTULA SALIVAL VALOR P
Si(N=16) NO (N=22)

EDAD — MEDIA (IC95%) 61,8 (57,3-66,3) 62,8 (57,8-67,8) 0,77

SEXO - N (%) 0,37
HOMBRE 14 21
MUJER 2 1

PAQUETES-ANO — MEDIANA (RIC) 40 (31-48) 40 (30-50) 0,84

cT AGRUPADA 0,91
INICIAL 2 3
AVANZADA 14 19

cN AGRUPADA 0,98
NEGATIVA 8 17
POSITIVA 8 5

ESTADIO CLiNICO AGRUPADO 0,62
INICIAL 1 3
AVANZADO 15 19

pT AGRUPADA 0,75
INICIAL 1 2
AVANZADA 15 20

pN AGRUPADA 0,02
NEGATIVA 5 16
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POSITIVA
ESTADIO ANATOMO-PATOLOGICO
AGRUPADO
INICIAL
AVANZADO
ESTANCIA HOSPITALARIA - MEDIANA
(RIC)
LOCALIZACION TUMORAL
GLOTIS
SUPRAGLOTIS
SUBGLOTIS
HIPOFARINGE
GASTROSTOMIA
DIFERENCIACION TUMORAL
BUENA
MODERADA
POBRE
INDIFERENCIADA
ROTURA CAPSULAR
TRAQUEOTOMIA PREVIA
CATEPSINA S > 866,2
POSITIVA
NEGATIVA

11

0
16
35 (28-43)

N NN O OO

= U O N

11
5

1
21
14 (12-20)

N P, O W

10
12

0,99

<0,01

0,15
0,13

<0,01

0,67

0,07

0,16

Nota. Datos expresados como n (%), media (IC95%) o mediana (RIC) segun su distribucidn.

N=frecuencia absoluta. IC95%=Intervalo de confianza al 95%. RIC=Rango Intercuartilico.

Por dltimo, se realizd el analisis multivariante mediante regresién logistica

binaria con las variables que resultaron significativas en el andlisis bivariante, tal y

como se muestra en la Tabla 39.
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Tabla 39.

Andlisis multivariante mediante regresion logistica binaria con Fistula Salival Si/No como

variable dependiente

VARIABLE VALOR P OR (1€95%)

pN AGRUPADA 0,06 4,3 (0,9-20,3)
ESTANCIA HOSPITALARIA 0,06 2,9 (0,9-7,8)
GASTROSTOMIA 0,22 4,6 (0,4-60,2)

Nota. OR=0dds Ratio. IC95%=Intervalo de Confianza al 95%. R? de Nagelkerke de 0,51.
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1. OBTENCION Y CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA
POBLACIONAL

1.1 OBTENCION DEL GRUPO DE CASOS

La gran mayoria de los pacientes con un carcinoma epidermoide
faringolaringeo son sometidos a una intervencién quirdrgica, bien como tratamiento o
bien para la obtencién de una biopsia que confirme la enfermedad. Se aprovech¢ el
momento inmediato previo a dicha intervencidn ya que ofrecia las condiciones idéneas
para la obtencidn de la muestra salivar: ayunas de al menos 8 horas, sin cepillado de
dientes ni mascado de ninguna sustancia, para evitar la estimulacién salival, como
aconsejan la mayoria de los autores. (225)

Existi6 una pequefia proporcion de pacientes con certeza sin necesidad de
intervencidn quirurgica, ni tampoco se sometian a cirugia dentro de su plan terapéutico. Se
trataba fundamentalmente de pacientes con carcinomas de orofaringe o de laringe
iniciales, en los que se tomaba la biopsia en la propia consulta, y su tratamiento
consistia en la radioterapia + quimioterapia. No se incluyeron a estos pacientes en el
estudio por la dificultad para lograr una muestra salivar con garantias suficientes.

Se utilizaron las torundas de algodoén Salivette©, de la empresa SARSTEDT,
pues han sido disefiadas especificamente para la obtencidon de muestras salivares, y
existe abundante bibliografia que apoya su uso, tanto en la practica clinica habitual
(medicién de cortisol y otras hormonas en saliva) como en estudios experimentales.
(227,228). Dado que la participacién en el estudio no conllevaba el sometimiento a
ninguna medida invasiva, ni visitas adicionales al centro hospitalario, tuvo una
excelente acogida entre los pacientes de nuestra muestra.

Aunque la histologia mas comun en los procesos neopldsicos de la faringe y la
laringe es el carcinoma epidermoide, durante la realizacién del estudio fueron
diagnosticados pacientes con otros tipos de cdncer como sarcomas, adenocarcinomas
o carcinomas basaloides. Ninguno de ellos se consideré candidato, ya que estas formas
neoplasicas presentan una etiopatogenia y un trasfondo molecular diferente al
carcinoma epidermoide. También se excluyeron, por los mismos motivos, aquellos
pacientes con carcinoma epidermoide de orofaringe P16+.

Fueron igualmente excluidos del estudio cualquier paciente con una condicién
crénica que pudiera alterar el proteoma salivar, ya fuera una segunda enfermedad
oncolédgica activa, o bien un proceso crénico de base inflamatoria.

Por ultimo, es preciso aclarar el caso especial de las metastasis ganglionares
cervicales de carcinoma epidermoide de origen desconocido. En el estudio se
incluyeron inicialmente cinco pacientes con dicho proceso. De ellos, en dos casos se
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demostré con posterioridad el origen faringeo de su céncer, por lo que se mantuvieron
en la muestra. En los otros tres casos, no se logré determinar el origen primario del
tumor, por lo que fueron retirados del estudio, al no poder garantizar el criterio de
inclusién principal de padecer un carcinoma epidermoide con origen en la faringe o la
laringe.

1.2 OBTENCION DEL GRUPO CONTROL

En la conformacién del grupo control, habia que prestar atencién a un aspecto
primordial en el grupo: la ausencia de condiciones patoldgicas que pudieran alterar el
proteoma salivar ya fuera a nivel local en la region de la cabeza y cuello, o a nivel
sistémico. Ello podia ser problematico en un servicio de Otorrinolaringologia, ya que la
mayor parte de los pacientes que acuden presentan algin problema de base
inflamatorio o neoplasico.

Finalmente se solventd dicha circunstancia obteniendo los controles de la
Unidad de Voz del Servicio de Otorrinolaringologia del HCUVA. Esta consulta atiende
sobre todo pacientes con trastornos funcionales laringeos, por lo que no era esperable
encontrar alteraciones histolégicas o moleculares en la via aéreo-digestiva superior
gue pudieran alterar el proteoma salivar. Ademas, en la propia consulta se realizaba
una exploracion faringolaringea completa, que permitia confirmar la ausencia de
enfermedad neoplasica o inflamatoria.

Dado que se trataba de pacientes que en su mayoria no serian
sometidos a tratamiento quirdrgico, existia el inconveniente de la obtencién de la
muestra salivar, que debia realizarse en las mismas condiciones que en el grupo de
casos. Para ello, estos pacientes eran avisados telefénicamente los dias previos a la
consulta, y se les planteaba la participacion en el estudio. Si aceptaban, se les pedia
gue acudieran en ayunas, sin cepillado de dientes ni mascado de ninguna sustancia.

La participacidén en el grupo control tuvo menor acogida que en el grupo de
casos, por las molestias relacionadas con el ayuno y la explicacién del procedimiento
por telematica.

1.3 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE AMBOS GRUPOS

La edad media en casos fue de 62,4 afos, y en controles fue de 47,7 afios, netamente
inferior. Estas diferencias se explican por cédmo se seleccionaron los pacientes en
ambos casos. La edad media del grupo de casos concuerda con lo publicado por la
mayoria de los autores, que sefialan la maxima incidencia del cancer de cabeza y cuello
entre la sexta y la séptima década de vida (5).

Sin embargo, los trastornos funcionales laringeos habituales que se tratan en
una consulta especializada de patologia vocal son tipicos de edades mas tempranas.

112



Muchos de ellos son reflejos de lesiones congénitas en cuerdas vocales o de malos
habitos vocales, que se manifiestan con el uso prolongado de la voz, tipicamente al
comenzar a ejercer ciertas profesiones como profesores o comerciales, entre la tercera
y la cuarta década de vida.

En cuanto al sexo, la gran mayoria de los pacientes del grupo de casos eran
hombres (97,4%) respecto a un porcentaje cercano a la igualdad en el grupo control
(53,1% para el sexo masculino). El cancer de cabeza y cuello es una patologia que
predomina claramente en el sexo masculino, aunque en los Ultimos afios esta
aumentando la incidencia en el sexo femenino. La mayoria de los autores actualmente
siguen reportando una clara preponderancia en hombres, aunque no en una
proporcién tan acusada como en nuestro estudio, sino en porcentajes alrededor del
80%. (229). Puede contribuir a este hecho la ausencia en nuestra muestra de pacientes
con cancer de cavidad oral, donde la incidencia en mujeres es superior respecto a la
laringe o la hipofaringe (4).

La equiparidad de sexos en el grupo control refleja las caracteristicas de la
consulta en la que se recogieron estos pacientes. Aunque los trastornos funcionales
laringeos son mas frecuentes en mujeres jovenes, con series que hablan incluso de un
80% de prevalencia en el sexo femenino (230), en esa consulta se atienden pacientes
gue precisan un estudio de voz avanzado, con un abanico relativamente amplio de
patologias funcionales subyacentes, que hace que no exista una preponderancia final
hacia ningun sexo.

Se interrogd a los pacientes del grupo control por el habito tabaquico, principal
factor de riesgo del cancer de cabeza y cuello, con una prevalencia del 34,4%. Este
dato es superior al que muestran las encuestas de salud realizadas por el Instituto
Nacional de Estadistica en Espafia, que hablan de un 19,8% de fumadores en 2020
(231). Es posible que en estos pacientes el habito tabaquico, aunque no estuviera
originando patologia orgdnica laringea, si que contribuyera a empeorar sus problemas
funcionales, y los llevara a la consulta especializada.

Por ultimo, respecto a los antecedentes personales de cancer, una proporcién
no desdefiable del grupo de casos (18,4%) habia padecido y superado otro proceso
neoplasico con anterioridad, generalmente pulmén o vejiga, enfermedades que se
asocian con frecuencia al cancer de cabeza y cuello al compartir similares factores de
riesgo. En el grupo de control, de poblacion mas joven y menor proporcién de habito
tabdquico, solo habia un paciente con antecedente de carcinoma tiroideo.

113



2. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS PROCESOS
NEOPLASICOS

2.1 ANALISIS DE LA LOCALIZACION DE LOS PROCESOS NEOPLASICOS

La laringe supone el principal érgano de asiento de los tumores de nuestro estudio,
con una clara superioridad (89,4%) sobre la hipofaringe (9,2%) y sobre la orofaringe
(1,4%). Pese a que constituye la segunda localizacion mas habitual dentro del cancer
de cabeza y cuello, en la mayoria de los estudios las diferencias no son tan manifiestas,
con una incidencia de entre 2 y 2,5 veces superior a la hipofaringe y a la orofaringe. (2)

Especialmente sefalable es la existencia de un Unico paciente con carcinoma de
orofaringe en la muestra. Este hecho puede explicarse por los siguientes motivos:

- Primero, los criterios de exclusiéon del estudio eliminan de la muestra a los
pacientes con un tumor P16+, que son alrededor de un tercio de los cdnceres de
orofaringe. (17)

- Como se ha explicado previamente, tampoco se incluyeron en el estudio pacientes
no sometidos a intervencién quirldrgica. El hecho de que la orofaringe sea
altamente susceptible de biopsia en consulta, y que muchos pacientes sean
sometidos a tratamientos con quimiorradioterapia; contribuyd sin duda a que no
fueran seleccionados para el estudio.

- Por ultimo, también es preciso sefialar que en el centro donde se desarrollé este
trabajo, los pacientes con carcinoma de orofaringe no siempre eran remitidos a la
consulta de Otorrinolaringologia, sino que en ocasiones se ocupaba de su
tratamiento el servicio de Cirugia Maxilofacial.

También llamativa es la proporcion 9:1 de la laringe con respecto a la
hipofaringe en nuestra muestra, aunque hay algunos aspectos que conviene tener en
cuenta. En primer lugar, existen tumores, sobre todo en estadios avanzados, en los
que, por la extension de la enfermedad, no siempre resulta facil discernir entre un
origen en la supraglotis o en la hipofaringe, sobre todo cuando afectan a zonas
limitrofes como el repliegue aritenoepiglético. Es posible, por tanto, que algunos de
estos pacientes con un cédncer de hipofaringe fueran catalogados como tumores de
supraglotis.

Conviene resaltar también que el HCUVA era centro de referencia, desde
algunas areas de salud, para la microcirugia transoral laser, siendo la mayor parte de
ellos tumores de glotis o supraglotis en estadios iniciales. Sin embargo, los tumores de
hipofaringe suelen presentarse en estadios mas avanzados y requieren de
tratamientos con quimiorradioterapia o de cirugias abiertas mas agresivas, que si se
realizaban en sus respectivos centros, y por tanto nunca llegaban a nuestro hospital.
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Este hecho ha podido favorecer la mayor proporcién de tumores laringeos respecto a
hipofaringeos en nuestra muestra.

Si nos centramos en la laringe y sus sublocalizaciones, los datos de nuestra
muestra si que son comparables a los de la mayoria de los estudios, que sefialan un
tercio de los casos en la supraglotis, dos tercios en la glotis, y una proporcién minima
en la subglotis (21).

Los sintomas referidos por los pacientes son reflejo de la localizaciéon de su
proceso tumoral. El papel predominante de la disfonia, sintoma presente en la mayoria
de los canceres de laringe salvo en tumores pequefios de supraglotis; concuerda con la
alta proporcién de carcinomas laringeos en la muestra. Le sigue en frecuencia la
disfagia, sintoma tipico de canceres de hipofaringe o de laringe de cierto tamafio.
Otros sintomas como la odinofagia o la otalgia, mas propios de la faringe, aparecen en
menor medida por la poca proporcion de tumores en esta localizacion.

Resulta interesante observar también los datos referidos a las adenopatias
cervicales Mientras que el paciente percibié una tumoracién en el cuello en el 11,8 %,
la deteccion de adenopatias sospechosas por el especialista se elevod hasta el 21,1 %, y
el rastreo mediante tomografia computarizada dejd el porcentaje final en 26,3 % de
casos con metdstasis ganglionares cervicales. Queda patente de este modo la
necesidad de una prueba de imagen para un correcto estadiaje; hecho por otro lado
firmemente asentado dentro de la oncologia de cabeza y cuello.

2.2 ANALISIS DE LOS PROCEDIMIENTOS TERAPEUTICOS REALIZADOS

La cirugia fue la principal herramienta terapéutica de los pacientes de nuestro estudio.
La laringectomia total fue la técnica empleada en aproximadamente la mitad de los
pacientes, y corresponde a aquellos con tumores localmente avanzados de laringe y de
hipofaringe. Aunque acarrea una importante morbilidad para el paciente, la mayoria
de los autores coinciden en su necesidad en estos casos. Los protocolos de
preservaciéon de dérgano basados en la quimioterapia y radioterapia ofrecen menores
tasas de éxito y acarrean un alto riesgo de pérdida de la funcién laringea, que obliga
posteriormente a la extirpacion de la laringe (232). Por eso, en nuestro centro, estos
pacientes eran tratados con laringectomia total primaria.

Por otro lado, las técnicas de laringectomia parcial abierta han experimentado
un franco retroceso en la ultima década. Empleadas generalmente para aquellos
tumores que sobrepasaban los limites de una cirugia transoral, pero en los que se
deseaba evitar la laringectomia total, han sido sustituidas en su mayor parte por los
protocolos de preservacién de dérgano. En nuestro estudio, aln juegan un papel
importante (23% de los casos). Dos factores han contribuido a ello:
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1. Primero, las muestras analizadas en este estudio se empezaron a recoger en
2011, cuando los protocolos de preservacién de érgano no se asentaban en
nuestro centro.

2. En segundo lugar, la existencia de cirujanos con amplia experiencia en estas
técnicas decanté la balanza hacia ellas, particularmente en casos donde son
especialmente utiles, como los tumores de laringe que afectan a la comisura
anterior.

Por dltimo, la microcirugia transoral ldser fue la protagonista en aquellos
tumores localmente iniciales de laringe o de hipofaringe. Aunque la radioterapia en
monoterapia presenta tasas de curacion similares (47), en nuestro centro se empleaba
la microcirugia endolaringea para toma de biopsia intraoperatoria, confirmacién del
proceso oncolégico y tratamiento mediante exéresis ldser en un mismo acto
quirargico, evitando demoras que pudieran tener un impacto negativo en la
morbimortalidad del paciente.

El vaciamiento cervical electivo se asocié en todos los casos de tumores
localmente avanzados, tuvieran o no adenopatias clinicamente sospechosas; asi como
en tumores mas localizados, pero con sospecha de metdstasis ganglionar cervical en el
estudio preoperatorio. Ello hizo que se asociara a todos los casos de laringectomia
total, y a algunos casos concretos subsidiarios de laringectomia parcial.

Aunque no hay dudas acerca de la realizacién del vaciamiento cervical ante
adenopatias patoldgicas, si que existen autores que rechazan este procedimiento ante
cuellos cNO, independientemente del tamafio o localizacidn del tumor (57). En nuestro
servicio se realizd atendiendo a las indicaciones cldsicas, ya que se priorizd la
necesidad de una estadificacion completa del proceso oncolégico y la exéresis de las
metastasis ganglionares cervicales ocultas, que se estiman hasta en un 30% (56).

2.3 ANALISIS DE LAS COMPLICACIONES POSTQUIRURGICAS

Las complicaciones postquirdrgicas deben separarse en funcién de la técnica quirurgica
para un mejor analisis. Hay que sefialar que no existieron complicaciones en los casos
tratados mediante microcirugia transoral l|dser. Esto contrasta con la tasa de
complicaciones reportada por muchos autores, que estd entre el 10% y el 20%, e
incluye la hemorragia, la disnea y el enfisema cervical, entre otras (233)(234). Ninguna
de ellas se presenté en los pacientes de nuestro estudio. Esto se debe probablemente
a que muchos tumores T2 o T3 de laringe, subsidiarios de microcirugia transoral laser
para otros autores, fueron tratados en nuestro centro mediante laringectomia parcial
debido a la experiencia que existia. Precisamente en estos tumores mas avanzados es
donde los autores reportan el mayor numero de complicaciones.

En cuanto a las laringectomias parciales, destacan 4 casos de disfagia y un caso
de hemorragia postoperatoria, que requirié revision quirurgica; de un total de 17
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intervenciones. La disfagia corresponde fundamentalmente a una alteracién en la
seguridad por pérdida de parte de la estructura laringea, y esta presente hasta en un
40% de los casos (235). Nuestras tasas de disfagia fueron significativamente menores
(23,5%). Para explicar este hecho, hay que tener en cuenta que existen varias técnicas
de laringectomia parcial, asocidandose a disfagia con mayor fuerza aquellas que
implican la extirpacién de la epiglotis (laringectomia horizontal supraglética o
laringectomia supracricoidea con cricohiopexia). En nuestro estudio, estas técnicas
tienen poca representacion, en favor de técnicas como la laringectomia frontolateral,
gue preserva la epiglotis y reduce la disfagia.

Por ultimo, la laringectomia total tiene en la fistula salival faringocutdnea su
complicacién mas frecuente y estudiada. En nuestro estudio se presentd en un 42%,
tasas que se situan por encima del 10-25% de la mayoria de los autores, aunque hay
estudios que la describen hasta en un 57% de los casos (48). Un déficit en la
prehabilitacién de estos pacientes pudo haber contribuido a una tasa alta de fistula
salival (los niveles bajos de hemoglobina y albimina preoperatorios son un factor de
riesgo demostrado), ya que los programas de prehabilitacion se desarrollaron en
nuestro centro posteriormente al tratamiento de muchos de estos pacientes. También
pudo contribuir el origen tumoral en la hipofaringe en el 24% de las laringectomias
totales realizadas, factor que también aumenta el riesgo de fistula salival.

Otras complicaciones tras la laringectomia total tuvieron tasas mucho menores.
La hemorragia postoperatoria tuvo lugar en 2 pacientes (5,2%) y la infeccién en otros 2
(5,2%), ambos porcentajes que concuerdan con los presentes en la literatura (52).
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3. ANALISIS DEL PERFIL DE PROTEINAS BASADO EN
ACTIVIDAD DE LAS CATEPSINAS SALIVARES

FIGURA 37.

Ejemplo de uno de los geles realizados. En la primera calle se muestran las referencias del peso molecular
en kilodaltons (kDa) que representa cada una de las bandas.
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El gel que aparece en la Figura 37 incluye tanto muestras de grupo control como de
grupo de casos y es un excelente ejemplo para mostrar la actividad de las catepsinas B,
S y L. Se puede reconocer en la mayor parte de los geles un patrén constante
representado por una doble banda a la altura de los 25 kDa, después una banda
intensa a los 23 kDa aproximadamente, y por ultimo una banda mucho mas tenue a los
21 kDa. Esta es la distribucién esperada segun el fabricante (Figura 33), aunque el peso
molecular es ligeramente inferior al que se puede hallar en la literatura.

La doble banda de la catepsina B puede verse en las calles nimero 3,4,5,6y 7
del gel de la Figura 37; mientras que la banda de la catepsina S es la mas intensa y
constantes de todas, lo que concuerda con los valores de intensidad 6ptica elevados
gue se obtuvieron.

Es llamativo como la banda correspondiente a la catepsina L, a la altura
aproximada de los 21 kDa, aparece de manera tenue e inconstante, lo que estad en
relacion con los valores de fluorescencia bajos que se obtuvieron en todos los geles.
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3.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD GLOBAL DE LAS CATEPSINAS
SALIVARES

TABLA 40.

Intensidad de densidad dptica total de las 3 catepsinas analizadas
INTENSIDAD DE DENSIDAD
OPTICA (MEDIANA — RIC)

CATEPSINA B 191,3 (77,6 —336,5)
CATEPSINA S 432,8 (232,9-899,6)
CATEPSINA L 68,8 (21,7 —200,9)

Nota. RIC = Rango Intercuartilico

Los datos obtenidos de intensidad de densidad dptica total (tanto en las
muestras del grupo de casos como del grupo control) pueden verse resumidos en la
Tabla 40 y aportan informacién muy relevante.

Al analizarlos de manera global, destaca la elevada actividad de la catepsina S
en comparacién con las catepsinas B y L. Dado que son datos procedentes de pacientes
sanos y enfermos, podria teorizarse que esta elevacion obedece a una presencia
natural de la catepsina S en saliva, que seria mas abundante en este medio que los
otros representantes de su familia.

No obstante, el estudio del proteoma salivar humano no apoya esta hipétesis,
pues ninguna catepsina esta presente en la saliva normal en cantidades resefiables,
ocupando este papel principal inmunoglobulinas, lisozima y otras proteinas del sistema
inmune (208, 236). De hecho, la catepsina que mas ha sido estudiada en el contexto de
las enfermedades periodontales y del cdncer oral, y cuya presencia en la saliva de
individuos sanos si que ha podido ser demostrada, es la catepsina B (222, 223). Sin
embargo, la actividad de la catepsina S en nuestro estudio tuvo una mediana de mas
del doble que la catepsina B, y 7 veces mas que la catepsina L. Ello invita a pensar que
la catepsina S tenga un papel mas relevante en el proceso oncoldgico faringolaringeo
de nuestros pacientes.

Hay que destacar que en las 3 catepsinas existen casos de valores muy elevados
de intensidad de densidad éptica, que llegan a multiplicar por 10 el valor de su
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mediana. Se han revisado estos casos para asegurar que no se deba a errores en el
experimento. Corresponden todos ellos a muestras del grupo de casos, y a pacientes
con tumores en estadios avanzados.

3.2 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS CATEPSINAS
SALIVARES ENTRE AMBOS GRUPOS

La Tabla 41, resumen de los datos aportados previamente, separa la actividad de las 3
catepsinas analizadas entre el grupo de casos y el grupo control.

TABLA 41.

Intensidad de densidad dptica separada por casos y controles. Andlisis bivariante mediante U de Mann-
Whitney

CASOS (10D COMO CONTROLES (10D VALOR P
MEDIANA — RIC) COMO MEDIANA - RIC)
CATEPSINA B 190,2 (63,9 — 348,4) 192,4 (127 — 284,5) 0,99
CATEPSINA S 652,3 (272,5-1246,8)  301,4 (197,3 —398,6) <0,01
CATEPSINA L 41,9 (14,8 - 103,2) 184,2 (96,2 — 275,3) <0,01

Nota. 10D = intensidad de densidad dptica. RIC = rango intercuartilico.
3.2.1 Comparacion de la actividad de la catepsina B entre ambos grupos

Destaca en primer lugar la ausencia, a simple vista, de diferencias en cuanto a la
actividad de la catepsina B entre ambos grupos. Esto resulta muy llamativo pues esta
es una de las catepsinas que mas ha sido estudiada dentro del cancer de cabeza y
cuello.

Desde la década de los 90 ya se documentaron aumentos de catepsina B en el
tejido tumoral del carcinoma de cabeza y cuello, en el que se estudiaban de manera
conjunta carcinomas de cavidad oral, faringe y laringe (191). Mas adelante, ya se
demostrd, en el carcinoma oral, una relacidén entre la sobreexpresién de catepsina By
un estadio tumoral avanzado; e incluso se llegé a demostrar in vitro que la inhibicidén
de la catepsina B disminuia la capacidad de las células tumorales de invadir los tejidos
adyacentes (199). Incluso esta relacién ha sido reforzada recientemente analizando la
catepsina B en la saliva de pacientes con carcinoma oral (224).

Debe sefalarse que todos los estudios citados realizaban experimentos de
cuantificacion de proteina (ELISA), mientras que nuestro estudio se basa en la actividad
de las enzimas, lo que puede contribuir a las diferencias sefialadas.
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Pero aun es mas importante tener en cuenta que, aunque forma parte del
cancer de cabeza y cuello, el disefio de nuestro estudio hace que puedan existir
diferencias importantes en una muestra salivar de carcinoma oral, con respecto a las
nuestras, que provienen de la faringe y de la laringe. La mayoria de los autores que han
investigado biomarcadores salivares en el cancer oral lo han hecho con la légica
presuncion de que obtenian material de una saliva que estaba en permanente
contacto con el tumor, por lo que sus componentes podrian ser un reflejo del
microambiente tumoral. Dicho de otro modo, es muy factible que la catepsina B se
vierta a la saliva que bafia el tumor y pueda por tanto ser detectada en ella.

Esta circunstancia no es probable que se de en la faringe y en la laringe. Hay
que recordar que la saliva es producida por las glandulas salivares mayores y menores,
cuyos conductos desembocan en la cavidad oral. Desde alli, la saliva pasa a la faringe,
momento en el cual podria estar en contacto con el lecho tumoral en caso de tumores
gue se originen o extiendan hacia la orofaringe o la hipofaringe; pero inmediatamente
después es deglutida.

Por tanto, aunque el carcinoma epidermoide faringolaringeo presentase un
aumento de la catepsina B, como es de suponer por los estudios globales sobre cancer
de cabeza y cuello realizados en los 90 y otros mas especificos de la laringe realizados
mas adelante (205), esta elevacién no se veria reflejada en la saliva, al no estar en
contacto directo con las células tumorales, o ser imposible recoger de manera sencilla
una saliva que haya pasado previamente por el lecho tumoral.

3.2.2 Comparacion de la actividad de la catepsina L entre ambos grupos

El analisis de la catepsina L muestra una menor actividad en el grupo de los casos con
respecto a los controles. La catepsina L es otra de las proteasas en las que se
demostraron niveles elevados en el tejido tumoral del cancer de cabeza y cuello con
respecto al tejido sano (191), asi como en otros canceres, como el endometrio (180).
Mas aun, se han podido relacionar los niveles elevados de catepsina L en el tejido
tumoral de carcinoma oral con mayor presencia de metdstasis ganglionares cervicales
e incluso con una menor supervivencia global (202).

Sin embargo, como ya comentamos al hablar de la catepsina B, nuestras
muestras salivares no estuvieron en contacto directo con el tumor. Las catepsinas que
se hallan en el microambiente tumoral del carcinoma epidermoide faringolaringeo
acaban, a través de los vasos sanguineos y el drenaje linfatico, en el torrente
sanguineo del paciente, y de ahi son excretadas por las glandulas salivares a la cavidad
oral, de donde se toma la muestra. Mientras que la catepsina B es una proteasa que
ejecuta sus funciones en el medio extracelular, la catepsina L se encarga de la
protedlisis intracelular en el interior de los lisosomas. Este hecho puede explicar que
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no se detecte actividad elevada de catepsina L procedente del tumor en un ambiente
como la saliva, y si de la catepsina B.

No obstante, sigue llamando la atencion los niveles mas elevados de catepsina L
en la saliva de personas sanas, sin ninguna condicion neopldsica ni inflamatoria
sistémica ni local. A este respecto, es posible que el estado de inmunodepresién
ocasionado por el tumor faringolaringeo, asi como las alteraciones de la mucosa oral
provocadas por el consumo de tabaco y alcohol, disminuyan el sistema inmune
asociado a mucosas de la cavidad oral, y exista una menor actividad de catepsina L, ya
gue es una proteasa intimamente ligada a la respuesta inmune innata (178).

3.2.3 Comparacion de la actividad de la catepsina S entre ambos grupos

La catepsina S muestra un claro incremento de su actividad en los pacientes enfermos
respecto a los sanos, con una mediana de intensidad de densidad dptica que dobla al
de los sanos. Estos datos van a favor de un posible rol de la catepsina S como
biomarcador en el carcinoma faringolaringeo, por lo que se ha realizado un analisis
mas detallado y extenso, que se expone en los siguientes apartados.
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4. LA CATEPSINA S SALIVAR COMO BIOMARCADOR
DIAGNOSTICO PARA CARCINOMA EPIDERMOIDE
FARINGOLARINGEO

41 LA CATEPSINA S SALIVAR COMO TEST DIAGNOSTICO DE
CARCINOMA FARINGOLARINGEO

A la hora de analizar las catepsinas en saliva y su posible rol como biomarcador en el
carcinoma epidermoide faringolaringeo, uno de los principales obstaculos a salvar es la
escasez de investigaciones previas sobre las catepsinas en la saliva, como se ha
expuesto en la introduccion de este estudio. No existen en la literatura actualmente
estudios que describan los valores normales de las distintas catepsinas en saliva, ni en
términos de cantidad de proteina ni de actividad.

Es por ello por lo que la curva ROC supone una herramienta adecuada para este
contexto, ya que nos permite contrastar la capacidad discriminativa de la catepsina S
como prueba diagndstica en el carcinoma epidermoide faringolaringeo y establecer el
punto de corte para una sensibilidad y especificidad maximas.

Grdfico 18.

Curva ROC para diagndstico de cancer SiNo con la actividad
de la catepsina S salivar
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La curva ROC confeccionada, que se muestra aqui nuevamente en el Grafico 18
para facilitar la exposicion de sus resultados, se confeccioné con los niveles de
catepsina S salivar con el objetivo de establecer un punto de corte a partir del cual se
considerara como positivo para carcinoma epidermoide faringolaringeo. Se calculd
para ello el indice de Youden (0,41) y se establecié el punto de corte en unos niveles
de actividad de catepsina S de 479,75 de intensidad de densidad dptica (iod).
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Es de vital importancia comentar aqui que el area bajo la curva (AUC),
parametro que evallua el rendimiento diagndstico de una prueba, fue de 0,70. Es a
partir de este punto cuando muchos autores consideran que un test diagndstico puede
tener utilidad, aunque otros elevan este punto de corte hasta un AUC de 0,75 (237).

De este modo, estamos creando una prueba diagndstica para carcinoma
epidermoide faringolaringeo, de tal modo que consideraremos positivo para cancer
unos niveles de actividad de catepsina S en saliva superiores a 479,75 de intensidad de
densidad 6ptica, y negativo para cancer unos niveles de actividad inferiores.

Este test diagndstico tiene una sensibilidad del 63% y una especificidad del
78%, lo que aplicado a la poblacion de nuestro estudio resulta en un valor predictivo
positivo (VPP) del 87% y un valor predictivo negativo (VPN) del 48%.

Al analizar las caracteristicas del nuevo test creado, llama la atencion el alto
valor predictivo positivo, lo que implica, en términos mas sencillos, que si obtenemos
un resultado positivo de catepsina S salivar (que hemos establecido en una actividad
superior a 479,75 de iod), es altamente probable que nuestro paciente padezca un
carcinoma epidermoide faringolaringeo. Menos esclarecedor es un resultado negativo
en la prueba, que solo podriamos considerar auténtico en la mitad de los casos, y
acarrea un porcentaje alto de falsos negativos.

4.2 LA CATEPSINA S SALIVAR Y SU RELACION CON EL CARCINOMA
FARINGOLARINGEO

A la hora de proceder a los andlisis estadisticos para comprobar la validez de la
extrapolacion de estos resultados a la poblacion general, se tuvieron las caracteristicas
epidemioldgicas de los grupos casos y control, y se incluyeron en el andlisis bivariante.
De tal modo, se concluyd que existian diferencias estadisticamente significativas en la
edad de los pacientes (p<0,01); en el sexo (p<0,01), debido a una proporcién mayor de
varones en el grupo de casos; en el habito tabaquico (p<0,01), dado que la mayoria de
los pacientes del grupo de casos son fumadores; y en la catepsina S salivar como test
diagnéstico (p<0,01).

Las diferencias en edad, sexo y habito tabaquico no son sorprendentes,
teniendo en cuenta cdmo se obtuvieron ambos grupos, pero deben considerarse
porque pueden actuar como factores de confusién entre si, y con la catepsina S salivar.
Por ello se realizé el analisis multivariante, que arrojé unas odds ratio (OR) con
intervalo de confianza al 95% (IC95%) de 0,9 (0,82-0,97) con p=0,01 para la edad; de
16,9 (2,8-101,7) con p<0,01 para el sexo; de 169,0 (11,1-2569,4) con p=0,02 para el
habito tabaquico; y de 7,3 (1,2-44,6) con p=0,03 para la catepsina S salivar como test
diagnéstico.
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Estos resultados confirman las diferencias entre ambos grupos en las variables
estudiadas. Esto es importante debido a que existen estudios in vitro que hablan a
favor de un incremento en la actividad de algunas catepsinas (B, D y L) por la mera
exposiciéon al humo del tabaco (206), y si esto fuera asi, el tabaco podria haber
constituido un factor de confusidn en este analisis. Sin embargo, con los datos
extraidos, podemos afirmar que un resultado positivo en la prueba de la catepsina S
salivar se asocia de manera independiente con la presencia del carcinoma epidermoide
faringolaringeo.

No existe ningun estudio en la literatura que analice el papel de la catepsina S
en el carcinoma epidermoide faringolaringeo. Sin embargo, si que sabemos que en
otros cdnceres como el gastrico, esta enzima juega un papel fundamental en la
invasién local de los tejidos por el tumor, pues es capaz de degradar la matriz
extracelular, modular la inflamacidn y la respuesta inmune (183). En los pacientes con
este tipo de cancer, asi como en el cédncer colorrectal, se han demostrado
concentraciones séricas elevadas, lo que lo hace un biomarcador de facil acceso (184,
185). Por ello, resulta factible que la catepsina S juegue un papel parecido en el
carcinoma epidermoide faringolaringeo, y al pasar al suero sanguineo, una parte de
ella sea excretada a través de la saliva, donde puede detectarse de modo aun mads
sencillo y comodo para los pacientes que en el suero.

Otro argumento a favor de este papel de la catepsina S en el céncer
faringolaringeo es que se conocen otras proteinas de la superfamilia de las catepsinas
gue actian del mismo modo, como la catepsina B, que favorece la proliferacién,
invasidon y migracién de las células del cancer de laringe (205). Sin embargo, ningln
autor ha demostrado concentraciones elevadas de catepsina B en el suero de estos
pacientes, igual que no lo hemos demostrado en la saliva en este estudio.

Hay que recordar que otros autores si que han demostrado aumentos de
catepsina B en saliva, y establecido una pueba diagndstica en base a ella (224), pero lo
han hecho exclusivamente en casos de carcinoma de cavidad oral, donde la saliva esta
en intimo contacto con el tumor; no asi en ningln otro cancer de cabeza y cuello.

Este comportamiento distinto de la catepsina B, mas estudiada y con un papel
en la carcinogénesis mas asentado, con respecto a la S, puede deberse a una
caracteristica Unica de la catepsina S en su familia: su pH éptimo de actuacién entre
5,5 y 6,5, mientras que el resto de las catepsinas actlan mejor en ambientes mas
acidos (182). Esto facilita que resista mejor en su forma activa el paso al suero
sanguineo y a la saliva (cuyo pH es de entre 6 y 7 (207), y asi se detecta en esos fluidos.
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4.3 APLICACION CLINICA DE LA CATEPSINA S SALIVAR COMO
BIOMARCADOR DIAGNOSTICO PARA CARCINOMA
FARINGOLARINGEO

El carcinoma faringolaringeo no posee en la actualidad ninglin biomarcador
diagnodstico de uso clinico, como ocurre con otras neoplasias como la mama, la
prostata o las vias biliares. Su detecciéon suele basarse en la exploracion clinica
realizada por el especialista en la consulta. Aunque el diagndstico en si no suele ser un
problema para el otorrinolaringdélogo, debido a la experiencia y los recursos que tiene
disponibles, no se deben menospreciar las ventajas de disponer de un biomarcador
para esta enfermedad.

Hay que tener en cuenta que los sintomas iniciales del carcinoma
faringolaringeo suelen ser valorados inicialmente por un médico de familia, que serd el
que decidird si el cuadro clinico precisa la valoracion por el especialista en ORL. Estos
sintomas, como la disfonia o las parestesias faringeas, pueden confundirse con
frecuencia con patologias banales, y hacer que el cancer pase desapercibido hasta
etapas mds avanzadas. El médico de familia no tiene medios endoscdpicos para
explorar la laringe y la hipofaringe, pero si podria obtener una muestra de saliva del
paciente para determinar la actividad de la catepsina S, y tener un argumento mas a
favor o en contra de derivar al paciente al especialista en ORL.

La sensibilidad de la prueba diagndstica descrita (63%) no es lo suficientemente
alta como para plantear un programa de cribado en la poblacidn general. Sin embargo,
al tener un VPP del 87%, si que podria estudiarse su empleo en aquellos grupos de
pacientes en los que la prevalencia del cancer faringolaringeo es alta, como por
ejemplo, los grandes fumadores. Incluso podria tratar de relacionarse con otros
biomarcadores, de modo que conjuntamente se mejorase la exactitud de la prueba
diagndstica, como ocurre actualmente en cédncer géstrico con la combinacién de la
catepsina S sérica y los marcadores tradicionales CEA y CA-19,9 (184). Todo ello con la
ventaja de la facilidad de obtenciéon de la muestra en la saliva, que evita la
venopuncidn al paciente.

Pero un biomarcador diagndstico también puede serle uatil al propio
otorrinolaringdélogo, especialmente en la deteccidon precoz de las recidivas de un
paciente que ya ha sido tratado de un carcinoma faringolaringeo. De hecho, uno de los
principales usos de los biomarcadores en oncologia es la monitorizacién de sus niveles
con dicho objetivo. Aunque el diagndstico inicial del carcinoma no suele ser un desafio
para el especialista, puede ser muy complejo detectar una recidiva en pacientes con
radioterapia. Los cambios provocados en la mucosa faringolaringea tras un
tratamiento intensivo con radioterapia o quimiorradioterapia dificultan la exploracion
otorrinolaringolégica y hacen que se dependa mucho méas de pruebas
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complementarias como la TC o la RM. Incluso en ellas, muchas veces no es posible
distinguir entre lesiones tumorales o cambios postratamiento, mas aun si tenemos en
cuenta las lesiones por radionecrosis. En la Figura 38 pueden visualizarse unas
imagenes de TC de un paciente con antecedente de carcinoma laringeo tratado con
radioterapia. La destrucciéon y la esclerosis del cartilago tiroides serian altamente
sugerentes de una recidiva del carcinoma, pero se trataba de una radionecrosis (238).

FIGURA 38

Imdgenes de TC que muestran destruccion del cartilago tiroides.

Cheng S. et al. (2019). Computed tomography demonstrated fragmentation and collapsed of the thyroid cartilage
(arrow head) with gas bubble (arrow) infiltrating surrounding soft tissue. B, There was irregular sclerosis of
fragmented thyroid cartilage (asterisk) and arytenoid cartilage (arrow). [Figura] Recuperado de: Cheng, S.-Y., Chen,
P.-J., & Chu, Y.-H. (2019). Delayed Radionecrosis of the Larynx. Ear, Nose & Throat Journal, 98(1), 23-24.
https.//doi.org/10.1177/0145561319825739

En estos pacientes, una monitorizacion de los niveles de catepsina S desde el
momento del diagndstico inicial podria ser muy util. Su elevacidon ante los hallazgos
visualizados en la Figura 38 darian fuerza a la posibilidad de una recidiva del tumor;
mientras unos valores que se mantuvieran negativas apoyarian la radionecrosis.

No obstante, es indudable que se necesitan mas investigaciones para analizar el
comportamiento de la catepsina S ante las recidivas tumorales, y también la posible
influencia de la radioterapia sobre los biomarcadores salivares.
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5.LA CATEPSINA S SALIVAR COMO BIOMARCADOR
PREDICTIVO DE LA EXTENSION DEL TUMOR PRIMARIO

5.1 LA CATEPSINA S SALIVAR COMO TEST PREDICTIVO DE LA
EXTENSION DEL TUMOR PRIMARIO

Otro uso que pueden tener los biomarcadores es como marcadores predictivos de
ciertas caracteristicas del proceso oncolédgico utiles para el manejo clinico de los
pacientes.

De ellos, la extensién del tumor primario es una de las variables mas
importantes ya que condiciona el tratamiento que se llevara a cabo y tiene un impacto
prondstico. No suele determinarse mediante el tamafio del tumor primario, sino
atendiendo al apartado “T” del sistema de clasificacion TNM. Aunque este guarda
cierta correlacion con el citado tamafio tumoral en los casos de la hipofaringe y la
orofaringe, no asi en la laringe (39), por lo que no es sinédnimo hablar de extension del
tumor y de volumen tumoral. No obstante, es indudable que, a mayor cantidad de
células tumorales, mas probabilidad de una extensidn avanzada del proceso
oncolégico. Por tanto, es mas probable que las proteinas del microambiente tumoral,
ya sean aquellas que produce el propio cancer, o las derivadas del dano a los tejidos o
de la respuesta inmune frente al tumor; estén presentes en concentraciones mayores.

A la hora de hablar del T de un tumor, siempre existen dos versiones. En primer
lugar, aquel que se determina mediante la exploracién clinica y las pruebas
complementarias, a la que se denomina T clinica (cT); y el que resulta del andlisis
anatomopatoldgico de la pieza extirpada, a la que se denomina T anatomopatoldgica
(pT) (39). Es evidente que la pT refleja mejor la extension real del tumor, pero solo
puede obtenerse tras su extirpacion completa, y por tanto, muchas veces es preciso el
uso de la cT para las decisiones que se toman en el tratamiento de los pacientes, al
menos hasta que se dispone de toda la informacién.

Aunque segun la 8a edicién de la AJCC, manual utilizado para estadificar los
tumores en nuestro estudio, la T puede adquirir 4 valores diferentes (T1, T2, T3 y T4),
con subclasificaciones en algunos, para este estudio se agrupan en dos categorias: T
inicial (T1 y T2) y T avanzado (T3 y T4). Generalmente, los tumores T1 o T2 suelen
corresponder a tumores pequefios, que se han detectado de forma temprana, y con
mucha frecuencia son subsidiarios de tratamientos en monoterapia y con pocas
secuelas. Por el contrario, los tumores T3 o T4 son tumores mas voluminosos y que
suelen requerir tratamientos mas agresivos con alta probabilidad de secuelas.
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Grdfico 19.

Curvas ROC para T inicial/avanzado con los niveles de catepsina S salivar. A: con la variable T
clinica. B: con la variable T anatomopatoldgica
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De este modo, se disefiaron curvas ROC para T Inicial/Avanzado con los niveles
de catepsina salivar. El Grafico 19 muestra ambas curvas, que tuvieron la misma area
bajo la curva: 0,64. El indice de Youden calculado fue muy similar, y arrojé el mismo
punto de corte para ambos casos: 826,05 de iod. De este modo, las nuevas pruebas
diagnésticas creadas determinan unos niveles de actividad de catepsina S salivar por
encima de 826,05 como correspondientes a un tumor primario avanzado, y unos
niveles por debajo, a un tumor primario inicial.

Tabla 42.

Valores de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos de los dos test diagndstico creados en base a
las curvas ROC

VARIABLE S e VPP VPN
cT 54% 74% 71% 58%
pT 51% 76% 72% 56%

Nota. s = sensibilidad. e = especificidad. VPP = valor predictivo positivo. VPN = valor
predictivo negativo.

La Tabla 42 muestra las caracteristicas de las dos pruebas creadas. Ambos test
se analizan conjuntamente porque existen muy pocas diferencias entre ambos, porque
en solo 2 pacientes la extensidn del tumor primario se estadificé erréneamente en el
estudio preoperatorio del tumor, y se vio modificada tras el analisis histopatoldgico de
la pieza quirurgica.
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Hay que destacar, al igual que en la prueba creada en el apartado anterior para
diagnodstico de carcinoma epidermoide faringolaringeo, al valor predictivo positivo
como principal virtud, aunque se queda en unos niveles inferiores, del 71-72%. Esto
significa que, si obtenemos un resultado de actividad de catepsina S en saliva superior
a 826,05 iod, tenemos un 71% de posibilidades de que el tumor tenga una cT
avanzada, y un 72% de posibilidades de que corresponda a una pT avanzada. El valor
predictivo negativo resultante es mas discreto, e implica que un resultado negativo en
el test solo tiene un 56-58% de posibilidades de corresponder a una T inicial.

5.2 LA CATEPSINA S SALIVAR Y SU RELACION CON LA EXTENSION
DEL TUMOR PRIMARIO

Analizar la relacién entre los niveles de catepsina S salivar segin la nueva prueba
creada, y la extensién del tumor primario implica la creacidn de dos grupos segun esta
ultima variable: los iniciales y los avanzados, con la T clinica y con la patoldgica Se
compararon ambos grupos en funcidn de todas las variables epidemiolégicas y clinicas
gue se consideraron de relevancia.

Epidemiolégicamente, ambos grupos eran muy homogéneos. En primer lugar,
en cuanto al tamafio de ambos: 35 tumores con cT inicial vs 41 tumores con cT
avanzada; y 33 tumores con pT inicial vs 41 tumores con pT avanzada. Hay que
destacar que en 2 pacientes no se pudo establecer el T anatomopatolégico dado que
no fueron sometidos a exéresis quirdrgica de su tumor.

5.2.1 Analisis en funcién en la cT

Centrandonos en la comparacion entre grupos empleando la cT, estos no presentan
diferencias estadisticamente significativas en la edad de sus miembros (p=0,54); en
sexo (p=0,62); ni en habito tabaquico empleando el nimero de paquetes-aio (p=0,62),
por lo que epidemiolégicamente son grupos similares. Tampoco presentaban
diferencias en cuanto a la localizacion del tumor: glotis (p=0,90), supraglotis (p=0,95),
subglotis (p=0,50) e hipofaringe (p=0,70) no se encuentran mas representados en uno
de los grupos respecto al otro. En cuanto a los sintomas, ninguno se asociaba con un
grupo en concreto a excepciéon de la disnea (p<0,01) y la otalgia (p<0,01), con
diferencias significativas a favor del grupo de T avanzada, algo que no resulta
sorprendente ya que son sintomas propios de tumores localmente extendidos.
También habia diferencias significativas en los meses desde el inicio de los sintomas
(p<0,05). Por ultimo, aparecié una asociacion estadisticamente significativa con la
actividad de la catepsina S salivar (p=0,02).

Todas las variables citadas pierden su significacion estadistica tras la realizacidn
del analisis multivariante, a excepcion de la catepsina S salivar, que posee una OR con
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IC95% de 3,6 (1,2-10,8) con p=0,02, y puede por tanto relacionarse de manera
independiente con una cT avanzada.

5.2.2 Analisis en funcién en la pT

Realizando este mismo analisis con la pT, los grupos resultantes fueron homogéneos
en cuanto a edad (p=0,80), sexo (p=0,62), paquetes-afio (p=0,32) y localizacién tumoral
(p=0,70 para la glotis, p=0,48 para la supraglotis, p=1 para la subglotis, y p=1 para la
hipofaringe). Los sintomas, en cambio, presentaron diferencias estadisticamente
significativas para la disfagia (p<0,01), la disfonia (p<0,01), la disnea (p<0,01) y la
otalgia (p<0,01). La catepsina S salivar también mostré asociacién estadistica con la pT,
con una p=0,01.

Destaca aqui la aparicion de la disfagia y la disfonia asociados a una pT
avanzada, cuando no lo estaban a la cT (aunque quedaban muy cercanos a la
significacién estadistica, con una p=0,06). Estd claro que la dificultad para la deglucién
estard mas presente en un tumor voluminoso, o que se extienda a varias areas
circundantes; respecto a uno mas localizado. En cuanto a la disfonia, suele estar
ausente en la mayoria de los tumores iniciales salvo en los de glotis; pero aparece casi
de manera de constante en los tumores localmente avanzados, ya sea por extension
directa a la glotis o por alteracién del nervio recurrencial.

Sin embargo, los resultados en relacién con los sintomas no son muy relevantes
dado que pierden su significacion estadistica con el analisis multivariante (p=0,99 para
todos ellos). La Unica variable que se relaciona con la T del tumor una vez suprimidos
los factores de confusion es nuevamente la catepsina S salivar con una OR e IC95% de
5,7 (1,5-25,9) con p=0,02.

5.3 APLICACION CLINICA DE LA CATEPSINA S COMO BIOMARCADOR
PREDICTIVO DE LA EXTENSION DEL TUMOR PRIMARIO

Se puede concluir que una actividad de catepsina S en saliva superior a 826,05 se
asocia a una extensién mayor del tumor primario. Estos datos concuerdan con los
obtenidos en la saliva de pacientes afectos de carcinoma oral, en los que unos niveles
elevados de catepsina B se asociaron con una cT avanzada (224). Hay que destacar que
no es la misma catepsina que la estudiada por nosotros, y que se trataban de estudios
de cuantificacion de proteina, no de actividad enzimatica.

La extension del tumor primario es un dato que suele obtenerse sin demasiada
dificultad de la exploracion fisica y las pruebas complementarias. No obstante, hay
determinadas situaciones concretas en las que un biomarcador que predijera una T
avanzada podria ser util.
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Los tumores de la comisura anterior y los tumores que se extienden hacia el
ventriculo laringeo son dos casos especiales en los que el diagnéstico clinico mediante
endoscopia laringea puede infraestimar la gravedad de la situacién, ya que al ojo del
otorrinolaringdlogo pueden simular pequeiias lesiones mucosas localizadas, cuando en
realidad estdn escondiendo un tumor de un tamafo considerable en el espacio
prelaringeo (atravesando el cartilago tiroides a nivel de la comisura) o en el ventriculo
laringeo. Una TC o RM de laringe visualizaria por completo el tumor, pero
generalmente en la practica clinica no se solicitan pruebas de imagen hasta que se ha
realizado la toma de biopsia en el quiréfano y se ha confirmado que se trata de un
carcinoma epidermoide. En este contexto, unos niveles de actividad de catepsina S
salivar elevados podria ayudar al especialista a sospechar que una lesién
aparentemente pequefa pueda ocultar una enfermedad mas extendida y grave.

Ademas, dada la relacién hallada entre catepsina S salivar y tumores primarios
avanzados, podria plantearse la posibilidad de que también existieran diferencias entre
las lesiones laringeas benignas, las lesiones precancerosas y el carcinoma. No obstante,
se necesitan investigaciones adicionales que amplien nuestro estudio. La presencia de
concentraciones diferentes de metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP) entre
pacientes sanos, con lesiones premalignas orales y con cancer oral (220), es otro dato a
favor de que no seria imposible un comportamiento similar con las catepsinas y el
carcinoma faringolaringeo.
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6. LA CATEPSINA S SALIVAR COMO BIOMARCADOR
PREDICTIVO DE LAS METASTASIS GANGLIONARES
CERVICALES

6.1 LA CATEPSINA S SALIVAR COMO TEST PREDICTIVO DE LAS
METASTASIS GANGLIONARES CERVICALES

Las metastasis ganglionares cervicales son otros de los factores prondsticos mas
importantes, y resulta fundamental su estudio para determinar el tratamiento mas
adecuado. El estadiaje mediante la N del sistema TNM otorga multiples categorias en
funcién del nimero, tamaiio y localizaciéon de las adenopatias patoldgicas, pero en el
presente estudio se han agrupado en dos categorias (N positiva y N negativa), dado
que el objetivo es obtener un marcador predictivo para la presencia de metastasis
ganglionares.

Nuevamente, dispondremos de los datos referentes a la N clinica, aquella que
se basa en la exploracién clinica y las pruebas complementarias; y la N
anatomopatoldgica, basada en el andlisis histopatolégico de los ganglios extirpados
durante el vaciamiento cervical.

Grdfico 20.

Curvas ROC para N Negativo/Positivo con los niveles de catepsina S salivar. A: con la variable N clinica.
B: con la variable N anatomopatoldgica
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Se muestra una comparacién de ambas curvas ROC en el Grafico 20. Lo primero
que llama la atencidn, respecto al resto de curvas ROC presentadas hasta ahora, es la
practica superposiciéon de la curva respecto a la linea diagonal (denominada linea de
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no-discriminacion), con unas areas bajo la curva de 0,49 para la N clinicay de 0,53 para
la N anatomopatoldgica.

El indice de Youden resultante fue similar para ambas curvas, y arrojé el mismo
punto de corte para ambas pruebas diagndsticas: una actividad de catepsina S salivar
por encima de 594,7 de iod se considera positivo para metdstasis ganglionar cervical, y
una actividad por debajo de ese valor se considera negativo.

Tabla 43.

Valores de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos de los dos test diagndstico creados en base a
las curvas ROC

VARIABLE s e VPP VPN
cN 63% 46% 32% 75%
pN 67% 50% 39% 75%

Unas areas bajo la curva tan préximas a 0,5 delatan a un test con muy poca
capacidad de discriminacién, cercana a la del azar. Esto se traduce en los pobres
parametros obtenidos, que pueden verse en la Tabla 43. El VPP de menos del 40%
traduce la escasa probabilidad de que un resultado positivo de un paciente
corresponda realmente a un tumor con metastasis ganglionares cervicales.

No obstante, si que llama la atencion el VPN del 75% que caracteriza a ambas
pruebas. Ello implica una no desdefiable posibilidad de que un resultado negativo se
ajuste un paciente sin metastasis ganglionar cervical, pero como ya hemos comentado,
estos datos deben tomarse con cuidado dada la escasa capacidad de discriminacién
gue han arrojado estos dos test.

6.2 LA CATEPSINA S SALIVAR Y SU RELACION CON LAS METASTASIS
GANGLIONARES CERVICALES

Los pacientes con metdstasis ganglionares cervicales de nuestra muestra eran
marcadamente inferiores a aquellos sin adenopatias patoldgicas, concretamente
suponen 22 con N positiva respecto a 54 con N negativa, si atendemos a la N clinica; y
24 positivos respecto a 50 negativos, si atendemos a la N anatomopatoldgica.
Recordemos que existen dos pacientes que no pudieron ser sometidos a extirpacion
quirurgica de su tumor, por lo que no pudieron ser incluidos en el analisis de la N
anatomopatoldgica. Ademas, otros dos pacientes pasaron de negativo a positivo tras el
analisis histopatoldgico del vaciamiento cervical, es decir, que se trataban de
metastasis cervicales ocultas.
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6.2.1 Analisis en funcién de la cN

En cuanto al resto de variables epidemiolégicas y clinicas, en el analisis bivariante
entre grupos basados en la cN, no hubo diferencias significativas en la edad de los
pacientes (p=0,46), ni en el sexo (p=0,32). Sin embargo, destaca la relaciéon entre un
mayor numero de paquetes-afio y la presencia de metdstasis ganglionares cervicales
(p=0,05). Dado que el nimero de paquetes-aiio hace referencia tanto a la cantidad de
cigarrillos fumados diarios, como a la cantidad de aifos fumando, es posible que estos
grandes fumadores menospreciaran los sintomas iniciales del proceso tumoral y eso
les hiciera consultar mds tarde, cuando el tumor ya habia causado las metastasis.
También es posible que la mayor exposicién al carcinégeno genere tumores mas
agresivos, con mayor capacidad de diseminacién adenopatica.

En cuanto a la localizacién tumoral, hubo diferencias significativas en la glotis,
que era mas comun en los pacientes sin metastasis ganglionar (p<0,01); y en la
supraglotis, mas abundante en pacientes con metastasis ganglionar (p<0,01). La
subglotis (p=1) y la hipofaringe (p=0,40) no mostraban diferencias entre los grupos.
Estos datos son faciles de explicar, ya que es ampliamente conocido el escaso drenaje
linfatico de la glotis, y la amplia tendencia a la diseminacion linfatica de los tumores de
supraglotis (37). De hecho, se relaciona con la relacién que se hallé entre la presencia
de disfonia y la ausencia de metastasis ganglionares cervicales, que con toda
probabilidad se debe al mayor numero de tumores de glotis en el grupo cN negativa.

Por ultimo, la actividad de la catepsina S salivar no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0,43).

Las 4 variables con significacion estadistica en el andlisis bivariante (paquetes-
ano, localizacién gldtica, localizacidn supraglética y disfonia) perdieron esta condiciéon
al ser sometidas al andlisis multivariante, por lo que no se puede concluir una relacién
entre las metastasis ganglionares cervicales y ninguna de ellas de manera
independiente.

6.2.2 Andlisis en funcién de la pN

Los grupos creados en funcién de la pN resultaron homogéneos en cuanto a edad
(p=0,95), sexo (p=0,74), y también en cuanto al nimero de paquetes-afio (p=0,50).
Esto contraste con el analisis anterior, basado en la cN, donde se encontraba relacion
entre la severidad del habito tabaquico y la presencia de metdstasis ganglionares
cervicales. Dado que la pN es un pardmetro que refleja mejor la extension real del
tumor, hay que ser prudente a la hora de afirmar que un mayor consumo de tabaco
puede favorecer tumores con mas adenopatias metastasicas. Hay autores que si hallan
relacion entre la agresividad tumoral y el tabaco, comparandolos con pacientes no
fumadores en cancer oral (239), pero no hay datos en la literatura que relacionen un
mayor habito tabaquico con una mayor agresividad tumoral en pacientes fumadores.
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La localizacién tumoral volvié a mostrar diferencias a favor de la localizacion
glética en el grupo sin metastasis (p<0,01), y a favor de la localizacién supraglética en
el grupo con metastasis ganglionares (p<0,01), por los motivos antes mencionados. En
cuanto a los sintomas el Unico que aparece asociado con una pN positiva es la
presencia de parestesias faringeas. Aunque se trata de un sintoma muy inespecifico,
que en ocasiones puede ser llegar a ser dificil de definir incluso por los propios
pacientes, suele estar presente en los tumores de supraglotis o de hipofaringe, donde
la disfonia no domina la clinica hasta etapas avanzadas. Estos tumores tienen mayor
capacidad de diseminacion linfatica que la glotis, incluso con tumores primarios
pequefios, lo que puede explicar la mayor aparicion de este sintoma en el grupo de
pacientes con pN positiva.

La actividad de la catepsina S salivar, al igual que ocurria al analizarla en funcién
de la cN, no mostré diferencias significativas (0,18), por lo que no se puede hablar de
una mayor actividad de la enzima en los pacientes con metdstasis ganglionar cervical.

Por ultimo, en el analisis multivariante, la localizacidn glética se revelé como un
factor protector para la presencia de metdstasis ganglionares cervicales, ya que
presenta una OR con IC95% de 0,2 (0,5-0,9) con p<0,05. No era asi en el andlisis en
funcién de la cN, pero como ya hemos comentado, la pN es un pardmetro que plasma
mejor la extension del proceso oncoldgico.

6.3 APLICACION CLINICA DE LA CATEPSINA S SALIVAR COMO
BIOMARCADOR PREDICTIVO DE METASTASIS GANGLIONARES

Un marcador predictivo de metastasis ganglionares cervicales en el carcinoma
faringolaringeo tendria gran utilidad en los pacientes cNO, ya que, como hemos
comentado en otros apartados, actualmente existen dos opciones: la vigilancia
estrecha del cuello (57); o la realizacion del vaciamiento cervical de manera electiva
(56). De este modo, la elevacién del biomarcador podria llevarnos a decantarnos por la
realizacion del vaciamiento cervical; y un resultado negativo favoreceria la vigilancia
estrecha del cuello.

Existen algunos indicios de que las catepsinas podrian tener ese papel
predictor. Por ejemplo, los andlisis de catepsina D en tejido tumoral de cabeza y cuello
se mostraron como un factor de riesgo independiente para la presencia de metastasis
ganglionar (195). También la catepsina L en tejido ha sido correlacionada del mismo
modo (201).

Sin embargo, los resultados obtenidos con la catepsina S salivar no permiten su
uso en este sentido, debido a la escasa capacidad de discriminacién del test creado y a
la imposibilidad de relacionar la actividad de la proteasa con la presencia de metastasis
ganglionares cervicales.
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7. LA CATEPSINA S SALIVAR COMO BIOMARCADOR
PREDICTIVO DEL ESTADIO TUMORAL

7.1 LA CATEPSINA S SALIVAR COMO TEST PREDICTIVO DEL ESTADIO
TUMORAL

El estadio tumoral es uno de los pardmetros que mas se analizan en los estudios
oncoldgicos, y es debido a su elevado impacto en el prondstico de los pacientes. Se
construye en base a los valores del sistema de estadificacion TNM, vy al igual que en
cada uno de los constructos que lo forman, existe un estadio clinico y un estadio
anatomopatoldgico. Los seis diferentes estadios se agruparon en una sola variable con

dos posibles valores: estadio inicial (para los estadios | y Il) y estadio avanzado (para los
estadios Ill, IVA, IVB y IVC).

Grdfico 21.

Curvas ROC para N Negativo/Positivo con los niveles de catepsina S salivar. A: con la variable
estadio clinico. B: con la variable estadio anatomopatoldgico
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Para su analisis, se construyeron las curvas ROC del mismo modo que en
apartados anteriores, y que pueden verse juntas en el Grafico 21. Las areas bajo la
curva resultantes fueron de 0,63 al emplear el estadio clinico, y de 0,66 al emplear el
estadio anatomopatoldgico. Los indices de Youden revelaron el mismo punto de corte
para ambos test: unos niveles de actividad de catepsina S salivar de 826,05 iod. Por
tanto, una actividad de catepsina S salivar por encima de 826,05 corresponde con un
tumor en estadio inicial; y una actividad por debajo, a un tumor en estadio avanzado.
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Tabla 44.

Valores de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos de los dos test diagndstico creados en base a
las curvas ROC

VARIABLE s e VPP VPN
Estadio Clinico 53% 79% 81% 51%
Estadio Anatomo- 53% 82% 84% 49%
Patologico

Llama la atencidn en alto valor predictivo positivo de los test creados, que en el
caso del basado en el estadio anatomopatolégico, alcanza un 84%, y hace que un
numero importante de los resultados positivos que obtengamos al aplicar el test se
correspondan realmente a un paciente con estadio tumoral avanzado. Menos
conclusiones se pueden sacar ante un resultado negativo, ya que solo la mitad de ellos
van a producirse en pacientes sanos.

7.2 LA CATEPSINA S SALIVAR Y SU RELACION CON EL ESTADIO
TUMORAL

La distribucion por grupos en funcién del estadio resultaba en una notable mayoria
para los estadios avanzados: 29 iniciales vs 47 avanzados en funcién del estadio clinico;
y 27 iniciales vs 47 avanzados en funcidn del estadio anatomopatoldgico.

7.2.1 Analisis en funcién del estadio clinico

Los dos grupos se mostraron homogéneos en sus caracteristicas epidemiolégicas, ya
que no existian diferencias en la edad (p=0,67), sexo (p=1) ni nimero de paquetes-aiio
(p=0,47). Tampoco era diferente la proporcion de las distintas localizaciones
tumorales: localizacién glética (p=0,13), localizacion supraglética (p=0,21), localizacidn
subglética (p=0,52), y localizacion hipofaringea (p=1). Sin embargo, si que existieron
diferencias a favor del estadio tumoral avanzado para la presencia de los sintomas de
disnea (p=0,02) y de otalgia (p=0,02).

Estos datos concuerdan con los obtenidos durante el andlisis de la extension del
tumor primario, en los que tampoco una localizacién tumoral se mostré mas frecuente
en grupo respecto a otro; y en los que también la disnea y la otalgia se mostraron
asociados a un tumor mas extendido. La disnea es debida a un compromiso de la via
aérea superior, y es preciso generalmente un tumor con un grado de extensién
importante para ocasionarla, aunque no es imposible que un tumor glético pequefio
pero extendido hacia ambas cuerdas vocales pueda ocasionar cierto grado de disnea.
La otalgia, por su parte, en su sintoma casi constante a partir de cierta extension
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tumoral, pero también puede hallarse en tumores pequenos de ciertas localizaciones
concretas como la base lingual o la hipofaringe. Sorprende que otros sintomas como la
odinofagia o la disfagia no aparezcan relacionados con un estadio tumoral avanzado,
ya que también suelen depender de la extensién del cancer, pero en nuestro estudio
no alcanzan la significacidon estadistica (p= 0,15 para la odinofagia, y p=0,43 para la
disfagia).

Por ultimo, la actividad de catepsina S salivar por encima de 826,05 si que se
relaciona claramente con estadios avanzados de la enfermedad (p<0,01).

El andlisis multivariante posterior elimind a la disnea y a la otalgia como
factores asociados de manera independiente con el estadio tumoral, probablemente el
efecto como factor de confusién que puede estar ejerciendo la localizacién tumoral.
No obstante, se confirmd que la actividad de catepsina S salivar es un factor de riesgo
independiente para un estadio clinico avanzado, ya que presentd una OR con IC95% de
4,6 (1,5-14,7) con p<0,01.

7.2.2 Analisis en funcidn del estadio anatomopatologico

El estadio anatomopatoldgico es en realidad el mas fiable, ya que el margen de error
de los estudios histopatolégicos es mucho menor que el de los estudios clinicos. Los
dos grupos creados se mostraban igualmente homogéneos en sus caracteristicas
demogriéficas, al no haber diferencias en edad (p=0,74), sexo (p=1) ni paquetes-ano
(0,35). La localizaciéon tumoral vuelve a no ser un factor asociado, aunque hay que
destacar que la localizacion gldtica, con una p=0,10, se acerca a la significacidon
estadistica a favor de los tumores en estadio inicial.

Respecto a los sintomas, vuelve a haber diferencias significativas a favor del
estadio tumoral avanzado la disnea y la otalgia (p=0,05 para ambas), pero se afiade a
ellas la disfagia (p=0,02). Como deciamos al analizar el estadio clinico, para que un
tumor ocasione disfagia debe tener un volumen que ejerza el suficiente efecto masa o
afectar a la inervacion motora de la faringe, ambas cosas propias de estadios
avanzados. Son resultados similares a los obtenidos al analizar la pT del tumor.

Por su parte, una actividad de catepsina S por encima del punto de corte
creado (826,05) volvid a asociarse con los estadios avanzados de la enfermedad
(p<0,01).

El andlisis multivariante vuelve a resultar no significativo para la disnea y la
otalgia, pero la disfagia se mantiene como factor de riesgo independiente para un
estadio anatomopatoldgico avanzado, con una OR con IC95% de 5,3 (1,2-22,4) con
p=0,03.
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Finalmente, la actividad de catepsina S salivar mantuvo su significancia
estadistica merced a su OR con 1C95% de 4,8 (1,4-16,6) con p<0,01, con lo que se
yergue como factor de riesgo independiente para un estadio anatomopatoldgico
avanzado. Este comportamiento de la catepsina S es similar al obtenido, por ejemplo,
en cancer colorrectal, donde sus niveles séricos se han asociado con estadios
avanzados de la enfermedad (185).

7.3 APLICACION CLINICA DE LA CATEPSINA S SALIVAR COMO
BIOMARCADOR PREDICTIVO DEL ESTADIO TUMORAL

Como ocurria al hablar de la T del proceso oncolégico, el estadiaje tumoral no suele ser
complicado de obtener en base al sistema TNM. Sin embargo, un biomarcador que
predijera un estadio tumoral avanzado podria ser util para los especialistas que tratan
al paciente de diversas formas.

En primer lugar, el cancer de cabeza y cuello suele estadificarse en funcion de la
Ty la N, pero no se suelen realizar estudios en busca de las metdstasis a distancia,
dado el bajo porcentaje de ellas. Sin embargo, sabemos que hay ciertas localizaciones
como los tumores bajos de hipofaringe donde son mdas probables. En este contexto,
unos valores elevados del biomarcador podrian decantarnos por ampliar el estudio de
extensidon, aunque estemos ante un tumor con una T y una N propias de estadios
iniciales.

Pero sin duda, la mayor importancia de un biomarcador de estadio tumoral
avanzado es su potencial prondstico. El estadio tumoral es uno de los principales
aspectos que va a marcar el prondstico de los pacientes (se disefié, de hecho, con ese
propdsito). Ya hay estudios que han conseguido otorgar importancia prondstica a
algunas catepsinas, como por ejemplo, la catepsina K en el tejido de tumores de
glandulas salivares mayores, cuyos niveles elevados se asocian a peor supervivencia
libre de enfermedad (177). Y también la catepsina L elevada en tejido de cancer oral se
ha relacionado con peor supervivencia global (201). Sin embargo, se trata de
marcadores en tejido tumoral, mas complicados de obtener que la muestra de saliva
gue proponemos en nuestro estudio. No obstante, para afirmar que la actividad de
catepsina S salivar constituye un marcador prondstico son necesarios nuevos
experimentos con ese objetivo.
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8. LA CATEPSINA S COMO BIOMARCADOR PREDICTIVO DE
COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS

La cirugia para el tratamiento del carcinoma epidermoide de cabeza y cuello,
especialmente procedimientos extensos como la laringectomia total, esta asociada con
un riesgo significativo de complicaciones postquirurgicas. Estas complicaciones pueden
variar desde problemas menores hasta condiciones que amenazan la vida del paciente,
afectando significativamente su recuperacion y calidad de vida.

8.1 LA CATEPSINA S SALIVAR COMO TEST PREDICTIVO DE LA
APARICION DE COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS

Grdfico 22. Un biomarcador que detectara a los
pacientes mas vulnerables de sufrir
Curva ROC para complicaciones postquirtrgicas Si/No . .
estas complicaciones antes de que

tenga lugar tendria una gran

importancia. Para evaluar el potencial
de la catepsina S salivar en dicho
aspecto, se disefid una curva ROC
(que puede visualizarse en el Grafico
22). El drea bajo la curva fue de 0,69.
Se calculé el indice de Youden y se
establecié el punto de corte en una
actividad de catepsina S salivar de

Sensibilidad

899,60. De este modo, valores por
encima se considerarian pacientes
candidatos a sufrir una tasa de

complicaciones postoperatorias
- mayor; y unos valores por debajo
D,D | 1 I | 1 | i 1 1
00 02 04 06 08 1p  agruparian a los pacientes sin este
1 - Especificidad riesgo anadido.

El nuevo test predictivo asi creado posee una sensibilidad del 38%, una
especificidad del 77%, un valor predictivo positivo del 25% y un valor predictivo
negativo del 60%. Las mayores virtudes de este test, aunque no alcanzan unos valores
satisfactorios, son una especificidad media-alta y un valor predictivo negativo
moderado.

Se puede afirmar que un resultado negativo en el test tiene una probabilidad
moderada de corresponder a un paciente sin alto riesgo de complicaciones. Dado que
es bastante factible que un paciente sin riesgo aumentado de complicaciones de
negativo en el test (e=77%), esta prueba podria tener cierto valor precisamente
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cuando un paciente diese negativo en ella, para descartar una mayor tasa de
complicaciones. Por su parte, un valor positivo en el test no aporta informaciéon que
pueda ser tenida en cuenta, debido a los bajos valores de sensibilidad y VPP.

8.2 LA CATEPSINA S SALIVAR Y SU RELACION CON LAS
COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS

Se crearon dos grupos en funcidn de la presencia de complicaciones para analizar la
relacion entre ellos de la catepsina S salivar, y del resto de variables que pudieran estar
involucradas. Se incluyeron aqui varias variables nuevas como la necesidad de
gastrostomia, la estancia hospitalaria o el grado de diferenciacion tumoral, que
podrian tener relevancia clinica en un contexto de andlisis de complicaciones
postquirdrgicas.

El grupo con complicaciones postquirurgicas constaba de 26 pacientes, frente a
los 48 del grupo sin complicaciones. Epidemiolégicamente, eran grupos sin diferencias
en cuanto a la edad (p=0,83), sexo (p=0,61) ni paquetes-afio (p=0,64). Tampoco
existian diferencias en la localizacion tumoral, ni en el grado de diferenciacién tumoral.

Sin embargo, al comparar ambos grupos en funcién del estadiaje de los
tumores, obtuvimos diferencias significativas en cuanto a la extensiéon del tumor
primario (tanto con la cT, con una p=0,04; como con la pT, con una p<0,01) y también
en cuanto al estadio tumoral (tanto el estadio clinico, con una p=0,04; tanto el estadio
anatomopatoldgico, con una p<0,01). Las diferencias siempre asocian la presencia de
complicaciones con una T o un estadio avanzados, lo que es facil de comprender
debido a que los tumores mas extendidos suelen requerir cirugias mas largas vy
complejas, donde es mas probable que se produzcan complicaciones.

De hecho, otra de las variables que se asocia a las complicaciones es,
precisamente, el tipo de cirugia realizada, con una p<0,01. Esto se debe al analisis
conjunto de un procedimiento como la microcirugia transoral laser, donde no se
registraron complicaciones; y otras intervenciones madas dificiles como las
laringectomias parcial o total.

La estancia hospitalaria de los pacientes también se vio claramente
incrementada en el grupo con complicaciones (p<0,01), asi como la necesidad de
gastrostomia para la alimentacidon (p<0,01). Son datos esperables debido a ambos
factores son consecuencia directa de complicaciones como la infeccidn, la disfagia o la
fistula salival, que obligan a permanecer mas tiempo hospitalizado al paciente hasta
gue se resuelvan, y puede comprometer la alimentacién oral, obligando a insertar una
sonda de gastrostomia.

Otros factores como la rotura capsular de las adenopatias metastasicas
(p=0,29) o la necesidad de una traqueotomia previa (p=1); no mostraron diferencias
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significativas, aunque hay que sefialar que solo existieron 3 pacientes en total con
traqueotomia previa (uno en el grupo de pacientes complicados, y dos en el que no),
con lo que no se pueden extraer demasiadas conclusiones al respecto.

Finalmente, en cuanto a la catepsina S salivar, unos valores por encima del
punto de corte establecido en el test (899,60) no mostraron relacién con la aparicién
de complicaciones (p=0,21).

Muchas de las variables comentadas en este analisis se relacionan intimamente
entre si, y esto se traduce en una pérdida de significacion estadistica en el andlisis
multivariante. El Unico factor de riesgo independiente para la aparicion de
complicaciones es la estancia hospitalaria, con una OR con IC95% de 1,2 (1,1-1,3) con
p<0,01. Sin embargo, es una informacién poco relevante dado que, como ya hemos
dicho, este aumento de la estancia hospitalaria es consecuencia directa de la aparicién
de complicaciones.

Los datos extraidos del andlisis no permiten relacionar los niveles de catepsina
S salivar con la aparicién de complicaciones postoperatorias, por lo que no se pueden
extraer conclusiones para su aplicacion practica en ese sentido.
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9. LA CATEPSINA S COMO BIOMARCADOR PREDICTIVO DE
LA APARICION DE FISTULA SALIVAL TRAS LA
LARINGECTOMIA TOTAL

De todas las complicaciones existentes de las multiples cirugias empleadas para tratar
el cancer de cabeza y cuello, la fistula salival faringocutdnea tras la laringectomia total
es una de las mas estudiadas y sobre la que mas se ha escrito, y pese a todo, continla
siendo una de las mas habituales en la practica clinica.

9.1 LA CATEPSINA S SALIVAR COMO TEST PREDICTIVO DE LA
APARICION DE FiSTULA SALIVAL

Grdfico 23.

Curva ROC para fistula salival Si/No
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El nuevo test predictivo asi creado posee una sensibilidad del 55%, una
especificidad del 69%, un valor predictivo positivo del 52% y un valor predictivo
negativo del 71%. Como ocurria con el test para predecir complicaciones
postoperatorias globales, no se trata de un test muy robusto.

El VPN tiene la suficiente entidad como para considerar relevante un resultado
negativo en el test, ya que mas de dos tercios corresponden realmente a pacientes sin
un riesgo aumentado de padecer una fistula salival en su postoperatorio. Los valores
bajos de VPP y de sensibilidad no permiten otorgar demasiado valor a un resultado
positivo en el test.
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9.2 LA CATEPSINA S SALIVAR Y SU RELACION CON LA FISTULA
SALIVAL

El andlisis en esta ocasidn se limitd a los 38 pacientes que habian sido intervenidos de
laringectomia total, y se formaron dos grupos: por un lado, los 16 que habian
presentado fistula salival faringocutanea en su postoperatorio; y, por otro lado, los 22
gue no la habian padecido.

Los dos grupos resultaron homogéneos en cuanto a la edad (p=0,77), el sexo
(0,37), y los paquetes-afio (p=0,84). No existian tampoco diferencias en cuanto a la
localizacion tumoral, los sintomas ni el grado de diferenciaciéon tumoral.

Analizando los estadiajes tumorales en ambos grupos, destacaba, al contrario
que en el analisis de las complicaciones globales, la ausencia de diferencias entre
extension del tumor primario (cT con p=0,91; y pT con p=0,75); y el estadio tumoral
(estadio clinico con p=0,62 y estadio anatomopatolégico con p=0,99). Esto resulta
légico dado que estamos limitando el analisis a pacientes laringectomizados totales, y
esta cirugia se indica la mayoria de las veces en tumores avanzados. De hecho, solo un
paciente con pT inicial fue sometido a esta cirugia, y ninguno con un estadio
anatomopatoldgico inicial.

Destaca, eso si, las diferencias significativas que obtienen en cuanto a la pN
(p=0,02), con una relaciéon inversa: una pN positiva se asocia a la presencia de fistula
salival. Aunque la presencia de metdastasis ganglionares cervicales no es un factor de
riesgo asentado para el desarrollo de fistula salival, hay varios aspectos que podrian
explicar la relacién. En primer lugar, la presencia de adenopatias obliga a realizar un
vaciamiento cervical (unilateral o bilateral, segun cada caso) junto a la laringectomia
total. Esto alarga el tiempo quirdrgico, lo que ya de por si es un predictor
independiente de complicaciones en cualquier intervencién quirdrgica; y ademas,
puede hacer que los cirujanos lleguen mas cansados a la sutura de la neofaringe, que
suele ser de los ultimos pasos de esta cirugia, pero el mas crucial de todos. Ademas, las
metastasis ganglionares se asocian a tumores mas extensos, que pueden involucrar a
parte de la hipofaringe y obligar a una reseccién parcial de la misma, lo que de por si es
un factor de riesgo conocido para fistula salival (49).

La estancia hospitalaria y la necesidad de gastrostomia se relacionaron
directamente la fistula salival (p<0,01 para ambas), pero, como comentamos en el
analisis anterior, esto es debido a que ambas cosas son consecuencia directa de la
fistula saliva, que obliga a permanecer en el hospital hasta su resolucidn y le impide la
nutricion oral, precisando la gastrostomia.

La existencia de una tragueotomia previa no se relaciona con la presencia de
fistula salival, aunque no olvidemos que solo existen 3 pacientes en la muestra con
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esta variable. La rotura capsular de las adenopatias se queda cerca de la significaciéon
estadistica (p=0,07). En este sentido, se podria teorizar que una adenopatia
metastdsica rota podria suponer unos niveles elevados de catepsina y otras proteasas
en las partes blandas del cuello, que quedarian en parte en el lecho tras la cirugia, y
podrian favorecer la fistula salival. No obstante, serian necesarios mas estudios para
demostrar esta hipodtesis.

Por ultimo, la actividad de catepsina S salivar por encima del punto de corte
obtenido previamente (886,2) no muestra diferencias significativas entre ambos
grupos (p=0,16). Es de destacar que el nivel de significacién estadistico es menor que
cuando se analizaron las complicaciones de manera global (p=0,21), pese a haber
reducido sustancialmente el tamafio de la muestra (de 74 a 38), dado que solo se
analizan pacientes laringectomizados totales. Es posible, por tanto, que una muestra
mayor de estos pacientes obtuviera diferencias significativas entre ambos grupos.

El andlisis multivariante final descartdé a la gastrostomia como un factor
independiente para la fistula salival (p=0,22). La pN y la estancia hospitalaria quedaron
muy préximas a la significacion estadistica, con unas OR con 1C95% de 4,3 (0,9-20,5)
con p=0,06 para la pN; y 2,9 (0,9-7,8) con p=0,06 para la estancia hospitalaria. Por
tanto, aunque no se pueden considerar con estos datos factores de riesgo
independiente para la fistula salival, probablemente lo fueran aumentando el tamafio
muestral.

9.3 APLICACION CLINICA DE LA CATEPSINA S SALIVAR COMO
BIOMARCADOR PREDICTIVO DE FISTULA SALIVAL

Se conocen varios marcadores predictivos de la aparicion de fistula salival. Algunos de
los cuales son intrinsecos al paciente (niveles de albumina, niveles de hemoglobina,
comorbilidades), que se pueden mejorar con programas de prehabilitacion. Otros son
intrinsecos a la intervencidn quirurgica (sutura vertical, margenes afectos por tumor),
gue se pueden mejorar con una técnica quirurgica. No obstante, es muy probable que
existan otros factores intrinsecos del propio tumor, ya que, pese a tener en cuenta los
factores antes mencionados, la fistula salival sigue estando presente en proporciones
notables.

Podrian existir tumores que expresasen mayor cantidad de proteasas al medio,
y que estas, en el postoperatorio inmediato, favorecieran la aparicion de fistula. Esto
seria de gran utilidad para el cirujano, que podria adoptar medidas mas intensas para
limitar este riesgo. Sin embargo, nuestro estudio no permite adjudicar a la catepsina S
salivar este papel, aunque, como ya hemos dicho, puede que investigaciones con
mayor numero de pacientes arrojasen otros resultados.
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10. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio tiene algunas limitaciones que conviene tener en cuenta. En primer
lugar, las diferencias epidemioldgicas entre el grupo de pacientes con carcinoma
faringolaringeo y el grupo control pueden afectar a los resultados, aunque se
realizaron analisis multivariantes para evitar los sesgos provocados por posibles
factores de confusion.

Por otro lado, hay que recordar que el presente estudio se centra en los
pacientes que fueron intervenidos quirdrgicamente, dejando fuera a los que se
trataron con quimiorradioterapia. También deja fuera a los carcinomas p16 positivos.
Puede que estos tumores tengan alguna caracteristica concreta que no se ha podido
analizar.

Debe sefalarse también que los test predictivos creados para analizar la
extension del tumor y el estadio clinico no son excesivamente robustos, pese a que si
se encontraron diferencias significativas al emplearlos en los analisis posteriores. Es
posible que un aumento del tamafio muestral contribuyera a aumentar la validez
interna y externa de estos test, y ampliara sus posibles usos clinicos.

Este aumento del tamafio muestra se volvid imposible al desaparecer del
mercado la sonda empleada en el experimento. Se traté de contactar con la empresa
distribuidora e incluso con autores que la habian empleado en sus trabajos, pero
resulté imposible su obtencidn, y con ello la realizaciéon de mas geles de poliacrilamida.
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11. NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION

Dada la ausencia de investigaciones previas que analizasen la relaciéon entre las
catepsinas en saliva y el cancer de cabeza y cuello, este estudio puede suponer el
punto de partida de numerosas lineas de investigacion, especialmente teniendo en
cuenta el auge actual de la saliva como medio de estudio en la oncologia.

A corto plazo, seria muy interesante analizar el papel de la catepsina S ante las
recidivas de la enfermedad tumoral, para tratar de obtener un marcador que ayudase
en su deteccidon precoz. En este sentido, seria también muy importante analizar
previamente el posible efecto de la radioterapia y la quimioterapia sobre los niveles de
catepsinas salivares, dado que las glandulas salivares son érganos muy afectados por
estos tratamientos y podria verse alterada la excrecidon de estas proteinas a través de
la saliva.

Los andlisis de supervivencia en funcién de la actividad de la catepsina S, y de
otras de su familia, también podrian ser muy utiles a la hora de tratar de encontrar un
nuevo marcador prondstico en cancer de cabezay cuello.

El estudio de otras catepsinas en saliva como la D, la C o la K seria muy
aconsejable, dado que las tres estdn muy relacionadas con procesos oncoldgicos a
otros niveles, como la mama, el colon o el estdmago.

Por ultimo, este estudio de las catepsinas en saliva, que se ha realizado por
perfil de actividad, podria ser complementado con estudios que cuantificasen la
proteina. Es muy posible que varias de las catepsinas pierdan su actividad enzimatica
en un medio como la saliva, pero mantengan su cadena polipeptidica integra y puedan
ser detectadas con otro tipo de técnicas como el ELISA, arrojando nuevos datos.
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1. CONCLUSIONES

A tenor de los resultados obtenidos en nuestro estudio, podemos establecer las siguientes
conclusiones:

La actividad de la catepsina S salivar se encuentra elevada en los pacientes con un
carcinoma epidermoide faringolaringeo pl6 negativo respecto a los pacientes
sanos.

La actividad de la catepsina L salivar se encuentra disminuida en los pacientes con
un carcinoma epidermoide faringolaringeo p16 negativo respecto a los pacientes
sanos.

No existen diferencias en la actividad de la catepsina B entre los pacientes con un
carcinoma epidermoide faringolaringeo p16 negativo y los pacientes sanos.

La actividad de la catepsina S puede ser usada como prueba diagndstica
estableciendo el punto de corte en 479,75 de intensidad de densidad dptica.

La actividad de la catepsina S puede ser usada como prueba predictiva para un
tumor primario avanzado estableciendo el punto de corte en 826,05 de intensidad
de densidad 6ptica

La actividad de la catepsina S no aporta validez como prueba predictiva de
metastasis ganglionares cervicales.

La actividad de la catepsina S puede ser usada como prueba predictiva de un
estadio clinico avanzado estableciendo el punto de corte en 826,05 de intensidad
de densidad dptica.

La actividad de la catepsina S no aporta validez como prueba predictiva de
complicaciones postquirldrgicas en cirugia faringolaringea, ni de fistula salival en
pacientes laringectomizados totales.
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1. ANEXO I: SISTEMA DE ESTADIFICACION TNM

Se adjuntan los sistema de estadificacion TNM de los tumores de orofaringe,
hipofaringe y laringe que se han empleado en el presente estudio. Corresponden a la
octava edicion de la American Joint Committee on Cancer (AJCC).

1.1 CANCER DE OROFARINGE P16 NEGATIVO

TUMOR PRIMARIO (T)

e T1:2cm o menos.

e T2:2-4cm.

e T3: mayor 4 cm o extensidn a cara lingual de epiglotis.

e T4a: invade laringe, musculatura extrinseca lingual, pterigoideo medial, paladar duro o
mandibula.

e T4b: invade apdfisis pterigoides, musculo pterigoideo lateral, pared lateral nasofaringe,
base craneo o engloba arteria carétida.

METASTASIS CERVICALES (N)

e N1: ganglio Unico e ipsilateral < 3 cm.

e N2a: ganglio Unico e ipsilateral 3 -6 cm.

e N2b: ganglios multiples ipsilaterales, menor de 6 cm.

e N2c: ganglios bilaterales o contralateral, menor de 6 cm

o N3a: ganglio mayor de 6 cm

e N3b: cualquier ganglio con extensidn extracapsular clinica.

METASTASIS A DISTANCIA (M)

e MO: ausencia de metastasis a distancia.
e M1: presencia de metdstasis a distancia.

ESTADIO T N Mi
I T1 NO MO

] T2 NO MO

/] T3 NO MO

/] T1,7T2,T3 N1 MO
IVA T1,7T2,T3 N2 MO
IVA T4a NO, N1, N2 MO
IVB T4b Cualquier N MO
IVB Cualquier T N3 MO
vc Cualquier T Cualquier N M1
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1.2 EL CANCER DE LARINGE

“T” DE SUPRAGLOTIS

e T1: limitado a una subregién, con movilidad cordal normal.

e T2: invade mucosa de otra subregion supraglética, de glotis, o de una regién
adyacente (vallécula, base lingual, pared medial seno piriforme) SIN fijacion laringe.

e T3: fija la cuerda vocal y/o invade: area retrocricoidea, grasa paragldtica, espacio
preepigldtico y/o lamina interna cartilago tiroides.

e Td4a: atraviesa cartilago tiroides y/o afecta a musculos profundos de cuello,
musculatura profunda de la lengua, trdquea, glandula tiroides o eséfago.

e T4b: invade espacio prevertebral, mediastino o engloba arteria carétida.

“T” DE GLOTIS

e T1: limitado a cuerda vocal, con o sin afectacion de una comisura, y con movilidad
normal. (T1a si involucra una sola cuerda; T1b si afecta a ambas cuerdas).

e T2:se extiende a supraglotis o subglotis, y/o con disminucién de la movilidad.

e T3:fija lalaringe y/o invade espacio paragldtico o lamina interna de cartilago tiroides.

e Tday T4b: igual que en cancer supragldtico.

“T” DE SUBGLOTIS

e T1:limitado a la subglotis.

e T2:invade la cuerda vocal, con movilidad normal o disminuida
e T3:fija la cuerda vocal.

e T4ay T4b: igual que en cancer supraglético.

METASTASIS CERVICALES (N)

e N1: ganglio Unico e ipsilateral < 3 cm.

e N2a: ganglio Unico e ipsilateral 3—6 cm.

e N2b: ganglios multiples ipsilaterales, menor de 6 cm.

e N2c: ganglios bilaterales o contralateral, menor de 6 cm

e N3a: ganglio mayor de 6 cm

e N3b: cualquier ganglio con extension extracapsular clinica.
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METASTASIS A DISTANCIA (M)

e MO: ausencia de metastasis a distancia.
e ML1: presencia de metastasis a distancia.

ESTADIO T N Mi
I T1 NO MO

] T2 NO MO

m T3 NO MO

/] T1,72,73 N1 MO
IVA T4a NO, N1 MO
IVA T1, T2, T3, T4a N2 MO
IVB T4b Cualquier N MO
IVB Cualquier T N3 MO
vc Cualquier T Cualquier N M1

1.3 EL CANCER DE HIPOFARINGE

TUMOR PRIMARIO (T)

e T1:limitado a una subregién anatémica y/o menor de 2 cm.

cm, todo ello SIN fijacion de la laringe.

e T2: invade mucosa de otra subregién anatdmica, o posee un tamaio de entre 2 y 3

e T3: mayor de 4 cm, o con fijacién de la laringe o extension al eséfago.

e T4a: invade alguno de las siguientes regiones: cartilagos tiroides o cricoides, hueso
hioides, glandula tiroides, o tejidos blandos de la regién central del cuello.

e T4b: invade espacio prevertebral, mediastino o engloba arteria carétida.

METASTASIS CERVICALES (N)

e N1: ganglio Unico e ipsilateral < 3 cm.

e N2a: ganglio Unico e ipsilateral 3 -6 cm.

e N2b: ganglios multiples ipsilaterales, menor de 6 cm.

e N2c: ganglios bilaterales o contralateral, menor de 6 cm

e N3a: ganglio mayor de 6 cm

e N3b: cualquier ganglio con extension extracapsular clinica.
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METASTASIS A DISTANCIA (M)

e MO: ausencia de metastasis a distancia.
e M1: presencia de metastasis a distancia.

ESTADIO T N Mi
I T1 NO MO

] T2 NO MO

]} T3 NO MO

1] T1,72,7T3 N1 MO
IVA T1,72,T3 N2 MO
IVA T4a NO, N1, N2 MO
IVB T4b Cualquier N MO
IVB Cualquier T N3 MO
vc Cualquier T Cualquier N M1
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2. ANEXO II: GELES DE ELECTROFORESIS REALIZADOS

Se adjuntan los geles de poliacrilamida de dos dimensiones sometidos a electroforesis
(técnica SDS-PAGE) que se han realizado para desarrollar este estudio.
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