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Introduccion

A.- ANATOMIA DE LA FARINGE

El objetivo de este apartado no es ofrecer un estudio anatémico

exhaustivo sino insistir sobre ciertas nociones de definicidon topografica, de

histologia, de vascularizacibn y de inervacién, importantes para Ila

comprension y sistematizacion de la faringe!" ™.

1. Topografia

La faringe es un conducto con un eje mayor vertical, constituido por

cuatro paredes que delimitan una luz central. En el adulto, este conducto

faringeo alcanza una longitud de 12 a 13 cm, adelgazandose ligeramente

de arriba abajo. Se divide de forma bastante arbitraria en tres niveles (fig.

1):

a) Rinofaringe (cavum, nasofaringe, epifaringe)

Presenta importantes variaciones individuales de tamano y forma, en
su parte superior limita con la base del craneo y por debajo, con un
plano horizontal que pasa por el paladar 6seo. Asi, en posiciéon de
reposo, el velo forma parte de la orofaringe y no de la rinofaringe. El
cavum se abre por delante hacia las fosas nasales por las coanas.
Lateralmente, se encuentran los orificios faringeos de las trompas de
Eustaquio, los pliegues tubéaricos e inmediatamente detras de ellos,
las fosetas de Rosenmlller (recesos faringeos). La pared superior, de
forma ojival, comprende dos restos embrionarios, la hipdfisis faringea
y la bolsa faringea. La hipdfisis faringea, elemento muy anterior de la

pared superior, es un resto de la celdilla embrionaria de la hipéfisis
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(celdilla de Rathke). La bolsa faringea (de Luschka) es un vestigio
mediano resultante de la adherencia del endodermo faringeo al
notocordio, por lo general simple surco y a veces una pequefia celdilla
diverticular que puede convertirse en el centro de una inflamacién
cronica y de retencion de secreciones. A la pared superior le sigue la

pared posterior y vertical, que esta a la altura del cuerpo del atlas.

conchae

nasal mucosa

soft palate

oral cavity aropharynx

L laryngopharynx

hyoid bon ventricular fold

epiglottis \ 2
gl fes
larynx \ 7
thyroid cartilage \\
i .‘ 3

trachea

vocal fold

esophagus

Figura 1: Anatomia de la Faringe

b) Orofaringe (mesofaringe)
Se extiende desde el plano horizontal que pasa por el paladar
duro hasta el plano horizontal que pasa por el borde superior del

hueso hioides. La pared posterior de la orofaringe esta a la altura de
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Introduccion

los cuerpos de la 22 y 32 vértebras cervicales. Lateralmente se
encuentran las zonas amigdalares. La mitad superior de la pared
anterior esta constituida por un orificio: el istmo de las fauces, limitado
por los pilares anteriores. La mitad inferior de la pared anterior de la
orofaringe se halla representada por la base de la lengua, las
valéculas y la parte suprahioidea de la epiglotis.

Aunque la nomenclatura internacional no divide la orofaringe,
resulta mas comodo considerar dos sectores: la velofaringe (VF) y la
faringe retrobasilingual (FRBL). La velofaringe constituye la parte alta
de la orofaringe y comprende el velo y el istmo faringonasal, limitando
con los pilares posteriores. Su funcién es basicamente fonatoria y
esfinteriana. La faringe retrobasilingual limita en su pared anterior con
la base de la lengua, las valéculas y la epiglotis suprahioidea,

desempefiando un papel esencial en la deglucién®.

c) Hipofaringe (laringofaringe)

Se extiende desde el plano horizontal, pasando por el borde
superior del hueso hioides, hasta llegar a la boca del eséfago. Por
detras se relaciona con los cuerpos vertebrales de la 42, 5% y 6
vértebras cervicales. Por delante, su parte superior corresponde al
orificio superior de la laringe y la inferior, a la pared faringolaringea,
levantada por la lamina cricoidea y los aritenoides. La parte lateral de
la hipofaringe estd formada por los senos piriformes, mientras que la

parte media se denomina zona retrocricoidea. Por debajo, la
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hipofaringe termina por la boca esofagica que corresponde a la

entidad fisioldgica del esfinter superior del eséfago.

2. Estructura
De adentro afuera, la pared faringea esta formada por un
revestimiento mucoso rico en elementos linfoides, la tunica fibrosa, la capa
muscular y finalmente, la aponeurosis perifaringea. Se presentara una
recapitulacion detallada de los diferentes elementos constitutivos para una
mejor comprension de la patologia epitelial y linfoide faringea, asi como la
de los musculos de la faringe y de los trastornos de la deglucién.
a) Epitelio faringeo
El revestimiento de la epifaringe esta formado por una mucosa
de epitelio ciliado pseudoestratificado que se prolonga en un epitelio
pluriestratificado de tipo escamoso no queratinizado, presente en la
orofaringe y en la hipofaringe.
b) Elementos linfoides
La capa epitelial de la faringe es lo suficientemente laxa (epitelio
reticulado) como para que las células linfocitarias y macrofagicas
puedan colonizarla en gran numero. El término tejido linfoepitelial
corresponde a una entidad anatomofuncional que resulta de la
estrecha relacion entre las células epiteliales y linfocitarias en la
superficie de la mucosa. La unidad linfoepitelial esta constituida por un
foliculo secundario, un tejido linfoide difuso de sostén, una arteriola,

una vénula y por venas postcapilares recubiertas de un epitelio
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Introduccion

escamoso. En todas las mucosas pueden observarse unidades
linfoepiteliales solitarias (foliculo solitario) o linfocitos dispersos en el
epitelio. En la entrada de las vias aerodigestivas, en la orofaringe y en
la rinofaringe, existen formaciones organizadas de tejido linfoepitelial
que se reagrupan bajo el término de anillo de Waldeyer. Estos
organos linfoepiteliales son las amigdalas. De arriba abajo se puede
distinguir:

- la amigdala faringea (vegetacion adenoide): Impar,
endoluminal y no capsulada. Situada sobre el techo y la
pared posterior de la rinofaringe;

- la amigdala tubarica: Par y endoluminal. Situada alrededor
del ostium tubérico, en la foseta de Rosenmiiller, que
confluye con la amigdala faringea;

- la amigdala palatina: Par y capsulada. Situada entre los
pilares anteriores y posteriores del velo del paladar;

- la amigdala lingual: Impar y no capsulada. Submucosa,
situada en la zona basilingual. Esta es menos constante y
no esta bien caracterizada;

- los pliegues faringeos (falsos pilares) que ascienden
verticalmente casi hasta las paredes posterior y lateral de la
orofaringe;

- los acumulos linfoepiteliales del vestibulo laringeo.
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¢) Musculatura faringea
Los diez musculos de la pared faringea, pares y simétricos
(cinco de cada lado), se dividen en dos grupos segun su accién:

- los musculos constrictores o intrinsecos, formados por fibras
transversales u oblicuas, tienen por funcién estrechar la
faringe;

- los mdusculos elevadores o extrinsecos, estrechos y
alargados, compuestos de fibras longitudinales, cuya
funcion es la de elevar y encoger la faringe.

Cabe destacar que, contrariamente a la disposicidon de la
musculatura del aparato digestivo, los musculos de fibras circulares

son internos con respecto a los musculos longitudinales.

n Musculos constrictores

Los musculos constrictores de la faringe son musculos planos,
delgados, curvos, formando un canal concavo hacia delante. Estan
unidos a la cara externa de la tunica fibrosa faringea, con la cual se
confunden en la parte media de la pared posterior, constituyendo asi
el rafe faringeo. De arriba abajo, los musculos constrictores se
recubren parcialmente, de la misma manera que las tejas sobre un
tejado. Sin embargo, esta capa muscular se ve interrumpida por
intersticios musculares, que son otros tantos puntos débiles de los

cuales algunos abren paso a elementos vasculonerviosos.
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Introduccion

— ElI musculo constrictor superior de la faringe es el mas profundo,
ancho y fino de todos los musculos constrictores. Ocupa el tercio
superior de la faringe, sus fibras superiores se unen por detras a
la base del craneo a la altura del tubérculo faringeo. Aunque
lateralmente no reviste la parte superior de la tanica fibrosa
faringea, este hiato muscular no representa una zona de
fragilidad. Por delante, sus fibras se terminan en el ala interna de
la apdfisis pterigoides, en el ligamento pterigomandibular y en la
parte posterior de la linea milohioidea, mientras que algunas
fibras se pierden en la base de la lengua.

— El' musculo constrictor medio de la faringe cifie la parte media de
la faringe a nivel de C3 y C4. Por delante, se inserta en el hueso
hioides por medio de dos haces: el haz condrofaringeo, que se
fija sobre el asta menor, y el haz ceratofaringeo, que se une al
asta mayor.

— El musculo constrictor inferior de la faringe es el mas extenso y
el mas superficial de todos los musculos constrictores.
Comprende dos haces: el haz superior, que se inserta en el
cartilago tiroides y el haz inferior, que se inserta en el cricoides.
A este ultimo también se le conoce como musculo cricofaringeo.
El cuerpo muscular del masculo constrictor inferior forma una
amplia capa cuyas fibras superiores, ascendentes y oblicuas, se

entrecruzan con sus homodlogas contralaterales a la altura del
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rafe mediano, mientras que las fibras del haz cricoideo son
horizontales, circulares y sin insercion en el rafe. De esta
manera, el haz cricoideo del constrictor inferior tiene una
estructura muy particular que debe relacionarse con su funcion
fisioldgica contingente muscular, muy especifica, que forma la
boca esoféagica y determina la zona de alta presion del eséfago

superior.

n Musculos elevadores

La faringe posee un aparato elevador constituido, no sélo por las
fibras ascendentes de los constrictores medio e inferior, sino también
y sobre todo por dos musculos especificos: el estilofaringeo y el
faringopalatino (o faringoestafilino). Estos musculos, pares vy
simétricos, so6lo forman parte de la pared faringea en su porcion
inferior.

El muasculo estilofaringeo se inserta a la altura de la parte
anterointerna de la base de la apdfisis estiloides. Su parte superior es
estrecha. Su parte inferior, ancha y fina, se integra en la pared lateral
de la faringe. Sus fibras posteriores se insertan en la tunica faringea,
mientras que sus fibras anteriores se dividen en dos haces, uno que
se dirige hacia el borde lateral de la epiglotis participando en la
constitucién del pliegue faringoepiglético y otro que progresa por el

pliegue aritenoepiglético, antes de unirse al borde posterosuperior del
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Introduccion

cartilago tiroides y luego del cricoides. Es un musculo no soélo
elevador, sino también dilatador.

El musculo faringopalatino o musculo faringoestafilino se inserta
hacia arriba en la cara ventral de la aponeurosis del velo, desciende
verticalmente levantando el relieve del pilar posterior y se divide en
dos haces en su parte inferior: un haz faringeo que se intrinca con las
fibras del musculo estilofaringeo y un haz tiroideo que se une al borde
superior del cartilago tiroides. Su contraccion estrecha el diametro

transversal de la faringe por aproximacion de los pilares posteriores.

n Hiato y puntos débiles

El hiato superior de la faringe se situa entre los dos haces del
musculo constrictor medio, por encima del borde superior del asta
mayor del hueso hioides y abriendo paso a la arteria lingual.

El hiato medio de la faringe limita con los musculos constrictor
medio e inferior; el nervio faringeo superior discurre sobre ellos antes
de perforar la membrana tirohioidea. El hiato inferior de la faringe esté
comprendido entre los haces tiroideo y cricoideo del musculo
constrictor inferior. Después de pasar por debajo del haz cricoideo del
constrictor (pinza cricofaringea), el nervio faringeo inferior (o nervio
recurrente) discurre por el area del hiato inferior.

Para poder comprender la historia natural de los diverticulos
faringoesofagicos, es importante conocer los puntos débiles

posteriores, impares y mediales, contrariamente a los hiatos que son
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®13)Se describen dos puntos débiles superficiales y

laterales y pares
un punto débil profundo. El punto débil superficial superior se
relaciona con una dehiscencia entre los dos haces del constrictor
inferior de la faringe (triangulo de Laimer). El punto débil superficial
inferior es una dehiscencia que aparece entre el cricofaringeo y la
musculatura esofagica. Para Guerrier y cols (1923), el «punto débil es
ante todo un punto débil profundo entre los dos musculos
palatofaringeos»; una vez que la mucosa se insinla en esta zona
débil de la capa longitudinal interna, «el paso del constrictor inferior se
hace por puntos muy variables, pero siempre por encima del musculo
cricofaringeo o a través del mismo» (Guerrier niega asi la existencia
del punto débil superficial inferior, con lo cual los diverticulos de

Zenker son mas bien diverticulos hipofaringeos 'y no

faringoesofagicos).

3. Relaciones

Mas que examinar la anatomia con todo detalle, se pretende
determinar las principales relaciones que pueden explicar algunos signos
funcionales.

Por detras, la faringe esta separada de la columna cervical por la
aponeurosis prevertebral, engrosada, que se apoya en los musculos rectos
anteriores mayores de la cabeza, en los musculos profundos del cuello y
en el arco anterior del atlas. Entre la faringe y la aponeurosis prevertebral,

existe un espacio celuloganglionar retrofaringeo (espacio de Gillette). La
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Introduccion

invasion tumoral o la inflamacion del espacio de Gillette son responsables
de una torticolis caracteristica. Lateralmente, la faringe se relaciona con:
— la fosa infratemporal; en su parte superior (nasofaringe);
— el espacio parafaringeo, por delante, y con el espacio subparotideo
posterior por detras; en su parte media;
— en su parte inferior: con la zona carétida.
Estas relaciones laterales justifican la expresidn faringea de algunas
masas cervicales y algunas veces las manifestaciones cervicales de

algunas enfermedades, principalmente tumorales, de la faringe.

4. Vascularizacion e inervacion de la faringe

a) Vascularizacion

La vascularizacion arterial se realiza en las ramificaciones de la
carétida externa, a saber: la arteria faringea ascendente, la arteria
palatina ascendente, las ramificaciones amigdalares de la arteria
facial, las ramificaciones de la arteria maxilar interna y de la arteria
lingual. De todas las ramificaciones de la carétida externa, la arteria
faringea ascendente es, sin lugar a dudas, la menos conocida. Sin
embargo, ella garantiza la irrigacion esencial de la faringe y, en
patologia, alimenta un gran numero de fibromas nasofaringeos y
tumores del glomo timpéanico. La arteria faringea ascendente nace en
la cara posterior de la carotida externa, a la altura de la arteria lingual,
raramente por debajo, a menudo inmediatamente por encima. Se

puede dividir en tres partes: una ascendente (porcién faringea), una
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parte curva y una parte descendente (ramificacion palatina de Weber).
De la parte ascendente surgen tres arterias faringeas (inferior, media
y superior), la arteria tonsilar superior y una ramificacién prevertebral.
La arteria meningea posterior, la arteria tubarica inferior y la arteria
timpanica parten de la parte curva. De la parte descendente salen las
ramificaciones para el constrictor superior de la faringe. Resaltan las
abundantes anastomosis en la pared faringea, entre las colaterales
derechas e izquierdas, que hacen de la faringe un d&rgano
particularmente bien irrigado que no teme las ligaduras arteriales. El
drenaje venoso se efectua desde el tronco tirolinguofacial y el plexo
pterigoideo hacia la vena yugular interna.

En la mayoria de los casos, el drenaje linfatico se dirige
directamente hacia los ganglios linfaticos cervicales. En el nifo, los
colectores linfaticos drenan hacia los ganglios retrofaringeos situados
en el espacio de Gillette. Luego, los ganglios retrofaringeos
involucionan, aunque su invasion puede constatarse en algunas
patologias tumorales de la faringe del adulto. La parte inferior de la
faringe también drena hacia los ganglios linfaticos paratraqueales,
estableciéndose asi una comunicacién con el sistema linfatico

bronquial y toracico.

b) Inervacion
Los musculos faringeos reciben su inervacion motriz del nervio

glosofaringeo, del neumogastrico, del hipogloso mayor y de la

-2



Introduccion

ramificacion interna del espinal y del nervio facial. La inervacion
sensitiva de la rinofaringe procede del nervio maxilar superior,
ramificacion del trigémino; la de la orofaringe proviene del nervio
glosofaringeo y la de la hipofaringe del nervio neumogastrico,

principalmente por medio del nervio laringeo superior.

B.- CARCINOMA DE LA NASOFARINGE
Las primeras publicaciones referentes al cdncer nasofaringeo (CNF)
datan de 1901, con la descripcion de 14 casos de Jackson y cols v,
después, con la de 22 pacientes en 1922 por New, seguida de la de Digby
en 1941, que constaba de 114 pacientes''®.
El cancer de la nasofaringe (también denominada cavum o
epifaringe) es un carcinoma en mas del 90% de los casos, de los que el

carcinoma nasofaringeo de tipo indiferenciado (CNFTI) es el mas frecuente

(14, 15,16)

Al contrario que los demas carcinomas de las vias aerodigestivas
superiores, el CNF, sobre todo en las zonas de endemia, afecta a
pacientes mas jovenes (de los que un 5-10% son nifios menores de 18
anos), a menudo no fumadores ni bebedores de alcohol, y tiene una
relacién especial con el virus de Epstein-Barr (VEB)"*'®. La incidencia
elevada (10-30/100.000) o moderadamente elevada (1-10/100.000) en las
zonas endémicas de los paises del sudeste asiatico y del Magreb contrasta

con la baja cifra (<1/100.000) de los paises europeos y anglosajones!'” 9.
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El perfil del CNF es parecido al del cancer evolutivo con un potencial
metastasico visceral elevado (hueso, pulmones, higado), que es la causa
principal de fracaso terapéutico!'>'729),

La actualizacién de las clasificaciones anatomoclinicas ha permitido
obtener una estadificacion mejor de la lesion, que se correlaciona de forma
estrecha con el prondstico®.

La elevada radiosensibilidad del CNF permite un control locorregional
muy satisfactorio, que se potencia por la asociacion de la quimioterapia

concomitante para las lesiones con afectacion ganglionar cervical extensa

(N2-3) o con un volumen tumoral nasofaringeo elevado (T4)"* 720,

1. Epidemiologia
a) Incidencia

El CNF, que en mas del 90% de los casos es de tipo
epidermoide, es infrecuente y esporadico en los paises occidentales,
con una incidencia <1/100.000; y endémico en los paises de la
cuenca mediterranea, en el Magreb y, sobre todo, en el sudeste
asiatico!'®2" (Fig. 2). En esta Ultima region, la incidencia varia de 20
al 50/100.000, siendo maxima en el sudeste de China (Kwantung) y

1720) ' ciudad donde es del 20,2/100.000 en los varones

en Hong Kong'
y del 7,8/100.000 en las mujeres. En la ultima década se ha
observado una disminucibn de la proporcibn  mortalidad

(estandarizada por la edad)/incidencia, que se explica por la reduccién

del consumo de pescado seco salado en la alimentacién infantil, que

-4 -



Introduccion

es una fuente de nitrosaminas cancerigenas, asi como por el
desarrollo socioeconémico de las regiones del sudeste asiatico "% 2.
En las zonas donde la frecuencia es intermedia (Magreb y paises

del entorno mediterraneo), la incidencia varia de 3 a 7/100.000 ('-22),

e Incidencia (por 100.000)
r-1<1,7  ©o1,7-3,0] ==2(3,0-3,5] == [3,5-10,0] == > 10,0

Figura 2. Distribucion mundial del cancer de la nasofaringe en funcién de la incidencia
(segun M. Cobres, Médecine et Sciences 2004).

En Europa y en Estados Unidos, el CNF es una enfermedad
mucho mas infrecuente y esporadica, con una estimacién reciente de
la incidencia en Estados Unidos (Lee y cols) de 0,7/100.000 en un
estudio retrospectivo realizado desde 1973 a 1999 sobre 4.860
pacientes @V,

b) Distribucién por edad y sexo
El promedio de la edad de aparicion del CNF varia segun la zona

geografica y el tipo histoldgico (indiferenciado o no). En los paises del

-25-



sudeste asiatico, el CNF se observa a partir de los 20 afos, con un

(18,20, 23 En |as series asiaticas, el

pico alrededor de los 50 afnos
promedio de edad de aparicién suele ser de 50 anos (Tabla I). En las
zonas de riesgo intermedio, como el Magreb, se ha observado una
distribucién bimodal, con un primer pico entre los 10 y los 24 afos, y

2224 En Tlnez, los casos pediatricos

un segundo a los 50 afios !
detectados antes de los 18 afos representan alrededor del 5% de los
canceres nasofaringeos, y el tumor maligno epitelial es el mas
frecuente en oncologia pediatrica %. En Estados Unidos, el promedio
de edad de aparicion es mas elevado, por lo general superior a los 50
anos, lo que se explica por la mayor frecuencia de las formas
epidermoides diferenciadas, que corresponden a personas de mas
edad ®.

Los varones se afectan con mas frecuencia que las mujeres, con
un sex-ratio que varia de 2 a 3 (1416.17.20.21.23)
c) Distribucion histologica

El tipo predominante de CNF es el epidermoide, con
independencia de la region considerada. La forma indiferenciada
(CNFTI) es la mas frecuente (Tabla I) en las zonas de incidencia alta
o intermedia, donde representa mas del 80-99% de los casos '* 16:24),

En Estados Unidos, la frecuencia de las formas epidermoides bien

diferenciadas puede llegar hasta el 70% segun Lee y cols ©.
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2. Etiologia
a) Virus de Epstein-Barr
Las infecciones por el virus de Epstein-Barr (VEB) son una de las
etiologias principales del CNF ®®). Este virus pertenece a la familia
Herpesviridae. Los viriones (forma infecciosa del virus) estan

constituidos por una céapside, una envoltura y una cubierta

fosfolipidica.

Tabla |

Perfil epidemioldgico de los carcinomas de la nasofaringe.
Autor/Referencia Gharbi (@4 Lee (1) Leung (%)
Numero 2.010 4.860 1.070
Pais Tanez Estados Unidos China
Periodo 1969-1985 1973-1999 1990-1998
Incidencia 1,78 0,7 25
Varones/Mujeres 2,4 2,12 2,6
Promedio de 38 56,5 48
edad
Extremos 10-70 11-75 15-86
% ninos 4 | 3
% CNFTI =90 20 91,3

CNFTI: carcinoma nasofaringeo de tipo indiferenciado.

El VEB es un virus de ADN lineal de doble cadena, de 172 Kb,
cuyo mapa se muestra en la Figura 3. Consta de dos dominios unicos
separados por una regién interna (IR), y dos secuencias terminales
repetidas (TR). EI VEB tiene alrededor de 150 nm de diametro. El
genoma viral es lineal en el virion y puede adoptar una configuracidn

circular en las células objetivo, como episoma, forma en la que el VEB
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persiste de forma latente. Entre los cien genes que contiene, sélo se
expresan algunos.

El ciclo del VEB presenta dos fases, latente y replicativa @& 27
Durante la fase latente, el VEB expresa seis proteinas nucleares o
antigenos nucleares del virus de Epstein-Barr (EBNA) y tres proteinas

de membrana o proteina latente de membrana (LMP). Estas proteinas

EBER 1 egeR 2
B

L/ Cpowp

EBNA1

ADN lineal de doble cadena 5
& BNA-LP
EBNA2
EBNAS3C
EBNA3B

EBNASA

Figura 3. Esquema del virus de Epstein-Barr en su forma latente episédica (segun
Murria et al.). EBNA; antigeno nuclear de Epstein-Barr; LMP: proteina de membrana
latente; EBER: ARN no codificante del virus de Epstein-Barr; ADN: acido
desoxirribonucleico.
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de latencia pueden mostrar una variabilidad genética entre las
distintas cepas virales. El polimorfismo de los genes que codifican las
proteinas EBNA 2 y 3 permite diferenciar los VEB tipo 1 y tipo 2.

Durante el ciclo litico o productivo, se observa una expresion
secuencial de los genes inmediatos, precoces y tardios. Entre las
proteinas que se expresan, el activador de tipo Z de la replicacion del
VEB (ZEBRA) y el factor R desempefian una funcion crucial en el
paso de la latencia hacia el ciclo litico.

Las diferentes proteinas virales expresadas, su localizacién y su
funcion se recogen en el Tabla 2 (pagina 31).

La proteina EBNA 1, que se expresa en el 100% de las células
tumorales en biopsias de CNF, desempefa una funcion destacada en
el desarrollo de este cancer al mantener el genoma viral en el estado
episémico en varias copias ?”. La LMP 1, que se expresa tanto en las
células epiteliales como en los linfocitos infiltrantes del CNF, tiene una
accion transformante sobre las células infectadas. Se expresa en el
50-65% de los casos de las biopsias tumorales, tanto a nivel de las
células tumorales epiteliales como en el infiltrado linfocitico. Mediante
el envio de una sefal por su dominio C-terminal, la LMP 1 interviene
en una etapa precoz de la cascada apoptédsica (0 muerte celular
programada), en un punto anterior a la activacién de la caspasa 2 ©®.
Las proteinas LMP 2A y LMP 2B se encuentran en el 75% de los

casos de CNF. La primera interviene de forma destacada en la
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prevencion de la activacion de la replicacion del VEB en las células B

29 Los ARN no codificantes del virus de Epstein-Barr

infectadas
(EBER) 1 y 2, que son unos 4acidos ribonucleicos (ARN) no
mensajeros que se transcriben de forma abundante y que estan
incluidos en las particulas ribonucleicas, se localizan a nivel de los
nacleos de las células epiteliales infectadas, y podrian estar
implicados en la regulacion post-transcripcional de corte-empalme del
ARN y de la traduccién ©%. El transcrito BARF1 suele detectarse en
las células de CNF @' con una expresién especifica de las células
tumorales y las propiedades de un factor de crecimiento.

La frecuencia de deteccion de las distintas proteinas y transcritos
depende de la especificidad y la sensibilidad de las técnicas utilizadas.
En la actualidad, se admite que el genoma viral no detectable en las
biopsias de tejido nasofaringeo normal si se detecta en las muestras
de displasias y canceres in situ.

El VEB penetra en el organismo a nivel de la orofaringe y se
adhiere de forma especifica a ciertas células epiteliales, tras lo que se
multiplica y destruye las células infectadas, lo que explica la

14.26.27) | os virus liberados por

abundancia de viriones en la saliva
las células epiteliales infectan a continuacion los linfocitos B de las
estructuras linfoides nasofaringeas, al fijarse de forma especifica a su
superficie gracias a la interaccion entre la gp350/220 de la cubierta

viral y la molécula CD21 de la membrana plasmatica. La infeccién por

el VEB provoca una elevacion global de la concentracion sérica de
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inmunoglobulina (Ig) M, IgG e IgA. El perfil serolégico tipico anti-VEB

de un CNF (Tabla 3) consiste en un aumento de la IgG y la IgA contra

el antigeno precoz (EA) y el antigeno de la capside viral (VCA), asi

como de las IgG antinucleares (EBNA).

Tabla 2: Proteinas del virus de Epstein-Barr (VEB), localizacién y funciones.

Grupo de antigenos Denominacion

Localizacion
(célula/virion)

Funcion

Antigenos asociados a la latencia EBNA-1
EBNA=antigeno nuclear de Epstein Barr
LMP=proteinas latentes de membrana

EBNA-2

EBNA-3A
EBNA-3B
EBNA-3C
EBNA-LP

LMP-1
LMP-2Ay 2B

Antigenos precoces inmediatos ZEBRA (0 EB1)

ZEBRA=activador de tipo Z de
la replicacién del VEB

Antigenos precoces del ciclo
ciclo litico

EA (R)= restriccion

EA (D)= difuso

Antigenos tardios del ciclo litico VCA

VCA= Antigeno de la cépside viral
LMA= Antigeno de membrana tardio LMA (o gp)

Nucleo

Nucleo

Nucleo

Nucleo

Membrana

Nucleo

Citoplasma
Nucleo
Citoplasma

Nucleo
Citoplasma

Membranas celulares
+ cubierta

Mantenimiento del genoma viral en el
estado episodico

Inmortalizacién de los linfocitos B

Transformacién de los linfocitos B

Cruzamiento de las linea linfoblastoides

Actividad transformante de las células B+
Prevencién de la diferenciacion de las
célula epiteliales

Prevencién de la activacion de la
replicacion de las células B infectadas

Transicion de la latencia al ciclo litico

(induccién de la expresion
de los antigenos precoces)

Proteinas de funcién (induccién de la
replicacion del genoma viral)
Proteinas de funcién

Proteina estructural (capside)

Proteina estructural (membrana)

n Técnicas de deteccion del VEB

Los perfiles serolégicos en caso de enfermedad benigna o

maligna relacionada con el VEB se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Perfiles serologicos de las enfermedades asociadas al virus de Epstein-
Barr (VEB)

VCA IgG VCAIgM  VCAIgA EAIgG EBNA-119G  Zebra IgG
Paciente seropositivo 1/40-1/320 <1/40 <1/40 <1/40 1/40-1/320  <1/40
Primoinfeccion (MNI) 1/640-1/1280  1/40-1/320 <1/40 <1/40 <1/40 <1/40
Linfoma de Burkitt VEB+ >1/1280 <1/40 <1/40 1/640-1/1280 <1/40 o?
Carcinoma indiferenciado de  >1/1280 <1/40 1/40-1/320  1/640-1/1280  1/640-1/1280 1/40-1/320

lla nasofaringe

MNI: mononucleosis infecciosa; Ig: inmunoglobulina; EBNA: antigeno nuclear de Epstein Barr; EA: antigeno precoz; ZEBRA:
activador de tipo Z de la replicacion del VEB; VCA: antigeno de la capside viral.

Los anticuerpos anti-VEB aparecen durante la primoinfeccion
segun una cinética determinada. Las IgG anti-VCA, que se detectan
en todas las primoinfecciones y que estan presentes desde el inicio de
los signos clinicos, disminuyen y es probable que persistan durante
toda la vida. Las IgM anti-VCA, que son el unico indicador de certeza
de una infeccion reciente, son constantes en las primoinfecciones
agudas y desaparecen en 4-8 semanas. Los anti-EBNA 1 se
encuentran tras la mayor parte de las primoinfecciones, pero de forma
tardia, nunca antes de 1-3 meses, y persisten toda la vida. Los anti-
EA aparecen de forma precoz y desaparecen en unos meses. El
aumento de las concentraciones de las IgG anti-EA, anti-VCA y de las
IgA anti-VCA es de gran utilidad para el diagndstico del CNF (142627,

La determinacién mediante inmunofluorescencia (IF) de las IgA
anti-VCA y mediante analisis de inmunoabsorcion ligada a enzimas
(ELISA) de las IgG anti-EBNA y anti-VCA, que se completa con una

exploracion endoscopica y clinica, ha permitido diagnosticar 12 casos

de CNF entre 929 miembros de familias con cancer . La carga viral
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en el suero de los pacientes (mediante reaccién en cadena de la
polimerasa [PCR] cuantitativa en tiempo real) es proporcional al
volumen tumoral. La concentracion de ADN viral seria un buen
marcador y una herramienta de seguimiento terapéutico y prondostico,
en comparacion con la determinacion de los anticuerpos anti-VEB
séricos ®¥. De forma paralela, en 2004, Wong y cols demostraron que
la cantidad de ADN plasmico hipermetilado seria un buen marcador

para la deteccién selectiva y precoz de las recidivas del CNF-TI G4,

b) Factores ambientales

Varios datos epidemiolégicos y experimentales sugieren la
participacion de factores dietéticos en la etiologia de los CNF-I. El
consumo precoz, sobre todo en la infancia, de pescado seco salado
cantonés, rico en nitrosaminas volatiles, que son carcindégenas, es un
factor de riesgo demostrado segun los estudios de casos y controles
realizados en pacientes chinos ©°.

Otros factores de riesgo propuestos incluyen fumar cigarrillos, la

exposicién ocupacional a humos, polvo, formaldehido o radiaciones.

c) Anomalias genéticas

En las zonas de alta incidencia se han descrito varios casos de
agregacion familiar, lo que sugiere una predisposicion genética ©®°. La
pérdida de heterocigosidad que afecta al cromosoma 3, muy frecuente

a nivel del epitelio normal de la nasofaringe (74%) y de las lesiones
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displasicas (75%), podria constituir una etapa precoz de la
tumorogénesis de los CNF en los pacientes chinos 2.

Esta delecidén 3p se produce en la regién 3p21.3, que es la zona
del gen RASSF1A que participa en la reparaciéon del ADN y en el
control de la proliferacién celular dependiente de la via Ras ¢ 38

Se ha propuesto un modelo de transformacion maligna
multifasico, con la transformacién de las células normales del epitelio
nasofaringeo en lesiones preinvasivas y después invasivas #. En él
participarian las deleciones 3p/9p, la infeccidon latente por el VEB, la
pérdida de heterocigosidad de varios genes, la inactivacién de los
genes RASSF1A/p16, asi como la desregulacidon de la telomerasa y la
amplificacién del gen Bcl 2 9

Los estudios realizados a nivel de la region 16q12- 2 sugieren
que el gen Rb2/p130 estaria implicado exclusivamente en el CNF del
norte de Africa ¥

Los estudios de ligamiento genético realizados en dos series de
familias han demostrado el ligamiento con un locus del cromosoma 4

36)

y un locus 3p21, Feng y cols ©®® en un estudio realizado sobre 20

familias.
Los primeros estudios citogenéticos de las lineas celulares del

CNF mostraron hipo- o hiperploidia con anomalias cromosdmicas

39-41)

posteriores como delecién 3p Posteriormente, se utilizé el

cariotipo para caracterizar las alteraciones cromosomicas en las

(42)

lineas celulares del CNF Andlisis de microsatélites también
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revelaron varias regiones con desequilibrios alélicos en tumores

43449 A través de estos estudios, numerosas anomalias

primarios
geneticas han sido detectadas en multiples regiones cromosdémicas en
el CNF y en lineas celulares. Se mapearon varias regiones
delecionadas en 3p14.1-22, 11q14.3-22, 14924.3-32.1 y 16g22-23.

Estudios recientes de hibridacion genomica comparada (HGC)
han mostrado amplificacién de una serie de oncogenes que incluyen
MYCL1, TERC, PIK3CA, NRAS y MYB. Ganancias de los
cromosomasiq, 3q, 8q, 11q, 12p, y12q, y pérdidas en 3p, 9p, 11q,
14q, y 169. Ademas, se identificaron minimas ganancias en 3927.3-
28, 8921-24 y 11913.1-13.3, advirtiéndose a ciclina D1 como oncogen
sobreexpresado y amplificado en 11g13.3. Hui y cols en un estudio de
26 CNF por técnicas de HGC observaron que en el CNF se produce,
frecuentemente, un aumento del numero de copias del 11q13, siendo
la region 11913.1-13.3 la mas frecuentemente detectada (61.5%) y
que ademas se correlaciona con una amplificacion y sobreexpresion
del oncogeén ciclina D1. Sugieren que la ganancia del 11q13.1-13.3 es
importante en el desarrollo del CNF, y que la ciclina D1 es el oncogén
diana para la amplificacién del 11q13“%),

Asimismo, se han detectado deleciones de 3p12-14, 8p22, 10p y
18q y amplificacién de 3926, regiones candidatas para la posterior
identificacion de genes supresores del tumor y oncogenes asociados

a CNF @9,
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Genes supresores tumorales (GST)

Aunque en el CNF algunas alteraciones de GST bien conocidas
(como TP53, que codifica la proteina p53; y RB1, que codifica la
proteina de retinoblastoma) son relativamente raras (pero mas
comunes en las lineas celulares), se han observado multiples
alteraciones genéticas y epigenéticas andmalas en otros genes
supresores.

La Tabla 4 resume las alteraciones genéticas mas comunes
detectadas en el CNF.

P53 es un supresor tumoral que induce la detencion del ciclo
celular en respuesta al dafio del ADN. En los canceres de cabeza y
cuello los niveles bajos de p53 son debidos a mutaciones y éstas han
sido relacionadas con un mayor riesgo de recidiva locorregional
después de radioterapia y peor respuesta a quimioterapia. Sin
embargo la historia natural del CNF es distinta, las células tumorales
sobreexpresan p53 y las mutaciones del mismo son relativamentes
raras en el CNF.

La razén de la sobreexpresién de p53 en el CNF no esta clara y
el conocimiento de su valor prondstico es limitado y no se ha
encontrado correlacién consistente entre la mutacién de p53 y el

estadio de la enfermedad y/o supervivencia.
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Analisis de microsatélites han mostrado una pérdida de
heterocigosidad en el cromosoma 9p (61-85%) en el CNF “®. La
regibn mas comunmente afectada es 9p21.3, que estd delecionada
en un 85-95% de los tumores invasivos. Los GST localizados en esta
region son los inhibidores de las cinasas dependientes de ciclina
(CDK) p16, p15 y p14ARF “* 4748 | a5 proteinas p15 y p16 son
importantes en la regulacién del ciclo celular ya que inhiben el paso de

lafase G1alasS.

Tabla 4. Alteraciones genéticas detectadas por analisis de marcadores de microsatélite e
hibridacion genémica comparada en Il’nggs celulares de CNF y tumores primarios

Cromosoma Delecciones Amplificaciones

1 1p36, 1p34 1024.3-32.1, 1q42-44
2 2pi12 2024-31

3 3p25.3-26.3, 3p22-21.3, 3p14-12 3026, 3927.3-28

4 4928 4q12-21

5 5q11-14, 5931-33 5921

6 6q14-22

7 7931.3-36 7p15-14, 7gq11.2-21
8 80g21.1-22,8923-24

9 9p21-23, 9922.33-g31.2

10 10p

11 11913-14, 11q14-23 11p15,11913.1-13.3
12 12p12-13, 12q13-15, 12g22-24.1
13 13912-14.3, 13g21-32

14 14911-13, 14q24-31

16 16921, 16922.3-23.1, 16924.1

17 17p13.3, 17q11 17921, 17925

18 18p11.21, 18923 18g12-22
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La inactivacion de estos genes lleva a una fosforilacién de la
proteina Rb y por tanto a una perdida del factor de transcripcion E2F.
Esto estimula a la célula a entrar en la fase S e iniciar una

49, 50

proliferacién celular descontrolada ). En el CNF se ha observado

una delecion homocigota de ambos genes p15 y p16 en

46.51) Ademas, se

aproximadamente el 40% de los tumores primarios
ha detectado (22-46%) una hipermetilacion en la p16 pero no en la
p15 “7 %8 Mas aun, en la mayoria de los tumores primarios se ha
detectado una pérdida de la proteina p16 ©?. Esto hace sospechar
que esta proteina es la mejor diana para inactivar en este tumor ),

P16 es una proteina quinasa inhibitoria ciclin-dependiente (CKI)
que esta frecuentemente inactiva en el cancer. La funcién normal de
p16 es suprimir a la cdk4, una proteina que controla el paso G1/S a
través de la regulacién negativa de la actividad de la ciclina D1 vy
rompe el complejo ciclina D1/CDK-4/6. La pérdida de la p16 supone
una superestimulaciéon de la ciclina D1 y un aumento en las
transiciones de la fase G1/S ©%%6),

Tradicionalmente la transcripcion de la p16 esta mediada por la
proteina del retinoblastoma (pRb); la inactivacion de la pRb lleva a
unos niveles bajos de p16. Deleciones, mutaciones o metilaciones del
gen p16 se han implicado en el desarrollo de numerosos tumores

incluyendo tumores de cabeza y cuello ©”

. La mayoria de los
canceres de cabeza y cuello muestran unos niveles bajos de p16 con

niveles altos de pRb. En los carcinomas escamosos de cabeza y
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cuello el mecanismo mas comun de inactivacion de p16 es la
deleccién homocigota del gen seguida de una hipermetilacion del
mismo. Las lineas celulares del CNF tienen bajo niveles de p16
secundario a la hipermetilacibn de p16, pero esta alteracion
epigenetica puede estar mediada por la formacion de un heterodimero
c-Jun/JunB inducido por LMP1 que produce la activacion de ADN
metiltransferasa. Adicionalmente, LMP1 desactiva la p16 por inducir la
acumulacion citoplasmica de E2F4/5 y Ets2, que son proteinas
necesarias para la actividad normal de la p16 ©%.

Aproximadamente 2/3 de los CNFs presentan niveles bajos de
p16, describiéndose pérdida de la expresion de p16 en un 40% a 70%
de CNF no tratados © °9 lo que sugiere que la inhibicién de la p16
no es critica para el desarrollo del CNF. Sin embargo, la ausencia de
p16 es importante. Pacientes con CNF con bajos niveles de p16
tienen un peor prondstico debido a que estd asociado con un
radiosensibilidad disminuida y a un alto riesgo de sufrir recurrencias.
La ausencia de expresion de p16 en CNF que recidivaron tras
tratamiento (96%) es significativamente mayor que en los CNF
primarios no tratados (40 a 70%) ©®”). La razén de esto puede ser que
la radiosensibilidad en las células esta relacionada con la sintesis de
ADN vy la pérdida de p16 aumenta el nimero de células en fase S. La
alta proporcion de CNF recidivante con pérdida de actividad de p16

sugiere que esta pérdida puede conferir una ventaja para la
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supervivencia de las células tumorales, haciéndolas mas resistentes
que sus homdlogas p16 positivas al tratamiento convencional con
radioterapia+/-quimioterapia. Otros autores han descrito una
asociacioén entre la pérdida de p16 y un pronostico peor. Hwang y
cols.®® describieron una correlacién estadisticamente significativa
(p=0.047) entre la ausencia de p16 y una alta tase de recurrencia local
en CNF. En otro estudio realizado sobre 84 muestras, Makitie y
cols.® encontraron una asociacién estadisticamente significativa
(p=0.022) entre la ausencia de pl16 y una menor tasa de
supervivencia. Estos hallazgos podrian sugerir que la pérdida de las
proteinas supresora p16 en CNF les confiere resistencia a la
radioterapia y puede estar asociada a la alta tasa de recidiva después
del tratamiento. Por tanto, la expresibn de p16 parece ser un
marcador pronostico util en el CNF, y la via de la p16 una diana
terapéutica y mejorar el tratamiento y prondstico del CNF.

La funcion supresora del gen p16/INK4A se ha demostrado
reiteradamente en multiples lineas celulares del CNF. La presencia de
p16 exdgena en la linea celular del CNF p16-null, HK1, induce una

60.61) Estudios recientes

supresion del paro GO/G1 significativamente
han demostrado que la p16 puede servir para modular la respuesta
celular a drogas quimioterapicas (por ej. Cisplatino y 5-fluouracilo) en
el CNF ©7,

La deleciébn del cromosoma 3p es la alteracion genética

encontrada con mayor frecuencia en el CNF. La deteccion de esta
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anomalia en lesiones precancerosas y en el epitelio normal sugieren
que la inactivacion de los genes supresores localizados en 3p es uno
de lo eventos primeros que ocurren en el CNF.

La regidn del cromosoma que esta afectada es la 3p21.3. y los
genes involucrados son RASSF1A, BLU/ZMYND10, y CACNA2D2 ©”
%2 observandose que son defectuosos como resultado tanto de una
metilacion, o delecciones y mutaciones o ambas.

Una expresion ectépica de p16, RASSF1a o BLU/ZMYND10 en
lineas celulares del CNF provocan una inhibicion significativa del
crecimiento celular, formacién de colonias o crecimiento tumoral en
animales inmunodeficientes, proveyendo de una evidencia fuerte de
que estos genes funcionan como supresores tumorales en el
CNF(63’64).

Estudios exhaustivos epigéneticos han demostrado que otros
GST estaban silenciados, por alteraciones epigenéticas, en el CNF.
Indicando que la patogénesis molecular del CNF es mucho mas

compleja ®9).

Regulacion del ciclo celular

Como en todos los canceres, el desarrollo del CNF requiere de la
alteracién del ciclo celular normal (Fig. 4).

La ciclina D1 es una proteina reguladora del paso de la fase G1
ala S del ciclo celular. Esta se activa y forma un complejo con cdk4 o

cdké y éste es el responsable de la inactivacion, debido a su
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fosforilacion, de la proteina supresora del retinoblastoma; resultando
en una liberacion de los factores de transcripcion E2F que son los que

50.656667) | 5 actividad normal

permiten a la célula entrar en la fase S ¢
de la ciclina D1 esta regulada por la p16, su desunion del complejo
por la p16 lleva a su degradacién y terminacion de la fase G1 ©®. La
sobreexpresion de la ciclina D1 favorece a las células con dafo
celular a estancarse en el punto G1/S del ciclo celular . Se ha
descrito una amplificacion de la Ciclina D1 y una expresion alterada
de la proteina en una amplia variedad de tumores que incluyen
eséfago, colon, mama, pulmén y cabeza y cuello %"

La ciclina D1 se encuentra sobreexpresada en el CNF. Los
mecanismos subyacentes incluyen la actividad de las proteinas Ras y
Raf y, mas importante, los niveles bajos de p16. Ademas, LMP-1
induce una acumulacién intranuclear de EGFR que puede
directamente activar la trascripcion de la ciclina D1 ©3 7273,

El grado de sobreexpresion en el CNF es comparable al de otros
carcinomas de cabeza y cuello —por ejemplo, 66% en CNF vs 64%
en carcinoma escamoso de cabeza y cuello—, describiendose
sobreexpresion de ciclina D1 de un 30%* hasta un 66%°® de los
CNF primarios no tratados. Otro estudio evidencié sobreexpresion de
ciclina D1 (26%) en tumores recidivados similar a la de los primarios
no tratados®”. Varios investigadores han descrito una asociacién

entre la sobreexpresién del proto-oncogen y un peor prondstico en

términos de menor supervivencia y un aumento de recidivas de CNF.
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Este peor pronéstico parece ser independiente de otros parametros
clinico-patolégicos tales como estadio tumoral, metéstasis
ganglionares o a distancia o grado de diferenciacion” 7. Otros
estudios, sin embargo, han fracasado en demostrar esta asociacion 6
han encontrado una relacién inversa. Altos niveles de ciclina D1 en
CNF se correlacionan con una respuesta aumentada del tumor a la
radioterapia y una tasa menor de recidivas locales "”). Esto puede ser
debido a que la ciclina D1 afecta al nUmero de células que se
encuentran en la fase de transicién G1/S y la radiosensibilidad es

proporcional a la sintesis de ADN.

WTS1014 N
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Figura 4.- Esquema del ciclo celular.
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Los altos niveles de ciclina D1 pueden ser la razon molecular que esta
por detras de la sensibilidad unica del CNF a la radiacion y
quimioterapia. Sin embargo, los efectos exactos que tienen los niveles
elevados de ciclina D1 en el CNF no son del todo conocidos y se
deben realizar investigaciones que determinen como la regulacion de
la ciclina D1 puede influir en la terapéutica del tumor.

En este sentido, varios investigadores sugieren que la
inactivacion de p16 y la amplificacion de CCND1 pueden ser
importantes en la alteracion en el ciclo celular y desarrollo del CNF.
Por tanto, la ciclina D1 puede ser una diana importante para el

desarrollo de mas estrategias terapéuticas para el CNF 9.

Oncogenes

Se han identificado, en diversos estudios, amplificaciones
especificas en el CNF que han implicado varios oncogenes. Estos
incluyen BCL2, CCND1, EGFR, EV11, HER2/ERBB2, HRAS, NRAS,
MDM2, MYC vy PIK3CA; que pueden mostrar amplificacion,
sobreexpresion, o mutaciones. Estudios de HGC (Hibridacién
Genbémica Comparada) han demostrado la existencia de
sobreexpresion y ganancia en el numero de copias del gen c-myc
localizado en 8924 y del gen del EGFR que se localiza en 7p12,
sugiriendo que estos genes pueden ser dianas para la

activacion“7879),
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El EGFR es un receptor transmembrana glicoproteico de 170 kD
con una actividad tirosin-quinasa intrinseca que regula el crecimiento
celular. Los receptores del factor del crecimiento con actividad tirosin-
quinasa regulan fundamentalmente, el comportamiento celular,
incluyendo supervivencia celular, diferenciacion, motilidad y
proliferacion. La familia de de los receptores del factor de crecimiento
tipo | esta compuesta por el EGFR, HER-2/neu (c-erbB2), HER-3 (c-
erbB3), y HER-4 (c-erbB4). Estor receptores constan de un dominio
extracelular rico en cisteina, una region simple transmembrana y una
cola citoplasmica que contiene actividad tirosin-quinasa y varios
residuos de tirosina que son fosforilados en uniones ligandos. El
resultado es una sefal de transduccion a lo largo de multiples vias
que llevan a la proliferacion celular y otros eventos que pueden afectar
a la progresion tumoral (Fig. 5). Estos receptores y sus ligandos han

sido implicados en la génesis de numerosos carcinomas humanos 8"

EGFR

»
Ext
v »~ 1

Supervivencia Celular
Senales anti-apoptoticas

.(

Figura 5.- Rutas de sefalizacion del EGFR.
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La sobreexpresion de EGFR se ha demostrado en una amplia
variedad de tumores que incluyen pulmén, préstata, y mama. En estos
tumores, la sobreexpresion o mutacién del gen del EGFR causa una
estimulacion de la cascada que lleva a una proliferacion celular
descontrolada ®®. También esta sobreexpresado en el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello y se correlaciona con el
tamafo tumoral y estadio ®”. Sin embargo, la sobreexpresién del
EGFR ha sido demostrada tan sélo en la mitad de los CNF ®?. Datos
de otras lineas celulares han demostrado que los factores de
crecimiento epiteliales promueven la supervivencia celular en aquellos
que sobreexpresaban EGFR, y otros han demostrado que la inhibicién

(3. 84 También se ha visto que los

de EGFR lleva a la apoptosis
factores de crecimiento epiteliales y EGFR juegan un papel importante
en la angiogenesis tumoral, que es importante para el crecimiento
tumoral, supervivencia y metastasis ©.

El papel de la expresién del EGFR en CNF es aun desconocido.
La supresion de la sefal de EGFR no inhibe el crecimiento del CNF,
sugiriendo que otra via de proliferacién como la de Wnt puede jugar
un papel muy importante en el crecimiento celular en el CNF.
Asimismo, se ha observado coexpresién de la proteina latente de
membrana codificada por EBV y EGFR en los CNF ©®_ E| VEB ejerce

un unico efecto sobre el EGFR: LMP1 causa endocitosis y

acumulacién nuclear del EGFR. El EGFR intranuclear actiia como un
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factor de trascripcidn que aumenta la proliferacion celular, y el EGFR
citoplasmico se une a la ciclina D1 y ciclina E para acelerar la
transicion G1/S. Por lo tanto, parece que el EGFR tiene un papel mas
importante como un factor de trascripcion que como una sefal
proliferativa en el CNF ©¥,

Por otra parte, se ha observado que el EGFR es un factor
predictor de una peor evolucién clinica en CNF indiferenciados en la
poblaciéon china. Estos resultados podrian contribuir a entender el
papel de los marcadores biologicos e identificar a pacientes con peor
prondstico que se podrian beneficiar de un tratamiento mas agresivo o
con terapia molecular como anticuerpos monoclonales ©).

Aunque se ha visto sobreexpresion de las proteinas bcl-2, ciclina
D1, ras y c-met en los tumores primarios, no se han encontrado

(8889 " Sin embargo, estudios

cambios estructurales en estos genes
posteriores han demostrado para alguno de estos genes, como el
CCND1 que codifica ciclina D1, su potencial oncogénico en células del

CNF ©7),

d) Tipo HLA (antigeno leucocitario humano)
Los estudios de casos y controles realizados sobre los antigenos
de clases | y Il del sistema HLA han demostrado la existencia de
90, 91, 92) Ng

varios marcadores de susceptibilidad para el CNF ! .

obstante, los alelos son diferentes entre Extremo Oriente (A2, B46,
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DRB1*03) y el norte de Africa (B13, A23, DRB1*05). Esta variacion
indica la existencia de genes recesivos que presentan un ligamiento
con la regién HLA y que tienen un papel determinante en el riesgo de

CNF.

3. Morfologia del CNF
a) Generalidades de la Nasofaringe
La nasofaringe (cavum, rinofaringe o epifaringe) es una cavidad
aérea de forma cubica, que constituye la parte superior retronasal de
la faringe, situada por detras de las fosas nasales, bajo la base del
craneo y por encima de la orofaringe (Fig. 6). Se trata de una
estructura de dificil acceso a la visidn directa. La cara superior, 0
techo del cavum, esta constituida por una mucosa que reviste la
apodfisis basal del occipital, la parte adyacente del cuerpo del
esfenoides y el ligamento atlantooccipital anterior. La pared posterior
consta del clivus y de las dos primeras vértebras cervicales. Las
paredes laterales son sobre todo de tipo musculoapneurético, y en la
parte anterior, a nivel de la cara medial de la apdfisis pterigoides solo
estan formadas por aponeurosis (4 %),
La nasofaringe se relaciona en su parte anterior con:
- las fosas nasales y las coanas;

- los senos maxilares, el etmoides y el fondo de las cavidades

orbitarias.
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Cavidad nasal

Pliegue sobre el
esfinter

Pliegue palato-gloso
salpingofaringeo

'lasofaringe
%rofaringe
!aringofaringe

’ o5 | Amigdala palatina

Lengua

Amigdala lingual

Figura 6.- Localizacion anatomica de la nasofaringe.

Las relaciones posterosuperiores se establecen con la base del
craneo:

— el cuerpo del esfenoides;

- la apdfisis basal del occipital y el cuerpo de las dos primeras
vértebras cervicales;

- a través del esfenoides y del occipital, con la fosa craneal
inedia, el seno cavernoso y los nervios craneales (V y VII), la
fosa cerebelosa, el tronco del encéfalo y los pares X y Xl
(agujero yugular) y XIlI (agujero condileo anterior).

La nasofaringe se comunica en sus partes laterales con:
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- latrompa de Eustaquio y la fosita de Rosenmdiller;

- el espacio parafaringeo, que es la zona de paso del eje

carotidoyugular, los nervios mixtos y el simpatico cervical.

En su parte inferior, se relaciona con el velo del paladar y con los
pilares de la amigdala. En la parte anterior, la nasofaringe se
comunica con las cavidades nasales a traves de las coanas.

El drenaje linfatico de la nasofaringe se realiza hacia los ganglios
retrofaringeos, que son inaccesibles a la exploracion clinica, pero
pueden detectarse mediante un estudio con tomografia computarizada
(TC) o con resonancia magnética (RM), yugulocarotideos altos,
espinales altos y supraclaviculares.

La mucosa nasofaringea esta formada esencialmente por un
epitelio de superficie cuya estructura es variada y que se apoya en
una membrana basal, asi como por un corion con mas o0 menos
abundancia de foliculos linfoides.

La nasofaringe consta de dos tipos de epitelio: plano estratificado
no queratinizado, seudoestratificado ciliado de tipo respiratorio y una
zona intermedia de transicion de epitelio.

El corion esta compuesto por glandulas salivales accesorias en
racimo, formadas por acinos de tipo mucoso y seroso, asi como por
foliculos linfoides de centro germinativo agrupados a nivel de la
amigdala faringea de Luschka. También se encuentra un infiltrado

inflamatorio difuso compuesto de linfocitos, plasmocitos y células de
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tipo histiocito-macréfago, dispersas por la mucosa y que a veces

infiltran el epitelio de superficie.

Los carcinomas suelen originarse a nivel de la fosita de

Rosenmdlller, en la cavidad rinofaringea. El tumor se desarrolla en el

punto donde la mucosa epitelial se apoya directamente en el tejido

linfoide. Las células tumorales son de origen epitelial, y presentan una

relacion mas o menos intima con los elementos linfoides.

b) Clasificacion de los CNF

§ La clasificacion histolégica de la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) es la mas utilizada y se basa en el grado de

diferenciacién morfolégica de las células epiteliales y en la

14, 15, 16)

presencia o no de puentes intercelulares y de queratina .

En

la clasificacion de 1978, se reconocen tres subtipos

histoldgicos:

o

Carcinoma de células escamosas, o tipo | de la OMS
son infrecuentes en las zonas de endemia (<5-10%) y mas
habituales en los paises occidentales (30-40%), que son
zonas de baja incidencia. Este tipo se caracteriza por una
diferenciaciéon  epidermoide evidente, con puentes
intercelulares y depdsitos de queratina de aspecto perlado.

Carcinoma no queratinizante, o tipo 2 de la OMS

representan el 15-20% de los casos. La diferenciacion

-51 -



epidermoide no es evidente. Las células tumorales
presentan una disposicion estratificada no sincitial,
presentando contornos regulares y netos, con un aspecto
pavimentoso y ausencia de secrecion de mucina o de
diferenciacion celular.

o] Carcinoma indiferenciado (CNFTI), o tipo 3 de la OMS
son los mas frecuentes en las zonas de endemia. La
proliferacion es linfoepitelial y consta de células que se
disponen en masas mas o menos regulares con nucleos
redondeados u ovalados, vesiculosos, con un nucléolo
prominente. Los limites celulares son indistintos y el tumor
aparece en forma sincitial. Existen numerosos elementos
linfoides no neoplasicos en el seno de estos CNFTI. La
relacion con el VEB puede comprobarse con procedimientos
de inmunohistoquimica mediante la demostracién de la LMP
o con técnicas de hibridacion in situ.

En la clasificacion de 1991, el subtipo carcinoma de de células

escamosas (queratinizante) se mantiene, mientras que los dos

subtipos restantes se engloban bajo una sola categoria de

‘carcinoma  no-queratinizante”, que fue posteriormente

subdividida en “diferenciado” y “no diferenciado”.

La actual clasificacion mantiene la terminologia de la clasificacion

de 1991, con la adiciéon de una categoria: carcinoma de células

escamosas basalioide.
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§ La clasificacion de Micheau, cuyo uso estd muy difundido,
individualiza dos tipos:
Carcinoma bien diferenciado.

Carcinoma indiferenciado o pobremente diferenciado.

La frecuencia de los distintos tipos histolégicos varia en funcién
de la edad y de las regiones geogréaficas (Tabla 1) (pag.27). Los
carcinomas diferenciados de tipo 1 de la OMS son mas frecuentes en
los pacientes ancianos y en las zonas de baja incidencia, mientras
que los indiferenciados son mas comunes en las zonas de incidencia
intermedia o alta. La forma sarcomatosa puede plantear problemas de
diagnéstico diferencial con los linfomas de alto grado, sobre todo en
los nifos, por lo que es util emplear técnicas de inmunohistoquimica.
Las células tumorales muestran una reactividad constante con el
anticuerpo anticitoqueratina y con el antigeno de membrana epitelial

(EMA).

c) Extensién tumoral

La extension puede dirigirse en sentido anterior hacia las fosas
nasales, en sentido inferior hacia la orofaringe, asi como en sentido
superior hacia el esfenoides y el seno esfenoidal. Las zonas de baja
resistencia a la invasion son la region parafaringea, que se afecta en

mas del 70% de los casos, la trompa de Eustaquio, las coanas y las
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fosas nasales, la orofaringe, asi como la regidén paralelar. Las zonas
de mayor resistencia a la extension tumoral son la base del craneo,
las apdfisis pterigoides, la orbita y las estructuras O&seas
nasosinusales. Los CNF se difunden con rapidez a los ganglios
regionales, lo que constituye la forma predominante de manifestacion.
Las adenopatias cervicales se afectan en mas del 60% de los casos, y
la primera estacién de relevo es el grupo retrofaringeo, que puede
detectarse en la TC y que, en teoria, es palpable mediante un tacto
endobucal. La afectacion de los ganglios supraclaviculares se asocia

17.18) E| diagndstico suele ser facil ante la

a un peor pronéstico
asociacién de signos otorrinologicos y de adenopatias cervicales. Las
metastasis a distancia, que son excepcionales en el momento del
diagnostico, representan la circunstancia mas frecuente de fracaso
terapéutico y suelen aparecer en el esqueleto axial o, en menos

casos, a nivel hepatico o pulmonar (719

4. Diagnostico del CNF
a) Signos clinicos
n Adenopatias cervicales
Se trata del principal signo de presentacion, que se observa en mas
del 50% de los casos. Consiste en la aparicion de una o mas
adenopatias, uni o bilaterales, en la mayoria de los casos altas y
posteriores, subdigastricas, yugulocarotideas, espinales posteriores o,

en menos casos, supraclaviculares (' 16:17.19.22,96)
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n Signos otolégicos
Estan presentes en el 40-60% de los casos, a menudo de forma
unilateral y se manifiestan como:
§ hipoacusia de transmisidbn relacionada con wuna otitis
Seromucosa;
§ acufenos uni o bilaterales, o en menos casos como otalgia u

otorrea.

n Signos rinolégicos
Forman parte de la triada sintomatica y consisten en:
§ obstruccién nasal uni o bilateral;
§ epistaxis repetidas evidentes o al sonarse;
§ exudado nasal persistente, a veces sanguinolento, que no

mejora con las medidas terapéuticas.

» Afectacion de los nervios craneales
Es menos frecuente (10-20% de los casos) e indica una invasién de
la base del craneo, con un valor localizador preciso. Por orden de
frecuencia, se puede observar:
§ una diplopia por afectacién del VI (recto lateral);
§ algias hemifaciales o faringeas por afectacién del V o del IX;
§ cefalea 0 hemicranea relacionadas con una extension

endocraneal.
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n Signos oftalmoldgicos
La afectacion oculoorbitaria es infrecuente, y en la mayoria de las
ocasiones se trata de un exoftalmos o de una paralisis oculomotora;

se observa en el 5% de los casos 7.

b) Exploracion fisica

n Rinoscopia

En las zonas de incidencia alta (sudeste asiatico) o media (Magreb),
cualquier adenopatia alta asociada o no a sintomas otoloégicos o
rinolégicos, obliga a realizar una exploracion clinica centrada en la

nasofaringe (% 16 49,

El procedimiento principal es la exploracion
mediante nasofibroendoscopio, que permite una visibn mejor que la
rinoscopia posterior. La lesion suele ser lateral o posterosuperior, de
aspecto sobre todo excrecente o infilirante. Esta etapa fundamental
permite visualizar el tumor, precisar su tamano, su extensién y realizar
la biopsia diagnéstica con una pinza.

La rinoscopia posterior con espejo es dificil de realizar, sobre
todo en los nifos pequenos o en los pacientes con un reflejo
nauseoso intenso o con trismus marcado. La vision de la nasofaringe
suele ser incompleta y la realizacion de biopsias es complicada y mas
dificil gque mediante nasofibroendoscopia.

En los pacientes dificiles de explorar, la visualizacién del cavum

mediante nasofibroendoscopia o rinoscopia posterior se realiza bajo

anestesia general.
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n Exploracion otoscopica
Debe ser sistematica. Puede ser normal, en caso de tumor
localizado del techo, o bien permite sospechar el diagnéstico en los

casos tipicos donde se evidencia un aspecto de otitis serosa.

n Audiometria
No suele realizarse de forma habitual, y demuestra una
hipoacusia de transmision. El diagnostico de otitis serosa se

establecera por el patrdn plano o cupuliforme del timpanograma.

n Exploracion de la orofaringe

Se dirige a buscar una extensién hacia la pared posterior de la
faringe o los signos de afectacién de los nervios mixtos (signo del
telébn y ausencia del reflejo nauseoso). Se debe apreciar el estado
dental, para evaluar los cuidados y las extracciones necesarias antes

de la radioterapia.

n Exploracion de las areas ganglionares cervicales
Se concentra sobre todo en la region cervicofacial, donde se

17,19

localizan las adenopatias en mas del 75% de los casos ). Suelen

ser voluminosas (>3 cm) en mas del 60% de las ocasiones 1% 2% %),
La presencia de una infiltracion o de una permeacién cutanea sugiere

una forma evolucionada de la enfermedad. Debe realizarse un

esquema preciso en el que se representardn su tamafo, que se
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medird con una regla o un calibre, su localizacién, su numero, asi

como su lateralidad (7 18 19,

El tamano y la localizacién de las
adenopatias son los elementos clave de la clasificacion del grado N

del sistema TNM.

n Exploracion de los pares craneales

Se afectan en el 10-15% de los casos y deben explorarse de
forma sistematica. Pueden observarse varios sindromes semiolégicos
neuroldgicos, que indican de forma directa una afectacién anatomica

precisa (1% 15 %),

n Valoracion del estado general y busqueda de los sintomas de
metastasis

La ultima fase de la exploracion clinica es, por una parte, la
evaluacion del estado general del paciente segun el indice de
Karnofsky o de la OMS vy, por otra, mediante la busqueda de los
sintomas sugestivos de metastasis (presentes en el diagnostico en
menos del 10% de los casos), sobre todo dseas, por la presencia de
dolor o tumefaccién. En menos ocasiones son de tipo hepatico, con
hepatomegalia o ictericia, o pulmonares, con dolor toracico o
disnea''”199),

La presencia de fiebre, de una reaccion leucemoide, de

acropaquias (hipocratismo digital), de dermatomiositis o de un

sindrome de Pierre Marie debe hacer sospechar la asociaciéon con un
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sindrome paraneoplasico, que aparece en menos del 5% de los casos

de CNF (9899,
c) Estudios complementarios

n Métodos de imagen

* Tomografia computarizada (TC)

En la evaluacién del volumen tumoral y de la extensién
locorregional, la TC sigue siendo la prueba que debe realizarse en
primer lugar, pues su rendimiento permite apreciar el volumen tumoral
y las extensiones locorregionales para definir el grado T de la
clasificacion TNM del tumor nasofaringeo y la afectacién ganglionar

19 Debe incluir cortes axiales y

asociada, cervical o retrofaringea
coronales, que vayan desde el vértice del craneo hasta las fosas
supraclaviculares, en ventanas éseas y de tejidos blandos. Los
equipos de TC multicorte permiten en la actualidad adquisiciones
volumétricas en cortes ultrafinos y reconstrucciones en los distintos
planos, asi como la obtencidbn de imagenes tridimensionales. El
estudio mediante TC es util para el analisis fino del hueso cortical y
detecta de forma precoz la extension ésea a la base del craneo. La
TC, permite:

§ demostrar las extensiones laterales hacia la fosa

pterigomaxilar, la apdfisis pterigoides y el relieve tubarico;

-59.



§ objetivar la extension superior hacia la base del craneo y al
endocraneo;

§ mostrar la presencia de adenopatias retrofaringeas, que
constituyen la primera estacidén de drenaje, y de ganglios
cervicales;

§ precisar el grado T (T1 a T4) del sistema TNM.

» Resonancia magnética (RM) (Fig. 7)

Debido a que su resoluciéon presenta un contraste muy elevado,
la RM es superior a la TC para apreciar la extension en profundidad
de los procesos mucosos iniciales en estadios T1 y T2a, la extension
hacia la base del craneo y la afectacion de los nervios craneales, asi
como las extensiones perineurales. La RM es mejor que la TC para
analizar los aspectos tras el tratamiento, en especial después de la
radioterapia, al ayudar a diferenciar un aspecto de fibrosis secundaria

100.101) ') 3 RM sigue siendo la técnica que

frente a una recidiva local
debe realizarse si existen signos neuroldgicos, en especial para la
exploracion del agujero yugular, asi como para la localizacion de las
lesiones en caso de afectacién de los pares craneales. El estudio
consta de los planos axial, coronal y sagital, y se realiza con y sin
inyeccion de gadolinio. La RM permite demostrar mejor, a partir de las
secuencias potenciadas en T1/T2, en eco de espin, las extensiones

hacia la base del craneo, el endocraneo y la fosa posterior %"

-60 -



Introduccion

Figura 700" .

A) Imagen de Resonancia
Nuclear Magnética (RM) de un CNF.

B) Imagen de RM de un CNF.

C) Imagen de una Tomografia con
Emision de Positrones en
combinacion con Tomografia
Computarizada (PET)-TC)

(*): Pathology and genetics of head and neck tumours. World Health Organization Classification of Tumours, Lyon 2005.
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n Estudio de extension

La radiografia de torax, la ecografia abdominal y la gammagrafia
0sea siguen siendo exploraciones clave en el estudio de extension de
un CNF, con una sensibilidad/especificidad del 100/100% para la
radiografia toracica, del 66,7/86,8% para la gammagrafia 6sea y del
50/99,3% para la ecografia abdominal, que se incrementan en funcién
del Ty del N ™ 19 | 3 PET tendra un papel cada vez mas
predominante en la evaluacion de la enfermedad locorregional, pero
sobre todo, en esta enfermedad altamente evolutiva, para la deteccidn
de la enfermedad metastésica. La sensibilidad/ especificidad de la
PET es del 100/90,1%, con unos valores predictivos positivo/negativo

del 63,6/100% (199,

n Serologia viral

La serologia anti-VEB se ha estudiado de forma amplia en los
pacientes con CNF. Se ha encontrado un perfil sugerente cuando
aparece una concentracién elevada de anticuerpos anti-VEB IgA de
tipo EA y VCA. Distintos estudios han demostrado que las IgA anti-
VCA y anti-EA son utiles, de forma que el aumento especifico de las
proliferaciones de tipo epitelial presenta un valor predictivo del orden
de 6 meses a un afno (Tabla 3) (pag. 32). El estudio chino de Mai y
cols describe una sensibilidad de 0,84 del marcador viral en el

plasma/suero 104,

-62 -



Introduccion

n Marcadores tumorales

El marcador Cyfra 21, que se ha estudiado en paciente chinos y
en Tunez, parece ser uno de los marcadores séricos mas
prometedores, con una sensibilidad superior al 80% (1%,

La determinacion de la carga viral sérica mediante PCR de la
region Bam H1-W también es un meétodo util, con unas
concentraciones que se correlacionan con la evolucion clinica %, La
fraccion libre del ADN viral plasmatico constituye en la actualidad el
marcador mas sensible (96%) y mas especifico (93%) en los
pacientes con CNF, de cara al diagnéstico y el seguimiento

posterapéutico (1%,

5. Clasificacion anatomoclinica del CNF

Existen varias clasificaciones. La mas utilizada es la de la
AJC/UICC, que ha sufrido varias modificaciones, comenzando en

1997 (Tabla 5). En la actualidad se dispone de los primeros andlisis

107

criticos de la version de 1997 %) que han llevado a una versién mas

198)  Estas ultimas versiones parecen

reciente, propuesta en 2002 (
superiores a las de Ho (1978) y de la AJC (1987), con una mejor
definicién de los grupos prondsticos, tanto para el grado T como para
el N. La afectacion orbitaria y la de los nervios craneales, o la

extension endocraneal (T4) se asocian a un mal pronéstico %",

-63 -



6. Formas clinicas del CNF

a) Infantil
Son frecuentes (hasta el 10% de los casos) en los paises del
Magreb, lo que explica la distribuciéon bimodal en estas naciones, asi

(14, 15, 22)_ Antes

como el pico de incidencia entre los 15 y los 25 afos
de los 15 anos, el CNF es especialmente evolutivo, con formas de un
gran volumen ganglionar mas que nasofaringeo, asi como una
incidencia elevada de sindromes paraneoplasicos (acropaquias,
fiebre, osteoartropatia hipertrofiante neumica). La edad de aparicién
conlleva el problema de las secuelas a largo plazo de la quimio y

radioterapia ('* 1722,

b) Adulto

Son mas frecuentes en los paises occidentales, donde el
promedio de edad de aparicién de los CNF es del orden de 55 aros.
El tipo histolégico 1 de la OMS (bien diferenciado) es el predominante,
con una afectacién nasofaringea a menudo mas voluminosa que la de

los ganglios cervicales (* 2"

c¢) Localizada
Los tumores T1-T3/NO podrian ser mas frecuentes en caso de
que se siguiera una politica de deteccion precoz o de deteccidn

selectiva en las zonas de endemia de CNF. Aun representan menos
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del 10% de los CNF y tienen una supervivencia global y libre de
enfermedad superiores a las formas de alto riesgo, con un esquema
terapéutico que podria recurrir sélo a la radioterapia "'* "> 2V Las
formas submucosas plantean problemas para la obtencién de una
prueba histolégica, debido a su localizacion, y pueden requerir
biopsias repetidas de la nasofaringe, o la toma de una muestra

ganglionar cervical.

Tabla 5. Clasificacion TNM (tumor-ganglios-metastasis) de los Carcinomas de la
nasofaringe. Unién Internacional Contra el Cancer (UICC), 1997/2002 ©®

T1 Tumor limitado a la nasofaringe

T2 Extensién a los tejidos blandos de la orofaringe y/o de las fosas
nasales

T2a Sin extensién parafaringea

T2b Con extension parafaringea

T3 Invasion de las estructuras 6seas y/o de los senos paranasales
T4 Extension endocraneal y/o afectacion de los nervios craneales y/o
de la fosa infratemporal y/o de la hipofaringe y/o la érbita

NO Ausencia de ganglios cervicales

N1 Ganglios unilaterales (<6cm) supraclaviculares

N2 Ganglios bilaterales (<6¢cm) supraclaviculares

N3a Ganglios >6cm supraclaviculares

N3b Extension en las fosas supraclaviculares

Estadios
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
1A T2a NO MO
1B T1 N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO, N1 MO
I} T1 N2 MO
T2a, T2b N2 MO
T3 NO,1,2 MO
IVA T4 NO,1,2 MO
IVB cualquier T N3 MO
IVC cualquier T cualquier N M1
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d) Metastasica

Son infrecuentes en el momento del diagnéstico (menos del 5%)
y afectan sobre todo al hueso o al higado. Plantean un problema en
cuanto al esquema terapéutico, que debe dar prioridad a una
quimioterapia mas prolongada y a una irradiacidon locorregional

14, 15, 21

condensada ). El prondstico parece ser mejor en los pacientes

que tengan metastasis d&seas aisladas, con supervivencias

(14.19) | as metastasis aun siguen

prolongadas superiores a los 5 afnos
siendo un escollo terapéutico, a pesar de la mejoria del control

locorregional que aporta la quimio-radioterapia.
7. Diagnoéstico diferencial del CNF

a) Linfomas
Son los tumores no epiteliales mas frecuentes, en los que debe
pensarse sobre todo en los nifos. El linfoma suele ser nasosinusal y

109 Los

nasofaringeo, por lo general de alto grado de malignidad
linfomas de tipo T angiocéntricos y destructivos pueden afectar a la
rinofaringe. La inmunohistoquimica tiene un papel destacado al
demostrar una positividad de los marcadores linfociticos (antigeno

leucocitario comun) o de tipo B 6 T (1%9,

b) Tumores de los tejidos blandos
Entre las enfermedades benignas, predominan sobre todo los

angiofibromas en los adolescentes de sexo masculino, que pueden
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causar epistaxis repetidas o ronquidos 9. En los nifios, la
nasofaringe representa, en el caso de los tumores de tipo
rabdomiosarcoma, la segunda localizacién después de la 6rbita ("',
Los datos microscopicos permiten diferenciarlos, en los casos
dificultosos las tinciones de inmunohistoquimicas para marcadores
biogénicos como mioglobina, actina musculo-especifica o desmina
permite el diagndstico.

El CNF que presenta un componente fusocelular marcado,
puede mimetizar a un sarcoma de alto grado. En muchos casos se
llega al diagnostico por la identificacion en algunos focos de un

componente de CNF tipico que se confirma con inmunotincidén positiva

a citoqueratina.

c¢) Melanoma

La mayoria de los melanomas malignos del tracto respiratorio
superior contienen pigmento melanico intracitoplasmico, en estos
casos el diagnéstico es sencillo. El aspecto acromico del melanoma

(12 En estos casos, la

puede plantear un problema diagnéstico
inmunotincion fuertemente positividad para HMB45, Melan A, S100 y

desmina, permiten diferenciarlo del CNF.

d) Adenocarcinoma
Son muy frecuentes a nivel de la nasofaringe. En la mayoria de

los casos presentan un patron arquitectural de tipo tubulo papilar y en
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algunos incluyen células caliciformes (tipo intestinal). Son neoplasias
localmente agresivas, con tendencia a las recidivas locales a pesar de
ser bien diferenciada. Las metastasis ganglionares linfaticas son
raras. Las similitudes morfolégicas no concuerdan con el estudio
molecular para mutaciones del K-ras y de la proteina p53 halladas en

los adenocarcinomas colorectales.
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El carcinoma nasofaringeo se presenta con baja incidencia en
los paises occidentales, siendo muy frecuente en paises asiaticos
donde se ha vinculado, en su patogénesis, con la infeccidn endémica
por el virus de Epstein-Barr. En consecuencia, en estos ultimos
paises, se han realizado numerosos estudios y publicaciones sobre
distintos aspectos clinicos de la enfermedad, sobre su patogénesis y
sobre los métodos terapéuticos aplicados y el resultado o respuesta a
los mismos.

En los paises occidentales, sin embargo, al ser la incidencia
mas baja, la enfermedad ha recibido menos atencién por parte de los
investigadores en todos sus aspectos. Por este motivo se entiende
importante contribuir a su mejor conocimiento, evaluando parametros
clinicos, morfolégicos y biomoleculares de un grupo poblacional del
medio europeo. Algunos trabajos con parecida intencién han sido
recientemente publicados por investigadores italianos y suecos, entre
otros.

El conjunto de casos estudiados en el presente trabajo
pretende tres objetivos fundamentales. El primero de ellos consiste en
valorar las caracteristicas clinicas y el diagnoéstico morfoldgico
convencional de cada uno y hacer un estudio comparativo del grupo

poblacional con otros grupos del medio asiatico, sobre todo en lo que
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se refiere a la edad de aparicidn, sexo, tipo histoldgico y estadio en el
momento del diagndstico.

El segundo objetivo pretende contribuir a una mayor
informacion sobre la tumorogénesis, evaluando algunos factores que
intervienen en la cinética biomolecular de los tumores epiteliales en
general y que pueden condicionar la respuesta terapéutica.

El tercer objetivo, en relacidon con los anteriores, se concreta en
conocer la respuesta a la terapeutica aplicada en cada caso, partiendo
del necesario condicionante evolutivo que ha supuesto la mejora
progresiva de los procedimientos radio y quimioterapicos propios de

estos tumores, ya que no es accesible a tratamiento quirurgic
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Material y Métodos

Se ha realizado una busqueda retrospectiva en los archivos de los
Departamentos de Anatomia Patolégica del H.U. Virgen Macarena (Sevilla) y del
Hospital Comarcal Infanta Margarita (Cabra, Cérdoba) de todos los diagndsticos
de Carcinoma Nasofaringeo emitidos desde el afio 1985 hasta el afo 2008,
seleccionando un total de 26 y 7 casos respectivamente.

En este material se han llevado a cabo un estudio detallado de las

variables clinicas, anatomopatoldgicas y moleculares.

A. ESTUDIOS CLINICOS

Hemos revisado la informacién clinica y anatomo-patolégica de todos los
pacientes, recogiéndose de cada caso los siguientes datos:

» Edad (afnos): los pacientes se han clasificado por décadas, tomando como

linea de corte los 50 aros.

» Sexo: el que corresponda.

» Evolucion clinica: Se distingue entre intervalo libre de enfermedad o
supervivencia libre de enfermedad (aparicion de recidivas 0 metastasis), y
supervivencia global. Se definid la recidiva como la aparicion de tumor
después de la intervencion inicial. Existencia o no de metastasis
ganglionares al diagnostico y estadio clinico-patolégico de la enfermedad
segun la clasificacion AJC/UICC.

Todos estos datos aparecen recogidos en la siguiente tabla:
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12
13

14

15
16
17
18
19
20

46
47
71
57
59
64
56
65

55
53

51
66

51

25
63
64
64
49
63

Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Mujer
Hombre
Mujer
Mujer
Mujer
Hombre
Hombre
Mujer
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre

Hombre

Metastasis al
inicio

NO
SI
SI

SI
SI
NO
SI

SI
SI

SI
SI

SI

SI
NO
SI
NO
NO
SI

Tipo histolégico

TIPO 2
TIPO 2
TIPO 2
TIPO 2
TIPO 3
TIPO 1
TIPO 2
TIPO 2

TIPO 1
TIPO 2

TIPO 2
TIPO 2

TIPO 2

TIPO 3
TIPO 2
TIPO 3
TIPO 2
TIPO 2
TIPO 2

76

Estadio

ESTAD Il
ESTAD IV
ESTAD IV
ESTAD Il
ESTAD Il
ESTAD IV
ESTAD Ill
ESTAD Il
ESTAD IlI

ESTAD Il
ESTAD Il

ESTAD Il
ESTAD Il

ESTAD Il

ESTAD IlI
ESTAD |
ESTAD Il
ESTAD Il
ESTAD Il
ESTAD Ill

Tratamiento

QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT

QT+RT
QT+RT

QT+RT
QT+RT

QT+RT

QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT
QT+RT

Evolucion

Recidiva/mtx
Libre de enf.
Recidiva/mtx
Exitus
Recidiva/mtx
Libre de enf
Exitus
Libre de enf

Exitus

Recidiva/mtx

Exitus

Exitus

Exitus
Exitus

Libre de enf
Libre de enf
Libre de enf
Recidiva/mtx
Libre de enf

Libre de enf



Metastasis al

eXxo S
S Inicio

Tipo histolégico Estadio Tratamiento Evolucion

Hombre ESTAD Il Libre de enf
22 46 Hombre NO TIPO3 ESTAD llI QT+RT Exitus
23 46 Hombre NO TIPO3 ESTAD Il QT+RT Exitus
24 32 Hombre NO TIPO3 ESTAD IV QT+RT Libre de enf
25 64 Hombre NO TIPO3 ESTAD II QT+RT Libre de enf
26 63 Hombre Sl TIPO3 ESTAD II QT+RT Recidiva/mtx
27 48 Hombre Sl TIPO3 ESTAD IV QT+RT Recidiva/mtx
28 55 Hombre Sl TIPO2 ESTAD Il QT+RT Recidiva/mtx
29 48 Hombre Sl TIPO3 ESTAD llI QT+RT Libre de enf
30 70 Hombre Sl TIPO3 ESTAD IV QT+RT Exitus
31 78 Mujer NO TIPO 2 ESTAD II QT+RT Recidiva/mtx
32 60 Mujer Sl TIPO3 ESTAD llI QT+RT Libre de enf
33 63 Hombre SI TIPO3 ESTAD IV QT+RT Libre de enf.

Tabla 6 cont.



B. METODOS

1. Estudios histolégicos

Las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%, se incluyeron en
parafina de forma rutinaria y se tifneron cortes de 5 um con hematoxilina-eosina.

De cada caso se observaron todas las preparaciones disponibles (entre 1y
5) y se estudiaron los siguientes parametros histolégicos: grado de diferenciacién
morfolégica de las células epiteliales, queratinizacidén, presencia o no de puentes
intercelulares y componente linfoide estromal.

El diagndstico histolégico fue realizado por dos patdlogos a doble ciego,
segun la clasificacién de la OMS, estableciéndose el resultado final mediante

consenso llevado a cabo en un segundo tiempo.

2.- Estudio inmunohistoquimico

Los estudios inmunohistoquimicos se realizaron utilizando el sistema
automatizado de VENTANA. Para ello se seleccionaron, en la medida de lo
posible los bloques mas representativos.

En la Tabla 7 aparecen relacionados los anticuerpos primarios (Diagnostic
biosystem, proveedor ATOM) Yy la dilucion utilizada.

Se ha utilizado el acondicionador celular Reaction Buffer CCl suave para
todos los anticuerpos excepto para p16 para el que se usa CCl Standard (60
min.).

Los tiempos de incubacién para los anticuerpos p16, Ciclina D1, EGFR, p53,

y ki67 son: 32 min., 28 min., 40 min., 1Th 28 min., y 28 min respectivamente.
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Tabla 7.-

ANTICUERPO TIPO ANTICUERPO DILUCION
Al monoclonal prediluido
Ciclina D1 monoclonal prediluido
EGFR monoclonal prediluido
P53 monoclonal prediluido
Ki 67 (MIB1) monoclonal prediluido

a.- Cuantificacion de resultados

Se utilizd el objetivo de 40X y contando 100 células por caso. La
inmunotincidn para las reacciones con los anticuerpos p16, ciclina D1, EGFR, p53
y Ki 67 se evaluaron en funcién de la intensidad y proporcién:

» p16 y Ciclina D1: Se valoré tan sélo la tincién nuclear considerando como
positiva cuando >5% de las células tumorales mostraban tincién nuclear y
negativa si son <5% de las células. Se determiné que el punto de corte
fuese del 5% a fin de adecuarnos a otros estudios realizados
anteriormente.

» EGFR: En este caso se consider¢ la tincion de membrana, siendo valorada
como positiva cuando el porcentaje de células tumorales que mostraban

inmunorreacion es 210%.
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* Ki67 y p53: La inmunotincion se observé en el nucleo, valorandose el
porcentaje de células que mostraban tincién. Para p53, se consider6
positiva cuando el porcentaje de células tumorales era >10%, en el caso de
ki67 se consider6 como positiva cuando el porcentaje es >30%.

En un intento de conseguir una mayor aproximacion de esta valoracién a la
realidad, la metodologia ha sido aplicada por dos patdlogos a doble ciego. Los

valores obtenidos del estudio inmunohistoquimico se resumen en la Tabla 8.

3. Estudio molecular

Se realizdé mediante técnicas de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH).

Se aplicaron las sondas LS| p16 (9p21)/CEP 9, Cyclin D1 (11q13)/CEP11 y
LSI EGFR/CEP 7 (Vysis, Abbot laboratorios. Proveedor: IZASA) con el fin de
estudiar los genes referidos.

En sintesis, el método utilizado fue el siguiente:

1. Montaje de los cortes de tejido parafinado (3-4 micras) sobre el portaobjetos
organosilanizado y permanencia en estufa a 60° C toda la noche.

2. Desparafinado con xilol e hidratacion posterior con etanol a concentraciones
decrecientes (100%, 80%, 70%) de forma progresiva hasta terminar en
agua destilada.

3. Desenmascaramiento con calor. Sumergidos en tampdén citrato

permanecieron 3 minutos a partir de que comenzaran a hervir.
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4. Tras lavarlo en agua destilada se procedidé a la digestidén y fijacion de la
muestra con proteinasa K a 37° C (0,250 ml de proteinasa K en 50 ml de
PBS) durante 15 minutos.

5. Inclusién de los portas en 2xSSC a 5% C durante 5 minutos.

6. Secado en placa a 45-50%, inclusion en formalina tamponada durante 10
minutos.

7. Nuevo lavado en 2xSSC durante 5 minutos a temperatura ambiente.

8. Codesnaturalizacion e hibridacion de las muestras con las sondas LS| p16
SpectrumOrange/CEP 9 SpectrumOrange, LSI Cyclin D1 (11q13)
SpectrumOrange/CEP 11 SpectrumGreen y LSI EGFR
SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen en placa a 90° C, durante 5
minutos.

9. Tras sellado en camara humeda a 37° C, durante 18 horas, se realizaron los
lavados posthibridacion (2XSSC/0,3% NP40) a 73° C y a temperatura
ambiente.

10. Contratincién con la tincion de contraste DAPI y secado en oscuridad.

a. Interpretacion de resultados
En las células diploides normales, el patrén esperado es de dos sefales
rojas y dos sefales verdes. En verde se marcan los centromeros de los

cromosomas 7,9y 11; y en rojo los genes a estudiar (p16, ciclina D1 y EGFR).

ESTUDIO DEL GEN CCND1: Se utilizé la sonda LS/ Cyclin D1 (11q13)

SpectrumOrange/ CEP 11 SpectrumGreen (Vysis), cuya sonda control marca
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en verde el centromero del cromosoma 11 y en rojo el gen ciclina D1, y asi
poder determinar el nimero de copias del locus Ciclina D1 en la regién 11g13.
Cuando una célula presenta amplificacion del locus ciclina D1, se observan
mas de 3 sefales rojas.

ESTUDIO DEL GEN EGFR. La sonda LSI EGFR (7p12)
SpectrumOrange/ CEP 7 SpectrumGreen (Vysis), detecta y cuantifica el
namero de copias del gen del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFR) localizado en 7p12. La sonda control marca el centromero del
cromosoma 7. Un numero anormal de copias esta indicado por tres o mas
sefales rojas.

ESTUDIO DEL GEN p16: Esta sonda (LS/ p16 (9p21) SpectrumOrange/
CEP 9 SpectrumGreen) (Vysis), permite detectar deleciones y amplificaciones
en la regién 9p2. Cuando una célula presenta delecién, el patrén que se

observa es una sefal roja y dos sefnales verdes

b. Cuantificacion de resultados

Se llevd a cabo mediante un microscopio de fluorescencia NIKON (modelo
Eclipse 80l). Se realiz6 el recuento de sefnales en al menos 200 nucleos no
solapados, cuantificandose el porcentaje de nucleos celulares con alteraciones.
Se considerd delecion del gen cuando mas del 55% de los nucleos presentaban
0 6 1 sefal, y amplificacion del gen cuando mas del 30% de los nucleos

presentaban mas de 4 copias (Tabla 8) (pags 86 y 87).
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Material y Métodos

4. Estudio estadistico

a. Objetivos
- Realizar un estudio descriptivo de cada variable por separado.
- Estudiar la asociacién entre variables clinicas, inmunohistoquimicas y

moleculares

b. Variables
Los grupos formados con las variables estudiadas fueron:
Variables clinicas
» Edad: 0, <50 afos; 1, =50 afnos
» Sexo: 0, varén; 1, mujer
» Supervivencia libre de enfermedad: Se midi6 en meses. Tiempo
que transcurre desde que el paciente esta en remision
completa hasta que presenta recidiva de la enfermedad.
» Supervivencia global: se midi6é de forma continua en meses.
Variables histolégicas
* 1, Tipos1y2;2, Tipo 3.
Variables Inmunohistoquimicas
* P16: 0: negativa (<10% de células tumorales positivas); 1:
positiva (=10%).
* Ciclina D1: 0: no sobreexpresion; 1: sobreexpresado.
» EGFR: Valoracion igual que Ciclina D1.

* P53: 0: £10%; 1:>10%. ki 67: 0: <30%; 1: >30%.
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Variables moleculares
» Se valor6 el porcentaje de células con 0, 1, 2, 3 6 mas de 3
sefnales de cada gen (p16, CCDND1 y EGFR).

* Delecion /Amplificacion: 0: no; 1: Si.

c. Estudios realizados

Para el tratamiento de los datos se ha utilizado la aplicacion estadistica
SPSS 12.0. Para estudiar cada uno de los objetivos mencionados en el

planteamiento, se han utilizado los siguientes métodos estadisticos:

» Confeccion de las tablas de frecuencias y medidas estadisticas

adecuadas de cada variable individualmente.
» Célculo de medidas descriptivas para cada variable individualmente.

» (Calculo de tablas de contingencia y pruebas chi-cuadrado (y test exacto
de Fisher si procede) para estudiar si existe asociacién entre los
marcadores inmunohistoquimicos, moleculares, clinicos y morfolégicos.
Consideramos que la asociacién es estadisticamente significativa si

p<0,05.

» Las probabilidades actuariales (mas-menos error estdndar) para la
Supervivencia Libre de Enfermedad y para la Supervivencia Global, se

calcularon mediante el método de Kaplan Meier.
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Tipo Gen Gen Gen Expresion Expresion Expresion Ki67

Edad ~ Sexo iciologico p16  CCND1 p16 CCND1  EGFR (%)

1 Hombre TIPO 3 Normal Normal Normal

2 46 Hombre TIPO 2 Delecién  Amplificado Normal No No Si >30 =10
3 47 Hombre TIPO 2 Normal  Amplificado Normal No No Si >30 <10
4 71 Hombre TIPO 2 Normal Normal Amplificado No Si No >30 <10
5 57 Hombre TIPO 2 Normal  Amplificado Normal No Si No >30 <10
6 59 Hombre TIPO 3 Delecién Normal Normal No No Si >30 <10
7 64 Mujer TIPO 1 Normal Normal Normal Si No Si >30 <10
8 56 Hombre TIPO 2 Delecién  Amplificado Normal No No No >30 =210
9 64 Mujer TIPO 3 Delecién Normal Normal Si No Si >30 <10
10 54 Mujer TIPO 1 Delecién Normal Normal No No Si <30 =10
11 51 Mujer TIPO 2 Delecién Amplificado  Amplificado No Si Si >30 <10
12 58 Hombre TIPO3 Normal Normal Normal No No No >30 =210
13 73 Hombre TIPO3 Normal Normal Normal No No Si >30 <10
14 51 Mujer TIPO 2 Delecién  Amplificado Normal No No No <30 =10
15 25 Hombre TIPO3 Normal Normal Normal No Si Si >30 <10
16 72 Hombre TIPO2 Normal Normal Amplificado No No No <30 10
17 74 Hombre TIPO3 Normal Normal Normal No No No >30 <10
18 74 Hombre TIPO 2 Normal Normal Normal No Si No >30 =10
19 49 Hombre TIPO3 Normal  Amplificado Normal No Si No >30 <10
20 63 Hombre TIPO3 Normal  Amplificado Normal No Si No >30 =210

Tabla 8



22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Edad

46
46
32
64
60
44
55
44
69
78
60
63

Sexo

Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Mujer
Mujer

Hombre

Tipo

histolégico

TIPO 3
TIPO 3
TIPO 3
TIPO 3
TIPO 3
TIPO 3
TIPO 2
TIPO 3
TIPO 3
TIPO 2
TIPO3
TIPO3

Gen
p16

Normal
Normal
Normal
Delecion
Normal
Delecion
Normal
Normal
Normal
Normal
Delecion
Normal

Delecién

Gen
CCND1

Amplificado

Amplificado

Amplificado
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Gen
EGFR

Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Expresion Expresion Expresion  Ki67

p16

No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si
No

No

CCND1

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No

Si

EGFR

No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

(%)

>30
<30
>30
>30
>30
>30
>30
>30
>30
>30
>30

>30

=10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

=10

<10

<10

Tabla 8 cont.









Resultados

A.- CARACTERISTICAS CLINICO-BIOLOGICAS

Se incluyeron en el estudio 33 pacientes cuyas caracteristicas clinico-

patol6gicas se resumen en la Tabla 9.

TABLA 9: Resumen de las caracteristicas clinico-patolégicas y evolucion de los pacientes:

Caracteristicas N° de pacientes
N° total de pacientes 33
Edad

<40 2

41-50 7

51-60 11

>60 13
Sexo

Hombre 26

Mujer 7
Estadiaje UICC

Temprano (I-II) 18

Tardio (III-IV) 15
Tratamiento recibido

RT 0

QT 0

RT+QT 33
Estado de supervivencia

Vivos 22

Sin enfermedad (después de tt°) 15
Recidivas y/o metastasis 7
Fallecidos 11

« EDAD: Oscila entre 25 y 78 afos, con una media de 55,94 anos, mediana de

59 afos y 2 modas, 46 y 64 afnos. Se advierte que la mayor incidencia
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corresponde a la 7° década de la vida y a partir de los 60 afos (66,66 %)

(grupo 2).

TABLA 10. Clasificacion de los casos por edad
Aios N2 de pacientes % Grupo | N2 de pacientes %
<40 2 6.06 1 9 27,3 %
41-50 7 70 S
51-60 11 33,33 2 24 72,7 %
>60 13 39,39

SEXO: Los varones son 26 y las

mujeres 7. Existe un neto predominio de los

varones con una relacién 3.8:1. (se le ha asignado el valor 0: Varén y 1:

Muijer).

TABLA 11. Clasificacion de los casos por sexo

SEXO
Frecuencia Porcentaje
VARON 26 78,8
MUJER 7 21,2
33 100,0
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« ESTADIAJE (Segun la AJC/UICC): Predominan ligeramente los estadios
tempranos (I y Il) 54.54%, sobre los tardios (Il y IV) 45.45%. El mayor

porcentaje corresponde al Estadio Il (51,5%).

TABLA 12. Estadiaje segun AJC/UICC

Frecuencia Porcentaje
Estad. I-1I 18 54,5
Estad. IlI-
v 15 45,5
33 100,0

» TIPO HISTOLOGICO (Segun la clasificacion de la OMS):

De los 33 casos del estudio, 2 (6,1%), se clasificaron como tipo 1 de la OMS
o carcinomas bien diferenciados (diferenciacion epidermoide, con puentes
intercelulares y depdsitos de queratina de aspecto perlado) (figs. 8 y 9).

El 51% (17 casos) se han clasificado como tipo 2 de la OMS o carcinomas
no queratinizante (figs. 10y 11).

Finalmente, como tipo 3 de la OMS o carcinomas indiferenciados se han
clasificado 14 casos (42,4%) (proliferacion linfoepitelial, células linfoides que
‘rompen” el tumor en nidos con patron sincitial; células con nucleo redondeado
y nucleolo prominente) (figs. 12 'y 13).

El tipo histologico mas frecuente en nuestra serie es el tipo 2 con un
porcentaje del 51,5%. Los Tipos 1 y 2 se han agrupado asignandoles el valor 0

y al Tipo 3 el valor 1.
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Figuras 8 y 9.- Carcinoma nasofaringeo bien diferenciado (Tipo I): Las células tumorales
muestran diferenciacién escamosa y queratinizacién. (HE; 7: x10; 8: x20)
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Figuras 10 y 11.- Carcinoma nasofaringeo no queratinizante. Nidos de células sin

dferenciacién escamosa clara. (HE; 10: x10; 11: x20)
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Figuras 12 y 13.- Carcinoma Nasofaringeo indiferenciado (Tipo lll): Proliferacion linfoepitelial, las
céulas linfoides “rompen” el tumor. Las células neoplasicas muestran nlcleo vesicular con
nucleolo prominente. (HE; 12: x20; 13: x40).
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TRATAMIENTO: El 100% de los pacientes del estudio recibieron tratamiento

combinado de quimioterapia mas radioterapia.

EVOLUCION CLINICA: La evolucién clinica fue valorada en los 33 casos. 22
pacientes (66,7%) estan vivos; de éstos 15 permanecen libres de enfermedad
y 7 tuvieron recidiva después del primer tratamiento (6 recidivas locales y 1
metastasis a distancia). 11 (33,3%) fallecieron, de éstos 4 no presentaron
remision de la neoplasia tras tratamiento y 6 presentaron recidiva del tumor.

De los 33 pacientes, independientemente de su fallecimiento, 14
presentaron recidiva después del primer tratamiento (42,4%).

El tiempo libre de enfermedad (Supervivencia libre de enfermedad) oscila
entre 6 y 120 meses, siendo la media de 32,79 meses.

La supervivencia global media es de 40,31 meses, oscilando entre 1 y

120 meses.

B.- CARACTERISTICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

» p16 y Ciclina D1: Se valoré tan sélo la tincién nuclear considerando como
positiva cuando >5% de las células tumorales mostraban tincién nuclear y

negativa si son <5% de las células.
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De los 33 casos, 30 (90,9%) mostraban pérdida de la expresién de la

proteina p16 y los 3 restantes, un 9,1%, mostraban tincién positiva (figs.

14y 15).

OF% gt

iu 14.- p16 egaiva. 1x '

En cuanto a la ciclina D1 un 57,6 % (19 casos), presentaban
sobreexpresion de la proteina mientras que el 42,4% (14 casos) no (figs.

16 y 17).
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<
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EGFR: En este caso se considero la tincion de membrana, siendo valorada
como positiva cuando el porcentaje de células tumorales que mostraban
inmunorreacién es >10%.

20 casos de los 33 (el 60,6%), mostraban sobreexpresion de la proteina y

en 13 (39,4%) es negativa (figs. 18 y 19).

o < ﬁ‘- et 3 e 5
Figura 19.- EGFR negativa. 20x

Ki67 y p53: La inmunotincién se observd en el ndcleo, valorandose el
porcentaje de células que mostraban tincién.
El 84,8% de los casos (28) mostraron >30% de células con tincion positiva

para Ki67 y en 5 casos (15,2%) el porcentaje era <30% de células (figs 20

y 21).
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Figura 20.- ki67. 40x 40x

En cuanto a los resultados de p53, 21 casos (63,6%) mostraban tincidon

positiva en <10% de células y 12 (el 36,4%) presentaban tincion positiva en

>10% de las mismas (figs. 22 y 23).

C.- FISH EN CARCINOMA NASOFARINGEO

Se realizd en los 33 casos. Un 33.3% de ellos (11 casos) mostraron
delecién del gen p16. Igualmente, un 33,3% (11 casos) mostraron amplificacion
del gen ciclina D1 y tan s6lo un 9,1% (3 casos) mostraron amplificacién del gen

EGFR (figs. 24, 25 y 26).
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Figura 23.- FISH. A, modelo de hibridacion normal con la sonda LS| p16. B, Delecién del gen p16.

Figura 24.- FISH. A, modelo de hibridacion normal con la sonda LS| Cyclin D1. B, Amplificacion
del gen ciclina D1.
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Figura 25.- FISH. A, modelo de hibridacion normal con la sonda LSI EGFR. B, amplificacién del
gen EGFR.

D.- ESTUDIO ESTADISTICO

La asociacidn entre las diferentes variables la hemos realizado sobre el global de

los tumores (n=33).

1.- ASOCIACION ENTRE VARIABLES CLINICAS E HISTOLOGICAS.

- Hemos advertido asociacion estadisticamente significativa entre la edad de los
pacientes (= de 50 anos) y el estadiaje segun la AJC/UICC (p= 0,002). No
hemos encontrado asociacion entre la edad y la presencia de recidiva (p=0,280).
Hemos observado que existe una relacion no estadisticamente significativa

(p=0,084), con el tipo histoldgico, asi como con la presencia de metastasis en el
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momento del diagnéstico (p=0.097), siendo mas frecuente en el grupo de mayor

edad (= 50 anos).

TABLA 22: Tabla de asociacion edad/estadiaje AJC/IUCC (p= 0.002)

ESTADIO
111 -1V Total
EDAD <50 1 8 9
S50 17 7 24
18 15 33

TABLA 23: Tabla de asociacion edad/presencia de recidivas (p= 0,280)

RECIDIVA
NO SI Total
EDAD <50 6 3 9
250 9 11 20
15 14 29

TABLA 24: Tabla de asociaciéon edad/Tipo histologico (p=0.084)

TIPO HISTOLOGICO

TIPO 1-2 TIPO 3 Total
EDAD <50 3 6 10
>50 16 8 23
19 14 33

TABLA 25: Tabla de asociacion edad/Metastasis al inicio (p=0,097)

METASTASIS
NO Sl Total
EDAD <50 5 4 9
>50 6 18 24
11 22 33
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No hemos observado asociacion estadisticamente significativa entre el
sexo y las distintas variables clinicas e histolégicas. Tan so6lo hemos
advertido que existe una relacion (p= 0,090), aunque no estadisticamente
significativa, entre las variables sexo y tipo histoldgico, predominando los

tipos I-1l en las mujeres.

TABLA 26: Tabla de asociacion sexo/ recidiva (p=0,311)

RECIDIVA
NO S| Total
SEXO VARON 13 10 23
MUJER 2 4 6
15 14 33

TABLA 27: Tabla de asociacion sexo/ Tipo Histolégico (p=0,090)

TIPO HISTOLOGICO

TIPO 1-2 TIPO 3 Total
SEXO VARON 13 13 26
MUJER 6 1 7
19 14 33

No hemos encontrado asociacion estadisticamente significativa entre las
variables Tipo Histolégico (segun la OMS) y el numero de mitosis,
presencia de recidiva y mortalidad. Si hemos advertido que existe una

relacion con el estadiaje segun la AJCC/UICC (p=0,062).
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RECIDIVA
NO SI Total
Tipo TIPO 1-2 7 9 16
Histologico
TIPO 3 8 5 13
15 14 29

TABLA 29: Tabla de asociacion Tipo Histoldgico/Estadiaje (p=0,062)

ESTADIO
I-11 -1V Total
Tipo TIPO 1-2 13 6 19
Histologico
TIPO 3 5 9 14
18 15 33

TABLA 28: Tabla de asociacion Tipo histoldgico/Presencia de recidiva (p=0,340)

2.- ASOCIACION ENTRE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS, CLIiNICAS E

HISTOLOGICAS.

Hemos advertido que existe una relacion sin significacion estadistica, entre
la expresion de p16 y la presencia de recidivas (p= 0,058). Los pacientes

en los que el tumor mostré positividad para p16 presentaron recidiva.

También existe asociacion estadistica entre la perdida de expresién

(p=0,061).
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de p16 y la sobreexpresion de ciclina D1 (p=0,034). No hemos visto
asociacién estadistica entre p16, tipo histolégico, estadio, presencia de
metastasis al inicio o mortalidad. Si hemos observado que en cuanto al tipo

histoldgico, el tipo Il se asocia con la pérdida de expresiébn de p16



- Al cruzar la variable expresion de ciclina D1 con las variables clinicas e
histologicas, tan solo hemos advertido que existe una asociacion
estadistica entre la sobreexpresion de ciclina D1 y el tipo histologico

(p=0,036).

TABLA 30. Tabla de asociacion p16/presencia de recidivas (p=0,058)

RECIDIVA
NO Sl Total
Expresion de Si 0 3 3
p16
NO 15 11 26
15 14 29
TABLA 31. Tabla de asociacion p16/Ciclina D1 (p=0,034)
Sobreexpresion de
ciclina D1
NO S| Total
Expresion de Sl 3 0 3
p16
NO 11 19 30
14 19 33

TABLA 32. Tabla de asociacién Ciclina D1/Tipo Histoldégico (p=0,036)

Tipo Histoldgico

TIPO 1-2 TIPO 3 Total
Sobreexpresion NO 11 3 14
de Ciclina D1
S| 8 11 19
19 14 33
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En cuanto a la expresion de EGFR, si se observa que existe asociacion,
aunque no estadisticamente significativa, con el tipo histologico (p= 0,070).

Los tumores con el tipo histolégico Il muestran expresién intensa de EGFR

con mayor frecuencia.

TABLA 33. Tabla de asociacion EGFR/Tipo Histoldgico (p= 0.070)

Tipo Histolégico

TIPO 1-2 TIPO 3 Total
Sobreexpresion NO 10 3 13
de EGFR
S| 9 11 20
19 14 33

También hemos advertido asociaciones estadisticamente significativas de
la sobreexpresion de EGFR con el estadio tumoral (p=0,037) y con la

presencia de metéstasis en el momento del diagnéstico (p=0,044).

TABLA 34. Tabla de asociacion EGFR/Estadiaje (segun la AJCC/UICC) (p=0,037)

ESTADIO
-1l -1V Total
Sobreexpresion NO 10 3 13
de EGFR
S| 8 12 20
18 15 33
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TABLA 35. Tabla de asociacion EGFR/Metastasis al inicio (p=0,044)

METASTASIS
NO S| Total
Sobreexpresion NO 7 6 13
de EGFR
S| 4 16 20
11 22 33

- Hemos obtenido asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de la oncoproteina p53 vy la presencia de recidiva (p=0,039);
pero no con la presencia de metastasis al inicio (p=0,125); tipo histoldgico

(p=0,424) ni estadio (p=0,290).

TABLA 36. Tabla de asociacion p53/Recidiva (p=0,039)

RECIDIVA
NO SI Total
p53 <10% 12 6 18
210% 3 8 11
15 14 29

- No hemos encontrado asociacion entre el indice de proliferacion (ki67) y

las distintas variables clinicas e histolégicas.
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3.- ASOCIACION ENTRE VARIABLES CLINICAS, MORFOLOGICAS,

INMUNOHISTOQUIMICAS Y FISH.

- Hemos encontrado asociacion estadisticamente significativa (p=0,016)
entre las variables sexo y FISH para p16. Las mujeres han presentado

delecion del gen p16 con mayor frecuencia que los hombres.

TABLA 37. Tabla de asociacion sexo/FISH p16 (p= 0,016)

Delecion gen p16 (FISH)

NO SI Total
SEXO VARON 20 6 26
MUJER 2 5 7
22 11 33

No hemos encontrado asociacidon estadistica entre la delecion del gen p16

y las variables clinicas, tipo histolégico e inmunohistoquimicas.

TABLA 38. Tabla de asociacién FISH p16/Tipo Histolégico (p= 0.618)

Tipo Histoldgico

TIPO 1-2 TIPO 3 Total
FISHp16 NO 12 10 22
s 7 4 11
19 14 33

Sin embargo si hemos observado una asociacién estadisticamente

significativa entre las variables Amplificacion del gen Ciclina D1 por FISH
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y tipo histolégico (p= 0,046). Ademas hemos observado que existe una
relacion, aunque no estadisticamente significativa, con la presencia de
metastasis en el momento del diagnostico (p=0,068). No asi con el resto de

las variables clinicas e inmunohistoquimicas.

TABLA 39. Tabla de asociacion FISH CCND1/ Tipo Histoldgico (p= 0,046)

Tipo Histoldgico

TIPO 1-2 TIPO 3 Total
Amplificacion NO 10 12 22
gen CCND1
S| 9 2 11
19 14 33

TABLA 40. Tabla de asociacién FISH CCND1/ Metastasis al inicio (p=0,068)

Metastasis al inicio

NO SI Total
Amplificacion NO 5 17 22
gen CCND1
g| 6 5 11
11 22 33

- En cuanto a la amplificacién del gen EGFR hemos observado una

asociacion estadisticamente significativa entre ésta y los pacientes que no

- 108 -



Resultados

remitieron después del tratamiento (p= 0,003), y una relacién, aunque no
estadisticamente significativa (p=0,097), con el estadio segun Ila

AJCC/UICC.

TABLA 41. Tabla de asociacién FISH EGFR/ESTADIO (p=0,097)

ESTADIO
I-11 [11-1V Total
Amplificacion NO 15 15 30
gen EGFR
S| 3 0 3
18 15 33

TABLA 42. Tabla de asociacion FISH EGFR/Remision (p=0,003)

REMISION
Sl NO Total
Amplificacion NO 27 2 29
gen EGFR
S| 1 2 3
28 4 32

TABLA 43. Tabla de asociacion FISH EGFR/Tipo Histolégico (p=0.119)

TIPO HISTOLOGICO
TIPO 1-2 TIPO 3 Total
Amplificacion NO 16 14 30
gen EGFR
S| 3 0 3
19 14 33
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Utilizando la funcion de Kaplan-Meier y el test de Long-rank para el estudio
de supervivencia, hemos observado que, aunque no hay diferencia
estadisticamente significativa entre la delecion de p16 y la Supervivencia
Libre de Enfermedad (SLE). Los casos con delecién presentan un tiempo
libre de enfermedad de 30+7 meses, mientras que los que no la muestran,
el tiempo libre de enfermedad es de 62+12. Es decir que aquellos casos
con delecion del gen p16 recidivan antes que los que no la muestran.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los

casos que presentan amplificacion de los genes Ciclina D1 y EGFR (fig
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Figura 25: Supervivencia Libre de Enfermedad de los pacientes con deleciéon del gen p16 y

amplificacién del gen CCND1.

En cambio, si hemos observado diferencia estadisticamente significativa
(p=0.012) en la Supervivencia libre de Enfermedad y la tincién con p16. Los

tumores que presentaron inmunotincién intensamente positiva para p16
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tienen un tiempo libre de enfermedad de 1616 meses, mientras que los que
mostraron tincién negativa el tiempo libre de enfermedad es de 65 *. 12

meses (fig.26).

SLE
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o
>
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Supervivencia acum

o
)
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T T T T T T T
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Meses remision completa

Figura 26.- Supervivencia Libre de Enfermedad de los pacientes con recidiva segun la

tincién de p16.

- En cuanto a las variables clinicas, hemos observado que existe una cierta
correlacién (p=0.061) con el Estadiaje segun la AJC/UICC vy la
Supervivencia Libre de Enfermedad. Sin embargo no hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas en la Supervivencia libre de
Enfermedad al correlacionarla con la edad, tipo histolégico segun la
clasificacion de la OMS, inmunotincién para ciclina D1 y EGFR, Ki67 y p53.
Respecto a la oncoproteina p53, si bien no hay diferencias significativas, si
hemos observado que los casos que muestran inmunotincién positiva de

>10% tienen un tiempo medio de supervivencia libre de enfermedad de 27
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meses, para los que tienen <10% de tincidn positiva es de 69 meses (Fig.

27)
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Figura 27.- Supervivencia Libre de Enfermedad de los pacientes en funcién de las variables

estadiaje, tipo histolégico, edad y positividad a p53.

En cuanto a la supervivencia global (SG), no hemos encontrado correlacién con

las distintas variables inmunohistoquimicas y moleculares.
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Discusion

En el grupo de los canceres de cabeza y cuello, el CNF representa una
entidad distintiva en términos de epidemiologia, presentacion clinica, marcadores
biolégicos, factores prondsticos, tratamiento y evolucién.

En el presente estudio, realizado sobre 33 casos de CNF hemos pretendido
comparar la distribucidén y frecuencia de las variables histolégicas, moleculares e
inmunohistoquimicas con lo establecido en trabajos previamente publicados. Pero
lo que nos interesa, fundamentalmente, es conocer si las alteraciones
moleculares estudiadas tienen repercusidn sobre la evolucion clinica.

En la mayoria de las poblaciones, independientemente de la raza o etnia, la
incidencia del CNF es mayor en hombres que en mujeres con una relaciéon 2-3:1.
En nuestra serie, 26 (78,8%) son varones y 7 (21,2%) mujeres. Existe un claro
predominio de los varones con una relacion 3.8:1. Resultados que coinciden con

13 Estos ltimos

los de Parkin y cols "9, Lee y cols ®® y Morales-Angulo y cols
realizaron un estudio sobre 82 pacientes de Cantabria. De ellos 65 (79.3%) eran
varones con una relacion de 3.8:1.

La distribucion del CNF segun la edad muestra distintos patrones segun las
distintas poblaciones. En la mayoria de las poblaciones de bajo riesgo, la
incidencia del CNF crece con la edad, de manera muy parecida a cdmo lo hace la
mayoria de las neoplasias epiteliales. Por el contrario, en la poblacién de alto
riesgo del Sur de China de ambos sexos (segun Parkin y cols), la incidencia del
CNF aumenta con la edad hasta un pico entre los 45 y 54 afos, disminuyendo en
edades mas avanzadas '9. En el estudio de Burt y cols en estadounidenses,
poblacion de bajo a moderado riesgo de CNF, muestran un segundo pico de

) (114

incidencia entre los adolescentes y adultos jévenes (20 afos ). En nuestra
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serie la media de edad es de 58 afnos, con una mayor incidencia entre los 50-70
anos, siendo muy baja por debajo de los 40. Resultados muy similares a los

obtenidos por otros autores europeos (Morales-Angulo y cols ''¥; d’Espiney

115 116))

Amaro y cols '"® Nesic y cols ¢

El tipo histologico més frecuente, siguiendo la clasificacion de la OMS
(adviértase que la clasificacion de la OMS que hemos seguido en este estudio es
la del aflo 1978 y no la ultima publicada de 1991), en las regiones de alto riesgo
es el tipo lll, que comprende el 95 % de los CNF. En los paises de bajo riesgo,
segln algunos autores, el tipo histolégico mas frecuente es el tipo 1 ®. En nuestra
serie, el tipo 2 (17 casos, 51,5%) predomina ligeramente sobre el 3 (14 casos,
42,4%), siendo muy poco frecuente el tipo 1 con tan sélo 2 casos. Nuestros
resultados difieren en parte de los estudios mencionados anteriormente. Morales-
Angulo y cols (113) encontraron que el mas frecuente es el tipo 3 con un 71%;

d’Espiney Amaro y cols ('"®

en su estudio realizado sobre la poblacion
portuguesa, también encontraron que el tipo 3 es el mas frecuente aunque el
porcentaje es menor que en el anterior (58%).

El tratamiento standard para el CNF es la radioterapia, aunque la adyuvancia
con quimioterapia aumenta el ratio de supervivencia. Como en otras neoplasias,
el pronéstico del CNF depende del tamafo tumoral, afectacion de ganglios
linfaticos y metastasis a distancia (Estadio TNM) '®). Pero, en contraste con otras
neoplasias de cabeza y cuello, el CNF es altamente sensible a la radiacién y
quimioterapia ©®. La mayor tasa de supervivencia se ha descrito para los estadios

| yll de la enfermedad, sin embargo el pronéstico es peor para la enfermedad

metastasica, incluso con el tratamiento combinado de radiacion y quimioterapia
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"9 por lo que se necesita

con recaidas de la enfermedad de hasta el 82%
desarrollar nuevos tratamientos para el CNF.

Debido a esto y en la busqueda de nuevas vias de tratamiento, en las
ultimas décadas, y en base al desarrollo de la biologia molecular, se ha ampliado
el conocimiento del CNF.

Amplificaciones especificas en el CNF, identificadas por estudios
citogenéticos y de HGC, han implicado multiples oncogenes en la patogénesis del
CNF. Los oncogenes identificados incluyen BCL2, CCND1, EGFR, EVI,
HER2/ERB2, HRAS, MDM2, MYC Y PIK3CA, que pueden mostrar amplificacion,

sobreexpresion o mutaciones 9

. Para algunos de estos genes, tales como
CCND1, que codifica la proteina ciclina D1, estudios funcionales han demostrado
su potencial oncogénico en células del CNF “°).

Se han detectado multiples anormalidades genéticas y epigenéticas de
varios genes supresores tumorales en el CNF. Las regiones mas comunmente
afectadas son 9p21 y 3p, que tienen hasta un porcentaje de 85-95% de delecion
en tumores invasivos. Los genes supresores tumorales afectados incluyen
aquellos localizados en la region 9p21 (p16, p15 y p14ARF) y en la region 3p21.3
(RASSF1A, BLU/ZMYND10 y CACCNA2D2). La expresién de p16, RASSF1A o
BLU/ZMYND10 en lineas celulares del CNF lleva a una inhibicion significativa del
crecimiento celular, formacion de colonias o crecimiento de tumores en animales

inmunodeficientes, lo que nos proporciona una evidencia de que estos genes

funcionan como genes supresores tumorales en el CNF ©9.
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Existen estudios publicados sobre los genes involucrados en la
carcinogénesis de distintos tipos de tumores por técnicas de FISH, no asi en el
CNF (120, 121, 122, 123).

Okami y cols. estudiaron la amplificacion de ciclina D1 por técnicas de FISH
en 23 casos de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC)
identificandola en 4/11 casos (36%) de tumores primarios. Ademas, detectaron
inactivacion de p16, por técnicas de inmunohistoquimica, en 19 de 23 (83%)
casos y encontraron alteracién concomitante de p16 y ciclina D1 en 4 de 11
tumores primarios, sugiriendo que estos dos componentes no son mutuamente
excluyentes y que ambos pueden estar alterados en una proporcidon significativa
de tumores primarios. La amplificacion de ciclina D1 puede estar relacionada con
un peor pronostico'?4).

Hui y cols. realizaron un estudio de hibridacién genémica comparada en 26
casos de CNF con el fin de investigar las alteraciones genéticas involucradas en
la carcinogénesis del CNF e identificar los genes supresores tumorales.
Encontraron ganancia de la region 11g13.1-13.3 en un 61.5% de los casos y
pérdida del 9p21.3 en un 76.9%*°). Asimismo estudiaron la expresién de Ciclina
D1 por técnicas de inmunohistoquimica sobre cortes de tejido parafinado de 38
casos de CNF a los que también se determiné el nimero de copias de 11g13 por
técnica de FISH, observando que 35 de los 38 casos (92.1%) mostraban
sobreexpresion de ciclina D1 y que existia correlacion concordante entre la
ganancia del numero de copias de 11q13 y la sobreexpresién de ciclina D1 en 27
casos (80%). Estos hallazgos les sugirieron que la ciclina D1 es el oncogén diana

de la amplificacion del locus 1113 en el carcinoma nasofaringeo. En cuanto al
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gen p16 detectaron delecibn homocigota por técnica de FISH en un 53.5% vy
pérdida de la expresidn de la proteina por inmunohistoquimica en un 86.8%.

En nuestra serie, hemos estudiado las alteraciones de estos dos genes por
técnicas de FISH asi como la expresion de las dos proteinas por técnicas de
inmunohistoquimica, observando que de los 33 casos de CNF se identifica
amplificacion del gen de la CCND1 en 11 (33,3%) y delecién del gen de la p16 en
11 de los 33 casos (33,3%). Por técnicas de inmunohistoquimica detectamos
sobreexpresion de ciclina D1 en 19 de los 33 casos (57,6%), pérdida de la
expresion de p16 en 30 de los 33 (90,9%), existiendo alteracion concomitante de
p16 y CCND1 en 4 de los 33 casos. Nuestros resultados se aproximan mas a los
de Okami y cols, si bien el porcentaje de casos que presentan alteracidon
concomitante es tan sélo de un 12,12% frente al 36,36% que presentan Okami y
cols. Hemos encontrado correlacion entre la amplificacion del gen CCND1 vy la
sobreexpresion de la proteina en 7 de los 33 casos (24,24%), resultado que se
aleja del obtenido por el grupo de Hui.

Debido a la asociacion funcional de la ciclina D1 y la proteina p16, estos
autores también estudiaron la correlacion entre la pérdida de p16 y la activacion
de ciclina D1 en los 38 casos de carcinoma nasofaringeo. En 31 de los 38 casos
se detectaron sobreexpresion de ciclina D1 y pérdida de p16. Estos resultados
sugieren que ambos genes (p16 y CCND1) son criticos para el desarrollo del
carcinoma nasofaringeo “°. En nuestra serie detectamos que en 19 casos existia
sobreexpresiéon de CCND1 y pérdida de p16, existiendo una relacién entre estos

dos eventos (p=0,034). Si bien el porcentaje es menor que el obtenido por Bik-Yu
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y cols, el resultado va en el mismo sentido y nos indica que ambos genes pueden
estar involucrados en la génesis del CNF.

En este sentido, Lin y cols. estudiaron la expresion de ciclina D1 y p16 en
carcinoma nasofaringeo recidivante en 42 pacientes. Observaron expresion de
ciclina D1 en el 26% y de p16 en el 4% de ellos. No encontraron asociacion entre
la sobreexpresion de ciclina D1 y el aumento de riesgo de recidiva ©®”). Otros
autores, como Vielba y cols han observado asociacion entre la sobreexpresion de

125

ciclina D1 y un peor pronéstico '?®. Sin embargo, Hwang y cols, en una serie de

65 pacientes, encontraron que la pérdida de expresion de ciclina D1 estaba muy
relacionada con la recurrencia local después del tratamiento con radioterapia (2%,

En cambio, Lin y cols, si hallaron pérdida de la expresion de p16 en casi
todos los casos recidivados (96%). Al igual que Hwang y cols, que encontraron
una asociacion significativamente estadistica entre la pérdida de expresion de p16

'26)  Makitie y cols, en un estudio

y una alta incidencia de recidiva local ©”
realizado sobre 84 muestras de CNF, también encontraron asociacion
estadisticamente significativa (p=0,022) entre la ausencia de expresion de p16 y

(127) Todo esto sugiere que la pérdida de p16

una menor tasa de supervivencia
puede estar asociada con una mayor probabilidad de recaida después del
tratamiento con radio y quimioterapia. Por tanto la expresién de p16 un marcador
prondstico util en el carcinoma nasofaringeo.

Lin y cols no encontraron significacién estadistica en cuanto a la

supervivencia libre de enfermedad, al relacionarla con variables como la edad,

tincion con ciclina D1, tincién con p16, clasificacién de la OMS o recidiva ©7.
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En nuestra serie hemos observado que de los 29 casos recidivaron 14
(42.4%) y de éstos 8 (57,1%) mostraban, mediante técnicas de
inmunohistoquimica,  sobreexpresion de CCND1; 11 (85,7%) mostraban
expresion de p16, aunque no hemos encontrado asociacién estadisticamente
significativa. Esto se aproxima a los resultados de Lin y cols e iria a favor de que
la expresidn de p16 pueda ser un marcador prondstico util. Sin embargo, con la
técnica de FISH, los resultados no son concluyentes ya que observamos que de
los 14 casos que recidivaron, 5 muestran amplificacién del gen CCND1 (35,8%) y
5 delecion del gen p16 (35,8%).

Al igual que Lin y cols., en relacion a la supervivencia libre de enfermedad
(SLE), no hemos encontrado diferencias significativas con las variables
amplificacion del gen CCND1, edad, clasificacién de la OMS vy tincién con ciclina
D1. Si observamos que, aunque no hay diferencia estadisticamente significativa
con la variable delecion de p16, los casos que muestran delecion del gen tienen
menor tiempo libre de enfermedad (recidivan antes) que los casos que no la
presentan (30 meses de media frente a 66 meses de los casos que no muestran
delecion). En cambio, nuestros resultados con la tincion de p16 son
contradictorios, si bien el 89,28% de los casos que recidivaron mostraron pérdida
de expresién de p16, los 3 casos que presentaron tincion positiva (2 con tincién
intensa y 1 con tincion positiva aunque menor del 5%) recidivaron antes con una
media de 14 meses frente a los 66 de los negativos. Esto podria ser debido a que
en estos 3 casos, el comportamiento biolégico sea mas parecido al de los

carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, en los que parece que,
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como ocurre en los carcinomas de cervix uterino, la expresién de p16 es un factor
de mal pronéstico (128129 130)

Otro de los genes involucrados en la carcinogénesis tumoral es el EGFR. Hui
y detectaron en un estudio realizado mediante hibridacion genémica comparada
amplificacion del locus 7p12 que codifica el gen EGFR *.

El EGFR esta frecuentemente sobreexpresado en los tumores de cabeza y
cuello, y se ha relacionado con un peor control locorregional del tumor y menores

(131 También se encuentra comlnmente expresado en

tasas de supervivencia
pacientes con CNF (73-100%) y existe una evidencia cada vez mayor, acerca del
impacto negativo de esta sobreexpresion en la supervivencia de estos pacientes.
Ma y cols pudieron demostrar que la sobreexpresiéon de EGFR, medida por el
aumento de intensidad de la tincidn, se correlacionaba significativamente con el
estadio tumoral avanzado, menor tiempo de progresibn y menor tasa de
supervivencia libre de enfermedad ®. Taheri-Kadkoda y cols. realizaron un
estudio en el que identificaron los patrones de expresion de 4 biomarcadores
mediante técnicas de inmunohistoquimica, entre ellos el EGFR, en un grupo de
pacientes con CNF. En este estudio, realizado sobre 45 muestras de CNF,
encontraron expresion del EGFR en el 96% de los especimenes con un ratio de
sobreexpresion del 80%. Sin embargo no encontraron correlacién entre la
sobreexpresion de EGFR y la edad, sexo, el estadio tumoral o nodal y tipo
histolégico (132,

Por el contrario, Leong y cols., determinaron la expresién del EGFR (también

por técnicas de inmunohistoquimica) y su valor prondstico en el carcinoma de

nasofaringe indiferenciado, en un estudio prospectivo realizado sobre 75
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pacientes. Un 82.7% de especimenes mostraron sobreexpresion de EGFR.
Encontrando una correlacion significativa sélo entre ésta y el tamafno del tumor
primario. La edad, sexo, presencia de metastasis en ganglios y metastasis a
distancia no se correlacionaban significativamente con la sobreexpresion de
EGFR; llegando a la conclusién de que la sobreexpresiéon de EGFR no afectaba
al tiempo libre de enfermedad ni a la supervivencia (%%

En nuestra serie han mostrado sobreexpresion de EGFR por
inmunohistoquimica 20 de los 33 (60,6%), resultado que queda alejado de los
obtenidos por los distintos autores anteriormente mencionados. Tampoco hemos
encontrado, al igual que ellos, correlacién con la edad, sexo y recidivas. Sin
embargo, en nuestra serie si observamos que los tumores clasificados como tipo
[l de la clasificacion de la OMS se correlacionan con la sobreexpresion de EGFR
(p=0,070), ademas también hemos encontrado correlacién entre ésta y la
presencia de metastasis (p=0,044). Por otro lado, no hemos observado asociacion
significativa entre la sobreexpresiéon de EGFR y menor tiempo de recaida.

Intentado aumentar el espectro, hemos estudiado la amplificacion del EGFR
por FISH y sus posibles asociaciones con las variables histolégicas mencionadas
en los estudios anteriores. Existen pocos estudios acerca del gen EGFR y su
relacion con el CNF. Estudios realizados en otros tipos de tumores como
carcinoma de mama o adenocarcinoma de pulmén, sugieren que la amplificacién

123, 133, 134)_ Cho y cols

del gen EGFR es un marcador pronéstico importante
estudiaron la expresion y amplificacién de EGFR en 95 casos de carcinoma ductal
infiltrante de mama sugiriendo que la amplificacion del gen EGFR puede estar

asociado con un peor pronéstico y evolucién clinica (4.
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Nosotros hemos encontrado amplificacién del gen de EGFR mediante
técnica de FISH, tan sélo en 3 de los 33 casos. No hemos encontrado asociacion
entre ésta y la edad, sexo y tipo histolégico. Si existe una relacion aunque no muy
significativa, con el estadiaje segun la AJCC/UICC. Tampoco hemos hallado
relacion significativa con la supervivencia libre de enfermedad, aunque los 3
casos que presentan amplificacidn del gen tienen una supervivencia libre de
enfermedad de 43 meses, frente a los 81 meses de los casos que no presentan
amplificacion.

También se ha estudiado el valor pronéstico de otros biomarcadores como la
oncoproteina p53 y el antigeno ki67, en relacion a futuros tratamientos, en el
CNF. p53 es una oncoproteina que ha sido bien estudiada en el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello y se ha relacionado con un alto riesgo de
recidiva locorregional después de radioterapia y con una peor respuesta a la
quimioterapia. Sin embargo, el significado prondstico de p53 en el CNF es
limitado y no se ha encontrado correlacién entre la mutacién de p53 y el estadio

de la enfermedad o la supervivencia ©”,

Por otra parte, se han descrito en la
literatura, resultados controvertidos acerca de la sobreexpresion de ki67, un indice
de proliferacién celular, y su significacion prondstica en el comportamiento tumoral
y respuesta al tratamiento de los canceres de cabeza y cuello incluyendo el CNF
(132)  Zheng y cols describieron una correlacién estadisticamente positiva entre la
expresion de ki67 y el estadio de los ganglios linfaticos (NO-N1 vs N2-N3) o de la

(135)

enfermedad (Il vs 1lI-IV) en pacientes con CNF Aunque no es

estadisticamente significativa, Taheri-Kadkoda Z y cols, en el estudio mencionado
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anteriormente, observaron sobreexpresion de ki67 en una proporcion alta de
pacientes con N2-N3 tamafo de los ganglios >3 cm (132).

Ma y cols, con el propdsito de examinar el papel prondstico de p53 y Ki67
entre otros, realizaron un estudio prospectivo en 87 casos de CNF indiferenciado
de la poblaciéon china y no encontraron una correlacion significativa entre estos
dos marcadores y un peor prondstico de la enfermedad ©”.

En nuestro estudio no hemos encontrado asociacion entre p53 y tipo
histologico y estadiaje. No obstante, si hemos observado que existe una relacion
(p=0,038) con la presencia de recidivas, de 11 casos que mostraban expresion de
p53 de >210%, 8 recidivaron. En cuanto su asociacidn con la supervivencia libre de
enfermedad, no hemos obtenido resultados significativos, aunque si hemos
observado que los casos que presentan tincion positiva >10%, el tiempo medio de
recidiva es de 27 meses, frente a los 69 meses de los casos negativos. Esto nos
indicaria que p53 si podria ser un marcador pronostico de la enfermedad.

En cambio, respecto al ki67, y coincidiendo con los autores anteriormente
mencionados, no hemos encontrado asociacion estadisticamente significativa con

ninguno de los marcadores prondsticos de la enfermedad.
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Conclusiones

1.- En la serie estudiada, la incidencia del CNF es mayor en varones que en
hembras. En cuanto a la edad, la incidencia es mayor entre los 50-70 afos. Estos
resultados son similares a los de otras series europeas, pero distintos a los de

paises donde la enfermedad tiene alta tasa de incidencia.

2.- Desde el punto de vista histolégico, en la serie estudiada de ambito andaluz,
se advierte que el tipo Il (segun la clasificacién de la OMS) predomina ligeramente

sobre el tipo IlI.

3.- Tanto la pérdida de expresidn como la delecibn de p16, asi como la
sobreexpresion y amplificacion de ciclina D1, pueden ser alteraciones genéticas
involucradas en la carcinogénesis del tumor ya que estan en relacion con el ciclo

celular y desarrollo del CNF.

4.- No se puede afirmar que la amplificacion del gen ciclina D1, ni la expresion de
éste, se asocie a un peor pronostico del CNF como senalan la mayoria de los

autores.

5.- La delecion de p16 se asocia a una mayor capacidad de recidiva y puede ser

un marcador prondstico util, aunque en el presente estudio no llegé a alcanzar

niveles de significacién estadistica.
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6.- La amplificacion de EGFR parece que se correlaciona con la no remision tras
tratamiento, no obstante el numero de casos de este estudio es pequefio y se

requeriria un estudio mas amplio para corroborar esta afirmacion.

7.- La sobreexpresion de EGFR en el CNF se relaciona con la presencia de

metéastasis, pero no afecta al tiempo libre de enfermedad ni a la supervivencia.

8.- La expresidén de p53 podria ser un marcador pronostico de le enfermedad, ya

que existe relacidén entre ésta y la presencia de recidivas.

9.- El indice de proliferacion ki67, aun siendo alto en un porcentaje elevado de

tumores, no afecta al curso evolutivo de la enfermedad.
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