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RESUMEN

los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello no se realiza

distincién entre las diferentes localizaciones de esta area. El
objetivo de este estudio es describir las alteraciones moleculares pro-
pias de los carcinomas epidermoides de la orofaringe. Se estudian 29
carcinomas de orofaringe con un seguimiento minimo de 36 meses.
Las alteraciones moleculares analizadas fueron: la amplificacion de la
region 11913 (en los 29 casos) y de los oncogenes MYC y ERBB1 (en
22 casos); la integracion del virus del papiloma humano (HPV) tipos
6b y 16 (en 22 casos); las pérdidas de heterocigosidad de los genes

En la mayoria de los estudios sobre alteraciones moleculares en

p53 y NAT2 (en 12 y 13 casos informativos, respectivamente); y el
contenido celular de ADN (en 13 casos). Las alteraciones mas comu-
nes fueron las pérdidas de heterocigosidad de los genes p53 (67% de
los casos) y NAT2 (54%), seguidas de la amplificacion de 11913
(49%). La amplificacion del ERBB1 se encontr6 en el 14% de los ca-
s0s, y la del MYC en sélo un caso (5%). El 23% de los casos presen-
taban integracion del HPV. De los 13 casos analizados 9 (69%) eran
aneuploides. La unica alteracion con posible significado prondstico fue
la amplificacién de 11q13, con tendencia a asociarse con una mayor
frecuencia de metastasis ganglionares y de recidiva tumoral.

PALABRAS CLAVE: Carcinoma epidermoide. Orofaringe. Oncogenes. Genes supresores de tumores.

ABSTRACT

MOLECULAR ALTERATIONS IN OROPHARYNGEAL SQUAMOUS CELL CARCINOMAS

n most of the studies about molecular alterations in squamous

cell carcinomas of the head and neck there is not distinction bet-

ween the different subsites of this area. The objective of this
study is to describe the molecular alterations in squamous cell carci-
nomas of the oropharynx. Twenty-nine oropharyngeal carcinomas,
with a minimum follow-up of 36 months, were studied. The molecu-
lar alterations analyzed were: the amplification of 11q13 region (in
the 29 cases), and the MYC and ERBB1 oncogenes (in 22 cases);
the integration of Human Papillomavirus (HPV) types 6b and 16 (in
22 cases); the loss of heterozygosity (LOH) of p53 and N-acetyl-

transferase-2 (NAT2) gene (in 12 and 13 informative cases, respec-
tively); and the cellular DNA content (in 13 cases). The most fre-
quent alterations found were the LOH at p53 (67%), and NAT2
(54%) locus, followed by 11913 amplification (49%). ERBB1 amplifi-
cation was found in 14% of the cases, and MYC amplification only
in one (5%). Integration of the HPV was found in 23% of the cases.
Nine (69%) of the 13 analyzed cases were aneuploid. The only alte-
ration with a prognostic significance was 1113 amplification that
showed a tendency to be associated with a higher frequency of no-
dal metastases and tumor recurrence.
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INTRODUCCION

El cancer surge de la proliferacién clonal de una pobla-
ciéon de células que van acumulando alteraciones genéticas
de una forma progresiva'. Se han identificado una amplia
variedad de genes implicados en el desarrollo y progresion
tumorales en diferentes tipos de canceres. Estas alteracio-
nes genéticas presentan diferentes patrones segun el tipo
de tumor y la localizacién del mismo (por ejemplo, cancer
colorrectal, de mama, de pulmon, de vejiga, etc.), lo que po-
dria explicar su diferente comportamiento biolégico y clinico.

En los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, se
han identificado también varios genes asociados con el de-
sarrollo y progresion de estos tumores?®. En la mayoria de
los estudios, se considera como un Unico tipo a todos los
carcinomas epidermoides de la cabeza y el cuello. Sin em-
bargo, aunque constituyen una entidad histopatoldgica, es-
tos carcinomas se comportan de forma diferente segun las
diferentes localizaciones en esta area. Esto se refleja en las
diferencias en los patrones de crecimiento, comportamiento
clinico y prondstico. Esta variabilidad en el comportamiento
segun la localizacién sugiere diferentes propiedades tumo-
rales intrinsecas, y seria de esperar que las alteraciones
genéticas responsables de esas propiedades reflejasen di-
chas diferencias. No obstante, las circunstancias anatémi-
cas locales también han de tenerse en cuenta.

Por otra parte, las posibles implicaciones pronésticas
de las alteraciones genéticas pueden verse influidas por
el mayor o menor peso relativo de cada localizacion en

Tabla 1: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los
pacientes estudiados

Caracteristica Numero de casos (%)
Estadio pT

T 1(3)
T2 5(17)
T3 8 (28)
T4 15 (52)
Estadio pN

NO 9 (31)
N1 3(10)
N2 14 (48)
N3 3(10)
Estadio de la enfermedad

| 1(3)
Il 1(3)
1l 6 (21)
1% 21 (73)
Grado de diferenciacion

Bien diferenciado 15 (52)
Moderadamente diferenciado 12 (41)
Pobremente diferenciado 2(7)
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los diferentes estudios. Son por tanto necesarios estu-
dios de localizaciones aisladas para poder extraer con-
clusiones prondsticas.

El objetivo de este estudio es describir las alteracio-
nes genéticas en los carcinomas epidermoides de una
localizacion especifica, como es la orofaringe. Para ello,
se han escogido algunas de las alteraciones mas fre-
cuentes descritas en la literatura?®, y de las que ya teni-
amos experiencia en su estudio: la amplificacion de los
oncogenes MYC, ERBB1 (receptor del factor de creci-
miento epidérmico), CCND1 (ciclina D1), FGF3 y FGF4
(relacionados con el factor de crecimiento fibroblastico),
y EMS1 (cortactina); las pérdidas de heterocigosidad de
los genes p53 y N-Acetiltransferasa-2 (NAT2); la integra-
cién del virus del papiloma humano (HPV); y el conteni-
do celular de ADN. Ademas, se intenta establecer el po-
sible valor pronéstico de dichas alteraciones en esta
localizacion especifica.

METODOS
Pacientes

Se estudian 29 pacientes con carcinoma epidermoi-
de de orofaringe intervenidos entre 1992 y 1995. En to-
dos los casos se trataba de tumores primarios que no
habian recibido tratamiento previamente. Todos los pa-
cientes fueron intervenidos con intencién curativa, y en
todos ellos se obtuvieron margenes quirurgicos libres
de neoplasia (se excluyeron previamente los que tuvie-
ran margenes afectos). En 19 casos se administré ra-
dioterapia postoperatoria (en general, se administré a
los casos localmente avanzados y/o con metastasis
ganglionares). Todos los pacientes eran varones, con
una media de edad de 55,2 anos (rango entre 38 y 74
afos). Todos ellos tenian antecedentes de consumo
habitual de tabaco y alcohol. Las caracteristicas clini-
co-patoldgicas de los pacientes se muestran en la tabla
1. Los pacientes fueron estadificados segun la clasifi-
caciéon de la Unién Internacional Contra el Cancer (42
Edicién).

Obtencidn de las muestras y extraccion
del ADN

Las muestras tumorales fueron obtenidas en el mo-
mento de la intervencion quirdrgica, congeladas inmedia-
tamente y conservadas a —70°C hasta su procesamien-
to. Simultaneamente se obtuvo sangre periférica del
paciente, manteniéndose a 4°C hasta la extraccion del
ADN de los leucocitos, lo cual se realizaba antes de 24
horas de la extraccion.

El ADN de las muestras tumorales y de la sangre peri-
férica fue obtenido siguiendo protocolos convencionales®.
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Anadlisis de la amplificacién oncogénica

El estudio de la amplificacion de los oncogenes MYC,
ERBBH1, y los localizados en la region 11q13 (CCND1,
FGF3, FGF4 y EMS1), se realizé mediante la PCR dife-
rencial, tal como se describié previamente®. Brevemente,
en cada reaccion de PCR se emplearon simultaneamente
dos pares de oligonucleétidos, uno para amplificar el gen
a estudio y el otro para el gen de referencia, localizado
en el mismo cromosoma que el primero. De esta manera

se evitan los falsos positivos debidos a duplicaciones cro-
mosomicas. Como controles negativos se emple6 ADN
extraido de tejidos normales obtenidos en cirugia no on-
colégica (amigdalectomias). Los controles positivos se
obtuvieron mezclando ADN de tejidos normales con can-
tidades conocidas de un fragmento del gen a estudio pre-
viamente amplificado por PCR, de manera que se podian
simular diferentes grados de amplificacion. De cada reac-
cion de PCR, 10 pl fueron sometidos a electroforesis en
geles de Agarosa al 3%. Las bandas correspondientes a

Tabla 2: Resultados de las alteraciones genéticas estudiadas y evolucién de los pacientes

Paciente Edad Esta- Diferen- CCND1

dio ciacion

1 68 T4N3 M - - -
2 63 T4N2 M - - -
3 46 TIN2 M . . .
4 70 T2N2 B - - -
5 44 TINI M - . .
6 54 T4N1 B - . )
7 54 T4N2 B - + +
8 43 T2N2 P - + =
9 38 T4N2 B - - -
10 53 T3N2 B = - -
1 63  T3NO B - - -
12 63 T4N3 B + - -
13 63 T4N2 M + - -
14 49 ToN2 M } . }
15 51 T4NO P - . .
16 42 TaN2 M - . .
17 62 T3N2 B - . .
18 42  T2Ni B - a o
19 57 T4N2 M - - -
20 53 T4N2 B - - -
21 71 T3NO B - - R
22 64 TINO B N . )
23 63 T3NO M = - -
24 74 T4N2 M = - -
25 72 T4NO B - 5 =
26 42 T2NO B - - -
27 48  T4NO M - + -
28 42 T4N3 M + + +
29 48 T1NO B = =

FGF3 FGF4 EMS1

ERBB1 MYC P53 NAT2 HPV Ploi-

dia cion

Evolu-

MOC, 14 m
MT, 15m
VST, 73m

MOC, 3m

> > >» > >

MT, 11m

- - - MT,9m

- + + MT, 3 m

- - - ar ar MT, 30 m

VST, 68 m

MT, 6 m

MOC, 1 m

MT, 16 m

+
>» O O » O

MT, 7 m

- - - - MT, 19 m

MOC, 21 m

- - - MT, 18 m

- - + + - MT, 14 m

- - + + + MT, 9 m

VST, 556m

MOC, 7 m

- - - MT, 16 m

VST, 38 m

MT, 6 m

MOC, 1 m

aF MT, 28 m

+ VST, 36 m

+ VST, 43 m

- MT, 7m

MoC, 29 m

Diferenciacion histoldgica: B, bien diferenciado; M, moderadamente diferenciado; P, pobremente diferenciado. El signo positivo (+) indica la exis-
tencia de amplificacién oncogénica, de pérdida de heterocigosidad, o de integracidn del HPV. El signo negativo (-) indica la ausencia de amplifi-
cacidn oncogénica, de pérdida de heterocigosidad, o de integracion del HPV. Ploidia: D, diploide; A, aneuploide. Evolucion de paciente: VST, vi-
vo sin tumor; MT, muerto con el tumor; MOC, muerto por otra causa sin evidencia de tumor
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Tabla 3: Relacidn entre las diferentes alteraciones genéticas, los parametros clinico-patoldgicos, y la
evolucién de la enfermedad

Estadio T

CCND1 T1-T3 T4 NO
Amplificado 2 (40%) 3 (60%) 1 (20%)
No amplificado 12 (50%) 12 (50%) 8 (33%)
P 0,93 0,95
FGF3/FGF4
Amplificados 5 (63%) 3 (37%) 2 (25%)
No amplificados 9 (43%) 12 (57%) 7 (33%)
P 0,60 0,98
EMS1
Amplificado 2 (29%) 5 (71%) 2 (29%)
No amplificado 12 (55%) 10 (45%) 10 (36 %)
P 0,44 0,75
ERBB1
Amplificado 1 (17%) 2 (33%) 1 (17%)
No amplificado 5 (33%) 6 (40%) 7 (47%)
B 0,95 0,94
p53
Pérdida alélica 4 (50%) 4 (50%) 3 (37%)
No pérdida alélica 2 (50%) 2 (50%) 1 (25%)
B 0,54 0,82
NAT2
Pérdida alélica 5 (71%) 2 (29%) 3 (43%)
No pérdida alélica 2 (25%) 4 (75%) 1 (17%)
B 0,41 0,67
HPV
Positivo 3 (60%) 2 (40%) 1 (20%)
Negativo 8 (47%) 9 (53%) 3 (18%)
B 0,9 0,59
Ploidia
Diploides 1 (25%) 3 (75%) 1 (25%)
Aneuploides 4 (44%) 5 (56%) 1 (11%)

0,96 0,84

Estadio N Recidiva*
N+ No Si
4 (80%) 0 5 (100%)
16 (67%) 4 (21%) 15 (79%)
0,65
6 (75%) 2 (25%) 6 (75%)
14 (67%) 2 (13%) 14 (87%)
0,84
8 (89%) 0 7 (100%)
18 (64%) 9 (37%) 15 (63%)
0,52
5 (83%) 1 (25%) 3 (75%)
8 (53%) 3 (27%) 9 (73%)
1
5 (63%) 1 (14%) 6 (86%)
3 (75%) 0 2 (100%)
0,47
4 (57%) 1 (14%) 6 (86%)
5 (83%) 1 (25%) 3 (75%)
0,71
4 (80%) 1 (25%) 3 (75%)
14 (82%) 2 (14%) 12 (86%)
0,80
3 (75%) 1 (33%) 2 (67%)
8 (89%) 2 (25%) 4 (75%)
0,45

* Se incluyen las recidivas loco-regionales y las metastasis a distancia. Los casos muertos por otra causa o perdidos fueron eliminados del andlisis.

los productos de la PCR fueron visualizadas por tincion
con bromuro de etidio en un transiluminador de luz ultra-
violeta, fotografiadas con una pelicula Polaroid 667, y
cuantificadas mediante técnicas de analisis de imagen
(Bio Image, Millipore).

Andlisis de las pérdidas alélicas en genes
supresores de tumores

Las pérdidas alélicas o pérdidas de heterocigosidad
(LOH) del gen p53 (localizado en 17p13) fueron estudia-
das mediante el analisis de marcadores microsatélites in-
tragénicos al locus p53, también tal como se describio
previamente®. Los microsatélites (dinucleétidos repetidos)

fueron amplificados mediante PCR, y los productos de es-
ta fueron separados mediante electroforesis en geles de
acrilamida al 6%. En el caso del gen de la N-acetiltrans-
ferasa-2 (NAT2, localizado en 8p21-23) el estudio se reali-
z6 mediante el analisis de los polimorfismos de longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP) del gen’. Los
fragmentos del NAT2 donde asientan los polimorfismos de
restriccion fueron amplificados mediante PCR; los produc-
tos de la PCR fueron digeridos con enzimas especificos
(Kpnl para el polimorfismo del nucleétido 481 y Taql para
el del nucledtido 590) y sometidos a electroforesis en ge-
les de acrilamida al 6%. Tanto en el caso del p53 como
en el del NAT2, los geles fueron secados y autorradiogra-
fiados. Los patrones autorradiograficos fueron analizados
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la
PCR diferencial de los genes CCND1 (A) y EMS1 (B). El gen
control empleado en este caso fue el de la tirosina-hidroxilasa
(TH). N representa los controles con ADN de tejido normal, C+
los controles positivos, y bp pares de bases.

mediante densitometria, y se consideré como pérdida de
heterocigosidad una reduccion en la sefal de mas del
80% en uno de los alelos de la muestra tumoral.

Analisis de la integracion del HPV

La integracion del virus del papiloma humano (en
concreto los tipos 16 y 6b) en las células tumorales se
estudido mediante la deteccién del genoma virico por
PCR®. Se amplificaron los genes E6 y L1 de los HPV-
6b y 16 con cebadores especificos para los mismos.
Como control positivo utilizamos el ADN virico, clona-
do en el plasmido bacteriano pBR322. El control nega-
tivo en cada caso consistié6 en mezclas de reaccion en
las que se omitié el ADN. El ADN amplificado se visua-
liz6 mediante electroforesis en un gel de Agarosa al
2%. Comparando las bandas obtenidas con el control
positivo y marcadores de tamafio molecular identifica-
mos los casos positivos, es decir, aquellos que conteni-
an el ADN del virus. La ausencia de deteccion del gen
L1, que soélo esta presente cuando el virus se esta re-
plicando activamente, indica los casos en que el HPV
esta integrado en el genoma celular, y que no se trata
de una infeccion.

Andlisis del contenido celular de ADN
Tras la disgregacion mecanica de las muestras tumora-

les en PBS, éstas fueron filtradas por una malla de nylon
de 100 pm y posteriormente centrifugadas. El sedimento

A B

Figura 2. Autorradiografia de la electroforesis en gel de acrilamida
de los productos de la PCR empleada para amplificar los
marcadores microsatélites de los locus p53 en un caso con
pérdida de heterocigosidad (A) y otro normal (B). La flecha indica
la reduccion de la sefal correspondiente a uno de los alelos en el
ADN tumoral (T) comparado con el ADN de sangre periférica (L).

obtenido fue digerido con tripsina durante 10 min, filtrado
por una malla de nylon de 50 pm vy tefiido con yoduro de
propidio. Las muestras asi preparadas fueron analizadas
en un citdmetro de flujo (Becton Dickinson). Como contro-
les de contenido normal (diploide) de ADN fueron emplea-
dos linfocitos humanos normales. El contenido de ADN de
las muestras tumorales fue establecido por comparacion
con el de los controles normales, empleando el indice de
ADN, que fue calculado como la razén entre los picos
G0/G1 del histograma de ADN del tumor y de los controles
(el pico GO/G1 representa las células que no se encuen-
tran sintetizando ADN). Por definicién el indice de ADN del
control normal es de 1, considerandose por tanto diploides
las muestras con indice de ADN igual a 1. indices de ADN
superiores a 1 fueron considerados aneuploides. Los resi-
duos, nucleos y agregados celulares que no pudieron fil-
trarse fueron eliminados instrumentalmente.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se empled el test de chi-
cuadrado, con la correcciéon de Yates cuando era preci-
so, con la ayuda del programa informatico Stat View Il
(Abacus Concepts) en un ordenador Maclintosh llci (Ap-
ple Computer). Los pacientes fueron seguidos un mini-
mo de 36 meses. Los valores de P = 0,05 fueron consi-
derados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

En la tabla 2 se muestran los resultados de las altera-
ciones moleculares estudiadas en los 29 casos y la evo-
lucién de los pacientes. La amplificacién de los oncoge-
nes localizados en la regién 11913 (CCND1, FGF3,
FGF4, y EMS1) fue estudiada en los 29 casos, hallando-
se amplificado al menos uno de ellos en el 49% de los
casos (13/29 casos). Especificamente, el gen CCND1 se
hallé6 amplificado en 5 casos (17%), el FGF3 en 8 casos
(28%), el FGF4 en 4 casos (14%), y el EMS1 en 7 casos
(24%). En la mayor parte de los casos estos genes se
hallan coamplificados, especialmente los genes FGF3 y
FGF4 (al ser los mas proximos en el amplicon 11g13). La
amplificacion de los oncogenes ERBB1 y MYC fue estu-
diada en 22 casos, hallandose amplificados en el 14%
(3/22 casos) y el 5% (1/22 casos) respectivamente. De
los 29 casos, 12 eran informativos (heterocigotos) para el
gen p53, presentando pérdida de heterocigosidad 8 de
ellos (67%). Trece casos eran informativos para el gen
NAT2, habiendo pérdida de heterocigosidad en el 54%
de ellos (7 casos). En 22 casos se analizé la integracion
del HPV, hallandose la misma presente en 5 casos (4 ca-
sos con el tipo 6b y 1 con el tipo 16). En 7 de los casos
se disponia de informacion de todas las alteraciones ge-
néticas estudiadas, existiendo al menos 1 de las mismas
en todos ellos (1 alteracién en 2 casos, 2 alteraciones en
otros 2, 2 alteraciones en otros 2 mas, y 6 en otro). En
trece casos se estudio el contenido celular de ADN, sien-
do 4 de ellos diploides (31%) y 9 aneuploides (69%). En
las figuras 1 y 2 se muestran ejemplos representativos
de los resultados de la PCR diferencial y de los analisis
de pérdida de heterocigosidad.

La relacion entre las alteraciones genéticas estudia-
das y los diferentes parametros clinico-patolégicos se re-
sume en la tabla 3 (la amplificacion de los genes FGF3
y FGF4 se considera simultaneamente al hallarse coam-
plificados en la mayoria de los casos). Debido al tamafo
de la muestra, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas en ningun caso, pero si se pueden apreciar
ciertas tendencias. En cuanto al tamafio del tumor (esta-
dio T), la amplificacion oncogénica muestra una tenden-
cia a esta asociacion con estadios avanzados. En las
otras alteraciones estudiadas no se aprecid relacion con
el tamano tumoral, observandose incluso que las pérdi-
das de heterocigosidad del NAT2 eran mas frecuentes
en los estadios iniciales. Los casos con amplificacion de
los genes de la regiéon 11913 mostraron una mayor inci-
dencia de metastasis ganglionares. No presentaron rela-
cion con el estadio ganglionar las otras alteraciones ge-
néticas analizadas.

De los 29 pacientes, 23 fallecieron: 16 por el tumor y
7 por otras causas no relacionadas con este (tabla 2).
Seis pacientes permanecen vivos y sin evidencia de en-
fermedad entre 36 y 73 meses (media, 52,1 meses). Los
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pacientes que fallecieron por causas no relacionadas
con el tumor fueron excluidos del analisis de las recidi-
vas tumorales. De los 22 pacientes restantes, 18 (83%)
presentaron recidiva (16 casos con recidivas locorregio-
nales y 2 con metastasis a distancia). El analisis estadis-
tico no muestra ninguna correlacion entre las alteracio-
nes genéticas aisladas y las recidivas tumorales (tabla
3), aunque la amplificacion de los genes CCND1 y
EMS1 presenta una clara tendencia a asociarse con un
peor prondstico, aunque las diferencias no llegaron a ser
estadisticamente significativas, nuevamente debido a un
insuficiente nUmero de casos con amplificacion.

DISCUSION

Dado que el comportamiento clinico de los carcino-
mas epidermoides de cabeza y cuello depende notable-
mente de su localizacion, es cuestionable incluir a todas
las localizaciones dentro de una sola entidad. La diferen-
te agresividad de los tumores originados en distintas lo-
calizaciones podria ser debida, ademas de a factores
anatémicos locales, a diferencias en las alteraciones mo-
leculares existentes en cada localizacion. Sin embargo,
la mayoria de los estudios sobre alteraciones genéticas
en los carcinomas de cabeza y cuello no hacen distin-
cion entre las diferentes localizaciones, siendo escasos
los trabajos sobre localizaciones aisladas, y mas aun los
que analizan varias alteraciones simultaneamente. Nues-
tros resultados muestran que la frecuencia de las altera-
ciones genéticas estudiadas es semejante, a las encon-
tradas en estudios previos que incluian todas las
localizaciones de la cabeza y el cuello®®.

La amplificacion de la regién 11913 se ha descrito en
el 20-50% de los carcinomas de cabeza y cuello®", sien-
do la activacion oncogénica mas frecuente en estos car-
cinomas. Nuestra tasa de amplificacion (el 49% de los
casos) es concordante con estos estudios. Esta elevada
frecuencia de amplificacion de la region 11913 podria
explicar en parte la agresividad de los tumores de esta
localizacion, al haber sido relacionada en varios trabajos
con la presencia de metastasis ganglionares, mayor
agresividad local y una superior incidencia de recidivas
tumorales™ 2",

El oncogen MYC se ha encontrado amplificado en los
carcinomas de cabeza y cuello con frecuencias que osci-
lan entre el 4 y el 15%'". En nuestro estudio hallamos
unicamente un caso amplificado (5%). Se ha descrito que
la amplificacion del MYC se asocia a estadios locales
avanzados, tal como sucedia en nuestro caso.

El oncogen ERBB1, que codifica el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), se ha encontrado
amplificado entre el 7 y el 25% de los casos segun las
series®'®'*?' Al igual que sucedia en los casos anteriores,
la frecuencia hallada en nuestro estudio (14%) es concor-
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dante con estas cifras. La amplificacion de este gen se
asocié ademas en nuestro trabajo con estadios locales
avanzados (aunque no llegé a ser estadisticamente signi-
ficativa), lo cual ya habiamos descrito en un estudio mas
amplio sobre todas las localizaciones®.

El porcentaje de casos que presentan pérdida de he-
terocigosidad del p53 en nuestro estudio (8/12, 67%) se
encuentra en el rango de lo descrito en la literatura para
los carcinomas de cabeza y cuello en general, aproxima-
damente la mitad de los cuales presentan esta altera-
cion%#%,_ Al igual que en nuestro estudio, estos trabajos
previos no han demostrado una asociacion entre la inac-
tivacion del p53 y las caracteristicas clinico-patologicas
del tumor. Tampoco se ha descrito una asociacion con el
pronéstico, lo cual es congruente con el papel atribuido
al gen p53 en la carcinogénesis de cabeza y cuello: el
gen p53 participaria en los estadios iniciales de la trans-
formacién maligna, no favoreciendo la progresion de los
carcinomas ya establecidos?.

El gen NAT2 se halla localizado en la regiéon cromo-
sémica 8p21-23, la cual se ha encontrado frecuentemen-
te delecionada en los carcinomas de cabeza y cuello
2232830 | 3 enzima codificada por este gen (la N-acetil-
transferasa-2) metaboliza las aminas aromaticas, actuan-
do asi como detoxificante de diversos carcinégenos, co-
mo los del tabaco, funcionando como enzimas de fase Il.
La disminucion de la capacidad metabdlica de estas en-
zimas se ha asociado con un mayor riesgo de desarro-
llar carcinomas de cabeza y cuello en individuos fuma-
dores’. Esto podria explicarse por un mayor riesgo de
sufrir mutaciones en los oncogenes y genes supresores
de tumores en estos individuos con una capacidad deto-
xificadora reducida. De esta forma, el gen NAT2 se com-
portaria como un gen supresor de tumores, siendo can-
didato a ser uno de los posibles genes supresores de
tumores localizados en la regiéon 8p21-23. En este traba-
jo hemos hallado la pérdida de heterocigosidad del
NAT2 en el 54% de los casos, lo cual descarta que se
deba a pérdidas genéticas aleatorias debidas a inestabi-
lidad cromosémica generalizada (se consideran como ta-
les las inferiores al 20%).

El virus del papiloma humano (HPV) ha sido hallado
en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello con
una frecuencia variable en los estudios hasta ahora reali-
zados, que va del 10% al 80%, aunque en las series con
mayor nimero de pacientes el porcentaje de casos positi-
vos se encuentra alrededor del 20%"*"*%. En este trabajo
encontramos una frecuencia de integracion del gen E6 de
los HPV 16 y 6b del 23%, en concordancia por tanto con
lo previamente descrito. También en concordancia con es-
tos trabajos, la integracion del HPV no se correlacioné
con los parametros clinico-patologicos.

Con relacion al significado prondstico de estas alteracio-
nes genéticas, hemos hallado un posible significado pronds-
tico unicamente a dos de ellas: la amplificacién de los genes

CCND1 y EMS1 se asocia con una mayor frecuencia de re-
cidivas tumorales (100% en los casos con amplificacion).
Sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente sig-
nificativas, probablemente por un insuficiente nimero de ca-
sos con amplificacién. La amplificacion de la regiéon 11q13,
en la cual se localizan estos genes, ha sido previamente re-
lacionada con un peor pronodstico en los carcinomas de ca-
beza y cuello™. Sin embargo, dichos estudios previos no
han analizado la diferente contribucion de los genes presen-
tes en el amplicon 11q13 al prondstico. Actualmente se
acepta que los oncogenes activos de dicha region son preci-
samente estos dos: el CCND1 (que codifica la ciclina D1) y
el EMS1 (que codifica la cortactina, una proteina del citoes-
queleto). La amplificaciéon del CCND1 ha sido relacionada
con un peor pronostico en algunos estudios que analizaban
dicho gen aisladamente’*, sin embargo no ha habido estu-
dios que analizasen el gen EMS1 de forma individual. La
funcién normal de las proteinas codificadas por los genes
CCND1 y EMS1 explicaria su papel oncogénico cuando sé
desregulan y su posible significado prondstico. Asi, la ampli-
ficacion de la ciclina D1 favoreceria la proliferacion celular
por sus efectos en el punto de control G1/S del ciclo celular,
mientras que la de la cortactina estaria implicada en el po-
tencial metastasico e invasivo de las células por sus efectos
sobre el citoesqueleto y las estructuras de adhesion
celular®. No obstante son necesarios estudios con un mayor
numero de casos para confirmar estos hallazgos.

En cuanto al porcentaje de tumores aneuploides ha-
llado en nuestro estudio (69%) es igualmente concordan-
te con los descritos previamente, que variaban del 48%
al 76%**°. Sin embargo, la relaciéon de la ploidia con el
prondstico ha mostrado resultados variables. Asi, algunos
autores sefialan un peor prondstico para los pacientes
con tumores aneuploides®?, mientras que otros hallan
resultados opuestos, con una mayor tasa de metastasis y
un peor pronéstico para los tumores diploides®*. Nues-
tros resultados muestran que los tumores con contenido
aneuploide de ADN tienden a presentar mas metastasis
ganglionares y mayor numero de recidivas, si bien las di-
ferencias obtenidas no fueron significativas, probable-
mente debido al pequefio nimero de casos.

En conclusioén, estos resultados confirman la teoria
de que multiples alteraciones genéticas son necesarias
para la progresion del cancer. Son necesarios estudios
mas amplios de localizaciones aisladas (como por ejem-
plo en este caso la orofaringe) para tratar de identificar
el patron de estas alteraciones que pueda ser aplicable
al tratamiento de estos tumores, tanto desde el punto de
vista prondstico como para disefar nuevas terapias.
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