UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

IMPLICACION PRONOSTICA DE LA INFECCION POR VIRUS
DEL PAPILOMA HUMANO EN TUMORES DE OROFARINGE Y CAVIDAD ORAL
LOCALMENTE AVANZADOS E IRRESECABLES

Victor Rodriguez Freixinés

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




TESIS DOCTORAL

IMPLICACION PRONOSTICA DE LA
INFECCION POR VIRUS DEL
PAPILOMA HUMANO EN TUMORES DE

OROFARINGE Y CAVIDAD ORAL
LOCALMENTE AVANZADOS E
IRRESECABLES

Victor Rodriguez Freixinos

Barcelona, 2017

UnB

Universitat Autonoma
deBarcelona

UAB - Facultad de Medicina. Departamento de Medicina



UNB

Universitat Autonoma
deBarcelona

Facultad de Medicina
Departamento de Medicina
Programa Doctorado en Medicina

IMPLICACION PRONOSTICA DE LA INFECCION
POR VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN
TUMORES DE OROFARINGE Y CAVIDAD ORAL
LOCALMENTE AVANZADOS E IRRESECABLES

TESIS DOCTORAL

Director:
Jordi Giralt Lopez de Sagredo
Departamento de Medicina
Universitat Autonoma de Barcelona

Co-Director:
Aleix Prat Aparicio
Departamento de Medicina
Universitat de Barcelona

VICTOR RODRIGUEZ FREIXINOS

Barcelona, 2017




A mi mujer e hijos.



A mis padres y hermano.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Paco y Pilar, por su apoyo incondicional, el respeto y los valores

inculcados.

A mi hermano Guillermo, ahora lejos pero siempre cerca.

A mi mujer Neda y mis hijos Luka y Hugo, por hacerme tan feliz.

A mi familia.

Al Dr. Jordi Giralt y al Dr. Aleix Prat, directores de mi trabajo de tesis, por su ayuda y

guia. Ha sido un placer.

Muchas gracias a la Dra. Ana Maria Martinez de Castro, por su incalculable ayuda en
la elaboracion de este trabajo.

Gracias a los Dres. Javier Hernandez, Margarita Alberola y a Patricia Galvan por su

ayuda y colaboracidn en la realizacion de los analisis moleculares.

Gracias al Dr. Rodrigo Dienstmann, a Guillermo Villacampa y Laia Paré por la ayuda

en el analisis estadistico y su interpretacion.

Al Dr. Josep Maria del Campo y la Dra Ana Oaknin, mis mentores. Siempre
agradecido.



SUMARIO

1. Introduccidn y antecedentes de los tumores escamosos de cabeza y cuello ......9
1.1 PrEAmMBUIO ..o e e 9
1.2 EPIdemMIOIOgia.....ccveieiiiieiese st 10
IR T o Tor (0 £ o [ 1= o OSSR 12
1.4, Histopatologia y CarCiNOgENESIS .......ccccvveirieiieeiieiie e, 13

1.4.1 Epitelio normal y lesiones precursoras de los tumores escamosos de
CADBZA Y CUBHIO ... 13
1.4.2 Inestabilidad genética y carcinogénesis de los tumores escamosos de
cabeza y cuello no relacionados con la infeccion por HPV ..........c.cccccve 14
1.5 Localizaciones anatomicas de los tumores escamosos de cabeza y cuello 16
1.5.1 Tumores escamosos de Orofaringe .........ccovcvvveeieeiien e siee e, 16
1.5.2 Tumores escamosos de Cavidad Oral ...........ccccovvviiinninniienieneee, 17
1.6 Diagnostico y Estadificacion de tumores escamosos de cabeza y cuello...18
ST I T = To 1o 1S o SRS 18
1.6.1.1 Diagnastico clinico-histoldgiCo...........ccevvevieiieiieiicie e 18
1.6.1.2 Diagndstico radiol0giCo ........ccccevviieriiiiiieie e 19
1.6.2 EStadifiCaCion .........cccveiiiiiiieic et 20
1.6.2.1 Estadificacion de los tumores escamosos de orofaringe no
relacionados con la infeccion por HPV. ... 21
1.6.2.2 Estadificacion de los tumores escamosos de cavidad oral no
relacionados con la infeccion por HPV.........cccooeiie i 22
1.7 Tratamiento de los tumores escamosos de cabeza y cuello localmente
LAV L V4216 [0 LSRR 24
1.7.1 Tratamiento de los tumores escamosos de cabeza y cuello localmente
avanzados Y reSECADIES. ........cov i, 24
O 0t O 1T - SRS 24
1.7.1.2 RAIOTEIAPIA. .. .eveeeieteciieee et 28
1.7.1.3 Radioterapia y Quimioterapia adyuvante............ccoceeererveineneennn. 29
1.7.2 Tratamiento de los tumores escamosos de cabeza y cuello localmente
avanzados e irresecables: Estrategias de preservacion de 6rgano ................ 30
1.7.2.1 Quimioradioterapia CONCOMItANTE .........cceevvverieeiie e 30
1.7.2.2 Tratamiento Anti-EGFR concomitante con Radioterapia............. 34
1.7.2.3 Quimioterapia de INAUCCION ........ccooeeiieiinieie e 36
1.8 Virus del Papiloma HUMAaNO...........cceviiiiiic e 42
1.8.1 Introduccion y ClasifiCaCion ..........cccocvvieriiinieie e 42
1.8.2 Epidemiologia y Factores de reSgo ........coovvvreeneieneenie s 42
1.8.3 Prevencion Y VacunNaCiON...........ccceiveieeiieeie e 43
1.8.4 Carcinogenesis inducida por el Virus del Papiloma Humano ............. 44
TR - To 1o £ T J USSR 46



1.8.5.1 Deteccion del RNA viral por QRT-PCR.......cccccovvivveieniiieiecie 47

1.8.5.2 Inmunohistoquimica de p16INK (IHC-p16):......cccccvvvevvvrvivannnn. 48
1.8.5.3 Deteccion del DNA viral por PCR.........cccccoviiiiiiiie e 49
1.8.5.4 HibridaCion in SitU.........cccovviiieiireiieie e 49
1.8.5.5 Correlacion PCR/Hibridacion in situ-Inmunohistoquimica.......... 50
1.8.6 Tumores escamosos de cabeza y cuello relacionados con la infeccién
POI HPV e ol
1.8.6.1 Epidemiologia ......c.ccovevieiiiiieieece e 51
1.8.6.2 Presentacion CHNICA........ccccevvieeriesie e 54
1.8.6.3 Caracteristicas moleculares de los tumores escamosos de cabeza y
cuello relacionados con la infeccion por HPV ... 55
1.8.6.4 Impacto pronostico de la infeccion por HPV en tumores de cabeza
y cuello localmente avanzados ...........ccovvviieiieiin e 58
1.8.6.5 Manejo terapéutico de los tumores de cabeza y cuello relacionados
con 1a infecCion POr HPV . ......cc.oiiiiiie e 63
2. Justificacion del trabajo..........ccccoveiieiiiiic s 68
T o 10 T0] (=] £SO 71
3.1 HipOtesis PrinCIPalesS.........ccviveieiieiieieie e 71
3.2 HipOteSIS SECUNUAIIAS:.......eeivveiieeirieitie it e e e sieesie e steese e te e e e e sneesreas 71
4, ODJELIVOS. ..ottt ettt b ettt e e b e 72
4.1 ODbjetivos PrinCIPales: ........cov i 72
4.2 ODJetiVOS SECUNUAITOS ......ccveeeiieeiieesieesieeesteeeeesee e e sree et e e e enteesnaeesnee s 72
5. IMBLOTOS ...ttt a e re e 73
5.1 TIPO d€ ESTUAIO......eeieieeciieecie ettt nnae e nnee s 73
5.2 Seleccion de la muestra y variablesS ..........ccovevveiiiie e 73
5.3 ANALISIS A8 HPV ...t 74
5.3.1 Estudio de HPV mediante PCR .......ccccocviiiiiiniiiieiese e 74
5.3.2 Estudio de HPV mediante Inmunohistoquimica de p16...................... 75
5.4 ANALISIS GENOMICOS .....vvevieieiieiieite ettt sttt ene s 75
5.4.1 Estudios expresion génica mediante la plataforma PAMS50 y
COITElaCION PrONOSTICA .....eeuveviiiieiieie e 75
5.4.2 Validacion de los resultados de expresion génica mediante PAM50 en
la base de datos del TCGA de tumores de cabeza y cuello. ..........ccoc.o.. 76
5.5, ESLAAISTICA ...veevveeeieeiecie et 76
B. RESUITAUOS. ...ttt et 78
6.1 Caracteristicas basales de la poblacién global a estudio ..............cccoccue...... 78
6.2 Resultados de estudios de HPV en la poblacion global a estudio .............. 80
6.3 Resultados de efiCaCIA..........cceveriiriiiiie s 83
6.3.1 Resultados de eficacia en la poblacion global en funcion de la tasa de
respuestas, riesgo de recurrencia y supervivencia global. ............................ 83



6.3.2 Resultados de eficacia en funciéon de la localizacion tumoral: Cavidad

0ral VS OFOTAIINGE . .oeveeiieciie et nneas 88
6.3.3 Resultados de eficacia en funcion del estatus de HPV (HPV positivos
PCR e IHC-p16 VS HPV NEQALIVOS) .......eoviiiiiiiiisiiesiie st sieesiee et 91
6.3.4 Resultados de eficacia en funcion de subgrupos clinicos de riesgo.93
6.3.5 Resultados de eXpresion géniCa .........ccccvevveeieeiiiesiieiie s 94
6.3.5.1 Expresion génica mediante la plataforma PAMS50 aplicada a la
PODLIACION GIODAl .........coveeieeee 94

6.3.5.2 Correlacién de los perfiles de expresion génica identificados
mediante la plataforma PAMS50 con Supervivencia global y Supervivencia
libre de progresion en la poblacion global. ..., 95
6.3.5.3 Correlacién de los perfiles de expresion génica identificados
mediante la plataforma PAMS50, ajustados en funcién del estatus HPV o la

10Calizacion tUMOTAl ..........ooeiviie e 98
T DISCUSION ..ttt et e et e e s et e e e s b e e e s et e s s ssbeeessbaesseabeneans 102
S I 000 11 [V ES] (0] 4= OO ROP 116
9. BiblIOQrafia.......ccoveiieiieiic e 117



1. Introduccion y antecedentes de los

tumores escamosos de cabeza y cuello

1.1 Predmbulo

En la Gltima década, la incidencia de los tumores escamosos de cabeza y cuello
relacionados con la infeccion por el virus del Papiloma Humano (HPV) ha aumentado
considerablemente, considerandose este subgrupo como wuna entidad clinica
independiente asociada a unas caracteristicas etiologicas, clinicas y prondsticas
diferenciadas del subgrupo de tumores HPV negativos. La mayoria de los tumores de
cabeza y cuello relacionados con la infeccion por HPV se localizan en orofaringe,
estando relacionados con el subtipo HPV-16. De forma global, los tumores HPV
positivos, comparados con los tumores HPV negativos, presentan mejor prondstico, lo
que en la actualidad esta propiciando el desarrollo de diferentes estrategias terapéuticas

especificas para este subgrupo de pacientes.

El tratamiento de los tumores de cabeza y cuello localmente avanzados requiere de
un abordaje multidisciplinar que puede llegar a necesitar de la colaboracién de
diferentes especialidades como otorrinolaringologia, cirugia maxilofacial, cirugia
plastica, oncologia médica y radioterapica, asi como servicios de nutricién y soporte. A
pesar de la intensidad de los tratamientos administrados, los resultados oncol6gicos de
este grupo de pacientes son limitados y habitualmente se asocian a una elevada
comorbilidad. Durante los Gltimos afios se han desarrollado diferentes estrategias
terapéuticas con la finalidad de disminuir los efectos secundarios asociados al
tratamiento estandar, manteniendo el beneficio oncoldgico. Las terapias dirigidas contra
el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), han emergido como una estrategia
terapéutica eficaz para el subgrupo de pacientes no candidatos a realizar el tratamiento

estandar de quimioterapia a altas dosis.

Aunque el impacto pronostico de la infeccion por HPV en tumores de orofaringe se

ha establecido, el impacto como factor predictivo de respuesta a los tratamientos de



quimioradioterapia o esquemas de tratamiento biologico combinado de terapia anti-
EGFR y radioterapia o quimioterapia de induccion esta aun por establecer. lgualmente,
el impacto de la infeccion por HPV en tumores de cabeza y cuello de localizaciones
primarias diferentes a la orofaringe, como en nuestro caso serian los tumores de cavidad
oral, no esté establecido, y por tanto en la actualidad se considera que el tratamiento de
los pacientes con tumores HPV positivos debe ser similar al de los pacientes con
tumores HPV negativos. En esta linea, la identificacion de los factores clinicos y
moleculares prondsticos que caractericen a los pacientes con tumores HPV positivos y
negativos, permitiria el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas especificas en

dichas poblaciones.

En este estudio, proponemos analizar el papel prondstico de la infeccién por HPV
determinado por dos métodos diagndsticos, como serian la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la inmunohistoquimica (IHQ) de p16, considerado un marcador
surrogado de infeccion por HPV, en pacientes diagnosticados de tumores de cavidad
oral y orofaringe localmente avanzado e irresecables, tratados con quimioradioterapia o
terapia anti-EGFR/Radioterapia o quimioterapia de induccion, administrados todos ellos
con intencién curativa. Paralelamente, y como aspecto innovador, mediante analisis de
perfiles de expresion génica realizados en las muestras tumorales pretratamiento,
describiremos las posibles asociaciones prondsticas de nuestros hallazgos genémicos,
asi como las posibles diferencias de expresion en funcion del estatus del HPV y de la

localizacién tumoral.

1.2 Epidemiologia

Los tumores escamosos de cabeza y cuello representan un grupo heterogéneo de
tumores que engloba diferentes localizaciones tumorales y factores etioldgicos.
Globalmente, representan la séptima causa de cancer en el mundo desarrollado, con una
incidencia anual de aproximada de 600000 nuevos casos y mas de 300000 muertes
relacionadas (1). Se han descrito diferencias en la incidencia de los tumores escamosos
de cabeza y cuello en funcion del area geogréafica analizada. Asi, en Norte América se
consideran la octava causa de cancer con 55.070 nuevos casos/afio en 2014, lo cual

representaria el 4% del total de los tumores sélidos, con una mortalidad anual esperada
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de 12.000 casos. Por contra, en Europa representan la sexta causa de cancer con
aproximadamente 113. 825 nuevos cases/afio, siendo la séptima causa més frecuente de
muerte por cancer (2). Estas diferencias en incidencia también se han relacionado con
los diferentes factores riesgo asociados a cada poblacion. Asi, la incidencia de los
tumores de cabeza y cuello relacionados con el tabaco y alcohol, como serian
principalmente los tumores de cavidad oral y laringe, ha aumentado principalmente en
aquellas zonas geogréaficas donde el habito tabaquico continua siendo importante, como
en algunos paises del Este y Noreste de Europa, como Republica Checa, Eslovaquia,
Dinamarca y Finlandia o en algunos paises de Asia donde el habito de mascar nuez de
betel aumenta la exposicion a nitrosaminas con efecto carcinogénico. Sin embargo, la
incidencia ha disminuido en aquellos paises que han implantado programas de
prevencion, como en paises de Norte América, que han ocasionado que desde 1960 se
haya producido una significativa reduccién en los habitos tabaquico y alcohdlico (3).
También se han descrito diferencias de incidencia y mortalidad en funcion del sexo y el
grado de desarrollo econdmico del pais analizado. Globalmente, los tumores de cabeza
y cuello son el doble de frecuentes en hombres, siendo la mortalidad por cancer de hasta
un 80% en paises en vias de desarrollo respecto al 40% en los paises desarrollados (4).
Asimismo, en paises desarrollados de Norte América, Europa, Reino Unido, Japon y
Australia, donde el consumo de tabaco también ha disminuido, se ha descrito un
aumento de aumento de los tumores de lengua, base de lengua y amigdala palatina, en
los que de forma global el HPV es el principal factor etioldgico. Este aumento en
incidencia se ha observado tanto en hombres como en mujeres de dichas regiones,
aungue de forma global, los tumores de orofaringe son 2-5 veces mas frecuentes en
hombres que en mujeres (5). La incidencia de los tumores de orofaringe relacionados
con la infeccion del HPV en los Estados Unidos ha presentado un aumentado muy
significativo, pasando del 15% en los afios ’80 hasta el 60-80% entre los afios 1998-
2002, siendo por tanto un claro ejemplo del cambio en el patron de incidencia de estos
tumores. Este aumento ha sido particularmente notorio en hombres blancos, de edad
comprendida entre 40-55 afios, mientras que ha disminuido significativamente entre
hombres afroamericanos y mujeres, lo que estaria relacionado con la baja frecuencia de
HPV entre los hombres afroamericanos (aproximadamente 4%) (6, 7). Respecto a los
tumores de cavidad oral, su incidencia ha aumentado entre hombres y mujeres del Norte
de Europa y Japon, con un significativo aumento entre las mujeres en Espafia (riesgo
relativo (RR) = 2.23, 95% CI: 1.73-2.88), mientras que la incidencia ha disminuido en
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hombres y mujeres de Asia, India, Canadd y EEUU (8, 9). Otras localizaciones
tumorales, como los tumores de laringe, son al menos 5 veces mas frecuentes en
hombres que en mujeres, con una gran incidencia en hombres de Espafa (30-50 mas de
riesgo que en mujeres) y hombres afroamericanos (hasta un 50% mayor), lo que
nuevamente estaria en relacion a la baja frecuencia de HPV en esta poblacién (3). A su
vez, los tumores de nasofaringe, son altamente frecuente en Hong Kong, asociados a la

infeccion por virus de Epstein-Barr (10).

1.3. Factores de riesgo

Clasicamente, tabaco y alcohol han sido considerados los factores de riesgo mas
importantes asociados a tumores de cabeza y cuello, estimandose que hasta en un 80%
de los casos se encontraria esta asociacion. Respecto al tabaco, se ha descrito como
entre los fumadores, los fumadores de cigarros, pipas o puros tienen un riesgo hasta 5-
25 veces mayor que los no fumadores (11). El riesgo asociado al tabaco se ha
correlacionado con la cantidad (>20 cigarros/dia), la edad de inicio (< 18 afios) y el
periodo total de afios que la persona ha fumado (>35 afos), aunque es importante
remarcar como los fumadores pasivos también presentan mayor riesgo de desarrollar un
tumor de cabeza y cuello que los no fumadores, asociandose el cese del habito
tabaquico a una disminucion del riesgo relativo, desapareciendo este riesgo tras 20 afios
sin exposicion (12, 13). También se ha descrito un mayor riesgo de tumores de cavidad
oral y faringe entre los consumiros de tabaco de mascar (14, 15). En relacion con el
alcohol, el consumo excesivo (>50 gramos/dia) también se ha asociado con hasta 6
veces mas de riesgo de desarrollar un tumor de cabeza y cuello, principalmente tumores
de laringe, habiéndose descrito como esta asociacion de riesgo es independiente al
consumo tabaquico (16), aunque por otro lado esta establecido el efecto sinérgico
carcinogénico del tabaco y alcohol (17). Determinados polimorfismos genéticos
asociados a enzimas involucradas en el metabolismo del alcohol, como alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, también aumentan el riesgo de desarrollar

tumores de cabeza y cuello (18).
Otros factores de riesgo, aunque mas infrecuentes, se han descrito asociado con
tumores de cabeza y cuello, como serian la radiacion ionizante previa, relacionada

principalmente con la aparicién de tumores de origen sarcomatoide, tiroides y glandulas
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salivares en la zona irradiada (19, 20), o determinados factores de predisposicion
genética principalmente en familiares de primer grado de pacientes con anemia de
Fanconi o polimorfismos enziméticos (21-23). Ademas de la asociacién de riesgo
descrita con la infeccion por HPV, principalmente el HPV-16 (6, 7), también se han
descrito otras infecciones virales asociadas a un aumento de riesgo de tumores de
cabeza y cuello, como seria el caso del virus Epstein-Barr, considerado agente
etiologico primario de tumores nasofaringeos, principalmente en Asia (10, 24) y la
infeccion por el virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH) (25). Por ultimo se ha
descrito como diferentes factores de exposicion ambiental, como la exposicién a
percloroetileno, asbesto, pesticidas, polvo de madera, mostazas nitrogenadas, entre
otros, se asociarian a mayor riesgo, especialmente tumores de laringe (26, 27). A su vez,
diversos factores dietéticos se han sugerido protectores, como el consumo de fruta y
vegetales (28) o favorecedores, como el consumo de carne con altos niveles de nitritos y

tumores de nasofaringe (29, 30), aunque la evidencia en estos aspectos es mas limitada.

1.4. Histopatologia y Carcinogénesis

1.4.1 Epitelio normal y lesiones precursoras de los tumores escamosos

de cabeza y cuello

Los tumores de cabeza y cuello derivan en un 90% de los casos del epitelio
escamoso superficial de la mucosa, sobre el que una agresién continuada conllevaria
una proliferacion reactiva de células escamosa (acantosis o hiperplasia escamosa) que
mantenida de forma prolongada, provocaria la evolucion y desdiferenciacion celular que
podria llegar a presentar hallazgos de atipia o displasia epitelial (queratosis con atipia).
La mayoria de estas lesiones hiperplésicas, se corresponden con lesiones en forma de
placa blanca hiperqueratosica denominadas leucoplasia. En ausencia de cambios
displasicos subyacentes, estas lesiones se consideran lesiones de bajo potencial de
malignizacion, asociadas a menos de un 5% de riesgo de malignizar (31). Se ha descrito
una forma mas agresiva de leucoplasia, la denominada leucoplasia verrugosa
proliferativa, que aunque no presenta rasgos de invasion puede extenderse de forma
multifocal siendo refractaria a los tratamientos conservadores y llegando a malignizar

hasta en un 50-70% de las ocasiones. En ocasiones, las lesiones hiperplasias pueden
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tener apariencia de lesion eritematosa, adyacente a mucosa normal, denominandose
eritroplasia, siendo consideradas lesiones premalignas por la frecuente presencia de
displasia celular subyacente, con presencia incluso de carcinomas in situ o tumores
invasivos en aproximadamente el 40% de los casos. Asimismo, la fibrosis oral
submucosa, también se considera una lesion premaligna con potencial de malignizacion
(32). Por tanto, estas lesiones premalginas durante su evolucion tienen el potencial de
evolucionar hasta carcinoma in situ, con invasion de todo el espesor epitelial mucoso
por células atipicas, asociadas a un aumento de actividad mitética pero sin invasion mas

alla de la membrana basal (32).

1.4.2 Inestabilidad genética y carcinogénesis de los tumores escamosos

de cabeza y cuello no relacionados con la infeccion por HPV

Como hemos comentados los tumores de cabeza y cuello engloban a un grupo
heterogéneo de tumores con diferentes caracteristicas clinicas y también biologicas. Los
cambios que conllevarian la aparicion de un tumor de cabeza y cuello surgido de un
epitelio normal o una lesién premaligna son consecuencia de la suma de diferentes
alteraciones moleculares que ocurren como consecuencia de la exposicion prolongada a
un agente carcindgeno. Este modelo de carcinogénesis fue descrita en 1996, mostrando
como en las lesiones displésicas era frecuente encontrar presencia de inestabilidad de
microsatélites y pérdida de heterocigosidad cromosémica de 3p, 9p y 17p, reflejando
fendmenos de carcinogénesis temprana, mientras que otras alteraciones cromosémicas
como 11qg, 49 y 8p, se observaban frecuentemente en lesiones cancerigenas ya
establecidas (33). Asi, la perdida de heterocigosidad cromosémica de 9p21, que
conlleva la inactivacién del gen supresor tumoral pl6CDKN2A (p16), se considera un
evento genémico temprano que ocurre en hasta el 70% de los tumores de cabeza y
cuello, describiéndose también en el epitelio de transicion entre mucosa normal e
hiperplasica. Otras alteraciones gendémicas, como pérdida de 3p y/o mutaciones de
17p14 (localizacion de TP53), se asociarian con la formacion de un grupo de células
“hijas”, en las que al presentar las mismas caracteristicas gendmicas, se asociaria una
pérdida de control del ciclo celular mediado por TP53, generando por tanto un
crecimiento clonal descontrolado que desplazaria al epitelio normal. Evolutivamente,

uno de estos subclones celulares podria transformarse mediante la acumulacion de
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nuevas alteraciones genéticas y generar un cancer invasivo con capacidad de
metastatizar. En este sentido, se han descrito tanto alteraciones gendmicas que
favorecerian la transicion displasia-carcinoma in situ, como pérdida de 11q, 13q, 14q,
como alteraciones que controlarian la transicién carcinoma in situ-carcinoma invasivo,
como las pérdidas de 6p, 8, y 4q (figura 1). Es importante remarcar, que hasta el 35% de
los tumores de cavidad oral y orofaringe pueden estar rodeados por epitelio de
apariencia macroscépica normal, pero que al realizar estudios genéticos, se
identificarian hallazgos displasicos y las alteraciones genéticas previamente descritas,
relacionandose este hecho con la elevada proporcion de recurrencias locales y segundos
tumores primarios que ocurren en los tumores de cabeza y cuello. Este epitelio
adyacente y que habitualmente se localiza en los méargenes quirtrgicos se conoce como
el nombre de “field” (campo). Al igual que se han descrito las alteraciones genéticas
asociadas con la aparicion de un tumor primario, también se han descrito genes
relacionados con el potencial de metastatizacion, como serian los genes que codifican
E-caderina (CDHL1), el factor de crecimiento vascular (VEGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), proteinas
del retinoblastoma (pRb), factor de receptor de crecimiento epidérmico (EGFR), p65,
cyclooxygenasa-2 (COX-2), ciclina D1, PTEN Yy diferentes metaloproteinasas (MMP),
entre otros (34-37).

Por tanto, la carcinogénesis de los tumores de cabeza y cuello se basa en un
proceso evolutivo complejo en el que la suma de diferentes alteraciones moleculares
que ocurren desde las lesiones premalignas, podrian evolucionar y conllevar la aparicién
de una lesidn cancerosa. Este hecho, revela la importancia de los seguimientos estrechos
en pacientes de riesgo, con realizacion de biopsias de la mucosa oral sospechosa, 0

realizacion de cepillados celulares como método alternativo y menos invasivo (38, 39).
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Figura 1. Modelo de inestabilidad genética y progresion en cancer de
cabezay cuello. Figura adpatada de Robert I. et al. Recent Advances in Head and Neck
Cancer. N Engl J Med 2008;359:1143-54 (40)

1.5 Localizaciones anatomicas de los tumores escamosos de cabeza y

cuello

Los tumores de cabeza y cuello engloban a una gran variedad de tumores de
diferentes localizaciones primarias, clasificandose por tanto en: tumores de cavidad oral,
tumores de orofaringe, tumores de nasofaringe, tumores de hipofaringe, tumores de
laringe (supraglotis, glotis y subglotis), tumores de cavidad nasal y senos paranasales y
por ultimo los tumores de glandulas salivares, todos ellos asociados a una posible
afectacion ganglionar cervical distribuida en diferentes niveles de afectacion clinica
(figura 2).

Figura 2: Localizacién anatomica de los tumores de cabeza y cuello y niveles de
afectacion ganglionar cervical. Figuras adaptadas de NCCN Guidelines Version
2.2017 Head and Neck Cancers (41).

1.5.1 Tumores escamosos de Orofaringe

Desde el punto de vista anatémico, la orofaringe se encuentra situada entre el paladar
blando, como limite superior, y el hueso hioides como limite inferior. Anteriormente se
continda con la cavidad oral, comunica en la parte superior con la nasofaringe y en la
parte inferior con la laringe supraglética e hipofaringe, siendo su soporte la musculatura

constrictora y la fascia prevertebral. Por tanto, en los tumores de orofaringe se
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incluirian: tumores de base de lengua, incluyendo los pliegues faringoepigloticos y
pliegues glosoepigléticos, lengua (1/3 posterior), paladar blando (incluyendo Gvula) y
pared posterior y lateral faringea. Entre estas localizaciones, las més frecuentes son el
pilar tonsilar anterior y la amigdala. La orofaringe es extremadamente rica en vasos
linfaticos, por lo que la afectacion tumoral ganglionar es bastante frecuente, variando
entre el 15%-75% de los casos, lo que supone que hasta el 75% de los pacientes pueden
presentan estadio 111 o 1V al diagnostico (41). La forma clinica de presentacion, aunque
varia en funcion de la localizacion tumoral primaria, normalmente consiste en: dolor,
disfagia, pérdida de peso, otalgia, trismus (secundaria al compromiso del musculo

pterigoideo), fijacion de la lengua por infiltracion muscular profunda y/o masa cervical.

1.5.2 Tumores escamosos de Cavidad Oral

El cancer de cavidad oral incluye las siguientes localizaciones: labios, mucosa
bucal, trigono retromolar, encia superior e inferior, suelo de boca, paladar duro y los 2/3
anteriores de la lengua. Debido a la importante irrigacion linfatica que presenta, la
cavidad oral supone representa la primera localizacion anatémica de diseminacion
tumoral ganglionar en los niveles ganglionares I-11l, por tanto aproximadamente un
30% de los pacientes presentaran afectacion ganglionar al diagnostico. Al igual que
ocurria en los tumores de orofarigne, éste riesgo varia en funcién de la localizacion
tumoral primaria, y asi mientras que en los tumores de encia o paladar duro la
afectacion ganglionar es infrecuente, en los tumores de lengua puede ocurrir en hasta un
50-60% de los casos, y de forma uni o bilateral (41). La presentacion clinica de los
tumores de cavidad oral suele asociarse a la aparicion de dolor bucal o ulceras de la
mucosa oral no cicatrizantes, asi como disfagia, odinofagia, pérdida de peso y otalgia
referida. Los tumores de lengua pueden presentarse como lesiones dolorosas exofiticas
o infiltrantes y pueden presentar historia de lesiones previas premalignas. Los tumores
de labio suelen aparecer en labio inferior como una lesion exofitica o ulcerativa. Una de
las particularidades diagnosticas de los tumores de cavidad oral es la importancia de

investigar la afectacion mandibular y una adecuada evaluacién dental y nutricional.
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1.6 Diagnéstico y Estadificacién de tumores escamosos de cabeza y cuello

1.6.1 Diagndstico

1.6.1.1 Diagnostico clinico-histologico

La primera aproximacion diagndstica en los pacientes con sospecha de presentar
un tumor de cabeza y cuello debe ser la recogida de una historia clinica dirigida a la
identificacion de posibles factores de riesgo, y de forma paralela llevar a cabo un
examen fisico exhaustivo, analizando cuidadosamente factores como la movilidad de las
cuerdas vocales, presencia de posibles asimetrias anatomicas y la exploracion de los
diferentes niveles ganglionares. El uso de la endoscopia flexible se recomienda para
examinar la mucosa de todas las localizaciones anatdmicas, mientras que la exploracién
bajo anestesia se reservaria para aquellos casos en los que sea necesario delimitar de
forma detallada la extension tumoral o descartar la posibilidad de segundos primarios
del area otorrinolaringol6gica, como ocurre frecuentemente en tumores de hipofaringe o
laringe. En este sentido, el uso de la panendoscopia (laringoscopia, broncoscopia y
endoscopia) se ha demostrado capaz de identificar hasta un 2.5-4.5% de segundos

tumores primarios del tracto aerodigestivo superior (42).

Para llevar a cabo el diagnostico histoldgico, se contemplaria desde la toma de
una muestra para estudio citolégico guiado por biopsia con aguja fina, procedimiento
habitual en pacientes con afectacion ganglionar sin clara afectacion primaria, hasta la
toma de biopsia tumoral. El estudio de biopsia con aguja fina presenta una sensibilidad
y especificidad superior al 90% (43), pero se han descrito casos negativos en presencia
de lesiones quisticas (caracteristico en pacientes con tumores de orofaringe asociados a
infeccion por HPV). Los estudios con aguja fina también estarian indicados en pacientes
con afectacion ganglionar dudosa detectada en las pruebas radioldgicas de estadiaje, en
los que se realizaria como forma de confirmar el estadiaje, y por tanto, con importantes

implicaciones pronosticas y terapéuticas.

La histologia mas frecuente en los tumores de cabeza y cuello es la escamosa,
que representa entre el 90-95% de los casos, clasificandose en funcion del grado de
diferenciacion celular en: tumores bien diferenciados (>75% queratinizacion),

moderadamente diferenciados (25-75% queratinizacion) y pobremente diferenciados
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(<25% queratinizacion). Otras histologias mucho mas infrecuentes en el area de cabeza
y cuello incluirian: histologias verrucosas (variante de los tumores escamosos),

adenocarcinomas, adenoides quisticos, sarcomatoides, mucoepidermoides, etc (41).

1.6.1.2 Diagnostico radioldgico

El estadiaje radiolégico para los tumores de cabeza y cuello incluiria la
realizacion de: radiografia de tdérax, endoscopia y la realizaciébn de tomografia
computarizada (TC) o resonancia magnética (RMN) para estudio de la extension
locoregional tumoral (tumor primario y afectacion ganglionar). La eleccion de una u
otra prueba diagndstica varia en funcién de la localizacion tumoral. Asi, el TC puede
ayudar a delimitar la afectacion de cortex mandibular en tumores de cavidad oral y es
particularmente Util a la hora de definir la extension e infiltracion del tejido adyacente
peritumoral, lo que es muy relevante para tumores de laringe, en los que la afectacion
gldtica y del cartilago éseo laringeo determina el abordaje terapéutico. Asimismo, la
afectacion ganglionar mediastinica y paratraqueal también se pueden detectar de forma
Optima con el estudio guiado por TC. A su vez, la RMN ofrece una mejor visualizacion
y delimitacion de los margenes tumorales y tejido blando, por lo que en muchos centros
el uso de la RMN se considera estandar en todas las localizaciones tumorales excepto en
los tumores laringeos e hipofaringeos (44). En general para tumores de cavidad oral, y
en congreso tumores de lengua, la RMN aportaria una informacion muy valiosa
respecto la afectacion de cartilagos, también en tumores superficiales (45) o para valorar

la invasion perineural y de base de craneo (41).

La valoracion de la afectacion regional ganglionar es dificultosa,
independientemente del método diagnostico realizado, ya que se asocia a una elevada
tasa de resultados falsos positivos y negativos, relacionados principalmente a la alta tasa
de necrosis tumoral y cambios postradicos existente en los tumores de cabeza y cuello.
El TC se ha demostrado especialmente sensible para detectar la afectacion ganglionar
extracapsular (46, 47), considerandose de forma global el TC como método estandar
para la valoracion de la afectacion ganglionar. La realizacion de pruebas de imagen
como el TC de torax o el PET/PET-TC se consideraria en pacientes con elevado riesgo
de enfermedad metastasica o para estudio de segundos tumores primarios, como por

ejemplo a nivel pulmonar (48-54). También se considera al PET como prueba util a la
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hora de diferenciar la presencia de una recidiva tumoral o cambios asociados a los
tratamientos, principalmente cambios postradicos, siendo por tanto de interés a la hora
de valorar la respuesta al tratamiento (55-67).

1.6.2 Estadificacion

Los tumores de cabeza y cuello deben ser estadiados siguiendo el sistema TNM,
correspondiente con las siglas en inglés: tumor (T), node (ganglios, N), metastases
(metastasis, M), y siguiendo las diferentes clasificaciones propuestas por la “American
Joint Committe on Cancer” (AJCC), estando actualmente activa la version 8° de esta
clasificacion (68). Siguiendo este sistema, y de forma general, se asume que mientras
los estadios | o Il hacen referencia a tumores localizados, de pequefio tamafio y sin
afectacion ganglionar, los estadios Il y IV se consideran estadios avanzados, con
afectacion tumoral primaria extensa, que pueden invadir estructuras cercanas, con o sin
afectacion ganglionar de forma simultanea. Es importante mencionar que el Ultima
edicion de esta clasificacion, la denominacion “resecable (T4a)” y “no resecable (T4b)”
han sido suprimidas y cambiadas por los términos tumor avanzado (T4a) o tumor muy
avanzado (T4b), debido al hecho de que en los tumores de cabeza y cuello es frecuente
encontrar casos de tumores con estadios avanzados que aunque podrian ser resecables,
finalmente completan un abordaje no quirdrgico, debido principalmente a la presencia
de factores médicos que limitan la cirugia, o en casos en los que la extension de la
cirugia oncoldgica recomendada se asociaria a una significativa morbi-mortalidad. En
este sentido, el concepto de no resecabilidad genera gran controversia entre la
comunidad cientifica debido a la variabilidad entre centros y cirujanos. El cambio de
terminologia, ha redefinido las categorias de estadio IV en: moderadamente avanzado
con enfermedad local o regional (estadio IVVa), muy avanzado con enfermedad local o
regional (estadio IVb) o enfermedad metastasica a distancia (estadio 1\Vc), y por tanto,
la definicion como estadio 1V, no determinaria per se, la incurabilidad de dicho tumor,
especialmente en ausencia de enfermedad a distancia (41).
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1.6.2.1 Estadificacion de los tumores escamosos de orofaringe no

relacionados con la infeccion por HPV.

Estadio T Clinico y
Patoldgico

Caracteristicas

TX Afectacion primaria no valorable
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor <2cm
T2 Tumor > 2 cm pero <4 cm
T3 Tumor>4cm o extension superficie lingual de epiglotis
T4 Enfermedad local moderadamente avanzada
Enfermedad local moderadamente avanzada, tumor invade
T4a laringe, masculo extrinseco lengua, pterigoideo medial, paladar
duro o mandibula
Enfermedad local muy avanzada, invadiendo musculo
T4b pterigoideo, lateral de nasofaringe, base de craneo o engloba

arteria carétida

Estadio N Clinico

Caracteristicas

NX Afectacion ganglionar no valorable

NO Sin afectacion ganglionar

N1 1 ganglio ipsilateral <3 cm, sin afectacion extracaspsular

N2 1 ganglio ipsilateral >3 cm, pero <6 cm, sin afectacion
extracaspsular, o multiples ganglios ipsilaterales <6 cm sin
afectacion extracapsular o afectacion bilateral o contralateral<
6 cm sin afectacion extracapsular

N2a 1 ganglio ipsilateral >3 cm, pero <6 cm, sin afectacion
extracaspsular

N2b Multiples ganglios ipsilaterales <6 cm sin afectacion
extracapsular

N2c Afectacion bilateral o contralateral <6 cm sin afectacion
extracapsular

N3 1 ganglio ipsilateral >6 cm, sin afectacion extracaspsular o
cualquier ganglio con afectacion extracapsular

N3a 1 ganglio ipsilateral >6 cm, sin afectacion extracaspsular

N3b Cualquier ganglio con afectacion extracapsular
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Estadio anatomico y pronostico TNM

Categoria T Categoria N

NO N1 N2 N3
TO I i IVA IVB
T1 I i IVA IVB
T2 i Il IVA VB
T3 IVA IVA IVA IVB
T4 VB VB VB VB

*cualquier M1 se considera estadio 1VC

Figura 3. Estadiaje TNM de tumores de orofaringe no relacionados con la
infeccion por HPV (p16). AJCC Cancer Staging 2017. Figuras adaptada de Amin
MB, Edge SB, Greene FL, et al. AJCC Cancer Staging Manual, Eight Edition (2017)
(68)

1.6.2.2 Estadificacion de los tumores escamosos de cavidad oral no

relacionados con la infeccion por HPV.

Estadio T Clinico i
i Caracteristicas

y Patoldgico

TX Afectacion primaria no valorable

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor <2 cm con <5 mm de invasion tumoral

T Tumor <2 cm con >5 mm de invasion tumoral y <10 mm o
Tumor >2 cm pero <4cm con <10 mm invasién tumoral

T3 Tumor>4 cm o cualquier >10 mm invasion tumoral

T4 Enfermedad local moderadamente o muy avanzada
Enfermedad local moderadamente avanzada, tumor invade

T4a cortical de hueso, nervio inferior alveolar, suelo de boca, piel
de cara, estructuras adyacentes solo. Nota: erosion hueso
superficial en tumor primario de encia no se considera T4
Enfermedad local muy avanzada, espacio masticador,

T4b musculo pterigoideo, lateral de nasofaringe, base de craneo o
engloba arteria cardtida interna
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Estadio N Clinico | Caracteristicas

NX Afectacion ganglionar no valorable

NO Sin afectacion ganglionar

N1 1 ganglio ipsilateral <3 c¢m, sin afectacion extracaspsular
1 ganglio ipsilateral <3 cm, pero afectacion extracaspsular,
>3 cm pero >6 c¢cm sin afectacion extracapsular o afectacion

N2 multiple ipsilateral <6 cm sin afectacion extracapsular, o
afectacion bilateral o cotralateral <6 cm sin afectacion
extracapsular

N2a 1 ganglio ipsilateral <3 cm, pero afectacion extracaspsular,
>3 ¢cm pero >6 cm sin afectacion extracapsular

N2b Afectacion multiple ipsilateral <6cm sin  afectacion
extracapsular

N2C Afectacion bilateral o cotralateral <6 cm sin afectacion
extracapsular
1 ganglio ipsilateral >6 cm sin afectacion extracapsular, o 1

N3 ganglio ipsilateral >3 cm vy afectacion extracapsular o
maultiples ipsilateral, contralateral o bilateral con y sin
afectacion extracapsular

N3a 1 ganglio ipsilateral >6 cm, sin afectacion extracaspsular
1 ganglio ipsilateral >3 cm y afectacion extracapsular o

N3b multiples ipsilateral, contralateral o bilateral con y sin
afectacion extracapsular

Estadio anatémico y pronostico TNM

. Categoria N
Categoria T
NO N1 N2 N3

T1 | Il IVA VB
T2 I " IVA IVB
T3 i " IVA IVB
T4a IVA IVA IVA VB
T4b IVB IVB IVB IVB

*cualquier M1 se considera estadio 1VC

Figura 4: Estadiaje TNM de tumores de cavidad oral no relacionados con la
infeccién por HPV (pl16). AJCC Cancer Staging 2017. Figuras adaptada de Amin
MB, Edge SB, Greene FL, et al. AJCC Cancer Staging Manual, Eight Edition (2017)
(68)
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1.7 Tratamiento de los tumores escamosos de cabeza y cuello localmente

avanzados

1.7.1 Tratamiento de los tumores escamosos de cabeza y cuello

localmente avanzados y resecables

1.7.1.1 Cirugia

Todos los pacientes afectos con tumores de cabeza y cuello, independientemente
de la localizacion tumoral primaria, deben de ser evaluados por un cirujano oncologico
especializado en dicha area antes de iniciar cualquier tipo de tratamiento, con la
finalidad de evaluar las opciones de resecabilidad tumoral. En este sentido, resulta
imprescindible definir de la forma més aproximada posible cual seria el abordaje y
manejo tanto del tumor primario como de la afectacion cervical, definir las
posibilidades de reseccion completa tumoral con valoracién de los margenes anatomicos
y valoracion del manejo de los nervios craneales (VII, X, XII). Ademas, resulta crucial
definir la posible reconstruccién que requeriria el paciente en funcién del abordaje
quirdrgico que se considere. Como hemos mencionado, la definicion de resecabilidad
genera frecuente controversia, en la que influyen, ademas de factores propiamente
tumorales, otros como: experiencia del equipo quirurgico, las opciones de tratamiento
de soporte que se puedan ofrecer, por ejemplo soporte por parte de cirujanos plasticos,
etc. Asimismo, se debe de llevar a cabo una valoracion completa del estado general del
paciente, que incluya aspectos nutricionales, comorbilidades, preferencias terapéuticas
del paciente, etc. Es importante remarcar que la extension del abordaje quirtrgico no
debe variar en funcién de la posible respuesta a terapias realizadas previas a la cirugia,
excepto en el contexto de progresion tumoral que requiera una cirugia mas extensa de la
inicialmente prevista. Todas estas valoraciones se deben llevar de forma
multidisciplinar, dado el manejo complejo de estos tumores y la importante
comorbilidad asociada a los tratamientos (41). En general, se consideran tumores
irresecables aquellos en los que el cirujano considera que no es posible conseguir la
reseccion tumoral completa, o si la cirugia prevista implicara el uso de radioterapia
complementaria en la que presuponga un pobre control locoregional. Asi, se considera

que tumores con afectacion de vertebras cervicales, base de craneo, area nasofaringea
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superior, plexo braquial, musculos profundos del cuello, mdsculos pterigoideos,
normalmente asociados a un trismus importante, o la arteria carétida, se considerarian a
irresecables. Ademas, la existencia de factores mal prondstico como, afectacion de piel,
mediastino, fascia prevertebral o cuerpo vertebral cervical también contraindicaria la
resecabilidad (41).

Respecto a la consecucion de unos margenes tumorales “Optimos”, se considera
que el objetivo oncoldgico seria la reseccion en bloque tumoral, con confirmacion
histoldgica sin evidencia microscopica de afectacion de margenes, ya que este hecho se
asocia a una disminucién importante del riesgo de recurrencia tumoral. La distancia que
se consideraria apropiada varia en funcion de la locacion tumoral, asi en tumores de
glotis los méargenes de 1-2 mm se considerarian Optimos, mientras que en otras
localizaciones se requeriria > 5 mm (41). Es importante diferenciar entre los tumores
irresecables, aquellos tumores que aun considerandose potencialmente resecables, se
asociarian a una comorbilidad inaceptable para el paciente, de los tumores inoperables,
que se consideran aquellos que, aun siendo resecables, la cirugia no puede llevarse
debido a comorbilidades del paciente o es el propio paciente quien rechaza la cirugia.
En este sentido, los pacientes con tumores potencialmente resecables, pero que no
desean realizar cirugia, representan un grupo frecuente entre los tumores de cabeza y

cuello.

Ademaés del abordaje tumoral primario, la realizacién de una linfadenectomia
cervical requiere de una valoracién cuidadosa que implica una minuciosa exploracién
fisica asi como la realizacion de pruebas de estadiaje radiologico y/o confirmacién
citoldgica. En general se considera que el manejo de la afectacion cervical viene
determinado por la extension y localizacion del tumor primario, y aunque la
linfadenectomia cervical ipsilateral es el procedimiento méas habitual, en casos de
tumores primarios clasicamente asociados con afectacion ganglionar bilateral o
préximos a la linea media, como son los tumores de base de lengua, paladar, laringe
supraglotica, se deberia contemplar la linfadenectomia bilateral. De forma tradicional, la
linfadenectomia, se ha clasificado como linfadenectomia radical o radical modificada,
aquella que se asociada a preservacion del musculo esternocleidomastoideo, la vena
yugular, el nervio espinal accesorio, y determinados ganglios linfaticos. Actualmente, la

nomenclatura contemporanea define como linfadenectomia comprensiva o selectiva. La
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linfadenectomia comprensiva, habitualmente recomendada para la afectacion N3, hace
referencia a la reseccion de todos los ganglios linfaticos, que serian incluidos en la
clasica linfadenectomia radical, de forma independiente de la conservacion del musculo
esternocleidomastoideo, vena yugular o nervio espinal accesorio (69). La
linfadenectomia selectiva, se basa en el riesgo de afectacion microscopica oculta
asociada a cada localizacion tumoral primaria y sus vias de irrigacién (70, 71). Asi, en
tumores de cavidad oral, la afectacion tumoral en profundidad se considera un factor de
riesgo de metéastasis oculta, por lo que este factor es utilizado habitualmente en la toma
de decisiones referentes al tipo de linfadenctomia a completar. En tumores de > 4 mm
de invasion en profundidad, se recomienda la linfadenectomia selectiva, si no se puede
realizar radioterapia complementaria, siendo su indicacion dudosa en tumores <2 mm
(41). Una linfadenectomia selectiva en pacientes con tumores de cavidad oral sin
afectacion clinica ganglionar (NO), deberia de incluir los niveles I-111, mientras que si el
tumor primario es faringe o laringe, la linfadenectomia selectiva deberia incluir niveles
I1-1V y nivel IV en tumores laringeos infragloticos) (72). En los tumores de cavidad oral
con estadios iniciales sin evidencia clinica de afectacion ganglionar, es cuestionable el
beneficio de la realizacion de linfadenectomia, ya que la afectacion ganglionar fuera del
nivel cervical que le corresponderia es muy infrecuente (<10%) y por tanto la
linfadenectomia selectiva se plantearia en pacientes con N1 o N2 (73, 74). Sin embargo,
un metaanalisis reciente ha sugerido como la linfadenectomia selectiva se podria asociar
con una disminucion de riesgo de mortalidad especifica en tumores de cavidad oral, NO,
comparado con pacientes que Unicamente completaron observacion (riesgo relativo RR,
0.57;95% Cl,0.36-0.89;p=0.014) (75). Por ultimo, el uso del ganglio centinela, siempre
y cuando sea realizado en centros especializados, se puede considerar una opcion valida
para diagnosticar metastasis cervicales ocultas, evitando la realizacién de
linfadenectomias cervicales radicales , disminuyendo por tanto la significativa

morbilidad asociada a estos procedimientos (76-80).

Aungue habitualmente las cirugias de los tumores de cabeza y cuello son
extensas, es importante mencionar el papel de la cirugia minimamente invasiva, via
robética, como alternativa en determinados casos de tumores de cavidad oral y
orofaringe. Esta técnica, se asocia a una disminucion de la morbilidad quirargica, y su
uso ha aumentado de forma considerable en paises como Estados Unidos (81-84). El
beneficio funcional, como en calidad de vida, asociado a esta técnica se consigue tanto
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en pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos como negativos (85),
asociandose a unos resultados oncolégico 6ptimos, particularmente en los pacientes en
los que es capaz de conseguir méargenes libres, siendo la tasa de control locoregional
superior al 90% (86). Ademas, se ha reportado como entre el 9-27% de los pacientes
tratados con cirugia robotica pueden no requerir tratamiento complementario de
radioterapia, y hasta un 35-45% no requeririan quimioterapia (87). Estos prometedores
beneficios han llevado al desarrollo de estudios clinicos que evaltan el papel de la
cirugia robotica comparada con el tratamiento estandar de radioterapia o
quimioradioterapia en el subgrupo de pacientes de mejor pronostico, incluidos pacientes

con tumores HPV positivos.

En tumores de cavidad oral, el abordaje multidisciplinar es particular importante,
dada la alta tasa de recurrencia de estos tumores y las importantes implicaciones
funcionales como estéticas asociadas a esta localizacion tumoral. Asi un correcto
abordaje requiere disefiar la forma més dptima de preservar funciones fisiolégicas como
son la masticacién, deglucién o la articulacion del habla (88). En particular, para los
tumores cavidad oral localmente avanzados, la cirugia, siempre y cuando sea posible de
realizar de forma Optima y con margenes libres, se considera habitualmente como el
tratamiento de eleccion (89). En caso de afectacion de margenes, es frecuente valorar la
re-intervencion, y de no ser posible, o la extension de la cirugia requiriera de cirugias
agresivas como glosectomias, o maxilectomias, el tratamiento complementario de
radioterapia 0 quimioradioterapia seria la opcion a valorar. Por tanto, y dado el papel
predominante de la cirugia en tumores de cavidad oral, el uso de quimioradioterapia
concomitante como opcion de preservacion de érgano, es menos comun que en otras
localizaciones tumorales. Ademas, diferentes caracteristicas especificas de los tumores
de cavidad oral favorecen o determinan el papel predominante de la cirugia. Asi, los
tumores de labio son frecuentemente diagnosticados en estadios iniciales, al ser tumores
visibles y sintomaticos precozmente(90), e incluso en ocasiones la radioterapia podria
considerarse opcion alternativa a la cirugia, si ésta se asocia a una importante
morbilidad (91). Los tumores de suelo de boca, a pesar de que suelen presentar
afectacion mandibular y ganglionar cervical, acostumbran a ser resecados con margenes
tumorales negativos muy amplios (92). En cuanto a los tumores de lengua oral, tumores
mas frecuentes de cavidad oral y asociados habitualmente a peor prondstico que el resto
de localizaciones (93-95), suelen requerir cirugias agresivas, como glosectomias
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parciales, llegando a requerir glosectomias totales en casos de afectacion de vasos
bilateral. En estos casos, se requeriria ademas una laringectomia y posterior valoracion
de radioterapia complementaria, por lo que el tratamiento concomitante de
quimioradioterapia o tratamiento secuencial se podrian indicar en esta situacion. A su
vez, el abordaje de los tumores de trigono retromolar y cresta alveolar vendra
determinado en parte por la afectacion dental, ya que en aquellos tumores bien
delimitados se podrian plantear cirugia que puede llegar a ser realizada incluso por via
transoral. En otros casos de mayor extension, pueden llegar a necesitar la realizacion de
mandibulectomias  segmentarias, que habitualmente requerirdn  tratamiento
complementario (96, 97). Respecto a los tumores de paladar duro, considerados
infrecuentes, la cirugia es el tratamiento prioritario en la mayoria de los casos
seleccionados (98). Por ultimo, los tumores de mucosa bucal, frecuentemente asociados
a una alta tasa de recurrencias locales, y por tanto peor pronéstico que otras
localizaciones (99), la cirugia primaria también se considera el tratamiento de eleccion,

pudiendo ser la radioterapia radical otra alternativa.

1.7.1.2 Radioterapia

El tratamiento con radioterapia radical suele ser ofrecido a pacientes
seleccionados, con condiciones médicas que dificultan su intervencion, o para aquellos
pacientes que rechazan la cirugia (41). Sin embargo, un nimero limitado de estudios ha
comparado cirugia con radioterapia en este contexto (100). Respecto al tipo y esquema
de tratamientos de radioterapia en monoterapia que se consideraria estandar en esta
situacion se han considerado diferentes opciones de fraccionamientos de tratamiento
administrados sobre tumor primario, ganglios y areas de riesgo de posible afectacion
subclinica:

-Dosis de 66 Gy (2.2 Gyl/fraccion) — 70 Gy (2.0 Gy/fraccion durante 5 dias

durante 6-7 semanas.

- Fraccionamiento acelerado de 66-70 Gy (2.0 Gy/fraccion; 6 fracciones por

semana)

- Administracion de “boost” con radioterapia acelerada: 72 Gy/6 semanas.

- Hiperfraccionamiento: 81.6 Gy/7 semanas (1.2 Gy fraccion/2 veces al dia).
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- Sobre zonas de riesgo intermedio, dosis de 44-50 Gy (2 Gy/fraccion) o 54-63

Gy (1.6-1.8 Gy/fraccidn) se considerarian apropiadas.

La radioterapia paliativa, sin intencion radical, se puede plantear en pacientes sin opcion

quirdrgica 6ptima o con deterioro general asociado (41).

1.7.1.3 Radioterapia y Quimioterapia adyuvante

Para los pacientes con tumores de cabeza y cuello localmente avanzados, en los
que se ha completado una cirugia oncoldgica primaria, las opciones de tratamiento
adyuvante contempladas variaran desde la observacion, al tratamiento de radioterapia y
el tratamiento concomitante de radioterapia y quimioterapia. De forma global las
indicaciones para completar tratamiento complementario serian en casos con tumores de
alto riesgo de recurrencia, definidos como afectacion ganglionar con afectacion
extracapsular y afectacion de margenes quirdrgicos (77, 101, 102). En la actualidad
existe controversia respecto al tratamiento complementario a la radioterapia para
pacientes de riesgo intermedio de recurrencia (presencia de invasion perineural,
invasion linfovascular, margenes quirdrgicos cercanos, afectacion multiple ganglionar
>6 c¢cm sin afectacion extracapsular, o afectacion ganglionar unica > 3 cm, 0 tumores
primarios extensos (estadios T3-T4), en los que se podria plantear tratamiento de
radioterapia en monoterapia 0 combinado con quimioterapia. En este subgrupo, los
datos del beneficio global de la adicion de quimioterapia a la cirugia en comparacion
con radioterapia en monoterapia, fueron reportados en el metaanalisis MACH-NC, sin
observar un beneficio estadisticamente significativo en SG con la adicion de
quimioterapia, en los 6 estudios y 2567 pacientes incluidos en este subanalisis (HR
1.06, 95% CI1 0.95-1.16) (103, 104). Es importante remarcar que en el caso de pacientes
con margenes afectos, la reintervencion con ampliacion de margenes, cuando
técnicamente es posible, o en ultima instancia el tratamiento de radioterapia
complementaria serian las opciones a considerar (77, 101, 102, 105, 106). En tumores
de cavidad oral, un estudio fase Ill realizado en India ha valorado el beneficio de
radioterapia y/o quimioterapia en 900 pacientes afectos de tumores localmente
avanzados de cavidad oral. En este estudio, los pacientes eran randomizados a

radioterapia sola (60 Gy en 30 fracciones en 6 semanas) o radioterapia acelerada (60
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Gy en 30 fracciones en 5 semanas) o radioterapia (60 Gy en 30 fracciones en 6
semanas) concomitante con quimioterapia (cisplatino 30mg/m2 semanal). Aungue en el
global de la poblacion no se objetivaron diferencias significativas en beneficio en
control locoregional o SG, los pacientes de alto riesgo (T3-T4, N2/N3, afectacion
extracapsular)  tratados con quimioradioterapia  obtuvieron un  beneficio
significativo(107). Respecto al intervalo de los tratamientos complementarios, se
recomienda iniciar el tratamiento de radioterapia antes de las 6 semanas desde la
cirugia, utilizando como esquema de radioterapia las siguientes opciones sobre tumor
primario, ganglios y areas de riesgo de posible afectacion subclinica:

-Dosis de 60-76 Gy (2.0 Gy/fraccion durante 5 dias durante 6-7 semanas

- Sobre zonas de riesgo intermedio, dosis de 44-50 Gy (2 Gy/fraccién) o 54-63

Gy (1.6-1.8 Gyl/fraccion) se considerarian apropiadas (41).

1.7.2 Tratamiento de los tumores escamosos de cabeza y cuello
localmente avanzados e irresecables: Estrategias de preservacion de

organo

1.7.2.1 Quimioradioterapia concomitante

En determinadas ocasiones la resecabilidad de los tumores localmente
avanzados no se puede conseguir de forma Optima, o en otros casos, a pesar de ser
considerados potencialmente resecables con cirugia primaria, esta cirugia se asociaria a
una elevada comorbilidad funcional y/o estética. En estos casos, el tratamiento requiere
de un abordaje multidisciplinar que incluye a cirujanos, radioterapeutas, oncélogos
médicos y nutricionistas, con el objetivo de conseguir un abordaje no quirurgico,
optimo desde el punto de vista oncoldgico y que permitia la preservacion de 6rgano
(108). Diferentes factores, entre los que se incluyen, la localizacion del tumor primario,
estadio tumoral, caracteristicas del paciente, edad y comorbilidades, influyen de manera
relevante en la estrategia de tratamiento a seguir, siendo tanto la localizacién, como
ocurre en los tumores de hipofaringe habitualmente asociados a peor pronéstico, como
el estadio tumoral, los factores mas relevantes a tener en cuenta (109, 110). Ademas, la

edad y el estado general del paciente (performance estatus) se han identificados como
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factores predictivos de respuesta a los tratamientos de quimioterapia y radioterapia en

diferentes estudios clinicos randomizados y metaanalisis (103).

En los casos en que se opta por un abordaje con finalidad de preservacion de
organo, de forma general se considera que el beneficio en SG es similar al obtenido con
el tratamiento de cirugia y radioterapia (103, 104). Se han desarrollado diferentes

estrategias terapéuticas como preservacion de 6rgano.

e Tratamiento concomitante radical:
o Quimioradioterapia

o Terapia anti-EGFR y Radioterapia

e Induccién: Quimioterapia de induccion seguido de tratamiento radical,
que puede variar entre radioterapia en monoterapia, quimioradioterapia o

tratamiento con terapias dirigidas y radioterapia (111-113).

En general, en el caso de los tumores de cabeza y cuello localmente avanzados,
tanto resecables pero en los que no se puede llevar a cabo la cirugia por diferentes
motivos, como en los casos claramente irresecables, diferentes estudios y metaanalisis
han confirmado la superioridad del tratamiento combinado y concomitante de
quimioradioterapia respecto a radioterapia en monoterapia. Dicho beneficio representa
entre un 5-9% en beneficio absoluto en SG a los 5 afios (103), siendo incluso mayor
para los pacientes con tumores de cavidad oral y orofaringe (114). En este metaanalisis
incluia datos de 93 estudios y 16485 pacientes con tumores localmente avanzados
resecables e irresecables, en los que todos eran randomizados a realizar terapia
locoregional (cirugia y/o radioterapia) o tratamiento definitivo con la combinacion de
quimioradioterapia (adyuvante, concomitante o induccion). En estos estudios, se
incluyeron pacientes con tumores de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe y el
objetivo primario del metaanalisis era SG. Sobre el total de estudios incluidos, el
tratamiento concomitante de quimioradioterapia se pudo analizar en 50 estudios con
9605 pacientes incluidos. En este subgrupo, el tratamiento concomitante demostrd un
beneficio en SG del 6.5% a los 5 afios (HR 0.81, 95% CI 0.78-0.86), asociandose a una

disminucion de la mortalidad especifica por cancer, sin aumento en la mortalidad no
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relacionada con cancer. Es importante remarcar que no se sugirié ninguna diferencia

significativa entre los diferentes regimenes de tratamiento de radioterapia (103).

A pesar del beneficio observado mediante el tratamiento concomitante, el
régimen optimo de este tratamiento ha generado controversia. EI metaanalisis MACH-
NC demostré un mayor beneficio con las quimioterapias basadas en platino comparado
con otros regimenes, sin embargo, en este grupo de estudios, pocos analizaban una
comparacion directa entre regimenes, e incluso muchos de los estudios no eran
randomizados ni estaban potenciados para demostrar diferencias estadisticamente
significativas. El tratamiento habitualmente administrado consiste en el uso de
Cisplatino a altas dosis (100 mg/m? dfas 1, 22, y 43), sin embargo este tratamiento se
asociada a importantes toxicidades agudas y tardias (103, 115). Asi, en diferentes
estudios, como el RTOG 91-11, que evaluaba el tratamiento concomitante en pacientes
con tumores laringeos localmente avanzados, se ha demostrado la alta frecuencia de
efectos secundarios grados 3 y 4, principalmente en forma de toxicidad hematolégica,
mucositis, disfagia o nausea/vomitos de hasta un 47, 43, 35 y 20% respectivamente
(116). Es importante remarcar el hecho de como las toxicidades secundarias pueden
llegar a limitar de forma significativa la adherencia al tratamiento, hasta el punto de que
Unicamente el 70% de los pacientes pueden llegar a completar los 3 ciclos de
tratamiento concomitante con cisplatino establecidos por protocolo. Por tanto, este tipo
de tratamiento se reserva para pacientes muy seleccionados, con estado general 6ptimo.
También se ha generado controversia respecto al nimero éptimo de ciclos de
tratamiento concomitante. En el mismo estudio RTOG 91-11, el fraccionamiento de
radioterapia, una vez al dia durante 7 semanas de tratamiento, en combinacién con 3
ciclos de cisplatino a altas dosis, se compard con el tratamiento de radioterapia
acelerada con sobreimpresion (42 fracciones administradas en 6 semanas) con 2 ciclos
de cisplatino a altas dosis. Aunque el nimero de pacientes que recibieron dos ciclos de
tratamiento era limitado, haciendo dificil la comparacién, no se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas en SG entre ambas estrategias. De forma paralela, este
estudio demostré como los pacientes que Unicamente completaron 1 ciclo de
quimioterapia obtuvieron peores resultados. También se ha observado, segun los datos
del metaanalisis, como el beneficio del tratamiento concomitante es dependiente de la
edad, perdiendo el beneficio en pacientes mayores de 70 afios (103, 106). Dada la
elevada toxicidad asociada, diferentes regimenes de cisplatino, como cisplatino semanal
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a dosis de 30-40 mg/m2 (117-121), o sustituir el cisplatino por el carboplatino, tanto
trisemanal como semanal, se han valorado como opciones de tratamiento alternativas.
Sin embargo, algunos estudios han sugerido menor eficacia del carboplatino respecto al
cisplatino, lo que podria estar en relacion al menor poder radiosensibilizador del
carboplatino, que ademés se asocia a un perfil de toxicidad diferente, con mayor
toxicidad hematoldgica, pero menor nefrotoxicidad, vomitos o neurotoxicidad (122,
123).

Al igual que ocurre con la eleccion del esquema Optimo de quimioterapia, el
esquema de radioterapia concomitante con quimioterapia basada en cisplatino 100
mg/m2, también ha sido extensamente estudiado. De forma global se recomienda una
dosis de 70 Gy (2.0 Gy/fraccion durante 7 semanas) sobre la zona de alto riesgo y 44-50
Gy (2.0 Gyl/fraccion) hasta 54-63 Gy (1.6-1.8 Gy/fraccion (124), prefiriéndose el uso de
técnicas de IMRT en pacientes con tumores de orofaringe, disminuyendo por tanto los
efectos secundarios a largo plazo, en un grupo con a priori mejor pronéstico que otras
localizaciones, en las que el uso de IMRT esta aun en desarrollo. Ademas, el
hiperfraccionamiento ha demostrado mayor beneficio en control locoregional y SG que
la radioterapia estandar administrada una vez al dia en monoterapia (125). Asimismo, el
fraccionamiento acelerado, proporcionando administraciones continuas sin reduccion de
dosis, también se asociada a mejor control local, aunque el beneficio en SG respecto al
fraccionamiento estandar no esta claramente establecido. A pesar del beneficio sugerido
por las nuevas técnicas, €stas se asocian a altos costes y requieres una gran
especializacion, lo que limita su uso. A pesar del beneficio observado con las nuevas
técnicas de radioterapia comparado con el tratamiento estandar, este beneficio se limita
cuando se administra de forma concomitante con quimioterapia. Asi, el
hiperfraccionamiento, administrado de forma concomitante con la quimioterapia no ha
demostrado beneficio respecto al tratamiento estandar en al menos dos estudios
randomizados, e incluso se ha sugerido que el fraccionamiento estandar seria superior
en términos de eficacia. El estudio RTOG 0129, en el que 721 pacientes con tumores
localmente avanzados eran randomizados a radioterapia estandar (fraccionamiento
diario, 70 Gy en 35 fracciones durante 7 semanas) o fraccionamiento acelerado (70 Gy
en 42 fracciones durante 6 semanas) en combinacion con altas dosis de cisplatino dias
1,22 y 43 para el brazo de radioterapia estandar o cisplatino dias 1 y 22 para el
fraccionamiento acelerado, no demostrd diferencias en SG a los 8 afios (48% para
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ambos esquemas, HR 0.96, , 95% CI 0.79-1.18), sin encontrar tampoco diferencias en
SLP o control locoregional (126). En el estudio GORTEC 99-02, 840 pacientes fueron
randomizados a uno de los siguientes 3 regimenes: quimioradioterapia convencional
(70 Gy en 7 semanas y 3 ciclos de carboplatino/fluoracilo), fraccionamiento acelerado
concomitante con quimioterapia (70 Gy en 6 semanas y 2 ciclos de
carboplatino/fluorouracilo) o fraccionamiento acelerado en monoterapia (64.8 Gy en 3.5
semanas) (127). En este estudio, con un seguimiento de 5 afios, no se observé beneficio
en SG o SLP para la radioterapia acelerada (SLP a los 3 afios 34 versus 38%, p = 0.88).
De forma general se recomienda para los tratamientos de radioterapia el uso de
tecnologias novedosas como la radioterapia de intensidad modulada, cuando sea
posible, permitiendo ajustes del campo y volumenes de tratamiento durante el curso de
la radioterapia, permitiendo limitar la toxicidad asociada a 6rganos sanos adyacentes,
asi como a glandulas salivares, lo que disminuiria la xerostomia y disfagia asociadas al

tratamiento.

1.7.2.2 Tratamiento Anti-EGFR concomitante con Radioterapia

El factor del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) esta altamente
sobreexpresado en tumores escamosos de cabeza y cuello y se asocia con peor
prondstico (128, 129). La activacion de EGFR facilita el crecimiento tumoral y favorece
la proliferacion celular, la angiogénesis, y la capacidad de metastatizacion de las células
tumorales (130). Diferentes farmacos anti-EGFR han sido desarrollados para el
tratamiento de los tumores de cabeza y cuello, incluyendo anticuerpos monoclonales
anti-EGFR como cetuximab y panitumumab, o inhibidores tirosinaquinasas como

erlotinib.

Cetuximab es el farmaco anti-EGFR mas ampliamente desarrollado y mas eficaz
para el tratamiento de los tumores de cabeza y cuello, demostrando, de forma
concomitante con radioterapia, beneficio en tasa de respuestas, SLP y SG comparado
con radioterapia en monoterapia (111). En este estudio internacional, 424 pacientes con
tumores localmente avanzados de orofaringe, hipofaringe y laringe, fueron
randomizados a recibir radioterapia o radioterapia concomitante con cetuximab

semanal, administrado a dosis de 400 mg/m2 durante la primera semana seguido de
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cetuximab a dosis de 250 mg/m2 semanal durante la duracion de la radioterapia. En este
estudio el tratamiento concomitante demostrd un beneficio significativo en SG a los 3
afios, pasando de 45% a 55% (HR 0.73). Ademaés, también mejoro el control
locoregional (50 vs 41%). Un subanalisis de este estudio, también ha sugerido que el
beneficio de la combinacion se restringe a pacientes <65 afios, performance status de 0-
1 y pacientes con tumores de orofaringe. En este estudio los pacientes >65 afos o
performance status de 2, no se beneficiaban del tratamiento combinado e incluso
presentaban mejor SG con radioterapia en monoterapia. Sin embargo, el tratamiento
concomitante con cetuximab no esta exento de efectos secundarios, que pueden ser
potencialmente significativos como es el caso de la dermatitis grados 3 y 4 (114). Es
importante remarcar que este estudio comparaba el tratamiento concomitante con la
radioterapia en monoterapia, por tanto no responde a la pregunta de si el tratamiento con
cetuximab puede sustituir al tratamiento concomitante estandar basado en platino. Por
tanto, en la actualidad, y fuera de estudio clinico, cetuximab administrado de forma
concomitante con radioterapia se considera una opcion valida para aquellos pacientes
gue no son candidatos a completar tratamiento con gquimioterapia basada en cisplatino,

como por ejemplo, pacientes con comorbilidades importantes (131).

En la actualidad, los resultados definitivos de diversos estudios que han
comparado de forma directa las dos estrategias terapéuticas de concomitancia, la basada
en platino y radioterapia o cetuximab y radioterapia, estan pendientes de ser reportados.
Resultados preliminares del estudio fase 1l TREMPLIN, el cual evaluaba la tasa de
preservacion laringea en pacientes con tumores laringeos o de hipofaringe tratados con
quimioterapia de induccion y posterior concomitancia con cisplatino o cetuximab y
radioterapia han sido reportados (132). En dicho estudio, aungue los pacientes tratados
con cetuximab presentaron mayor tasa de toxicidad cutanea en el campo de radioterapia,
la tasa de complicaciones severas fue significativamente inferior conllevando de forma
global un mejor cumplimiento del protocolo de tratamiento. En cuanto a control
locoregional a los 18 meses, objetivo primario del estudio, se observo un beneficio no
estadisticamente significativo en aquellos pacientes tratados con cetuximab. Tampoco
se detectaron diferencias significativas en la proporcion de recurrencias metastasicas
entre ambos brazos de tratamiento. Otro estudio fase Il que comparaba cetuximab y
radioterapia con el tratamiento de cisplatino semanal y radioterapia sugirié que el
tratamiento con cetuximab presentaba tasas elevadas de toxicidad aguda (cutanea y
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mucositis) que dificultan la adherencia al tratamiento, acompafiado de una tendencia a
peor SG (133). Otros estudios, como el estudio fase Il RTOG 0522, han evaluado la
eficacia de la combinacién de cetuximab, cisplatino y radioterapia, sin objetivar impacto
en SLP o SG para la triple combinacién (134). Por tanto, el uso de cetuximab y
radioterapia como alternativa de radioterapia en monoterapia en pacientes afiosos no se
considera un tratamiento estandar, pudiendo ser estos pacientes tratados con
radioterapia radical o con fraccionamiento alterado. En este sentido, un metaanalisis ha
demostrado beneficios en control locoregional y SG con radioterapia con
fraccionamiento alterado en comparacion con el estandar (3.4% mejoria en SG a los 5
afios en la combinacién de fraccionamientos acelerados e hiperfraccionados, y un 8%

para los estudios de hiperfraccionamiento) (125).

Otros estudios que han evaluado la eficacia de diferentes anticuerpos
monoclonales como panitumumab, en combinacion con quimioterapia o con
radioterapia no han demostrado beneficio en cuanto SLP o SG, y si un aumento en la
toxicidad reportada (135-137). Erlotinib, inhibidor tirosinaquinasa de EGFR en
combinacion con cisplatino tampoco ha demostrado beneficio en SLP 0 SG en pacientes

con tumores localmente avanzados de cabeza y cuello (138).

1.7.2.3 Quimioterapia de induccién

La quimioterapia de induccion ha demostrado ser una estrategia terapéutica
eficaz para el tratamiento de los tumores de cabeza y cuello localmente avanzados e
irresecables, como estrategia de preservacion de drgano. Diferentes factores favorecen
el racional de la realizacion del tratamiento de induccién como preservacion de érgano.
Por un lado, se ha demostrado un beneficio de la quimioradioterapia sobre la
radioterapia en monoterapia, sugiriéndose que la induccion con quimioterapia es capaz
de reducir de forma significativa el volumen tumoral y mejorar el estado general del
paciente, lo que a su vez, permitiria realizar un tratamiento mas efectivo y menos
toxico. Sin embargo es importante remarcar, que el volumen de tumor a radiar deber
basarse siempre en la afectaciébn tumoral pretratamiento. También, como posible
racional para el uso del tratamiento de induccion se ha sugerido que éste seria

beneficioso para tratar la afectacion subclinica metastasica a distancia, y por otro lado,
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al mejorar el control locoregional impactaria positivamente en la sensibilizacion del
tumor a la radioterapia radical subsecuente. Ademas, el tratamiento con induccion
puede aportar informacion prondstica a la hora de seleccionar a los pacientes que
pudieran o no, realizar tratamiento subsecuente con quimiradioterapia (41). A pesar de
este racional, el tratamiento concomitante de quimioradioterapia suele ser de eleccion en
la actualidad, basandonos en los datos del metaanalisis (103, 104) y en el hecho de la
elevada toxicidad asociada a la quimioterapia de induccién y el posterior tratamiento
radical con radioterapia y/o quimioterapia, lo cual limita de forma significativa la
finalizacién del tratamiento de forma correcta, o incluso limita las opciones de
radicalidad. Ademas, en determinados casos, como en tumores de laringe localmente
avanzados con destruccion de 6rgano asociada, la cirugia seria el tratamiento preferible.
Por todo ello, en la actualidad la estrategia Optima de integracion de la
quimioradioterapia, y el papel del tratamiento de induccion es controvertida.

Los resultados del importante metaanalisis demostraron como la magnitud de
beneficio en SG y control locoregional conseguido con el tratamiento concomitante de
quimioradioterapia, aunque no estadisticamente significativo (HR 0.90, p = 0.15), es
superior al obtenido mediante quimioterapia de induccion (103, 104). Sin embargo, en
este metaanalisis, Unicamente 6 estudios con 861 pacientes, comparaban directamente
las dos estrategias, concomitancia o induccidn. Esto es debido a que la mayoria de los
estudios publicados entre los afios 1980-190 valoraban la estrategia de quimioterapia de
induccion seguido de tratamiento radical basado en radioterapia y/o cirugia como
abordaje de preservacion laringea. Ademas, es importante remarcar que este
metaanalisis fue reportado en 2009, y por lo tanto no incluia los estudios modernos
basados en la combinacién de triple terapia, basada en taxanos, como terapia de
induccidn, ni tampoco incluia los estudios que valoraban la estrategia de quimioterapia
de induccién seguida de quimio-radioterapia concomitante (Gnicamente incluida los
estudios en los que la induccion era seguida de tratamiento con radioterapia radical). En
este metaanalisis, en el que 31 estudios con 5311 pacientes analizaban la eficacia de la
guimioterapia de induccion, no se observé diferencias en SG entre el tratamiento con
induccion comparado con el tratamiento radical de cirugia y/o radioterapia (HR 0.96,
95% CI 0.90-1.02). Sin embargo, cuando los resultados se analizaban en funcion del
régimen de quimioterapia, la SG con el régimen de cisplatino y fluoracilo era
significativamente mejor que la obtenida con cirugia y/o radioterapia (HR 0.90, 95% CI
0.82-0.99) (103, 104). Los estudios iniciales de quimioterapia de induccidn,
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demostraron como el tratamiento combinado de quimioterapia basada en cisplatino y
fluoracilo (PF) administrados cada 3 semanas como quimioterapia de induccion
aportaba un beneficio en SG y tasa de respuestas comparados con regimenes de
cisplatino y bleomicina (139). Ademas, estos estudios demostraron como dicho régimen
de quimioterapia de induccién (cisplatino/fluoracilo) seguido de radioterapia como
tratamiento radical podia ser una alternativa al tratamiento hasta la fecha estandar de
laringectomia total seguido de radioterapia adyuvante (112, 140). Sin embargo a pesar
de estos resultados, los resultados del metaanalisis (103, 104), confirmando el beneficio
en SG y control locoregional para el tratamiento concomitante de quimioradioterapia
puso en duda la indicacién de la quimioterapia de induccion. Posteriormente, el estudio
del intergrupo 91-11 (141) en el que se comparaban 3 estrategias de preservacion
laringea, radioterapia, quimioradioterapia basada en cisplatino y quimioterapia de
induccion (cispaltino/fluoracilo) seguido de radioterapia, demostré una mayor tasa de
preservacion laringea para el tratamiento concomitante, aunque la SG no difirié entre
los brazos de tratamiento. Finalmente, dado que el beneficio en control locoregional
aportado por el tratamiento concomitante es en base a un aumento en toxicidad,
asociado con un limitado control de la enfermedad a distancia, se facilito el desarrollo
posterior de la quimioterapia de induccion, pero afiadiendo los taxanos al régimen
estandar. En este sentido, dos estudios randomizados fases Il han demostrado como la
adicion de taxanos al doblete de quimioterapia basada en cisplatino y fluoracilo (TPF),
era superior en cuanto a tasa de respuestas, SLP y SG a la quimioterapia basada en PF,
en pacientes con tumores localmente avanzados de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe
y laringe. Es importante remarcar que en estos estudios el tratamiento de induccion era
seguido por radioterapia en monoterapia (EORTC 24971/TAX323) (142) o por la
combinacion de carboplatino semanal y radioterapia (TAX 324) (143), por lo que
ninguno de los estudios valoro la eficacia y seguridad de la combinacion de cisplatino y
radioterapia tras tratamiento de induccion. En el estudio TAX 324, se objetivo una tasa
de SG a los 5 afios del 52% con la triple terapia comparado con 42% con PF (HR 0.74,
95% CIl 0.58-0.94), sin embargo la toxicidad aguda observada fue significativa,
principalmente en forma de toxicidad hematoldgica, con neutropenias g3-4 y fiebre
neutropénica reportadas en un 83 y 12% respectivamente. Otras toxicidades no
hematologicas, como mucositis, niuseas y anorexia, se asociaron frecuentemente a
retrasos en la administracion del tratamiento (29%). En el estudio, en el que 358

pacientes eran randomizados a 4 ciclos de quimioterapia de induccion basada en TPF o
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PF, seguido de radioterapia en monoterapia, la SG observada también fue

significativamente superior para el brazo de TPF (18.8 versus 14.5 meses de media).

Durante los ultimos afios, varios estudios han comparado la eficacia y
tolerabilidad de la quimioterapia de induccion basada en taxanos, seguido del
tratamiento concomitante estandar de quimioradioterapia, comparado con el tratamiento
de quimioradioterapia. Un estudio espafiol que incorporaba el tratamiento concomitante
radical combinado con cisplatino y radioterapia como brazo control (7 semanas de
radioterapia y cisplatino dias 1,22,y 43) en comparacion con dos regimenes de
quimioterapia de induccion (TPF vy platino-fluoracilo (PF)) seguidos del mismo
tratamiento concomitante, sugirio como el beneficio en tiempo hasta la progresion con
la terapia de induccidn, sin observar diferencias en SG, se asociaba a una importante
toxicidad secundaria ya que solo el 50% de los pacientes pudo completar el tratamiento
por protocolo (144). Tampoco otros estudios fase Il como el DeCIDE (145) y
PARADIGM (146) han demostrado beneficio en SG o SLP para la estrategias de
quimioradioterapia tras realizacion de quimioterapia de induccion. En este estudio, en el
estudio DeCIDE, 280 pacientes con tumores de cabeza y cuello y afectacion ganglionar
N2 o N3 eran randomizados a completar tratamiento con 2 ciclos de quimioterapia de
induccién basada en TPF seguido de quimioradioterapia (docetaxel, fluoracilo e
hidroxiurea durante 5 ciclos y radioterapia con fraccionamiento de 1.5 Gy dos veces al
dia cada 2 semanas) o quimioterapia en monoterapia, sin encontrar diferencias
significativas en SG (HR 0.91, 95% CI 0.59-1.41) (145). De forma paralela, la
estrategia de quimioterapia de induccién también ha sido analizada en tumores de
laringe, en el estudio francés TREMPLIN. Este estudio reporté una alta tasa de
modificacion de dosis durante la fase de induccién y una tasa limitada de cumplimiento
terapéutico durante la fase de concomitancia (132). Finalmente, un metaanalisis con un
total de 1772 pacientes incluidos en 5 estudios que han evaluado la eficacia de la
guimioterapia de induccién basada en taxanos, ha demostrado tanto una reduccion del
riesgo de muerte con la adicion de taxanos (SG 42 vs 35% a los 5 afios, HR 0.79, 95%
C10.70-0.89), como de recurrencia locoregional a los 5 afios (44 vs 52%, HR 0.79, 95%
C10.66-0.94) (147).

Por altimo, con el objetivo de disminuir la toxicidad secundaria, diferentes

estudios randomizados han valorado el papel de la concomitancia con radioterapia y

39



cetuximab tras el tratamiento de quimioterapia de induccion. En un estudio italiano fase
[1/111, un total de 421 pacientes con tumores localmente avanzados fueron randomizados
a recibir tratamiento de induccién basado en 3 ciclos de TPF seguido de
quimioradioterapia o tratamiento concomitante con quimioradioterapia. Dentro de cada
grupo de tratamiento, los pacientes eran posteriormente randomizados a realizar el
tratamiento concomitante con quimioradioterapia (basada en PF) o concomitancia con
cetuximab. Los resultados preliminares de este estudio han demostrado un beneficio en
SG para la estrategia de quimioterapia de induccién seguida de quimioradioterapia
comparado con el tratamiento de quimioradioterapia (SG 54 meses vs 30 meses, y una
tasa de SG a los 3 afos del 58 vs 46%, HR 0.72, 95% CI 0.55-0.96) (148).
Recientemente, el estudio randomizado fase Il como el GORTEC 2007-02, ha
comparado el tratamiento estdndar de quimioradioterapia, en este caso
carbopaltino/fluoracilo, con el tratamiento de quimioterapia de induccién (TPF) seguido
de tratamiento con cetuximab (anticuerpo monoclonal anti-EGFR) y radioterapia, sin
demostrar diferencias estadisticamente significativas, recomendando la continuacién del

tratamiento concomitante de quimioradioterapia como estandar (149).

La estrategia Optima de radioterapia en el conjunto del tratamiento secuencial
también merece especial mencién. Tanto en el tratamiento concomitante, como en el
secuencial, es crucial prevenir y limitar la discontinuacion del tratamiento con
radioterapia, lo que a su vez se asocia a una limitacién del beneficio en control
locoregional aportado por la radioterapia. Ademas, es importante evitar en la medida de
lo posible los retrasos entre la fase de induccion y la concomitancia, la cual se
recomienda iniciar entre las 3-5 semanas tras la Gltima dosis de quimioterapia de
induccion (150). Debido a la toxicidad asociada a las estrategias de preservacion de
organo, los retrasos o la imposibilidad de administrar el curso completo de radioterapia
son hechos bastante frecuentes, siendo reportados hasta en el 20-30% de los casos
(144). Asimismo, se ha reportado como la ampliacion del curso de radioterapia (>8
semanas) tras el tratamiento de quimioterapia de induccién se asocia a peor SG (151).
La optimizacion de las estrategias de preservacion de 6rgano mediante quimioterapia y
radioterapia, ya sean concomitante o secuencial, requiere por tanto de una adecuada
seleccion de los pacientes candidatos, teniendo en cuenta las caracteristicas del paciente,
performance status, comorbilidades, edad, etc. Globalmente, el tratamiento de
guimioterapia de induccion se reserva para pacientes con 6éptimo estado de salud,
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primordialmente diagnosticados de tumores de laringe, y con alto riesgo de presentar
enfermedad a distancia y fallo locoregional, como serian los pacientes con enfermedad
“bulky” ganglionar (estadios N2b, N2c, o N3, y afectacion primaria >T2) (41). Es
importante a tener en cuenta que la decision de realizar el tratamiento de induccion
vendrd marcada por la definicién de resecabilidad o irresecabilidad en cada centro.
Ademaés, es importante remarcar que la evidencia reportada respecto al beneficio de la
quimioterapia de induccion difiere en funcion de la localizacion del tumor primario,
siendo mas limitada para tumores de cavidad oral. Esta escasez de datos se debe a los
potenciales efectos toxicos de este abordaje en esta localizacion tumoral concreta.
Diferentes estudios han analizado el papel de la quimioterapia de induccion en cavidad
oral sin demostrar un beneficio en SG para la quimioterapia de induccion. Asi, un
estudio reportado en tumores potencialmente resecables de cavidad oral en los que se
administraba guimioterapia basada en cisplatino fluoracilo o cisplatino, fluoracilo y

docetaxel seguido de cirugia y radioterapia no demostré beneficio en SG (152).

De forma global, para los pacientes en los que la enfermedad se considera
resecable, el tratamiento concomitante con o sin quimioterapia de induccion se
considera una estrategia Util y eficaz como preservacion de érgano. En los pacientes
considerados irresecables, la adicién de quimioterapia a la radioterapia o el tratamiento
de radioterapia en monoterapia en pacientes con peor performance estatus o
comorbilidades, son considerados como opciones estandar, ya que permiten al paciente
obtener un control locoregional 6ptimo asociado a un resultado funcional importante.

De forma global, se considera al tratamiento de quimioterapia de induccion, un
abordaje Optimo para preservacion laringea, y el tratamiento secuencial a realizar
dependera de la respuesta obtenida a la quimioterapia de induccion. Asi, para tumores
con respuesta completa o parcial tras quimioterapia de induccion, el tratamiento de
radioterapia en monoterapia se considera estandar. En los casos en los que se considere
al paciente tributario de tratamiento concomitante tras la quimioterapia de induccién, la
evidencia favorece el uso de carbopaltino semanal o tratamiento anti-EGFR con
cetuximab y radioterapia. En algunos casos, con enfermedad persistente tras el
tratamiento radical de quimioradioterapia, la cirugia de rescate podria considerarse
como una opcion valida. Esta indicacion de cirugia dependera tanto de la extension
tumoral pretratamiento como de la respuesta al mismo, reservando esta opcion para

pacientes considerados de inicio resecables que presentan una pobre respuesta del tumor
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primario con la quimioterapia de induccion o para aquellos pacientes en los que la
linfadenectomia es factible tras confirmacion histolégica de enfermedad residual
ganglionar o PET positivo a las 12 semanas del fin del tratamiento de
quimioradioterapia. Para valorar la enfermedad residual, es crucial un correcto examen
fisico, asi como llevar a cabo pruebas radioldgicas de estadiaje (TAC/RMN y/o PET).
Sin embargo, la realizacién precoz de las mismas puede resultar de dificil
interpretacion, dado los frecuentes cambios postratamiento. Asi, se ha sugerido que en
pacientes sin afectacion ganglionar clinica, la realizacion de un PET negativo tras el
tratamiento tiene una especificidad aproximada del 90% (153, 154). Para los pacientes
con PET-CT dudoso se ha sugerido la repeticién del PET —CT en 4-6 semanas como
método de seguimiento (155). También es importante considerar, que el rescate
quirdrgico, aunque mejora el control locoregional, y podria prolongar la SG en algin

subgrupo de pacientes, se asocia a multiples comorbilidades (156-161).

1.8 Virus del Papiloma Humano

1.8.1 Introduccidn y Clasificacion

La infeccién por HPV es considerada como la enfermedad de transmision sexual
maés frecuente en Estados Unidos, asociandose a la aparicion de: condilomas, lesiones
intraepiteliales, y carcinomas anogenitales que incluyen cancer de cérvix, vagina, vulva,
pene y canal anal. Se han descrito mas de 100 serotipos de HPV, siendo el HPV-16 el
relacionado hasta en el 90% de las ocasiones con los tumores de orofaringe (162). Otros
serotipos de alto riesgo, como HPV 18, 31, 33 y 35, representarian el 10% restante de
los casos (163). Los serotipos de HPV de alto riesgo, estan relacionados con el potencial
oncogenico de los genes virales E6 y E7. Estos genes codifican proteinas que
desregulan los genes supresores tumorales p53 y Rb, lo que conllevaria inhibicion de la

apoptosis y por tanto una proliferacién celular descontrolada (164).

1.8.2 Epidemiologia y Factores de riesgo

El cancer de orofaringe asociado a la infeccion por HPV es reconocida como
una entidad independiente (165) , con una incidencia que ha aumentado un 225% desde

los afios 80, y por tanto se considera un problema de salud a nivel internacional (7).
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Asi, en Australia, se ha observado un aumento del 20 al 64% entre los afios 1987 al
2010 (166). Asimismo en Estados Unidos, la prevalencia de tumores de orofaringe HPV
positivos ha aumentado de forma especialmente considerable al pasar de un 7% durante
el periodo 2009-2012 a un 70% en la actualidad, principalmente en aquellos pacientes
con historia de mas de 20 parejas sexuales, siendo muy infrecuente la infeccion en
personas que nunca habian tenido contactos sexuales (vaginal, oral o anal), lo que
indicaria la asociacién entre HPV vy la transmision sexual (167). La evidencia respecto a
la transmision oral-oral continGa siendo controvertida(168, 169). La prevalencia de
HPV en orofaringe de las parejas de los pacientes con tumores de orofaringe HPV
positivos es del 4.7% de los casos, lo que es comparable con la prevalencia de la
poblacion global (169), sugiriendo como las parejas de los pacientes con tumores de
orofaringe HPV eliminan de forma eficaz la infeccion de HPV, considerandose el

tiempo medio hasta la desaparicion de aproximadamente 12 meses (170).

1.8.3 Prevencion y Vacunacion

En la actualidad no existe una herramienta eficaz de screening de tumores de
orofaringe HPV positivos. Dado que la realizacion de biopsias de la mucosa oral es un
procedimiento invasivo, se estan desarrollando métodos como la citologia exfoliativa
del epitelio de la mucosa orofaringea que puedan detectar de forma precoz cambios
citologicos en las lesiones premalignas del epitelio (171). Respecto a la vacunacién
contra el HPV, inicialmente se desarrollé para disminuir la incidencia de los tumores de
origen genital, recomendandose inicialmente en mujeres adolescentes. Posteriormente la
agencia Americana del medicamento (US Food and Drug Administration) recomendo la
vacunacion en ambos sexos con el objetivo de prevenir la transmision sexual, y asi
disminuir la incidencia de tumores de orofaringe HPV positivos, a la vez que disminuir
el riesgo de desarrollar tumores anogenitales (172-174). En la actualidad hay tres
vacunas disponibles: vacuna bivalente (subtipos HPV-16,-18); vacuna cuatrivalente
(subtipos HPV-16, -18, -6 y -11) y vacuna nanovalente (HPV-6, -11, -16, -18, -31, -33, -
45, -52, -58) (175). La vacunacion favorece el desarrollo de una respuesta inmune
duradera contra el HPV, siendo eficaz en el 97% de los casos, siempre y cuando no haya
existido exposicion previa al HPV (176), siendo ineficaz si ya se ha estado expuesto al
HPV, por tanto la vacunacion de las parejas de los pacientes con tumores de orofaringe

HPV positivos es ineficaz. La recomendacion general en cuanto a la edad de vacunacion
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es iniciarse a los 11 o 12 afios de edad, aunque podria iniciarse a los 9 afios, siendo
administrada como muy tarde a los 26 afios. En hombres sanos, la recomendacion seria
iniciar la vacunacion hasta los 21 afios, mientras que en mujeres y hombres de riesgo
(inmunocomprometidos, homosexuales); se recomienda la vacunacion hasta los 26 afios
(175). Por todo ello, es importante educar a los pacientes respecto a los factores de
riesgo de transmision, manteniendo relaciones sexuales seguras, ademas de hacer

entender la importancia de minimizar la exposicion tabaquica y alcohdlica.

1.8.4 Carcinogénesis inducida por el Virus del Papiloma Humano

El HPV es un virus pequefio de DNA, sin envoltura, con simetria icosaédrica, y
que codifica para un total de 8-9 proteinas de aproximadamente 8000 pares de bases
(177). El HPV se encuentra distribuido ampliamente en los queratinocitos de piel o
mucosas de diferentes vertebrados, es transmitido por via sexual y se ha relacionado con
verrugas genitales (condilomas o condiloma acuminata), lesiones escamosas
intraepiteliales y lesiones cancerosas como, tumores anogenitales (cérvix, vagina, vulva,
pene y carcinomas anales) y tumores de cabeza y cuello (178). Cada viridn esta
formado por 72 capsémeros, y cada uno de ellos contiene 5 moléculas de la proteina
mayor de la cdpsida, denominada L1. ElI genoma viral estd formado por una molécula
de DNA circular de doble hebra, asociada con nucleosomas formados
por histonas celulares. Se han descrito aproximadamente 179 diferentes genotipos de
HPV, viniendo las diferencias genotipicas marcadas por los diferentes aminoacidos que
constituyen la proteina L1 (proteina estructural del virus que posee ademas efecto
antigénico) (179). Son las caracteristicas de esta proteina las que hacen que el virus se
considere como de “bajo” o “alto” riesgo. Los genotipos de alto riesgo en los que si
implicacion en cancer esta mas establecida son los subtipos HPV-16, 18, 31, 33, 35, 45,
51, 52, y 56, relacionados con cancer de cérvix, cabeza y cuello, ano, vagina, vulva y
pene (180).

El genoma del HPV-16, el mas frecuentemente relacionado con los tumores de
cabeza y cuello, contiene 6 genes de expresion temprana (denominados E1, E2, E3, E4,
E5 y E6) y 2 de expresion tardia (denominados L1 y L2). Las proteinas de expresion
temprana son proteinas no estructurales involucradas en la replicacion, transcripcion del

genoma viral (E1-E5) y transformacion tumoral de la célula huésped (E5, E6 y E7), por
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lo que estos genes se consideran responsables del desarrollo y persistencia de las
lesiones malignas tanto en tumores de cabeza y cuello como en tumores anogenitales.
Por su parte, las proteinas de expresion tardia, son proteinas estructurales de la capsida
del virion, responsables por la infeccidn tisular especifica. Una peculiaridad del HPV es
que los RNA mensajeros se transcriben a partir de una sola de las hebras del DNA
(181). Las proteinas E5, E6 y E7 son imprescindibles para la oncogénesis causada por el
HPV, ya que E6 y E7 colaboran inhibiendo apoptosis y por tanto promoviendo el

crecimiento celular descontrolado y la inestabilidad gendmica (182-184).
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Figura 5. Organizacion del genoma del virus del papiloma humano. Figura adaptada
de Leemans CR, Braakhuis BJ, Brakenhoff RH. The molecular biology of head and
neck cancer. Nat Rev Cancer. 2011 (185) Abreviaciones: E1-E7 genes tempranos, L1-

L2 genes tardios: capsida.

El ciclo celular de HPV es complejo y regulado por ciclinas dependientes de
kinasas (CDKSs) e inhibidores de las mismas. De forma simple, se ha establecido como
las células estan bajo la “supervision” de varios reguladores del ciclo que permitiran o
no la progresion dentro del ciclo celular. ElI primer paso de regulacion (G1) esta
controlado por la proteina del retinoblastoma (Rb pl107, también conocida como
asRBL1) y por p130 (conocida como RBL2). Este complejo se une e inactiva a factores
de transformacion E2F, lo que a su vez induce genes que regulan la fase S del ciclo
celular. Una vez producido este paso y en respuesta a las sefiales mitoticas, los
complejos de ciclinas D1-CDK4 y D1-CDK6 quedarian activados, fosforilando las
proteinas del Rb, produciendo su liberacion y la consecuente activacion de E2Fs.
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Posteriormente se produciria la induccion de la ciclina E mediada por el factor de
transcripcion E2Fs activo y la fosforilacion de Rb mediada por ciclina E-CDK2,
entrando la célula en fase S. La proteina p16INK4A, codificada por el gen CDKN2A
(locus INK4A del cromosoma 9p21), actia como inhibidor de los complejos de ciclinas
D1-CDK4 y D1-CDK®, y genera procesos de senescencia y diferenciacion celular. Por
tanto, la compleja interaccién entre los complejos de ciclinas-CDKs y sus inhibidores
determina si la célula puede pasar el punto de control del ciclo celular. El segundo
control del ciclo celular (G2) ocurre cuando el DNA se esta replicando, dado que en ese
momento tiene lugar la correccion de los errores de replicacion. En este proceso la
proteina mas implicada es p53, la cual se encuentra de forma “normal” en bajas
concentraciones gracias a la proteina MDM2, que media en su degradacion. Cuando se
produce dafio de DNA, diferentes genes como ATM, ATR fosforilan los reguladores de
kinasas, CHK1 y CHK2, involucradas en la regulacion de los puntos de control del ciclo
celular. Este hecho se asocia a un aumento de la actividad de p53 mediante procesos de
fosforilacion. La proteina p53 actuaria induciendo la expresion de p21CIP (CDKN1A),
el cual inhibe varios complejos ciclina-CDKs, y por tanto detiene el ciclo celular.
Ademas de rol, p53 también media en la regulacion de la apoptosis, entre otros muchos
procesos. Las proteinas virales E6 y E7 tienen un papel relevante en la regulacién tanto
de Rb como de p53. Asi, la proteina E6 se une a p53 degradandola, mientras que la
proteina E7 se une e inactiva el complejo Rb. Por tanto, E6 y E7 generan la
desregulacién de los controles de ciclo celular, lo que conlleva inestabilidad genémica y
finalmente entrada en ciclo celular, ademas de la inhibicién de la apoptosis mediada por
p53. Todo ello, permitira la replicacion viral, asocidndose en caso de infeccion
oncogeénica a la expresion de E6 y E7 en las capas basales epiteliales, donde residen las
células madre pluripotentes que permitiran que la infeccién persista en el tiempo (186-
193).

1.8.5 Diagnastico

Como hemos comentado anteriormente, la infeccion oral por HPV es detectable
en la mayoria de los pacientes con tumores de HPV positivos, sin embargo la incidencia
en las parejas sexuales no estd mas aumentada que en la poblacion en general (167,
169). El testado de HPV ha sido incluido recientemente como un procedimiento

estandar para el diagnostico de los tumores de orofaringe, segun las guias de las
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Sociedad Americana (68). Sin embargo, el método diagndstico a realizar no esta
claramente definido, y varia entre las diferentes instituciones. En lo referente al
diagndstico de la infeccion por HPV es importante remarcar que este virus no puede ser
cultivado, por lo que la deteccion depende de la identificacién de marcadores indirectos
de infeccion o de la identificacion de DNA viral en tejidos infectados (194). Dada la
forma cléasica de presentacion de los tumores HPV positivos, siendo tumores primarios
pequefios, pero con extensa afectacion ganglionar, la puncién con aguja fina, es el
procedimiento diagnostico mas habitual para obtener muestra tumoral, siendo
importante si es posible obtener bloque celular para analisis de IHC-p16, asi como de
otros marcadores asociados a tumores escamosos como son p63 o CKb5/6.
Habitualmente, al tratarse de tumores primarios de pequefio tamafio, el diagnostico
requiere la realizacion de maultiples biopsias o técnicas mas novedosas como biopsias
guiadas por PET, e incluso en ocasiones, tonsilectomias unilaterales (195). A nivel
citologico, los tumores HPV positivos suelen ser tumores pobremente diferenciados,
con morfologia basaloide, secundaria a la presencia de grupos celulares con nucleo
hipercromatico, con escaso citoplasma y falta de queratinizacion. Estas caracteristicas
hacen que los tumores asociados a HPV compartan una apariencia similar al epitelio
reticulado de las criptas tonsilares, donde son originados, por lo que las caracteristicas
histoldgicas por si solas son insuficientes para concluir el diagndstico de infeccion por
HPV (196).

1.8.5.1 Deteccion del RNA viral por gqRT-PCR

La deteccion de mRNA de E6/E7 virales mediante técnicas de PCR en muestras
de tejido en fresco o congelado se considera actualmente el “gold standard” para
detectar la infeccion activa por HPV, sin embargo no estd comercializado para su
realizacion de forma rutinaria (163). La expresién de mMRNA de E6/E7 virales transcrito
a partir de DNA viral integrado y episomal es crucial para la iniciacion y progresion
tumoral, por lo que su deteccion mediante PCR resulta el método diagndstico mas
efectivo a la hora de detectar infecciones activas clinicamente relevantes (197), ademas

de correlacionarse de forma directa con la carga tumoral activa (198).
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1.8.5.2 Inmunohistoquimica de p16INK (IHC-p16):

El estudio inmunohistoquimico (IHC) de p16INK4a (p16) esta extendido en la
préctica clinica como marcador indirecto, coste-efectivo, de la infeccion por HPV, sin
embargo presenta varias limitaciones, como por ejemplo la variabilidad interobservador.
Una intensa positividad nuclear y citoplasmatica en mas del 70% de las celulas
neoplasicas es considerada positividad para infeccion por criterios inmunohistoquimicos
(163). La IHC de p16 implica la presencia de la proteina p16, producto del gen supresor
tumoral CDKN2A, que esté suprimido en la mayoria de los tumores HPV negativos, y
presenté en los tumores HPV positivos (199). Sin embargo es importante tener en
cuenta que la sobreexpresion de p16 puede ocurrir por otras alteraciones en reguladores
del ciclo celular, como p53, pl4, CD4, EGFR o mutaciones de RB1, y por tanto, la
expresion de pl6 puede ocurrir de forma independiente a la presencia de infeccion por
HPV, hecho descrito en hasta en el 8% de los tumores de cabeza y cuello HPV
negativos (200). Ademas las IHC-p16 no puede distinguir entre infeccion por HPV-16 y
otros genotipos virales, y su utilidad como marcador surrogado de infeccion por HPV
en otras localizacion tumorales, diferentes a orofaringe, en las que la incidencia de HPV
es menor, no esta claramente establecida y se puede asociar a casos falsos positivos
(201). Por tanto, se considera que en los casos o localizaciones tumorales, en los que la
probabilidad de presentar infeccion por HPV es elevada, como es en el caso de los
tumores de orofaringe y pacientes jovenes, de paises occidentales, la sensibilidad y
especificidad de IHC-p16 son muy elevadas, sin embargo en el caso contrario, como en
casos de tumores de cavidad oral, la IHC-p16 puede tener limitaciones, y la tasa de
verdaderos positivos caeria hasta el 41%, lo que limitaria la utilidad de la técnica (202).
Ademas, como hemos comentado, se puede producir la sobreexpresion de IHC-p16 en
pacientes jovenes con tumores escamosos de orofaringe, sin evidencia de infeccion por
HPV-PCR (203).

Debido a estas limitaciones, algunos centros realizan de forma conjunta tanto
IHC-p16 como la confirmacion mediante test moleculares, PCR de HPV-EG/E7 o
hibridacion (ISH) de RNA viral. Diferentes estudios han sugerido una mayor
sensibilidad para la IHC-p16 que para la HPV16-ISH (204). Ademas, a pesar de las

limitaciones descritas, la IHC-p16 también ha demostrado su correlacion prondstica en
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pacientes con tumores de orofaringe, permitiendo estratificar a los pacientes en funcion
del riesgo de recidiva (205, 206), y siendo una técnica mas sencilla de realizar que la
cuantificacion de mRNA de HPV16 E6 mediante qRT-PCR (207, 208). Por ultimo, es
importante remarcar que algunos estudios han sugerido como los pacientes positivos
para IHC-p16 y HPV-PCR tiene mejor pronoéstico que aquellos Unicamente HPV-PCR
positivos (209).

1.8.5.3 Deteccion del DNA viral por PCR

El uso de técnicas de PCR para deteccion de DNA de HPV es habitual en
investigacion al considerarse una técnica coste-eficaz, con elevada sensibilidad. Sin
embargo, esta técnica no es capaz de distinguir una infeccién clinicamente activa, al no
poder identificar el DNA viral integrado o episomal (178), y ademas presenta una
especificidad leve-moderada. En la actualidad, a pesar de que se ha descrito como
aspecto positivo de esta técnica la alta correlacion con la IHC-p16 (210), no existe un
método estandarizado de PCR para aplicacion clinica, por lo que la variabilidad entre
laboratorio es elevada. De forma global, se recomienda la realizacion de test de
deteccion DNA viral en tumores de orofaringe IHC-p16 negativos, dado el buen
prondstico de los tumores asociados a infeccion por HPV, lo que tendria importantes

implicaciones en el manejo de dichos pacientes.

1.8.5.4 Hibridacion in situ

La hibridacion in situ de DNA viral, es una técnica que evalla la integracion del
DNA viral en el genoma, permitiendo su uso en tejido en parafina. Esta técnica es
altamente especifica, rozando el 100% de especificidad, y que es capaz de detectar
viriasis activas, permitiendo su visualizacion directa en el nucleo de la célula tumoral,
sin embargo, la sensibilidad de esta técnica es limitada en presencia de un numero bajo
de copias virales, siendo aproximadamente del 86%, con una tasa de falsos negativos
del 13-41% (163, 211, 212). Actualmente la técnica estd disponible para testar en un
mismo acto multiples genotipos de HPV de alto riesgo, reportando el resultado como
“positivo para HPV de alto riesgo” con una sensibilidad del 97% y una especificidad del

94% y con alta correlacion con IHC-p16. Ademas dado su relativo bajo coste, su uso se
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estd generalizando en la practica diaria (213). Recientemente, se ha desarrollado la
deteccion de HPV E6/E7 mRNA mediante ISH, como método a utilizar en tejido
parafinado, y al igual que ocurria con la deteccion de DNA, presenta una elevada
sensibilidad (97%) y especificidad (93%) (213).

1.8.5.5 Correlacion PCR/Hibridacion in situ-Inmunohistoquimica

De forma global se considera que la IHC-p16 tiene una correlacion significativa
con los estudios de expresion RNA E6/E7 (41), HPV-PCR o HPV-ISH (205, 209, 214).
Sin embargo, en estudios que utilizaban de forma conjunta de IHC-p16 y estudios de
HPV-DNA, se ha descrito como en un 5% de los tumores de orofaringe IHC-p16
positivos eran HPV negativos y hasta un 8% de los IHC-p16 negativos eran realmente
HPV positivos (215), pudiendo variar esta frecuencia en funcion de los estudios (216,
217). De forma global se considera que la sensibilidad para IHC-p16 y PCR es alta, sin
embargo la especificidad de ISH es mayor (214). Un estudio de validacién mostrd una
sensibilidad y especificidad para IHC-pl6 del 96.8% y 83.8%, mientras que la
sensibilidad y especificidad para ISH fueron del 88% y 94.7% respectivamente (205).
Respecto a la limitada especificidad de la IHC-p16, se ha sugerido que puede deberse a
la presencia de pl6 positivos sin evidencia de HPV-DNA, mientras que la baja
sensibilidad de HPV16-1SH puede ser debida la presencia de otros subtipos de HPV de
alto riesgo. También se ha reportado como la concordancia entre ambos tests puede
variar en funcion de la localizacion tumoral, y asi en tumores de cavidad oral, en un
contexto donde la infeccion por HPV es infrecuente, la sensibilidad de la prueba seria
aproximadamente del 80% con una especificidad del 93%, un valor predictivo positivo
del 41% y un valor predictivo negativo del 99% (205, 209, 214).

Dada la elevada especificidad tanto de HPV-PCR o ISH para determinar la
infeccion por HPV en muestras tumorales, junto con la alta sensibilidad de IHC-p16, se
ha sugerido el uso conjunto de ambos métodos para poder determinar con mayor
fiabilidad la infeccion por HPV. Se ha sugerido iniciar el estudio por la determinacién
de IHC-p16, a modo de screening, y una vez determinado el resultado positivo, realizar

el test especifico para HPV, ISH o PCR (218). Esta combinacion aportaria evidencia no
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solo de que el tumor es HPV positivo, sino que es transcripcionalmente activo, mediante
la sobreexpresion de IHC-p16 y E6/E7 mRNA.

Tabla 1. Métodos diagndsticos de HPV

METODO RACIONAL VENTAJAS DESVENTAJAS
HPV-16 es el subtipo Presen_ta_l Falsos
mas comun en cabeza , posmvos. ,
HPV- DNA y cuello Elevada sensibilidad Tec_n_lcamente mas
PCR - dificultoso que
HPV es cuantificado / "
or qRT-PCR IHC/ISH. Soélo
P detecta HPV-16
P16 sobreexpresado
por |nh_|b|C|on de pRD . . Método indirecto. No
mediada por E7. Maés sencillo de L .
IHC-P16 L . : distingue subtipos de
Pérdida de p16 es realizar. Bajo coste HPV
comun en tumores
HPV negativos
HPV-16 es el subtipo Ma_s sencillo de
mas comun en cabeza realizar que PCR
HPV- : DNA/RNA. -
DNA/RNA y cuel_lo_. Pe_rrmte Bajo coste Unicamente detecta
cuantificacion y . T HPV-16
ISH . O Directa visualizacion
visualizacioén directa ,
i HPV en ndcleo
en células tumorales
celular
E6/E7- Deteccion de RNA de Pre0|5|or_1 HPV'y Co§te,_d|f|cultoso
g subtipo. técnicamente,
TR los virales de HPV Considerado método requiere
gRT-PCR transcritos , quiere
estandar. especializacion

1.8.6 Tumores escamosos de cabeza y cuello relacionados con la

infeccion por HPV

1.8.6.1 Epidemiologia

Desde que se describiera por primera vez la asociacion causal entre HPV y
cancer, en concreto cancer de cérvix en el afio 1970 por el premio Nobel Harald zur
Hausen (177),
epidemioldgico de dicha infeccidn, hasta llegar a la identificacion del HPV en tumores

se han llevado a cabo grandes avances en el conocimiento

de orofaringe en 1983 (219). Desde entonces, se ha establecido la relacion causal del
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HPV de un subgrupo de tumores de cabeza y cuello (180) que ha presentado un
aumento significativo en su incidencia desde las ultimas dos décadas, particularmente
relevante es el caso del aumento de la incidencia en tumores de orofaringe (7, 204, 208,
220). De forma caracteristica, se ha descrito como en la mayoria de los pacientes con
tumores de orofaringe, particularmente aquellos con tumores de lengua y regién
tonsilar, no comparten los factores de riesgo tradicionales, tabaco y alcohol, sino que
seria el HPV, en concreto el HPV-16, el agente etioldgico més frecuentemente
relacionado (221). Otros genotipos de HPV de alto riesgo, como HPV-18, 31, y 33, son
mas infrecuentes, y raramente causan tumores de cabeza y cuello en otras localizaciones
(222). Diferentes estudios epidemioldgicos han demostrado como aunque globalmente
la incidencia de los tumores de cabeza y cuello localizados en laringe, hipofaringe y
cavidad oral ha disminuido desde principio de los afios ‘80, relacionado con la
disminucion del habito tabaquico, principal factor de riesgo para estos tumores (223), la
incidencia de tumores de orofaringe ha aumentado progresivamente en paises de
occidentales, sugiriendo de forma indirecta el aumento de la prevalencia de infeccion
por HPV-16 (224, 225). A nivel mundial la prevalencia de la infeccion por HPV en
tumores de cabeza y cuello se considera alrededor del 26%, siendo mayor en tumores de
orofaringe (35%) (226). Sin embargo, esta incidencia es variable en funcion de las
diferentes regiones geograficas, siendo la prevalencia mas significativa en Norte
América que en Europa y Asia (7). Asi, diferentes estudios de los afios ‘90 demostraron
como en Estados Unidos hasta un 50% de los tumores orofaringeos eran atribuibles al
HPV, sin embargo estudios mas recientes sugieren incluso una mayor relacién, llegando
hasta el 70-80% de los casos de Norte América, Canada, Japon y paises de Europa del
Este, y todo a pesar de la disminucion global de la incidencia de tumores de orofaringe.
Este aumento de incidencia es particularmente Ilamativo en hombres jovenes de paises
desarrollados. De forma relevante, mientras que en Norte América se ha observado una
disminucion de hasta el 50% de los tumores de cabeza y cuello HPV negativos desde
1998 hasta 2004, la prevalencia de los tumores HPV positivos ha aumentado un 225%
en el mismo periodo de tiempo, por tanto, si esta tendencia persiste, la proporcion de
tumores de orofaringe HPV positivos superaria a la de los tumores de cérvix en 2020
(7). En mujeres, estudios epidemiologicos realizados principalmente en paises europeos,
muestran un aumento de ambos tipos tumorales, HPV positivos y negativos, lo que
probablemente esté en relacion con el aumento del habito tabaquico en este subgrupo de
pacientes (227). El incremento en la incidencia de los tumores de orofaringe asociados a
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HPV se relaciona en gran parte por los cambios en las practicas sexuales, al tratarse la
infeccion por HPV de una infeccion de transmision sexual. La presencia de HPV en
cavidad oral se observa al inicio de las relaciones sexuales, siendo del 1.5% de los 12-
15 afios, del 3.3% entre los 16 a los 20 afios y de un 4.5% a los 21 afios (172).
Asimismo, la infeccién oral por HPV se asociada con un mayor numero de parejas
sexuales (sexo oral > 6 parejas; odds ratio [OR] 3.4; 95% ClI, 1.3-8.8; P = .009; y sexo
vaginal> 26 parejas OR 3.1; 95% CI, 1.5-6.5; P = .002) (173). Sin embargo, se
considera que hasta el 65-80% de los casos de deteccion de HPV en adultos sanos, la
infeccion oral seria erradicada en aproximadamente 12 meses (228). Paralelamente se
ha descrito como el tiempo de exposicion entre HPV y la probabilidad de desarrollar un
tumor de orofaringe superaria probablemente los 10 afios (229). También se ha descrito
como, aunque la infeccion oral por HPV es detectable en la mayoria de los pacientes
con tumores HPV positivos, la incidencia de HPV en parejas sexuales no esta
aumentada respecto a la poblacién general, que se ha estimado aproximadamente del
7% (167). Estudios en las parejas sexuales de pacientes con tumores de orofaringe HPV
han demostrado que la mayoria de las parejas son capaces de erradicar la infeccion
activa por HPV cuando son expuestos, ya que la presencia de HPV en las parejas y en
los pacientes con tumores de orofaringe es de un 4% (similar a la poblacion global) y un
65% respectivamente (169). A su vez, la presencia de HPV-16 en cavidad oral se ha
relacionado con el desarrollo de tumores de orofaringe, con una media de latencia de
aproximadamente 4 afios, con una ORR 22.4 (95% CI 1.8-276.7) (230).

En tumores de cabeza y cuello de otras localizaciones diferentes a orofaringe, el
papel de la infeccion por HPV esta menos definido. Un metaanalisis que incluia 148
estudios y méas de 12.163 casos de tumores escamosos de cabeza y cuello, demostrd
como la prevalencia de HPV variaba entre el 45.8% observada en tumores de
orofaringe, a un 24.2% en tumores de cavidad oral y un 22.1% en tumores laringeos
(231). En otro estudio internacional, con analisis central de las muestras tumorales de
3680 casos de tumores escamosos de cabeza y cuello, la prevalencia de DNA de HPV
fue del 24.9% en tumores de orofaringe, 7.4% en cavidad oral y 5.7% en tumores
laringeos. En este mismo estudio, se realizaron estudios de mRNA de HPV e IHC-p16.
(232).En otro estudio de 520 tumores de cabeza y cuello se llevaron a cabo perfiles de
expresion génica que encontraron como hasta un 4.1% de los tumores no-orofaringeos

tenian presencia de HPV, siendo tumores comparables en los perfiles de expresién
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génica, metilacion de DNA y caracteristicas histopatolégicas, similares a los tumores de
orofaringe HPV positivos. Sin embargo, en este estudio se observo la limitacion del
impacto prondstico del HPV en tumores no-orofaringeos, al no observar una mejor SG

comparado con los tumores no-orofaringeos que HPV negativos(233).

1.8.6.2 Presentacion clinica

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los tumores de cabeza y cuello
HPV positivos se diferencian claramente de los pacientes con tumores HPV negativos,
por lo que se consideran una entidad clinica independiente. Los tumores de orofaringe
asociados a infeccion por HPV suelen ser tumores primarios pequefios (estadios T
iniciales, T1-T2), localizados principalmente en la region tonsilar y en base de lengua, y
con afectacion ganglionar avanzada (estadio N, N2-N3) (234, 235). A diferencia de los
tumores escamosos de cabeza y cuello de otras localizaciones, como cavidad oral, los
tumores HPV positivos, suelen presentarse en la orofaringe de pacientes jovenes (<40
afios). También se ha descrito como la edad de presentacion presenta una distribucién
bifasica, con picos a los 30 y a los 55 afios (224, 236). Asimismo, son tumores mas
frecuentes en hombres (5:1) (167), blancos (237), de alto nivel socio-econémico y sin
clara historia de habito tabaquico o alcoholico (238). De forma llamativa, algunos
estudios recientes han demostrado una alta tasa de fumadores activos o pasivos entre el
subgrupo de tumores HPV positivos (60-70%), siendo la tasa de no fumadores bastante
inferior (208, 239). Estas diferencias en edad, junto con las menor comorbilidad
asociada con la menor exposicion al tabaco y consumo de alcohol, tiene implicaciones
en cuanto a la tolerabilidad de los tratamientos, y por tanto, en el prondstico de dichos
pacientes. De forma caracteristica, estos pacientes suelen presentan una masa en nivel
cervical Il (cadena yugular alta), sin claro tumor primario en la exploracion fisica, y con
caracteristicas citologicas indiferencias (basaloides) (224, 240). De forma caracteristica,
se ha descrito como los pacientes con tumores de orofaringe HPV tienen menor

incidencia de presentar segundas neoplasias (241).
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Tabla 2: Caracteristicas clinicas diferenciadas en tumores HPV negativos y

positivos
Caracteristicas HPV negativos HPV positivos
Incidencia Disminuye Aumenta
Etiologia Tabaco y alcohol Transmision sexual
Edad >60 afios <60 afos
Mutaciones TP53 Frecuentes Infrecuentes
Localizacion caracteristica | Ninguna Orofaringe
Prondstico Pobre Favorable

1.8.6.3 Caracteristicas moleculares de los tumores escamosos de cabeza

y cuello relacionados con la infeccion por HPV

Al igual que ocurre con las caracteristicas clinicas, los tumores HPV positivos
también se asocian a unas caracteristicas moleculares diferenciadas de los tumores HPV
negativos. Aunque en ambos tumores, las vias de p53 y pRb estan frecuentemente
alteradas, los mecanismos de inactivacion de las mismas difieren. Asi, las proteinas
virales E6 y E7 en tumores HPV positivos, inactivan de forma funcional a p53 y pRb,
mientras que en hasta el 50% de los tumores HPV negativos, la inactivacién de las vias
se produce via mutaciones en p53, principalmente en el dominio de unién al DNA y
relacionadas con el tabaco, ademéas de presentar frecuentemente pérdidas de copias
cromosomicas, hipermetilaciones e incluso mutaciones del promotor de CDKN2A,
asociadas a pérdida de expresion de pl6(242-244). La actividad de p53 se puede
desregular mediante otras alteraciones moleculares como la sobreexpresion o
amplificacion del gen MDM2, la deleccion del gen CDKN2A y mediante la
degradacion de E6, por tanto se considera que hasta el 80% de los tumores de cabeza y
cuello presentan alteraciones de p53 (185, 245). Diversos estudios han reportado las
diferencias gendmicas entre los tumores HPV positivos y negativos (246-248). Asi, se
ha descrito como los tumores HPV positivos presentan una menor tasa mutacional (231,
249), y se asocian a una firma génica caracteristica denominada patron APOBEC, el
cual presenta frecuentes cambios de citosina por timidina TpC), claramente diferenciado
con el patrén clasico de los tumores HPV negativos, basado principalmente en la

presencia de transversiones cromosémicas (221, 250, 251).
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En cuanto a las alteraciones somaticas asociadas a los tumores HPV positivos, se
han descrito como las pérdida de TRAF3, ubiquitin ligasa y receptor del factor nuclear-
kB(NF-kB), involucrado en la inmunidad antiviral (252) y las mutaciones activadoras
de PIK3CA (E542K/E545K) son las alteraciones somaticas mas frecuentes. En cambio,
los tumores HPV negativos, se caracterizan por presentar mutaciones en FAT1, CASPS,
HRAS y PIK3CA (mutaciones distribuidas en todo el gen) (221). Otra diferencia
molecular entre tumores HPV positivos y negativos hace referencia al patron de
alteraciones cromosOmicas. A pesar de compartir alteraciones comunes, €omo
amplificaciones en 1q, 39,5p,8q y delecciones en 3p,5q9,11q, region que codifica los
factores de transcripcion TP63 y SOX2, y el oncogen PIK3CA (221), otras alteraciones
estructurales son caracteristicas en cada subtipo. Asi, los tumores HPV positivos
presentan hasta en un 20% de los casos amplificaciones del gen E2F1 (20qg1), que se
encuentra en el cromosoma 7, y esencial para el inicio del ciclo y la proliferacion celular
y ademas suelen presentar menor tasa de amplificacion de EGFR (206). En contra, los
tumores HPV negativos, se caracterizan por presentar amplificaciones de 11q, donde se
encuentran importantes genes supresores tumorales como ATM, amplificaciones de
EGFR (15% de los casos) y ciclina D1, correlacionadas con peor prondstico (253-255).
Las mutaciones oncogénicas en KRAS (G12C y G12V) son infrecuentes en carcinomas
escamosos, y ocurren a una muy baja frecuencia (1%-5%) (249) . Ademas, los tumores
que presentan integracion DNA del HPV, como por ejemplo alta expresion de RNA
HPV EG6/E7 presentan mayor proliferacion e inestabilidad gendémica, ya que la
integracién suele producirse cerca de genes supresores tumorales como RAD51 (243,
256).

Recientemente, dos publicaciones reportadas por Stransky et al. (247) y Agrawal
et al.(257) han descrito nuevas mutaciones en genes como NOTCHL1, IRF6 and TP63,
involucrados en los procesos relacionados con diferenciacion escamosa, siendo la
mayoria de las mutaciones de NOTCH1 mutaciones truncantes lo que sugiere su rol
como gen supresor tumoral. Ademas un extenso estudio ha reportado las alteraciones
moleculares mas frecuentes de los tumores de cavidad oral (258) (figura 6). En este
estudio, 4 vias moleculares estaban frecuentemente alteradas, entre ellas la via de sefal
mitotica, NOTCH, ciclo celular y TP53, presentando mutaciones en FAT1y CASP8. De

forma relevante, hasta en el 80% de los tumores de cavidad oral se detectaron
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alteraciones moleculares sobre las que podria realizarse algin tipo de tratamiento
dirigido.
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Figura 6. Alteraciones moleculares en Tumores de Cabeza y Cuello (HPV positivos
y HPV negativos). Figura adaptada de Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive

genomic of head and neck squamous cell carcinomas. Nature 2015; 517:576(221)
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Subgrupos tumorales de los tumores escamosos de cabeza y cuello basados en
analisis de expresion génica.

Diferentes estudios de expresion génica han intentado clasificar los tumores
escamosos de cabeza y cuello en diferentes grupos pronosticos en funcion de sus
perfiles de expresion génica que reflejen diferencias bioldgicas y pronosticas. La
identificacion de subgrupos basados en perfiles de expresion génica ha ayudado al
desarrollo de terapias dirigidas en otras patologias tumorales, sin embargo su utilidad en
tumores de cabeza y cuello estd aun por determinar. EI primer estudio relevante fue
reportado en 2004 por Chung et al (259) describiendo 4 subtipos moleculares basados
en analisis de expresion génica en 60 tumores de cabeza y cuello. Estos subtipos

moleculares denominados, basal, atipico, mensequimal y clasico, fueron confirmados en
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los estudios del TCGA (221), el cual diferencié entre grupo basal (31%), caracterizado
por baja expresion de CDKN2A (p16™<**) y amplificaciones o sobreexpresion de
TP63, el subgrupo mesenquimal (27%) con alta expresion de genes asociados con la
transicion epitelio-mesenquimal y mutaciones en genes FGR1/2, el subgrupo atipico
(24%) con alta frecuencia de tumores HPV positivos, mutaciones de PIK3CA, y baja
expresion de EGFR, y por ultimo el subgrupo clasico (18%) con elevada expresion de
genes relacionados con el estrés oxidativo. Conjuntamente, esta clasificacion molecular
se demostré pronostica, al predecir la supervivencia libre de recurrencia. De forma
paralela, los subgrupos basales, mesenquimal y clasico se correlacionaban de forma
relevante con el subtipo basal y clésico de cancer de mama y pulmén (248).
Recientemente, en un poblacion con elevada frecuencia de tumores HPV positivos
(42%), reportaron como los tumores HPV positivos podian subdividirse en dos
subgrupos moleculares diferenciados, quedando la clasificacion molecular de la
siguiente forma: subtipo basal (elevada expresion de EGFR y genes relacionados con
hipoxia, como HIF1A), mesenquimal, clasico, HPV positivo-mesenquimal y HPV
positivo-clasico. De forma significativa, los tumores HPV positivos-mesenquimales
presentaban mayor sobreexpresion de genes involucrados en la respuesta inmune y el
control del ciclo celular que los tumores HPV negativos-mesenquimales. De forma
similar ocurre en los HPV positivos-clésicos. Paralelamente, se demostro la correlacion
prondstica de esta clasificacion, siendo los dos subgrupos HPV positivos los que
presentaban un mejor pronostico, principalmente el subgrupo HPV positivo-
mesequimal. Por tanto, la caracterizacion molecular de los tumores de cabeza y cuello y
de forma significativa, la de los tumores HPV positivos, permitiria por un lado
informacidn pronostica relevante, asi como realizar diferentes abordajes terapéuticos,
que incluirian el posible desarrollo de nuevas terapias dirigidas para cada subtipo
tumoral (249).

1.8.6.4 Impacto prondstico de la infeccion por HPV en tumores de

cabeza y cuello localmente avanzados

Los primeros datos relevantes respecto al impacto prondstico del HPV en
tumores de cabeza y cuello fueron reportados en el afio 2000 por Gillison et al (260). En

este estudio, los autores confirmaron por un lado la positividad por HPV en el 25% de
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los tumores de orofaringe y la relacion inversa entre HPV y exposicion al tabaco y
alcohol. Por otro lado y de forma significativa, fueron capaces de describir como a pesar
de que los tumores HPV suelen debutar de una forma mas agresiva, estos presentaban
una mejor SG. Posteriormente, la publicacion por parte de Fakry et al, confirmo dicho
impacto prondstico del HPV en el seno de un estudio clinico randomizado que evaluaba
el tratamiento de quimioterapia de induccion basado en carboplatino y paclitaxel
seguido de tratamiento concomitante de quimioradioterapia (usando paclitaxel
semanal). En este estudio, se detecté un 40% de tumores HPV positivos, los cuales
presentaban mejor SG a los dos afios (95 vs 62%) (261). Desde entonces diferentes
estudios retrospectivos han confirmado dicho impacto prondstico (124, 173, 223, 262).
Ademas del beneficio en SG, también se ha sugerido un mejor control locoregional en
pacientes con tumores HPV positivos (263). Recientemente, una revision de 56 estudios
prospectivos y retrospectivos ha confirmado la mejor SG y menor riesgo de recurrencia
de los pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos (p16) (264). Por todo ello, se
ha sugerido que el estatus de HPV deberia considerarse un factor de estratificacion en
los diferentes estudios clinicos, o incluso realizar estudios clinicos diferenciados para

los pacientes HPV positivos y negativos (41).

Este mejor pronostico de los tumores HPV positivos se ha demostrado con todas
las estrategias de tratamiento estdndar, como la radioterapia adyuvante (265), el
tratamiento concomitante de quimioradioterapia (124, 206, 219), el tratamiento de
inducciéon de quimioterapia seguido de quimioradioterapia (261, 266) e incluso con
radioterapia radical en monoterapia (239). Respecto al beneficio de la radioterapia en
pacientes HPV positivos, un estudio de la RTOG, en el que se exploraba la eficacia de 4
estrategias de radioterapia diferentes, incluyendo fraccionamiento estandar, diferentes
hiperfraccionamientos y el “boost”, demostré como el 40% de pacientes positivos para
HPV (IHC-p16) presentaban mejor SG (49 vs 20%), supervivencia libre de recidiva (43
vs 19%) y supervivencia libre de progresion a los 5 afios (29 vs 55%, p<.001) (239). De
forma adicional, otros estudios han sugerido también el papel prondéstico de la infeccién
por HPV en tumores localmente avanzados tratados Unicamente con radioterapia (267,
268).

Las recomendaciones de tratamiento complementario a la cirugia con

quimioradioterapia de los pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos se
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consideras similares al del resto de tumores HPV negativos, y por tanto en funcion de la
presencia de los factores de riesgo establecidos (méargenes positivos y afectacion
extracapsular ganglionar). Sin embargo, es importante remarcar que los estudios
RTOG9501 (101) y EORTC 22931 (102) en los que se llevaron a la validacion de estos
factores de riesgo, no incluyeron el andlisis del estatus de HPV, por lo que su impacto

en esta estrategia de tratamiento es aln desconocido.

Diferentes estudios también han demostrado el papel pronéstico de la infeccion
por HPV en pacientes que realizan tratamiento concomitante radical con
quimioradioterapia. El subandlisis del estudio ECOG2399 aport6 la primera evidencia
prospectiva de éste impacto, observando beneficios en SG y tasa de respuestas tanto a la
quimioterapia de induccién como a la concomitancia de quimioterapia y radioterapia
(261). Desde entonces, diferentes subanalisis de estudios prospectivos, han confirmado
los mismos hallazgos en pacientes tratados con quimioradioterapia, de forma
independiente a la realizacion de quimioterapia de induccién (266) (124, 206). De forma
global, se considera que los tumores de orofaringe HPV positivos presentan un
beneficio una reduccion en el riesgo de muerte del 58% comparado con los tumores
HPV negativos. El estudio mas relevante hasta la fecha en cuanto al factor pronostico
del HPV es el estudio fase Il RTOG 0129 (124). En dicho estudio, se compard la
eficacia de dos esquemas de radioterapia, radioterapia fraccionada acelerada
acompariada de sobreimpresién o radioterapia estandar, administrados ambos con
quimioterapia concomitante con altas dosis de cisplatino (2 6 3 ciclos). En total, 433
pacientes con tumores de orofaringe, 68% de los cuales eran HPV positivos (IHC-p16)
fueron incluidos. Los analisis por subgrupos, en funcién del estatus de HPV,
demostraron como, a misma edad, estadio tumoral y performance status, los pacientes
con tumores HPV positivos presentaban mejor SG (82.4 vs 57.1%, HR 0.42, 95% ClI
0.27-0.66) y SLP a los 3 afios (73.7% vs 43.4%, correspondiendo a una reduccion de
riesgo de recurrencia locoregional del 13.6% en el grupo HPV positivo comparado con
el 35.1% del subgrupo HPV negativo). Otro subanalisis dentro del mismo estudio
sugirié como la IHC-p16 presentaba mayor impacto prondstico que el estatus de HPV
por PCR, sugiriendo como posible hipotesis el hecho de que a pesar de la elevada
sensibilidad de las técnicas de hibridacion para HPV-16, algunos subtipos no-HPV-16,
pudieron ser clasificados como falsos negativos. De forma adicional, el analisis

multivariado reveld otros factores prondsticos para supervivencia global como la edad,
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raza, performance status, estadio tumoral, estadio ganglionar y exposicion tabaquica. A
este respecto, se han reportado datos contradictorios respecto al papel etioldgico de la
exposicion tabaquica en los pacientes HPV positivos. La infeccion por HPV, también se
presenta en fumadores activos y grandes consumidores de alcohol (167), sin embargo
no esta determinado si la propia infeccion por HPV favorece el desarrollo de tumores de
orofaringe en estos casos con exposicion a factores etiolégicos cléasicos. Algunos
estudios han reportado como los pacientes con tumores HPV positivos con historia de
exposicion tabaquica presentan peor pronostico que los pacientes no fumadores HPV
positivos, sugiriendo por tanto el papel pronostico independiente del tabaco (207, 234,
269-271). Segun los datos de éste estudio, se estimo un aumento del 1% en riesgo de
muerte por cancer por cada paquete/aiio adicional. La informacion pronostica aportada
por este estudio, permitié que por primera vez se pudiera clasificar a los pacientes en 3
grupos de riesgo de recurrencia cuando se asociaban diferentes factores prondsticos,
como el estatus de HPV, la exposicion tabaquica (> 6 <10 paquetes/afio) y el estatus de
afectacion ganglionar (NO-N2a vs N2b-N3) para tumores HPV positivos o el estadio
tumoral (T1-T3 vs T4) para tumores HPV negativos, poniendo esta clasificacion
claramente en relieve el impacto prondstico del estatus de HPV. Siguiendo
clasificacion, el grupo de bajo riesgo englobaria a los pacientes con tumores de
orofaringe HPV positivos y estatus ganglionar NO-N2a, el grupo intermedio
corresponderia a los pacientes HPV positivos con afectacion T2-T3 del tumor primario,
y los tumores del alto riesgo serian los tumores HPV negativos. En funcion de estos
factores, se determin6 que la SG estimada a los 3 afios era del 93%, 70.8% y 46.2% para
los subgrupos de bajo, intermedio y alto riesgo de recurrencia, respectivamente. Estos
resultados, hicieron que ésta clasificacion prondstica se utilice de forma habitual como
factor de seleccidn o estratificacion en diferentes estudios clinicos (124). Otros estudios
también han reportado los resultados de los pacientes HPV positivos tratados con
quimioradioterapia. Asi, en un estudio de la RTOG en el que se valoraba la eficacia de
la adicion de cetuximab al tratamiento de quimioterapia basada en altas dosis de
cisplatino trisemanal concomitante con radioterapia acelerada, no se observaron
diferencias globales en los pacientes tratados con cetuximab. Del total de pacientes
incluidos, 321 (36%) pacientes con tumores de orofaringe fueron testados para HPV
(IHC-p16), siendo positivos el 73%. En este subgrupo de pacientes, se observd un
beneficio en SG (86 vs 60%, P<.001), supervivencia libre de enfermedad (73 vs 50%,
P<.001) y SLP a los 3 afios (17 vs 32%, P<.001) (134). Otro estudio fase 3 en el que
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465 pacientes con tumores de orofaringe completaron tratamiento con radioterapia
estandar de forma concomitante con dos regimenes diferentes de tratamiento (dosis 100
mg/m2 vs 75 mg/m2) junto a tirazapina, demostro una tasa de positividad para IHC-p16
del 57%, e igualmente el grupo IHC-p16 positivo presentd mejores resultados tanto en
supervivencia libre de enfermedad como en SG (91% vs 74%; P = .004) (206).

De forma similar a la quimioradioterapia, diferentes estudios han evaluado el
impacto pronostico del HPV en el tratamiento de induccion. Los datos mas relevantes
son los aportados por el estudio pivotal fase 3, TAX324. El estatus de HPV se pudo
determinar en 264 pacientes con tumores de orofaringe, resultando positivos el 50% de
los casos, mediante HPV-16 PCR. Nuevamente, los pacientes HPV positivos
presentaban mejor SG (82% vs 35%; P < .001), SLP a los 5 afios (13% vs 42%; P =
.0006) y supervivencia libre de enfermedad (78% vs 28%; P < .001) (266). Finalmente,
hasta dos metaandlisis han confirmado el impacto de la infeccion por HPV en SG,
supervivencia libre de enfermedad y SLP de los tumores de cabeza y cuello, incluso
cuando se ajustan los resultados en funcion de otros factores prondsticos de riesgo como
edad, sexo, exposicién tabaquica y estadio (262, 272). De forma global, se estima que
entre el 10-25 % de los tumores de orofaringe HPV positivos presentara progresion
tumoral durante los 3 afios tras completar el tratamiento oncol6gico primario (167, 261,
273). Sin embargo, el estudio RTOG ha demostrado una SG media de 2.6 afios en los
tumores de orofaringe HPV positivo comparado con 0.8 afios para los tumores HPV
negativos (274). La tasa de metastasis a distancia se considera similar en los pacientes
con tumores de orofaringe HPV positivos como negativos (167, 274), por lo que dado el
excelente control locoregional de estos pacientes, la presencia de metéstasis continta
siendo la mayor causa de mortalidad en este subgrupo (275). Por Gltimo, también se ha
descrito como los pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos también
presentan mejor pronostico tras la recurrencia de la enfermedad, con una SG media tras
las primera recurrencia de 2.6 afios comparado con 0.8 afios para los tumores HPV
negativos (HR 0.49, 95% CI 0.39-0.70) (265).

Las implicaciones prondsticas de la infeccion por HPV en tumores de cabeza y
cuello de otras localizaciones diferentes a orofaringe, no estan claramente establecidas.
Sin embargo, a pesar de las caracteristicas retrospectivas de los datos, se ha sugerido
que los tumores HPV positivos presentan mejor SG que los HPV negativos
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independientemente de la localizacion tumoral (202, 265, 276). La serie mas extensa
reportada hasta la fecha, ha incluido 1054 tumores de cabeza y cuello en los que usando
los antigenos E6 0 E6 de HPV se determinaba la positividad para HPV (276). En este
estudio, la SG de los pacientes demostraban anticuerpos anti-E6/E7 era
significativamente mayor (HR 0.45, 95% CI 0.18-0.80). De forma interesante, este
estudio incluyd 168 pacientes con tumores laringeos en los que también se observd este
beneficio (HR 0.29, 95% CI 0.10-0.85) (276).

1.8.6.5 Manejo terapéutico de los tumores de cabeza y cuello

relacionados con la infeccion por HPV.

Debido a las caracteristicas clinicas y moleculares claramente diferenciadas
entre los tumores HPV positivos y negativos, junto con el impacto prondstico del HPV,
se ha propuesto que dichos pacientes se podrian beneficiar de un manejo terapéutico
diferenciado. Sin embargo, en la actualidad, se considera que fuera de ensayo clinico, el
abordaje terapéutico debe de ser similar al de los tumores HPV negativos. Las
estrategias terapéuticas que se han propuesto en tumores HPV positivos tienen como
finalizad mantener el excelente pronostico de estos pacientes pero reduciendo la tasa de
efectos secundarios agudos y tardios derivados de los tratamientos estdndar como la
concomitancia con quimioradioterapia (277). Diferentes estrategias como la
desintensificacién de tratamiento, la sustitucion de la quimioterapia a altas dosis de
cisplatino por los anticuerpos monoclonales e inmunoterapias, se estan desarrollando

actualmente dentro de ensayos clinicos (208, 278-280).

Diferentes factores bioldgicos y moleculares aportan el racional de llevar a cabo
estas estrategias terapéuticas diferenciadas para los pacientes HPV positivos. Se ha
sugerido que estos pacientes podrian beneficiarse de dosis reducidas de radioterapia,
debido a la extrema radiosensibilidad de estos pacientes relacionada con el aumento de
la apoptosis secundaria a la inhibicion de la degradacién de p53 por HPV-E6, (280), asi
como al fallo en la reparacion de las roturas de doble cadena de DNA mediada por la
recombinacion homologa inducida por pl16 (278). Ademas, los tumores HPV positivos,
son considerados tumores menos hipoxicos, y por tanto asociados a un fenotipo mas

radiosensible (281). Recientemente se ha demostrado como la modulacion del sistema
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inmune también juega un papel importante en los tumores HPV positivos, los cuales
presentan mayor infiltracion inmune ademés de altos niveles de células T circulantes
especificas de la proteina HPV-16 E7, todo ello relacionado a su vez con el mejor
prondstico asociado a estos pacientes (282-285). Otros factores pronosticos, como el
tabaco, reconocido factor etiolégico en tumores de cabeza y cuello HPV negativos,
también se ha intentado correlacionar con peor prondstico en pacientes HPV positivos
(165, 286). Asi, pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos e historia de
exposicion tabaquica de mas de 20 paquetes/afio presentan una tasa de SG a los 2 afios
del 80%, comparado con el 95% de los pacientes con menor exposicion tabaquica,
siendo ésta tasa aun mejor que la SG a los 2 afios de los tumores HPV negativos,
estimada en el 63% (261). Por tanto, la exposicion tabaquica es un factor pronéstico
relevante tanto en tumores HPV positivos como negativos, y se considera un factor de
estratificacion de riesgo a tener en cuenta a la hora de disefiar nuevas estrategias de
tratamiento para este subgrupo de pacientes. Por Gltimo, otro factor a tener en cuenta en
pacientes HPV positivos es la presencia de afectacion adenopética retrofaringea,

asociada a peor pronostico (287).

A pesar de que en la actualidad el manejo de los pacientes con tumores HPV es
similar al de los HPV negativos, la clara diferenciacion pronostica de estos pacientes ha
propiciado que durante este afio 2017, el sistema internacional de estadiaje (TNM:
tumor, node, metastasis)y de la Union for International  Cancer
Control (UICC)/American Joint Committee on Cancer (AJCC) haya reconocido por
primera vez este hecho diferencial, creando sistemas de estadificacion diferenciados y
ajustados a la realidad prondstica de ese subgrupo (figura 8). Este hecho seréa relevante a
la hora de estratificar en funcion del riesgo de recidiva y decidir de forma mas exitosa el

abordaje terapéutico de este subgrupo.
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Estadio T Caracteristicas

TO Ausencia tumor primario identificado

T1 Tumor <2 cm

T2 Tumor > 2 cm pero <4 cm

T3 Tumor>4 cm o extension superficie lingual de epiglotis

Enfermedad local moderadamente avanzada, tumor invade
T4 laringe, masculo extrinseco lengua, pterigoideo medial,
paladar duro o mandibula

Estadio N Clinico Caracteristicas

NX Afectacion ganglionar no valorable

NO Sin afectacion ganglionar

N1 >6= 1 ganglio ipsilateral <6 cm

N2 Afectacion contralateral o bilateral, todos <6 cm
N3 Ganglios>6 cm

Estadio N Patologico | Caracteristicas

NX Afectacion ganglionar no valorable
pNO Sin afectacion ganglionar

pN1 Afectacion en < 4 ganglios

N2 Afectacion en > 4 ganglios

Estadio anatémico y pronostico TNM

Categoria N
NO N1 N2
TO NA I I
T1 | | I
T2 | | I
T3 I I Il

T4 I ] i
*cualquier M1 se considera estadio 1V
Figura 8: Estadiaje TNM de tumores de orofaringe HPV positivos (p16). AJCC

Cancer Staging 2017. Figuras adaptadas de Amin MB, Edge SB, Greene FL, et al.
AJCC Cancer Staging Manual, Eight Edition (2017) (68)

Categoria T
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Diferentes estudios clinicos estan valorando la estrategia de desintensificacion
de tratamiento, tanto en lo referente a la radioterapia o la quimioterapia en pacientes
HPV positivos de bajo riesgo. Resultados iniciales de un pequefio estudio fase Il de
quimioradioterapia con desintensificacion de tratamiento (cisplatino semanal e IMRT
60 Gy/30 fracciones) en pacientes con tumores de orofaringe HPV positivos
(excluyendo T4, N3 o M1) e historia de exposicion al tabaco <10 paquetes/afio
demostraron una tasa de respuestas completas patoldgicas significativa (86%) asociado
a una buena tolerancia, sin embargo este estudio no ha reportado datos de eficacia a
largo plazo (288). Datos de eficacia a largo plazo de la estrategia de desintensificacion
han sido reportados en el estudio ECOG 1308l en el que los pacientes con tumores de
orofaringe HPV positivos y estadios Il o IV tratados con quimioterapia de induccion
basada en cisplatino, taxol y cetuximab y que alcanzaban respuesta completa,
completaban dosis bajas de radioterapia modulada (IMRT) (dosis de 54 Gy in 27
fracciones) de forma concomitante con cetuximab, o radioterapia con dosis estandar
(69.3 Gy in 33 fracciones) y cetuximab si presentaban respuesta parcial o enfermedad
estable. En este estudio, la SLP al afio fue del 91% para el grupo de IMRT y del 87%
para la radioterapia estandar (289). Los resultados definitivos de éstos y otros estudios
son esenciales para establecer si los beneficios observados en SLP y SG con
desintensificacion del tratamiento con radioterapia, el uso de radioterapia en
monoterapia, o0 el uso de farmacos menos téxicos, son mantenidos a largo plazo y

pueden llegar a implantarse para el tratamiento de este subgrupo de pacientes.

Otro aspecto que se requiere analizar en detalle es la determinacién del impacto
prondstico de otros subtipos de HPV de alto riesgo (no HPV-16). Confirmar si los otros
subtipos de HPV tienen un impacto similar al de los HPV-16, puede tener importantes
implicaciones en el abordaje terapéutico de ese subgrupo. Diferentes reportes
retrospectivos han reportado una menor SG para subtipos de HPV de alto riesgo
diferentes al HPV-16. Asi, un estudio demostré como la SG a los 3 afios para los HPV-
16 era del 88% comparado con el 49% de los subtipos no HPV-16 (179). De forma
similar, otro estudio demostré una SG a los 5 afios del 65% para los tumores de
orofaringe HPV-16 comparado un 46% para otros subtipos de HPV, sugiriendo estos
datos que las estrategias de desintensificacion quizas no sean apropiadas para todos los
subtipos de HPV (290-292). De forma paralela, diferentes estudios estan evaluando la

eficacia de sustituir el tratamiento estdndar de cisplatino por cetuximab como
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tratamiento concomitante a la radioterapia en pacientes con tumores de orofaringe HPV
positivos, con la finalidad de disminuir la tasa de complicaciones a largo plazos
relacionada con el tratamiento de quimioterapia de altas dosis, y manteniendo la
eficacia. Sin embargo, diferentes subanalisis retrospectivos que han analizado el
impacto del estatus de HPV en los estudios clinicos de concomitancia con terapias anti-
EGFR no han demostrado una clara asociacion entre positividad para HPV y mayor
beneficio con este abordaje (134, 293), sugiriéndose como hipdétesis la falta de
correlacion entre sobreexpresion de EGFR y estatus de HPV en tumores de cabeza y
cuello (294, 295). Por tanto, se requiere mas informacién respecto al impacto del HPV

en pacientes tratados con terapias anti-EGFR.

Como se ha discutido, el tratamiento de los tumores de cabeza y cuello, y en
concreto el de los tumores HPV positivos requiere de un abordaje multidisciplinar que
se asocia a la utilizacion de diferentes tratamientos que implican una morbilidad
significativa, lo cual es muy relevante al tratarse de un subgrupo de pacientes
habitualmente jovenes y con excelente pronostico a largo plazo. Al igual que se estan
desarrollando nuevas estrategias de tratamiento con radioterapia y quimioterapia,
también se han implementado mejoras en las técnicas quirdrgicas, y en concreto el
abordaje transoral, ha supuesto una nueva opcién de tratamiento para los pacientes con
tumores de orofaringe (296). Asi, la cirugia robdtica transoral fue aprobada por la
agencia Americana del medicamento en 2009 para el tratamiento de los pacientes con
tumores de orofaringe en estadios iniciales (T1-T2). Sin embargo, a pesar de éste
avance, la gran mayoria de los pacientes aln necesitaran completar radioterapia y/o
quimioterapia complementaria (297). Estudios retrospectivos también han sugerido
beneficio en SG de los tratamientos complementarios de radioterapia y quimioterapia en
pacientes HPV positivos (298), aunque el beneficio en pacientes con afectacion
ganglionar extracapsular parece ser mas limitado (299). En la actualidad se esta
analizando el impacto de los tratamientos complementarios a la cirugia en pacientes
HPV positivos en diferentes estudios clinicos, asi como valorando el impacto de los

factores patoldgicos prondsticos clasicos en este subgrupo de pacientes.
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2. Justificacion del trabajo

El tratamiento estandar de los pacientes con tumores de cabeza y cuello
localmente avanzados e irresecables se considera el tratamiento concomitante de
quimioterapia, con altas dosis de cisplatino y radioterapia, sin embargo este tratamiento
se asociada a una elevada toxicidad, tanto aguda como tardia, y con unos resultados
oncoldgicos limitados, ya que la SG a los 5 afios se estima inferior al 40% (104, 115,
277). Diferentes estrategias terapéuticas se han desarrollado para intentar minimizar la
toxicidad del tratamiento estdndar, como es el uso combinado de agentes anti-EGFR
con radioterapia. Esta estrategia se considera una de las alternativas estandar para
pacientes no tributarios de realizar el tratamiento concomitante con quimioterapias
basadas en platino, ya sea por edad, comorbilidades u otros motivos (300). A pesar de la
diminucion en la incidencia de los tumores de cabeza y cuello en la Gltima década, la
incidencia de los tumores relacionados a la infeccion del HPV ha aumentado,
principalmente en pacientes jovenes, con tumores de orofaringe y no expuestos a los
factores de riesgo clasicos como el tabaco y alcohol. La infeccion por HPV, y en
concreto HPV-16, implicado en la etiologia de la mayoria de los casos de tumores
orofaringeos, se considera el factor pronéstico independiente mas importante junto con
el habito tabaquico, en tumores localmente avanzados de orofaringe. Sin embargo el
impacto prondstico de la infeccion por HPV en otras localizaciones, como cavidad oral,
o el impacto de otros genotipos de virales no HPV-16, no estan claramente establecido
(124).

Durante los ultimos afios, se estan desarrollando  diferentes estrategias
terapéuticas focalizadas en mejorar el ratio beneficio/toxicidad en el subgrupo de
pacientes HPV positivos, sin embargo actualmente, fuera de ensayo clinico, el abordaje
terapéutico para este subgrupo no se modifica. Con la finalidad de poder conseguir
adaptar un tratamiento individualizado a los pacientes con tumores HPV positivos,
ademas de los avances en nuevas técnicas quirurgicas, de radioterapia o el desarrollo de
nuevos farmacos, resulta crucial establecer de forma clara el impacto pronéstico de la
positividad para HPV en los tumores de orofaringe tratados con cada uno de los

diferentes abordajes terapéuticos, como el tratamiento concomitante de
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quimioradioterapia, el tratamiento concomitante con terapia anti-EGFR y la
quimioterapia de induccién. De forma similar, determinar el impacto de HPV en
tumores de cabeza y cuello de otras localizaciones anatdmicas, como en los tumores de
cavidad oral, asi como aportar evidencia del impacto de los diferentes subtipos virales,
es relevante y puede ayudar a individualizar el tratamiento de estos pacientes. Nuestro
estudio, ademas de aportar evidencia respecto a éstas preguntas, también pretende
determinar la utilidad de diferentes métodos diagndsticos para el HPV. A pesar de que
los métodos de deteccion del genoma viral de HPV se consideran estandar, en los
ultimos afios el uso de inmunohistoquimica de p16 se ha implementado como marcador
surrogado de infeccion por HPV. Sin embargo, tanto la correlacion de los dos métodos
diagndsticos, como el impacto prondstico de IHC-p16 en tumores de orofaringe u otras

localizaciones tumorales y los tratamientos realizados esta atn por establecer.

En los ultimos afios se ha profundizado en la identificacion de subgrupos
pronosticos de pacientes con tumores de cabeza y cuello, con especial interés en los
pacientes HPV positivos, con el objetivo final de poder disefiar estrategias de
tratamiento variables en funcién del riesgo de recurrencia. Basandonos en diversos
factores clinicos, como la positividad de para HPV, el estadio de la afectacion tumoral
primaria y ganglionar y el hébito tabaquico, hemos sido capaces de establecer tres
grupos de riesgo de recurrencia en tumores de orofaringe tratados con
quimioradioterapia (166). Sin embargo, y a pesar de los grandes avances realizados en
el conocimiento de las diferencias moleculares de los tumores HPV positivos y
negativos, ain no se ha podido establecer de forma clara, diferentes grupos moleculares
prondsticos con aplicabilidad clinica en los tumores de orofaringe y cavidad oral (111,
113, 146, 206, 266). La identificacion de grupos moleculares prondsticos, puede ademas
tener importantes implicaciones terapéuticas, ya que podria favorecer la identificacion
de los pacientes con peor y mejor prondstico, lo que determinaria qué pacientes
requeririan completar un tratamiento mas 0 menos agresivo, y por tanto asociado a
mayor 0 menor toxicidad secundaria. Ademas dicha clasificacion bioldgica ayudaria a la
determinacion de biomarcadores predictivos de respuesta a diferentes terapias dirigidas,
actualmente limitadas para el tratamiento de estos tumores (221, 246, 247, 249, 257,
301, 302). Los estudios de expresion génica realizados hasta la fecha han descrito como
los tumores de cabeza y cuello, en concreto los subgrupos genémicos basal,

mesenquimal y clasico, se correlacionan y comparten similitudes bioldgicas con los
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subtipos basal y clasico de cancer de mama y pulmén (248). Diferentes plataformas de
expresion génica, como la plataforma PAM50, ampliamente utilizada en cancer de
mama (303, 304), han demostrado su utilidad en clasificar subtipos moleculares
asociados a un comportamiento clinico diferente, y a su vez, aportar una valiosa
informacidn prondstica. La misma plataforma PAMS50 ha sido utilizada para analizar las
similitudes en el perfil de expresion génica entre tumores de diferentes localizaciones
primarias. Estos estudios, han demostrado como el subtipo tumoral ‘“basal-like”
identificado primariamente en tumores de mama por la plataforma PAM50, también se
identificaria en tumores escamosos de pulmoén, sugiriendo todo ello que una misma
estrategia terapéutica se podria desarrollar en diferentes tumores, pero que comparten
similitudes bioldgicas (305). En nuestro estudio evaluaremos la utilidad clinica de los
genes incluidos en la plataforma de expresion génica PAM50 para aportar informacion
prondstica en tumores de orofaringe y cavidad oral localmente avanzados tratados con

tratamiento curativo.

Por tanto, en nuestro estudio intentaremos determinar el impacto prondéstico de
la infeccion por HPV en pacientes diagnosticados de tumores localmente avanzados e
irresecables de orofaringe y cavidad oral, tratados con quimioradioterapia de forma
concomitante en nuestro medio, asi como investigar de forma exploratoria el impacto
del estatus de HPV en los pacientes tratados con terapia anti-EGFR vy radioterapia y
aquellos tratados con quimioterapia de induccion. De forma paralela, determinaremos la
utilidad de los perfiles de expresion gendmica para identificar grupos tumorales
pronosticos, asi como describir las posibles diferencias gendmicas entre los tumores
HPV positivos y negativos, asi como las diferencias entre los tumores de cavidad oral y

orofaringe.
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3. Hipotesis

3.1 Hipotesis principales

o La hipdtesis principal de nuestro estudio es confirmar el impacto prondstico del

estatus de HPV en pacientes diagnosticados de tumores de orofaringe y cavidad
oral, localmente avanzados e irresecables, tratados con tratamiento radical
basado en quimioradioterapia, quimioterapia de induccién o terapia anti-EGFR y
radioterapia.

3.2 Hipotesis secundarias:

1.

El estudio de IHC-p1l6 como marcador surrogado de infeccion por HPV es
prondstico en pacientes diagnosticados de tumores de orofaringe y cavidad oral,
localmente avanzados e irresecables, que han sido tratados con tratamiento
radical basado en quimioradioterapia, quimioterapia de induccion o terapia anti-
EGFR y radioterapia.

El uso de perfiles de expresion génica es atil a la hora de diferenciar los
subgrupos prondsticos entre los pacientes con tumores de orofaringe y cavidad

oral localmente avanzados estudiados en nuestra poblacion.

. El uso de perfiles de expresion génica permite identificar diferencias genémicas

en funcion de la localizacién tumoral (tumores de orofaringe y cavidad oral) y

del estatus de HPV (HPV positivos y negativos).

. Las técnicas de IHC p16 y secuenciacion de DNA viral tienen una correlacion

dptima en cuanto a la deteccion del estatus de HPV en pacientes con tumores de

orofaringe y cavidad oral localmente avanzados.
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4. Objetivos

4.1 Objetivos principales:

Determinar la implicacion pronostica del HPV en pacientes diagnosticados de
tumores de orofaringe y cavidad oral, localmente avanzados e irresecables, que
han sido tratados con tratamiento radical basado en quimioradioterapia,

quimioterapia de induccion o terapia anti-EGFR y radioterapia.

4.2 Objetivos secundarios

Determinar la implicacion pronostica de pl6 como marcador surrogado de
infeccion por HPV en pacientes diagnosticados de tumores de orofaringe y
cavidad oral, localmente avanzados e irresecables, que han sido tratados con
tratamiento radical basado en quimioradioterapia, quimioterapia de induccion o
terapia anti-EGFR y radioterapia.

Determinar la utilidad de anélisis de expresion génica a la hora de identificar y
caracterizar subtipos moleculares pronosticos de pacientes diagnosticos de
tumores de orofaringe y cavidad oral localmente avanzados e irresecables
tratados con tratamiento radical basado en quimioradioterapia, quimioterapia de
induccidn o terapia anti-EGFR y radioterapia.

Determinar la utilidad de los analisis de perfiles de expresion génica a la hora de
determinar las diferencias gendmicos asociadas a los tumores de orofaringe y
cavidad oral y a los tumores HPV positivos y negativos.

Determinar la correlacion de las técnicas de IHC pl16 y secuenciacion de DNA
viral en pacientes con tumores de orofaringe y cavidad oral localmente

avanzados e irresecables analizados en nuestro estudio.
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5. Métodos

5.1 Tipo de estudio

El estudio realizado consiste en un estudio retrospectivo con recogida de
caracteristicas clinicas y andlisis gendmicos asociados, para el que se obtuvo la
autorizacion del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital
Universitario Vall d’Hebron de Barcelona, como proyecto de investigacion
PR(AG)267/2013, con fecha del 01/10/2013.

5.2 Seleccién de la muestra y variables

Se seleccionaron los pacientes diagnosticados de tumores escamosos de
orofaringe y cavidad oral localmente avanzados (estadios Il y 1V), considerados
irresecables, que han completado tratamiento con quimioradioterapia, quimioterapia de
induccion o terapia anti-EGFR vy radioterapia con intencion curativa en el Hospital Vall
d"Hebron entre los afios 2000-2011. En este subgrupo de pacientes se llevo a cabo la
revision de la historia clinica, incluyendo la anotacién de factores clinicos y patoldgicos
reconocidos como prondsticos: habitos toxicos, ECOG/performance status al inicio del
tratamiento, estatus HPV si disponible, estadio clinico y radiolégico (TC o0 RMN y
PET). Asimismo, se han registrado tanto los tratamientos realizados como sus
caracteristicas, asi como la respuesta al tratamiento basado en criterios RECIST version
1.1. Todos los pacientes han realizado seguimiento clinico y radiol6gico en nuestro
centro y se ha registrado la fecha de recurrencia, diferenciando entre recurrencia local o
a distancia, cirugia de rescate, vaciamiento ganglionar, y aparicion de 2° tumor
primario, pérdida de seguimiento o muerte. La aparicion de un segundo tumor primario
en el area de cabeza y cuello, se ha definido como aparicion de 2° tumor a una distancia
mayor de 2 cm de tumor primario original y con mas de 3 afios de diferencia desde el
tratamiento primario. Las muestras tumorales para los analisis de estatus de HPV y
perfiles de expresion génica se corresponden a las biopsias pretratamiento de los

pacientes previamente identificados.
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5.3 Analisis de HPV

5.3.1 Estudio de HPV mediante PCR

Los analisis del estatus de HPV dentro de este estudio se han llevado a cabo en
el servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Vall d"Hebron. Las
muestras tumorales pretratamiento de los pacientes seleccionados, una vez incluidas en
parafina (FFPE) y seccionadas, han sido analizadas el equipo de anatomia patologica
determinando la calidad e idoneidad de la muestra tumoral, y seleccionando la region
con mayor contenido tumoral para poder completar el diagnostico de infeccion por HPV
(IHC y PCR). De forma paralela se ha llevado a cabo la extraccion de RNA para los

analisis de expresion génica.

Los estudios de DNA viral se han realizado mediante la amplificacion de un
fragmento comun de los HPV y posterior secuenciacion directa de los casos que
resultan amplificados. Para ello se ha procedido a la extraccion de DNA de las
diferentes muestras en parafina siguiendo las instrucciones del Kit de extraccion del
DNA de Qiagen (DNA EZ1Tissue Kit) y con la ayuda de un extractor semiautomatico
de DNA EZ1. Posteriormente, se ha secuenciado el DNA mediante espectrofotometria

con el uso de nanodrop, amplificAndose mediante PCR usando los primers GP5-GP6:
Primer GP5: TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
Primer GP6: GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

A continuacién se ha realizado el genotipado de HPV mediante identificacion
genomica para diagnostico “in vitro” que permite determinar el subtipo especifico de
HPV de los 17 subtipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59,

66, 68, 73 y 82) y de los 16 subtipos de bajo riesgo (6, 11, 40/61, 42, 43/ 44, 54/55, 70,
57/71,72, 81, y 84/26).
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5.3.2 Estudio de HPV mediante Inmunohistoquimica de p16

El analisis de IHC de p16INK4a (IHC-p16) se ha realizado con el anticuerpo
DAKO Cyt (OA315). Se ha considerado p16 sobreexpresada cuando el resultado de la
tincion es positiva de manera difusa, no parcheada, en mas del 70% de la celularidad
maligna o una positividad difusa en células basales y parabasales en el caso de los
escamosos bien diferenciados. Se considera ausencia de sobreexpresion la positividad

irregular o parcheada.

5.4 Analisis gendmicos

5.4.1 Estudios expresion génica mediante la plataforma PAM50 y

correlacidén pronostica

Los analisis de expresion genica integrados en este estudio se han realizado en el
laboratorio de gendmica translacional del Instituto Oncol6gico Vall d"Hebron (VHIO).
Para la realizacion de los analisis, las muestras de tejido tumoral previamente
seleccionadas y fijadas en parafina han sido cortadas (2-3 cortes de 10um por muestra)
en el servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Posteriormente se ha purificado el RNA (minimo 100 ng por muestra) y mediante la
plataforma nCounter de Nanostring Technologies se han llevado a cabo los analisis.
Mediante esta plataforma diferentes sondas marcadas con cddigos de barras
fluorescentes son creadas para cada gen y se dejan en hibridacion con RNAs de tejidos
en parafina o tejido fresco. Tras la hibridacion, las moléculas de RNA y sus sondas son
literalmente contadas. Por lo tanto, esta tecnologia ofrece la ventaja de no requerir
ninguna amplificacion, reaccion enzimatica o manipulacion, y unicamente requiere del
contado digital de lo RNAs en la muestra, que se realiza en 48 horas. La tecnologia
Nanostring permite realizar este tipo estudios de expresion génica con una cantidad de
RNA inferior a la necesitada para realizar analisis de gRT-PCR (100ng vs. 600ng),
permite analizar diferentes genes de forma simultanea y con la misma cantidad de

material tumoral, no requiere aislamiento de RNA (Unicamente requiere la lisis del
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tejido parafinado) y por ultimo el coste por gen analizado es aproximadamente un 50%

inferior a la plataforma gRT-PCR.

Los  datos de expresion génica se han normalizado utilizando 5 genes
housekeeping (ACTB, MRPL19, PSMC4, RPLP0O y SF3A1) anteriormente testados por
otro datasets. Para identificar los subtipos intrinsecos de cancer de mama en nuestro set
de tumores (Luminal A, Luminal B, Her2-enriched, Basal-like y Normal-like), hemos
usado el PAMS50 instrinsic subtype classifier después de centrar (median centering) los
genes de nuestro conjunto de datos con el conjunto de datos de cancer de mama. Una
vez realizados los analisis de expresion génica se ha analizado la asociacion de cada gen
incluido en la plataforma PAMS50, ademas de 5 genes adicionales (AR; CD8A, PDCD1
o PD1 y CD274 (PDL-1) y 5 genes control (ACTB, MRPL19, PSMC4, RPLPO y
SF3A1) con la SG y SLP de los pacientes, asi como se han determinado los genes
estadisticamente mas significativos para SG y SLP (p value marginales). Ademas, se ha
analizado la distribucién de los genes del PAMS50 en relacién a la localizacion tumoral

primaria (orofaringe vs cavidad oral) y el estatus de HPV (HPV positivos y negativos).

5.4.2 Validacion de los resultados de expresion genica mediante
PAMDS50 en la base de datos del TCGA de tumores de cabeza y cuello.

Una vez realizados los estudios de expresion génica en nuestra cohorte de
tumores de cavidad oral y orofaringe, se ha correlacionado nuestros hallazgos con los
datos de expresion gendmica reportado por el TCGA de tumores de cabeza y cuello. El
portal cBioPortal http://www.cbioportal.org/public-portal/, fue usado para acceder a los
datos de expresion génica del TCGA mRNA de cabeza y cuello, ademas de acceder a
los datos de SG en funcién de la localizacion tumoral, estadio y estatus de HPV.
Posteriormente se procedid a determinar la correlacion entre los genes del PAM50 y los
grupos prondsticos identificados en nuestra cohorte de pacientes, con los datos del
TCGA a modo de validacion de nuestros resultados (221).

5.5. Estadistica

En nuestro estudio hemos utilizado el test exacto de Fisher y la prueba t de

Student para analizar las diferencias basales entre los grupos de los pacientes HPV
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positivos y negativos, dependiendo si las variables son cualitativas o cuantitativas,
respectivamente. El analisis de supervivencia se realiza mediante el método de Kaplan-
Meier, utilizando el log-rank test para las comparaciones estadisticas. EI modelo de Cox
con riesgos proporcionales es utilizado para la obtencion de las hazard ratio (HR) con
un intervalo de confianza del 95%. La SG se define como el tiempo desde el primer
diagndstico hasta la muerte por cualquier causa, mientras que SLP se define como el
tiempo desde el primer tratamiento hasta el la primera documentacion de recurrencia,
segundo tumor primario o muerte por cualquier causa. Las muertes por otras causas no

tumorales o pacientes con pérdida de seguimiento seran censurados.

En cuanto a los datos gendémicos, a la hora de identificar los genes y/o firmas
cuya expresion se asocia significativamente con la localizacion tumoral y el estatus
HPV se utilizo la técnica Significant Analisis de Microarrys (SAM, unpaired two-class).
Para corregir el valor P, dado las multiples comparaciones que realizamos, utilizamos la
False Discovery Rate (FDR < 5%) del paquete SAM. Los datos estadisticos se

realizardn mediante cédigo R 3.2.2 (www.r-project.org/).
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6. Resultados

6.1 Caracteristicas basales de la poblacién global a estudio

Un total de 83 pacientes diagnosticados de tumores cavidad oral y orofaringe
localmente avanzados e irresecables, estadio 11l y IV, tratados con la combinacién de
quimioradioterapia o anti-EGFR vy radioterapia en el Hospital Universitario Vall
d’Hebron entre los afios 2000-2011 fueron seleccionados. Las caracteristicas
demogréficas y tumorales en funcidn de la localizacion tumoral se muestran en la tabla
3. Del total de 83 pacientes, 44 (53%) fueron tumores de cavidad oral y 39 (47%) con
tumores de orofaringe. La mayoria de los pacientes era hombres (81%), con antecedente
de exposicion al tabaco (77%), con un 48% de habito alcohdlico. La mayoria de los
pacientes era estadios IV (n=66, 79.5%) con estadios ganglionares N2/N3 (53%).
Globalmente, las caracteristicas clinicas y tumorales entre las dos poblaciones (cavidad
oral y orofaringe) estaban correctamente balanceadas, siendo unicamente la edad de los
pacientes con tumores de orofaringe significativamente inferior a la de los pacientes con
tumores de cavidad oral (media 55 afios vs 60 afios, p=0.04). Un total de 68 (82%)
pacientes, realizaron tratamiento con quimioradioterapia (la mayoria de ellos tratados
con cisplatino, siendo 36 tumores de cavidad oral y 32 tumores de orofaringe), 9 (11%)
pacientes realizaron tratamiento secuencial (5 de ellos diagnosticados de tumores de
orofaringe, dos de ellos HPV-PCR positivos) y un total de 6 (7%) pacientes realizaron
tratamiento con cetuximab-radioterapia (5 pacientes con diagndstico de tumores de

cavidad oral, ninguno HPV positivo).
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Tabla 3. Caracteristicas demograficas en funcion de la localizacion tumoral.

Localizacion Tumoral
Total

Cavidad Oral  Orofaringe (n=83) P value

(n=44) (n=39)
Edad (afios) 60.2 55 57.8 0.04
Media (rango) (38.3-80) (33.9-73.7)  (33.9-80) '
Sexo
Mujer 10 6 16 0.42
Hombre 34 33 67
ECOG/Performance
Status
0 15 18 33 0.37
1 28 21 49
2 1 0 1
Tabaco
No fumador 9 4 13
<10 paquete/afio 8 9 17 0.45
> 10 paquete/afio 23 22 45 '
Alcohol
No 21 12 33 05
Si 14 13 27 '
Ex bebedor 6 7 13
Estadio Tumor
Primario 6 6 12 1
Ti-T2 38 33 71
T3-T4
Estadio Ganglionar
N 0-1 21 18 39 1
N 2-3 23 21 44
Estadio
11 8 9 17
IV 36 30 66 06
Terapia
QT-RT 36 32 68
QT secuencial 4 5 9 0.77
Cetuximab-RT 4 2 6
Dosis de RT
<70 Gy 7 6 13 1
>70 Gy 37 33 70
Respuesta.
RC 25 32 57
RP 12 5 17 0.06
EE 1 0 1
PR 6 2 8

Abreviaciones: HPV: Virus Papiloma Humano; n: Numero de pacientes; QTRT:
Quimioradioterapia; RT: Radioterapia RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial;
EE: enfermedad estable; PR: progresién tumoral
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6.2 Resultados de estudios de HPV en la poblacion global a estudio

El estatus de HPV por PCR se pudo analizar en 81 (98%) pacientes, siendo 16
(19.2%, 16/83) positivos. Entre los tumores positivos por PCR, un 69% (11/16) eran
pacientes con tumores de orofaringe y 31% (5/16) tumores de cavidad oral. Entre los 39
pacientes con tumores de orofaringe testados para HPV-PCR, la positividad fue del 28%
(11/39), mientras que para los 44 pacientes con tumores de cavidad oral la positividad
fue del 12% (5/42). La mayoria de los pacientes presentaban HPV-16, excepto un
paciente con tumor de orofaringe HPV-45, un paciente con tumor de cavidad oral y
HPV-61, y otro paciente con tumor de orofaringe en el que se encontrd positividad para
HPV-16 y HPV-42.

Respecto a la positividad por IHC-p16, se pudo analizar en un total de 81 (98%)
pacientes, siendo positivo en el 18% (15/83), de los que un 73% (11/15) correspondia a
pacientes con tumores de orofaringe y un 27% (4/15) a tumores de cavidad oral. Entre
los 39 pacientes con tumores de orofaringe, la positividad fue del 28.2% (11/39),
mientras que para los 44 pacientes con tumores de cavidad oral la positividad fue del
9% (4/44). La determinacion de los dos métodos diagnosticos de HPV (PCR/IHC pl16)
se pudo realizar en un total de 80 pacientes (96%) pacientes. De estos, un total de 4
pacientes (5%, 4/80) IHC-p16 negativos resultaron HPV positivo (3 cavidad oral, 1
orofaringe). Ademas, un total de 4 pacientes (5%, 4/80) que IHC-pl6 positivos no
mostraron positividad para HPV (2 cavidad oral, 2 orofaringe). En 1 paciente con tumor
de cavidad oral no se pudo realizar los estudios de HPV-PCR ni IHC-IHC (figura 8).
Globalmente, la concordancia de ambos tests, cuando se comparaba IHC-p16 con el test
gold-estandar de PCR, fue del 0.9 (95% CI 0.81-0.95, p=0.02), con un indice de Kappa
de 0.67. Al analizar la concordancia de ambos test, en funcion de la localizacion
tumoral, dicha concordancia era significativamente mejor en los tumores de orofaringe
comparado con tumores de cavidad oral, estando relacionado con la baja especificidad
de IHC-p16 comparada con el gold-estandar PCR en cavidad oral. Asi, en tumores de
orofaringe, la concordancia fue del 0.92 (95% CI 0.78-0.98, p= 0.004), con indice de
Kappa de 0.802, una sensibilidad del 92% y una especificidad del 90%. Sin embargo en
tumores de cavidad oral la concordancia fue del 0.88 (95% CI1 0.74-0.96, p= 0.61) y con
indice de Kappa de 0.378, una sensibilidad del 94% y una especificidad del 40%.
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Las caracteristicas demogréaficas y tumorales en funciéon del estatus de HPV
(DNA PCR y IHC-p16) se muestran en la tabla 4. Globalmente, los subgrupos HPV
positivos y negativos compartian caracteristicas similares, con la excepcion de la mayor
frecuencia de tumores HPV positivos en orofaringe comparado con cavidad oral (p=
0.04).

Tabla 4. Caracteristicas demograficas y tumorales en funcion del estatus de HPV.

HPV
Positivos Positivos Negativos
PCR P16 (PCR/DNA - P value
(n=16) (n=15) /p16-) (n=61)
Edad (afios) 57.8 56.9
Media (rango) (403-785) (403-785 °0(339-80) 087
Sexo
Mujer 4 4 11 0.59
Hombre 12 11 50
ECOG/Performance
Status
0 9 7 23 0.62
1 7 8 37
2 0 0 1
Tabaco
No fumador 2 2 10 0.96
<10 paquete/aiio 3 4 12 '
> 10 paquete/afio 8 7 34
Alcohol
No 5 3 27
Si 5 7 17 0.48
Ex bebedor 2 2 11
Localizacion Tumor
Orofaringe 11 11 26 0.04
Cavidad Oral 5 4 35
Estadio Tumor
Primario 1
T1-T2 2 2 8
T3-T4 14 13 53
Estadio Ganglionar
N 0-1 7 6 30 0.82
N 2-3 9 9 31
Estadio
i 2 2 14 0.58
v 14 13 47
Terapia
QT-RT 14 14 48 065
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QT secuencial
Cetuximab-RT

Dosis de RT

<70 Gy

>70 Gy

Respuesta tratamiento
RC

RP

EE

PR

HPV

Positivos Positivos Negativos
PCR P16 (PCR/DNA -  Pvalue
(n=16) (n=15) /p16-) (n=61)
2 1 7
0 0 6
1 2 11 0.57
15 13 50
15 14 37
1 1 15 0.07
0 0 1
0 0 8

HPV: Virus Papiloma Humano; n: Numero de pacientes; QTRT: Quimioradioterapia;
RT: Radioterapia RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; EE: enfermedad

estable; PR: progresion tumoral

Tumores Escamosos de Cavidad oral y
Orofaringe localmente avanzados e
irresecables tratados QT/RT o Cetuximab/RT

(2000-2011)
N=83

Determinacion mediante PCR e IHC p16

N=80

!

|

!

HPV/PCR(-) HPV/PCR (+) y p16(-) HPV/PCR (+)
N=65/80 (81.25%) N= 4/80 y p16(+)
(5%) N=11/80 (13.75%)*
HPV+ HPV+
HPV negativo transcripcionalmente no transcripcionalmente
activo activo

Figura 8: Secuencia del estudio de HPV. En un total de 80 pacientes individuales se
pudo realizar las dos determinaciones de HPV (PCR/IHC p16).*Un paciente con tumor
de cavidad oral no se pudo realizar estudios de HPV (ni PCR ni IHC-p16) y un paciente
IHC-p16 desconocido resulto HPV-PCR positivo.
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6.3 Resultados de eficacia

6.3.1 Resultados de eficacia en la poblacién global en funcién de la tasa

de respuestas, riesgo de recurrencia y supervivencia global.

En nuestro estudio, con un seguimiento medio desde el final del tratamiento de
6.4 afos (3.9-12 afios), se observaron un total de 41 (49.3%) recurrencias tumor
primario original (29, 70.74% recurrencias locoregionales, 6, 14.63% a distancia del
tumor primario original y 6 ,14.63% pacientes con recurrencia local y a distancia
simultanea). Ademas, un total de 12 (14.45%) pacientes presentaron un segundo tumor

primario de cabeza y cuello.

La tasa de respuestas completas tras la finalizacion del tratamiento fue del 69%,
siendo del 82% para tumores de orofaringe y 57% para tumores de cavidad oral
(p=0.02). La SG alos 5 afios y la SLP a los 3 afios de la poblacion global del estudio
fueron 40% y 47% respectivamente. La SG de los pacientes con tumores de orofaringe
y cavidad oral fue 42% vy 38% respectivamente, sin objetivarse diferencias
estadisticamente significativas. Asi mismo, la SLP de los pacientes con tumores de
orofaringe y cavidad oral fue 51% y 43% respectivamente, sin objetivarse diferencias
estadisticamente significativas.

En nuestro estudio realizamos analisis univariados y multivariados ajustados por
variables como: sexo (mujer vs hombre), estadiaje tumoral primario (T1-2 vs T3-T4),
estadiaje tumoral ganglionar (NO-1 vs N2-3), estadiaje tumoral (111 vs IV), localizacién
tumoral (cavidad oral vs orofaringe) performance estatus (0 vs 1-2), Edad (<65 vs > 65)
(habito tabaquico previo (<10 paquete/afio > 10 paquete/afio), tratamiento completado
(QTRT vs induccion vs anti-EGFR-RT) y HPV estatus (positivo vs negativo) (tabla 5).
En la poblacion global, la positividad para HPV, tanto por PCR como IHC- pl6)
resultaron factores pronosticos independientes para SLP y SG. Asi, para HPV-PCR el
beneficio en SLP y SG se observo con una HR 0.18 (95% CI1 0.04 -0.07, p=0.01) y HR
0.24 (95%CI 0.07-0.9, p=0.03) respectivamente, mientras que la IHC-p16 demostré una
HR 0.09 (95%CI 0.02-0.045, p<0.01) y HR 0.14 (95%CI 0.03-0.064, p=0.01) para SLP

y SG. Otros factores asociados estadisticamente a peor pronostico en la poblacion

83



global, identificados en nuestro estudio fueron: Estadio T3-T4 (SLP HR 6.18, p<0.001;
SG 2.42, p<0.001), Estadios IV (SLP HR 0.18, p<0.001; SG HR 0.17, p<0.01) y el
tratamiento concomitante con cetuximab-radioterapia (SLP HR 24.65, p<0.001; SG HR
13.14, p<0.001, sin embargo el numero de pacientes que completaron tratamientos
secuenciales o anti-EGFR-RT son limitados. De forma relevante, la SG a los 5 afios
para los pacientes que completaron QTRT fue del 44% comparado con 33% del
tratamiento secuencial y 0% del tratamiento anti-EGFR-RT.
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Tabla 5: Anélisis univariado y multivariado para SLP y SG en la poblacion total (n=83).

T3-T4 (T1-2)

N2-N3 (NO-1)
Estadios IV
(estadios I11)

> 10 pag/afio

(No fumador + <10
pag/afio))

QT secuencial
(QTRT)

Cetuxi RT (QTRT)

PS>1 (PS=0)

Cavidad Oral
(Orofaringe)

Edad>65 afos
(<65 afios)

Mujer (hombre)

SLP
Univariado Multivariado
HR P HR P
167 4.97
071-393) %% (149 165 <001
1.32 2.86
(076-23) 9% (119-687) 002
0.85 0.19
©044-167) 9% (005-069 001
0.82 0.35
©045-149) %% (015_0g3 20!
1.12 0.97
©048-267) 978 (037-254 O
13.78 24.16
(486-39.00) <0001 (673 gg75 <0001
11 0.86
©063-192) *™  (043-173 O0O8
123 0.81
071-213) 9% (04162 OO
1.49 0.89
©084-264 O (039-204 078
0.81 0.91
©038-174) 9% (035_24 08

SG
Univariado Multivariado
HR p HR p
21 6.29
©083-53 91 (75_206 <001
1.19 242
©068-209) 9 (101-579 004
0.83 0.18
©042-162) 298 (005-063 <00
0.85 0.43
©046-156) 9% (018_102 906
1.26 157
©053-298) 0% (06-412 O
6.21 <0.00 11.66
248-1556) 1  (3.68-36.9) 0001
1.23 1.04
©07-219) %% (os1-212) 991
133 1.19
©076-232) 931 (0s8-246) 002
156 1.05
©086-28 21 (0as_249) O
0.82 0.81
©038-175) 981 (032-204y 00



SLP
Univariado Multivariado
HR p HR p
0.38 0.16
HPV+ (HPV-) 016 089 92  oi-og <00L
0.3 0.13
P16+ (p16-) ©012-076) %% (003_049 <001
P16+ y/o HPV+ 0.31 0.17
(P16- y HPV-) ©014-069) 9% (0o5-054 <001

SG

Univariado Multivariado
HR P HR P
0.4 0.22

©017-095)  %%%  (0oe_o0g = 092
0.32 0.13

©012-08 %01 (003-049 <001
0.33 0.17

©015-075) 901 (0o5_05s) <001

Abreviaciones: SLP: Supervivencia libre de progresion, SG: Supervivencia global; HPV: Virus Papiloma Humano;
QTRT: Quimioradioterapia; RT: Radioterapia. T: tumor primario; N: afectacion ganglionar; PS: performance status; paq: paguete
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En la poblacion global de nuestro estudio analizamos la tasa de respuestas en
funcion del tratamiento realizado. Asi para el tratamiento de quimioradioterpaia
concomitante, la tasa de respuestas completas y respuestas parciales fue del 72% y 19%,
con el tratamiento secuencial fue del 77.8% y 22.2%, mientras que para el tratamiento
con cetuximab y radioterapia fue del 16.7% y del 33.3% respectivamente, con una
comparacion entre los grupos significativa (p=0.03). Al analizar la tasa de respuesta en
funcién de la localizacién tumoral demostré una tasa de respuestas completas y
respuestas parciales del 82.1% y del 12.8% para tumores de orofaringe, y del 56.8% y
27.3% respectivamente para tumores de cavidad oral, resultando la comparacion entre
todos los grupos no significativa estadisticamente (p=0.06), que alcanza la significacion
estadistica al comparar el global de las respuestas completas con el resto de

valoraciones de respuesta (p=0.01), favoreciendo a los tumores de orofaringe ((tablas 6
y 7).

Tabla 6: Valoracion de Respuesta en funcion del tratamiento realizado

;rriaqc(;miento o Valoracion de Respuesta

EE PR RC RP
QT-RT 1 (1.5%) 5 (7.4%) 49 (72.1%) 13 (19.1%)
Cetuximab-RT 0 (0%) 3 (50%) 1 (16.7%) 2 (33.3%)
QT secuencial 0 (0%) 0 (0%) 7 (77.8%) 2 (22.2%)

Abreviaciones: QT-RT: quimioradioterapia, EE: Enfermedad Estable, PR: progresion,
RC, respuesta completa, RP: repuesta parcial

Tabla 7: Valoracion de Respuesta en funcion de la localizacion tumoral

_Il‘_ﬂ(r:ﬁg:;dén Valoracion de Respuesta

EE PR RC RP
Orofaringe 0 (0%) 2 (5.1%) 32 (82.1%) 5 (12.8%)
Cavidad Oral 1 (2.3%) 6 (13.6%) 25(56.8%) 12 (27.3%)

Abreviaciones: EE: Enfermedad Estable, PR: progresion, RC, respuesta completa, RP:
repuesta parcial



6.3.2 Resultados de eficacia en funciéon de la localizacién tumoral:

Cavidad oral vs Orofaringe

En nuestro estudio analizamos factores clinicos relacionados con la SLP y SG de
nuestra cohorte en funcion de la localizacion tumoral. Similar a lo que ocurria en la
poblacién global, la positividad para HPV resultd prondstica de forma independiente
para SLP y SG en tumores de orofaringe (tabla 8). Asi, para tumores HPV-PCR
positivos el beneficio en SLP y SG se observo con una HR 0.12 (95% CI 0.02 —0.66,
p=0.01) y HR 0.18 (95% CI 0.04-0.85, p=0.03) respectivamente. Otro factor asociado
estadisticamente a peor prondstico en tumores de orofaringe fue la realizacion de
tratamiento concomitante con cetuximab-raditerapia (SLP HR 44.5, p=0.001; SG HR
11.17, p=0.01) sin embargo el nimero de pacientes que completaron anti-EGFR-RT era
muy limitado. Para los tumores de cavidad oral, el impacto prondstico de la positividad
de HPV solo se pudo realizar en andlisis univariable, dado el limitado nimero de 5
pacientes HPV positivos en cavidad oral. En este estudio univariado, la tendencia
prondstica fue muy similar a lo observado en orofaringe con una SLP HR 0.45 (95% ClI
0.11-1.9, p=0.27) y SG HR 0.50 (95% CI1 0.12 —-2.14, p=0.35). Otros factores asociados
estadisticamente a peor pronostico fueron: estadios T3-T4 vs T1-T2 (p<0.01), estadios
IV vs estadios Il (p=0.02) y realizacion de tratamiento concomitante con cetuximab-
raditerapia (p<0.001) (tabla 9).
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Tabla 8: Anélisis univariado y multivariado para SLP y SG en la poblacion con tumores orofaringe (n=39).

SLP SG
Univariado Multivariado Univariado Multivariado
HR P HR P HR P HR P

T3-T4 (T1-2) (0.391 '—12.35) 0.81 (0.6?%.—135.1) 0.15 (0.419(5—(55.6) 0.41 (0.7%—3265.1) 0.1
NN (Y (0.7%'§53.77) e (0.93 .E;114.6) s (o.el—'g.zs) Das (o.agiﬁ.ge) it
ﬁ?;adios 'V (estadios (0.3;932.77) 0.95 (0.050242.99) 0.37 (0.30f3 2.41) 0.83 (0.0%-2;.09) 0.2
> 10 pag/afio

g;'g/;‘%g‘;‘dor +<10 (o.(z)66-31.5) 03 (o.osoi31.15) 0.08 (o.g'361.9) 056 (0.0%?.75) 021
(%ﬁé%uendal (0.2%%13.1) it (0.1&? fg.og) sk (0.31l 92.64) Rl (o%g-l 3) b7
Cetuxi RT (QTRT) (2_8729'91%2. 5 V0L 4f4420.2) 0.001 (1_25;959 y 008 (1.6%1;1775.5) 0.01
PS21 (PS=0) (0.429— 2y | ¢ (0.20-' 515.52) 025 (0.4&13'-05.31) 096 (o.zg '—72.07) 055
(Efgg iggse)lﬁos (0.7%'?54.71) Ui (0.317'(i87.5) Uik (o.sg .—25.6) Ul (0.42—%.27) U5
Mujer (hombre) (0.2%-8395) 08 (02 1—'5121.36) 068 (o.zg '?32.79) 076 (0.1%7:61) 0.75
ALY 2 (1Y) (0.15 :%1.03) Ok (o.og '—l%.aa) B (0.12 .—371.08) 0 (0.04(1) '—1%.85) BIE



Tabla 9: Anélisis univariado y multivariado para SLP y SG en la poblacion con tumores cavidad oral (n=44).

SLP SG
Univariado Multivariado Univariado Multivariado
HR p HR p HR p HR p
27 212 271 15.34
T3-T4(T1-2) ©064-114) O 236-100) 0O (oea_115 98 qg_130 0O
11 1.77 11 267
M2 (0L ©052-23) 982 | (039-79) 9% (os2 238 97  (s57-121) 0%
Estadios IV (estadios 0.67 0.11 0.75 0.13
1) ©027-166) 93 (o1068) %' 3-187) 9%  (o2-073) 002
> 10 pag/afio
1.03 0.57 0.96 0.48
(Nofumador +<10 (o, 085 (% oas (0 0 as (0% 0a
pag/afio))
QT secuencial 1.42 1.94 1.46 3.22
(QTRT) ©042-485 9% (031-123) 9 (043_a98) 93  (os1-203 0%
. 10 28.6 8.04 20.1
Cetuxi RT (QTRT) eosms 000 ettn <000n o MMl <0001, o <000
B 1.23 0.81 1.39 1.38
PSz1 (PS=0) ©056+273) 901 023_284 O™ (oe1-319) 9%  (036_527) 063
Edad=65 afios 1.27 0.94 123 (057 - 0.95
(<65 afios) ©06-269 %2 | (027-319) @ 9 2.65) 06 | 025_364) | 09
. 0.73 0.8 0.95
Mujer (hombre) 028103 | %58 | ©zazp | 072 | 078(03208) | 063 | o075 . | 083
0.45 05
HPV + (HPV-) ol 1g | O NR NRg1p p1a 035 NR NR



6.3.3 Resultados de eficacia en funcion del estatus de HPV (HPV
positivos PCR e IHC-p16 vs HPV negativos)

En nuestro estudio, los pacientes con tumores HPV positivos, tanto por PCR
como por IHC-pl6 presentaban mejor tasa de respuestas comparado con los HPV
negativos. Asi, la tasa de respuestas completas y parciales para tumores HPV-PCR
positivos fue del 93.8% y 6.2% respectivamente comparado con 61.5% y 24.6% para
tumores HPV-PCR negativos (p=0.1), siendo significativa al agrupar respuestas
completas vs resto de evaluaciones (p=0.01). De forma similar, para tumores IHC-p16
positivos la tasa de respuestas completas y parciales fue del 93.3% y 6.4%
respectivamente comparado con 62.1% y 24.2% para tumores IHC-16 negativos
(p=0.17), siendo significativa al agrupar respuestas completas vs resto de evaluaciones
(p=0.03) (tablas 10,11).

Tabla 10. Resultados de eficacia (tipo de respuestas) en funcion de estatus
HPV (PCR)

HPV-PCR Tipo de respuestas

EE PR RC RP
Negativo 1 (1.5%) 8 (12.3%) 40 (61.5) 16 (24.6%)
Positivo 0 (0%) 0 (0%) 15 (93.8%) 1 (6.2%)

Abreviaciones: EE: Enfermedad Estable, PR: progresion, RC, respuesta completa, RP:
repuesta parcial

Tabla 11. Resultados de eficacia (tipo de respuestas) en funcion de estatus
HPV (IHC-p16)

HPV IHC-p16 Tipo de respuestas

EE PR RC RP
Negativo 1 (1.5%) 8 (12.1%) 41 (62.1%) 16 (24.2%)
Positivo 0 (0%) 0 (0%) 14 (93.3%) 1 (6.7%)

Abreviaciones: EE: Enfermedad Estable, PR: progresion, RC, respuesta completa, RP:
repuesta parcial



De forma similar al beneficio en tasa de respuestas para los pacientes HPV
positivos, tanto la SLP a los 3 afios como la SG a los 5 afios demostraron unas
diferencias estadisticamente significativas. Asi la SLP a los 3 afios de los pacientes
HPV-PCR positivos era superior a los tumores HPV negativos (81% vs 46%; HR=0.38;
95%CI 0.16 — 0.89; p=0.02), variando en funcion de la localizacién tumoral, siendo del
51% para orofaringe vs 43% para cavidad oral (HR=1.23; 95%CI 0.71 - 2.12; p=0.45).
Mientras, la SG a los 5 afios también favorecié a los tumores HPV-PCR positivos
comparado con los tumores HPV negativos (58% vs 35%; HR=0.4; 95%CI 0.17 — 0.95;
p=0.04), sin embargo este beneficio en SG dependia de los pacientes con tumores de
orofaringe (60% vs 35%; HR=0.37; 95%CI (0.12 -1.08); p=0.07), al no observar
diferencias significativas entre los pacientes con tumores de cavidad (60% vs 34%;
HR=0.5; 95%CI (0.12 — 2.13); p=0.35). El analisis en cavidad es limitado dado el bajo
numero de eventos (5 pacientes HPV-PCR positivos en cavidad oral). Ademas, dado el
limitado numero de pacientes HPV-PCR positivos/IHC-p16 positivos (Unicamente 4
pacientes) no se han podido analizar posibles diferencias en SG respecto a los pacientes
HPV-PCR positivos/IHC-p16 negativos. De igual modo, tampoco hemos podido
analizar diferencias entre subtipos de HPV, ya que la gran mayoria de los pacientes eran
subtipo HPV-16 (figuras 9y 10).
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Figura 19. Diferencias en SG y SLP de acuerdo al estatus de HPV

92
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Figura 10. Diferencias en SG y SLP combinando estatus de HPV (PCR) y
localizacion tumoral

6.3.4 Resultados de eficacia en funcién de subgrupos clinicos de riesgo

En nuestro estudio, la distribucion de los pacientes en los grupos de riesgo
descritos por Ang KK et al.(124) resulté pronéstica para SG y SLP. Asi, 12 pacientes
cumplian criterios clinicos de bajo riesgo de recurrencia (HPV-PCR positivos y
fumadores <10 paquetes/ano o HPV positivos y >10 paquetes/afio con NO-N2a), 7
pacientes correspondian al subgrupo de riesgo intermedio (HPV positivo, >10
paquetes/afio y N2b—N3 o HPV negativo, fumadores <10 paquetes/afio y T2-T3) y 55
pacientes en el subgrupo de alto riesgo de recaida (HPV negativo, <10 paquetes/afio y
T4 o HPV negativo y >10 paquetes/afio]. Esta proporcion variaba significativamente en
funcion de la localizacion tumoral. Asi, en tumores de orofaringe, un total de 9 (25.7%),
4 (11.4%) y 22(62.9%) pacientes correspondieron a los grupos de bajo, intermedio y
elevado riesgo de recidiva, mientras en los tumores de cavidad oral un total de 3(7.7%),
3(7.7%) y 33 (84.6%) pacientes correspondieron a los grupos de bajo, intermedio y
elevado riesgo de recidiva. En nuestro estudio, se observaron diferencias significativas
en SLP cuando se comparaba el riesgo entre los grupos de alto y bajo riesgo (HR=3.7
Cl95% 1.13-11.96, p=0.03 logrank test) sin observar diferencias significativas entre
grupo intermedio y bajo (HR=2.9 C195% 0.65-12.96, p=0.17 logrank test). De forma
relevante, las diferencias observadas en SLP se reflejaban en beneficio en SG cuando se

comparaba el riesgo entre los grupos de alto y bajo riesgo (HR=3.6 C195% 1.11-11.86,
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p=0.03 logrank test) sin observar diferencias significativas entre grupo intermedio y
bajo (HR=1.8 CI95% 0.36-8.99, p=0.46 logrank test) (Figura 11).
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Figuras 11. Diferencias en SG y SLP entre grupos de riesgo bajo, intermedio y alto.

6.3.5 Resultados de expresion génica

6.3.5.1 Expresion génica mediante la plataforma PAMS50 aplicada a la poblacion

global

En un total de 68 pacientes se pudo realizar el analisis de RNA en la biopsia
pretratamiento, de los que 38 (56%) eran tumores de cavidad oral y 30 (44%) pacientes
con tumores de orofaringe. Entre estos, la proporcion de pacientes HPV positivos (PCR)
fue de 10.2% (4/39) para tumores de cavidad oral y 26.6% (8/30) para tumores de
orofaringe. De forma relevante, en un total de 4 pacientes HPV positivos por PCR (1 de
cavidad oral y 3 de orofaringe) no se pudo realizar los analisis de expresion génica por
falta de material o material de baja calidad.
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6.3.5.2 Correlacion de los perfiles de expresion génica identificados mediante la
plataforma PAMS50 con Supervivencia global y Supervivencia libre de progresion
en la poblacién global.

En nuestra cohorte de 68 pacientes, la expresion de 4 genes de la plataforma
PAMS50 (FOXAL, MYC, BCL2, CEP55) y la firma génica Basal demostraron impacto
en SG (Tabla 12), mientras que la expresion de 3 genes (FOXAL, CEP55 y TMEM45B)
y nuevamente la firma Basal impactaron en SLP (Tabla 13). Respecto a la firma géenica
basal, engloba los siguientes genes sobreexpresados FOXC1, MIA, KNTC2, CEP55,
ANLN, MELK; y lo siguientes genes infraexpresados GPR160, TMEM45B, ESR1,
FOXAL. En nuestro estudio un total de 11 (16%, 11/68) tumores presentaron expresion
de la firma basal, un total de 22 (32.4%) tumores presentaron expresion de la Luminal
A, 16 (23.5%) tumores expresaron HER2 enriched, 10 (14.7%) Luminal B y 9 (13.2%)
normal-like. Cuando se representaba la proporcion de los diferentes subtipos
moleculares distribuidos en funcién de la localizacion tumoral, se objetivé como entre
los tumores de cavidad oral, los subtipos Luminal A y HER2 enriched fueron los
subtipos mas frecuentemente expresados (26.3% ambos), Luminal B y Basal se
expresaron con una frecuencia similar del 13.2% y normal-like un 21.1%. En los
tumores de orofaringe, nuevamente el subtipo Luminal A fue el méas frecuentemente
expresado (40%), seguido de los subtipos HER2 enriched (20%), Basal (20%), Luminal
B (16.7%) y normal-like un 3-3% (figura 12).
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Tabla 12: Expresion de los genes PAM50 e impacto negativo en SG

Gen Expresion vaFI)ue Gen Expresion vaFI)ue
Basal Sobreexpresion | 0.04 MAPT NA 0.66
FOXA1 Infraexpresion | 0.02 MDM2 NA 0.25
CEP55 Sobreexpresion | 0.04 MELK NA 0.56
BCL2 Infraexpresion | 0.05 MIA NA 0.40
MYC Sobreexpresion | 0.03 MKI67 NA 0.35
TYMS NA 0.79 MLPH NA 0.40
TMEMA45B NA 0.37 MMP11 NA 0.93
SLC39A6 NA 0.6 MYBL2 NA 0.47
UBE2C NA 0.86 FGFR4 NA 0.68
SFRP1 NA 0.57 AR NA 0.44
UBE2T NA 0.94 ANLN NA 0.75
RRM2 NA 0.46 ACTR3B NA 0.72
RORP_MC NA 0.24 EXO1 NA 0.31
RORS_MC NA 0.43 ESR1 NA 0.75
PTTG1 NA 0.88 ERBB2 NA 0.21
PROLIF_MC NA 0.21 EGFR NA 0.23
PHGDH NA 0.61 CXXC5 NA 0.65
PGR NA 0.24 CENPF NA 0.29
PDCD1 NA 0.86 CDH3 NA 0.76
NAT1 NA 0.10 CDCAl NA 0.41
NORMAL_MC NA 0.58 CDC6 NA 0.51
ORC6L NA 0.74 CDC20 NA 0.41
FOXC1 NA 0.62 CD8A NA 0.84
GPR160 NA 0.13 CD4 NA 0.84
GRB7 NA 0.10 CD274 NA 0.98
HER2_MC NA 0.75 BAG1 NA 0.71
KIF2C NA 0.60 BCL2 NA 0.05
KNTC2 NA 0.06 BIRC5 NA 0.86
KRT14 NA 0.79 BLVRA NA 0.76
KRT17 NA 0.90 CCNB1 NA 0.14
KRT5 NA 0.17 CCNE1 NA 0.95
LumA_MC NA 0.26
LumB_MC NA 0.87
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Tabla 13: Expresion de los genes PAM50 e impacto negativo en SLP

Gen Expresion p value Gen Expresion | p value
Basal Sobreexpresion | 0.02 MAPT NA 0.90
FOXAl Infraexpresion 0.04 MDM2 NA 0.82
TMEMA45B Infraexpresion 0.02 MELK NA 0.22
CEP55 Sobreexpresion | <0.01 MIA NA 0.57
TYMS NA 0.35 MKI67 NA 0.09
MYC NA 0.10 MLPH NA 0.23
SLC39A6 NA 0.63 MMP11 NA 0.74
UBE2C NA 0.60 MYBL2 NA 0.78
SFRP1 NA 0.66 FGFR4 NA 0.64
UBE2T NA 0.62 AR NA 0.32
RRM2 NA 0.34 ANLN NA 0.44
RORP_MC NA 0.46 ACTR3B NA 0.69
RORS_MC NA 0.45 EXO1 NA 0.59
PTTG1 NA 0.49 ESR1 NA 0.82
PROLIF_MC NA 0.24 ERBB2 NA 0.28
PHGDH NA 0.49 EGFR NA 0.12
PGR NA 0.61 CXXC5 NA 0.92
PDCD1 NA 0.85 CENPF NA 0.18
NAT1 NA 0.20 CDH3 NA 0.48
NORMAL_MC NA 0.64 CDCAl NA 0.27
ORC6L NA 0.20 CDC6 NA 0.79
FOXC1 NA 0.93 CDC20 NA 0.58
GPR160 NA 0.38 CD8A NA 0.85
GRB7 NA 0.14 CD4 NA 0.74
HER2_MC NA 0.58 CD274 NA 0.94
KIF2C NA 0.13 BAG1 NA 0.48
KNTC2 NA 0.12 BCL2 NA 0.26
KRT14 NA 0.9 BIRC5 NA 0.33
KRT17 NA 0.91 BLVRA NA 0.90
KRT5 NA 0.61 CCNB1 NA 0.13
LumA_MC NA 0.26 CCNE1 NA 0.44
LumB_MC NA 0.68
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Figura 12. Distribucion de los subtipos moleculares descritos por PAMS50 en
funcion de la localizacion tumoral.

6.3.5.3 Correlacion de los perfiles de expresion genica identificados
mediante la plataforma PAM50, ajustados en funcién del estatus HPV

o la localizaciéon tumoral

En nuestro estudio analizamos las diferencias y similitudes de expresién entre
los tumores de cavidad oral y orofaringe, asi como entre los tumores HPV positivos y
negativos. En nuestra cohorte de pacientes, la expresion de genes PAMS50 no demostro
diferencias  significativas entre los tumores HPV positivos y negativos,
independientemente del test realizado (PCR o IHC-p16), sin embargo hasta un total de 8
genes (13.3%; 8/60) mostraron un patron diferenciado en funciéon de la localizacién
tumoral (orofaringe vs cavidad oral) con un False Discovery Rate (FDR) del 5%, sin
diferenciacion en los genes relacionados con inmunomodulacién. Entre ellos, genes
relacionados con diferenciacién ectodérmica como KRT14, KRT5, KRT17, genes de la
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familia de metaloproteasas como MMP11, genes relacionados con el control del ciclo
celular como CDC20, genes de la familia de caderinas CDH3, y genes relacionados con
el crecimiento y migracion celular como ANLN se mostraron infraexpresados en
tumores de orofaringe comparado con los tumores de cavidad oral, mientras que el gen
de la familia de factores de transcripcion FOXAL se demostré sobreexpresado en

tumores de orofaringe comparado con los tumores de cavidad oral (tabla 14, figura 13).

Tabla 14: Expresion de los genes PAM50 significativamente diferenciados en

tumores de orofaringe comparado con tumores de cavidad oral

Gen Expresion Score
FOXAl Sobreexpresado 3.07
KRT14 Infraexpresado -2.29
MMP11 Infraexpresado -2.11

CDH3 Infraexpresado -1.60
KRT5 Infraexpresado -1.51
KRT17 Infraexpresado -1.39
CDC20 Infraexpresado -1.35
ANLN Infraexpresado -1.35
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Figura 13. Heatmap que muestra la expresion de genes del PAM50 vy estratificacion de
los tumores en funcion de la localizacion tumoral (cavidad oral vs orofaringe) y estatus
de HPV. Muestras (N=69) distribuidas en columnas.
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6.3.5.4 Validacion de los resultados de expresion génica mediante PAM50 en la

base de datos del TCGA de tumores de cabeza y cuello

En nuestro estudio, la expresion de los genes del PAMS50 asociados con SG y
SLP no se correlacionaba con los resultados de expresion y SG demostrados en los
resultados del TCGA. Asimismo, al diferenciar los datos de expresion gendmica del
TCGA en funcion de la localizacion tumoral, seleccionando solo aquellos genes
relacionados con tumores de cavidad oral y orofaringe, no encontramos correlacion con

nuestra firma de 8 genes diferenciados en cavidad oral y orofaringe.
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7. Discusion

En nuestro trabajo de tesis realizado sobre una serie de 83 pacientes con tumores
de cavidad oral y orofaringe localmente avanzados e irresecables, tratados con intencién
curativa mediante la combinacion de quimioradioterapia, terapias anti-EGFR y
radioterapia o quimioterapia de induccion, hemos confirmado la hipotesis principal del
estudio, demostrando el impacto pronéstico de la positividad de HPV en términos de
beneficio en SLP y SG para la poblacion global del estudio.

En nuestro estudio hemos determinado la positividad para HPV mediante dos
métodos, PCR vy el estudio de expresion de inmunohistoquimica de p16. Estos estudios,
realizados de forma retrospectiva en la biopsia tumoral pretratamiento han demostrado
una positividad para la poblacion global del 19.2% de los pacientes determinada por
PCR vy del 18% para la IHC-p16. La distribucion de estos resultados en funcion de la
localizacion tumoral, ha demostrado como entre los pacientes con tumores de orofaringe
la positividad para HPV era del 28% y del 27% mediante PCR e IHC-pl6
respectivamente, mientras que para tumores de cavidad oral la positividad fue del 12%
por PCR y del 9% por IHC. Por tanto, nuestro estudio ha demostrado que la implicacion
del HPV como agente etioldgico en los tumores de cabeza y cuello esta influenciada por
la localizacion tumoral. En nuestro estudio, la prevalencia reportada para ambas
localizaciones es similar a la reportada en diferentes series (30—72 % en orofaringe, y 1-
19% en otras localizaciones, incluida cavidad oral) (7, 124, 206, 306). Nuestro estudio
también confirmd los hallazgos sugeridos por otros estudios en los que de forma
relativamente frecuente se observan casos de pacientes que no expresan IHC-pl16 pero
el estudio de DNA viral resulta positivo y viceversa, casos en los que expresando IHC-
p16 no se observa positividad para estudio de PCR. Sobre el total de pacientes en los
que se pudo realizar las dos determinaciones (80/83, 96.38%), un 5% de los pacientes
fueron IHC-pl6 negativos/HPV-PCR positivos y otro 5% fueron IHC-pl6
positivos/HPV-PCR negativos, siendo esta tasa es similar a la reportada en la literatura.
Diferentes argumentos han intentado explicar el origen y significado de este subgrupo
de tumores IHC-p16 positivos/HPV-PCR negativos, entres los que se ha sugerido que

podria tratarse de un grupo mixto de pacientes que incluiria tumores verdaderamente
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positivos en los que estudio HPV se consideraria como falso negativo, y una proporcion
de tumores que deberian considerase como verdaderamente HPV negativos y en los que
probablemente otros mecanismos moleculares han llevado a la sobreexpresion de IHC-
pl6 en ausencia de infeccion por HPV. Por tanto, el valor prondstico de IHC-p16 en
estos casos puede estar marcado por HPV pero también por otras alteraciones
moleculares como pérdida de RB1, que también podria producir la sobreexpresion de
pl6. Los datos més relevantes al respecto, fueron los publicados por el grupo del
TCGA, donde hasta el 4% de los tumores HPV negativos presentaban mutaciones de
RB1 (221, 307, 308). Respecto al 5% de pacientes IHC-p16 negativos/HPV positivos se
ha sugerido que este subgrupo corresponderia en parte a resultados falsos negativos para
IHC-p16, ya que segln los datos del TCGA, ninguno de los tumores HPV positivos
presentaban inactivacion del gen que codifica para pl6 (CDKN2A). Por tanto es
necesario aportar mas evidencia cientifica para completar el valor de estos hallazgos
(221). Globalmente la concordancia entre IHC-p16 y HPV-PCR demostrada en nuestro
estudio fue Optima, aunque variable en funcion de la localizacion primaria, siendo
menos significativa en los tumores de cavidad oral, en los que a pesar de que IHC-p16
demostro una sensibilidad del 94%, la especificidad de la prueba era limitada, siendo
del 40%. Estos hallazgos, reflejan la heterogeneidad y diferencias bioldgicas de ambas
localizaciones tumorales, asi como la limitada sensibilidad de la técnica IHC-p16 para
detectar la presencia de HPV en localizaciones diferentes a la orofaringe. Resultados
contradictorios se han reportado hasta la fecha en lo referente a la sensibilidad y
especificidad de los test diagndsticos de HPV en localizaciones diferentes de orofaringe,
llegado algunos estudios han sugerido una sensibilidad de IHC-p16 incluso mas
limitada que la reportada en nuestro estudio, 40% para IHC-p16 comparado con 95%
para técnicas de deteccién de DNA (306). Por tanto la valoracién de los resultados de
IHC-p16 debe ser interpretada en el contexto de la localizacion tumoral primaria, el area
geografica y la probabilidad positiva pretest. Asi, en tumores de orofaringe en Estados
Unidos, donde dada la elevada incidencia de HPV positivo, la probabilidad pretest
puede alcanzar el 70%, la IHC-p16 presentara un elevado valor predictivo positivo y
negativo, (superiores al 90%), sin embargo en tumores de cavidad oral, con una
probabilidad pretest limitada, la IHC-p16 tendrd una escasa especificidad y un valor
predictivo positivo alrededor del 40%. Por tanto, el uso de IHC-p1l6 como marcador
surrogado de infeccion por HPV en tumores de localizacion diferente a orofaringe, esta
ampliamente desaconsejado (205, 306, 309).
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A pesar de las limitaciones de IHC-p16 como marcador surrogado de infeccion
por HPV en cavidad oral, nuestro estudio ha demostrado como la positividad para IHC-
pl6 impacta de forma prondstica de forma similar a HPV-PCR en la poblacion global
del estudio. Asi, en el andlisis multivariado la positividad de HPV, tanto HPV-PCR
como de IHC-16, impactaron en SLP (HP-PCR positivo HR 0.18,p =0.01; IHC-p16 HR
=0.09, p <0.01) como en SG (HPV-PCR positivo HR =0.24 , p =0.03; IHC-p16 HR =
0,14 p =0.01). Sin embargo, al analizar el impacto de HPV-PCR o IHC-p16 en funcién
de la localizacion tumoral, demostramos como éste impacto estaba influenciado por la
localizacion tumoral. Asi, la positividad de HPV resultd prondstica independiente para
SLP (HR 0.12 (95% CI 0.02 —0.66, p=0.01)) y SG (HR 0.18 (95% CI 0.04-0.85,
p=0.03)) en tumores de orofaringe, sin embargo para los tumores de cavidad oral, el
impacto pronostico solo se pudo realizar en analisis univariable, dado el limitado
namero de pacientes HPV positivos en cavidad oral. En el anélisis univariado, no
pudimos determinar el que el impacto positivo del HPV fuera diferente al de orofaringe,
pero las limitacion a la hora de llevar a cabo un andlisis multivariado, implica que en
nuestro estudio no podemos concluir que HPV sea un factor prondstico independiente

en cavidad oral.

Diferentes estudios han reportado resultados concordantes con nuestros
hallazgos respecto al mayor impacto de la infeccion por HPV en tumores de orofaringe
(124, 261, 272, 310-312), sin embargo los resultados difieren en otras localizaciones.
Asi, en tumores de lengua oral, algunos estudios no han demostrado correlacion
prondstica con el estatus de IHC-p16 (313), mientras que en otros estudios, como el
publicado por Harris et al, si se objetivd dicho impacto. Recientemente, un
metaanaalisis de 34 estudios, incluyendo todas las localizaciones tumorales primarias,
demostro el beneficio en SG para los pacientes HPV positivos comparado con los
pacientes HPV negativos (HR = 0.4, 95 % CI 0.2-0.6, p = 0.0001) en todas las
localizaciones, siendo los tumores de orofaringe en los que mayor impacto se objetivo
(314). Recientemente otro estudio publicado por Chung et al (202) analiz6 el impacto
prondstico de IHC-p16 y HPV-ISH en tumores de cabeza y cuello no-orofaringeos, al
analizar de forma conjunta los datos de tres estudios del grupo Radiation Therapy
Oncology Group (RTOG) (RTOG 0129, 0234, y 0522). Combinando ambos estudios, se
observo elevada positividad para IHC-p16, del 26.3% para tumores de cavidad oral,
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16.4% hipofaringe y 17.1% para tumores de laringe, mientras que la positividad por
HPV-ISH fue del 14.6%, 5.3%, y 7.9% respectivamente. De forma relevante, IHC-p16
impactd significativamente en SLP y SG con HR de 0.65 y 0.57, y sin embargo la
positividad por HPV-ISH no impact6 estadisticamente, probablemente por el limitado
numero de pacientes HPV-ISH positivos, y por la alta proporcién de falsos negativos de
los test de DNA virales, descritos hasta en el 13-41% de los casos (199, 212). Respecto
a la interpretacion de los resultados de HPV, es importante recordar que hasta el 7% de
la poblacién sana adulta puede presentar colonizacion por HPV y hasta el 1% puede
presentar positividad para un subtipo de alto riesgo de HPV (167), por lo que estos
datos podrian explicar parte de la proporcion de resultados falsos positivos. Por tanto, y
dado los resultados del estudio de Chung et al, se puede sugerir la utilidad de la IHC-
pl6 como segundo marcador identificativo de HPV, principalmente cuando el estudio
de HPV se realice mediante test de estudio de DNA viral, ya que ninguno de ellos por si

mismos disponen de la suficiente eficacia diagnostica.

Poniendo nuestros resultados de impacto pronostico de HPV en el contexto de lo
reportado en la literatura, el estudio que mas informacion pronéstica ha aportado al
respecto en tumores de orofaringe, es el estudio RTOGO019 (124), en el cual la SG a los
3 afios fue del 64% en el grupo de radioterapia acelerada y del 70% para el tratamiento
estandar con radioterapia y quimioterapia. El beneficio observado con los tratamientos
de radioterapia y quimioterapia en los pacientes con tumores HPV positivos se ha
intentado explicar desde el punto de vista bioldgico. Diferentes estudios han asociado
este beneficio a una mayor radiosensibilidad en las células tumorales HPV positivas,
debido a la presencia de deficiencias en los mecanismos de recombinacién homologa
asociados con la reparacién de DNA que ocurren tras el tratamiento de radioterapia y
quimioterapia. Esta inhibicion en la respuesta al dafio de DNA es mediada por pl16 y se
ha considerado independiente de su funcion como reguladora del ciclo celular, la que
que estaria mediada por la inhibicién de la actividad de CDK4/6 (278). Ademas, tanto la
presencia de p53 normofuncionante que caracteriza a los tumores HPV positivos, como
la menor exposicién tabaquica/alcohol habitual en estos pacientes, también se han
asociado con una mayor sensibilidad a la radioquimioterapia(315). Por dltimo, también
se ha sugerido un aumento de la sensibilidad a la apoptosis celular en los queratinocitos
infectados por HPV cuando se exponen a quimioterapia basada en cisplatino (316). En
nuestro estudio, el impacto pronostico de IHC-p16 en la poblacion global del estudio,
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incluida cavidad oral, requeriria de confirmacion en estudios mas amplios y que valoren

dicho impacto de una forma prospectiva.

En nuestro estudio, también analizamos el impacto pronostico de otros factores
clinicos y tumorales clasicamente relacionados con prondstico, y observamos como
estadios 1V, estadios T3-T4 y el tratamiento con cetuximab-radioterapia impactaban en
el pronostico de la poblacion global. En nuestro estudio, el habito tabaquico no impact6
significativamente en SLP y SG. El impacto prondstico del tabaco en la poblacion HPV
positiva es controvertido. Diversos estudios han sugerido la asociacion pronostica del
tabaco, de forma independiente del estatus de HPV (239). Se ha demostrado como los
pacientes fumadores con tumores de orofaringe HPV positivos presentan mayor riesgo
de recurrencia, afectacion metastasica a distancia y peor SG que aquellos pacientes
HPV positivos no fumadores (295, 317-319). A la hora justificar estos resultados se ha
sugerido un efecto sinérgico entre HPV y tabaco que podria asociarse con un mayor
dafio de DNA durante la integracion del genoma viral, que el de por si ya asociado a la
exposicion, conllevando todo ello un aumento del potencial carcinogénico de la
infeccion por HPV (320). Dado la limitacion de casos HPV positivos en nuestro estudio,
no pudimos llevar a cabo analisis de correlacion e impacto del habito tabaquico en el
subgrupo de pacientes HPV positivos. De forma relevante en nuestro estudio hemos
sido capaces de confirmar y validar la distribucion de los pacientes en los grupos
prondstico descritos por Ang et al. (124). A pesar de lo limitados de los numeros,
combinando los factores prondsticos clasicos como estatus de HPV, habito tabaquico y
estadio tumor primario y ganglionar, hemos sido capaces de demostrar diferencias
estadisticamente significativas en SLP entre los pacientes de riesgo alto y bajo (HR=3.7
Cl95% 1.13-11.96, p=0.03 logrank test), reflejandose estas diferencias en beneficio en
SG (HR=3.6 CI95% 1.11-11.86, p=0.03 logrank test). De forma interesante en nuestro
estudio describimos una mayor proporcion de pacientes en el grupo de elevado riesgo
de recidiva entre los tumores de cavidad oral comparado con los tumores de orofaringe
(84.6% vs 62.9%). Por tanto, los pacientes con importante factor de exposicion al
tabaco o alcohol deberan ser monitorizados estrechamente dado el elevado riesgo de
recurrencia, independientemente del estatus de HPV, asi como los médicos tenemos que

activamente fomentar el abandono de dichos héabitos.
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En nuestro estudio, los pacientes con tumores HPV positivos, tanto por PCR
como por IHC-p16, presentaron mejor resultados de eficacia, valorada por las tres
variables: tasa de respuestas completas a la finalizacion del tratamiento, SLP a los 3
afios y SG a los 5 afios. Los datos de 81% de SLP a los 3 afios y SG a los 5 afios del
58%, sin diferencias estadisticamente significativas en funcion de la localizacion
tumoral, reflejan y confirman el excelente prondstico global de los pacientes HPV
positivos. A pesar de que en nuestro estudio, combinado los resultados de IHC-p16 y
HPV-PCR tenia el potencial de caracterizar la presencia de una infeccion activa por
HPV (tumores HPV positivos/IHC-p16 positivos)(211) y valorar diferencias entre los
subgrupos HPV-PCR positivos/IHC-p16 positivos y HPV-PCR positivos/IHC-p16
negativos, el limitado numero de pacientes HPV-PCR positivos/IHC-p16 positivos
(Unicamente 4 pacientes) ha impedido llevar a cabo este andlisis. De igual modo,
tampoco hemos podido analizar las diferencias entre subtipos de HPV, ya que la gran

mayoria de los pacientes eran subtipo HPV-16.

De forma relevante, nuestro estudio ha sugerido diferencias prondsticas en
funcién de los tratamiento realizados. Asi, los analisis multivariados han sugerido un
impacto prondstico negativo en los pacientes tratados de forma concomitante con anti-
EGFR(cetuximab) y radioterapia, observando estos hallazgos en ambas localizaciones
tumorales estudiadas, sin embargo, dado el limitado nimero de pacientes, no hemos
podido analizar el impacto predictivo del HPV en la eficacia los tratamientos realizados.
A pesar de estos resultados es importante mencionar que respecto a la utilizacion de
cetuximab-radioterapia hay un sesgo de seleccion importante, ya que la mayoria de los
pacientes seleccionados como candidatos para este abordaje terapeu--tico, son pacientes
con un estado general mas limitado, que no son tributarios de realizar tratamientos
radicales con altas dosis de cisplatino. La mayoria de los estudios reportados hasta la
fecha han sugerido como el beneficio de los pacientes HPV positivos es independiente
de los tratamientos realizados. Los datos mas relevantes respecto al impacto del
tratamiento concomitante anti-EGFR (cetuximab) y radioterapia han sido reportados
recientemente, a partir de un subanalisis del estudio pivotal de concomitancia de Bonner
et al (111). En este estudio, que valoraba la eficacia de radioterapia y cetuximab en el
tratamiento de los tumores localmente avanzados de cabeza y cuello, la SG a los 3 afios
fue del 55% vs el 45% favoreciendo la adicion de cetuximab a la radioterapia, siendo el

mayor beneficio observado en pacientes con caracteristicas clinicas que sugerian la
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presencia de HPV, como tumores T1-T3, de localizacion en orofaringe y con importante
afectacion ganglionar. En la actualidad los resultados de la mayoria de los estudios fase
[1/111 que comparan la eficacia de la combinacion de terapia anti-EGFR y radioterapia
con el tratamiento estandar de quimioradioterapia no han sido reportados. Los primeros
resultados de esta comparacion de estrategias fueron reportados por el estudio fase Il
GORTEC/TREMPLIN. Este estudio, que comparaba las dos estrategias terapéuticas tras
la realizacion de quimioterapia de induccion en tumores de laringe, no demostro
diferencias en SLP o SG (132). El estudio CONCERT-2, fue el primer estudio
randomizado que compard directamente ambas estrategias de tratamiento concomitante
en pacientes con tumores de cabeza y cuello localmente avanzados. En este estudio, en
el que el tratamiento bioldgico utilizado fue el anticuerpo monoclonal panitumumab, el
tratamiento estandar demostrd un mejor control locoregional a los 2 afios (p = 0.06) y
mejor SLP (p = 0.03) sin diferencias en SG a los 2 afios. Ademas, el subanalisis de los
resultados en funcion del estatus de HPV demostré como el beneficio del tratamiento
estandar era independiente del estatus de HPV (135). Otro estudio complementario,
usando en este caso cetuximab también sugirio un beneficio no estadisticamente
significativo para el tratamiento estandar en control locoregional (80% vs. 53%, p =
0.073), sin diferencias en SG (78% vs. 75%) (133). Aportando mas evidencia, el estudio
canadiense HN.6 en el que se comparaba en tratamiento estandar de quimioradioterapia
y el tratamiento de radioterapia acelerada con panitumumab no demostrd diferencias en
SLP entre ambos tratamientos, sin embargo el estudio no fue disefiado como un estudio
de no inferioridad, por lo que el tratamiento bioldgico no se puede considerar
equivalente al tratamiento estandar (137). Recientemente, algunos estudios
retrospectivos, han reportado los resultados de la experiencia en centro individuales en
el tratamiento de los pacientes con tumores localmente avanzados tratados con las dos
estrategias de concomitancia, en los que ha realizado retrospectivamente la implicacion
del estatus de HPV. Estos estudios, no han sugerido diferencias significativas para
ambas estrategias en los pacientes HPV positivos, quedando pendiente la confirmacion

prospectiva (321).

Al igual que ocurre con el impacto del HPV en la terapia anti-EGFR y
radioterapia, nuestro estudio no ha podido caracterizar el impacto predictivo del estatus
de HPV en los resultados de la quimioterapia de induccién, nuevamente debido a lo

limitado de los ndmeros. Sin embargo la quimioterapia de induccién no impactaba
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negativamente en los resultados pronosticos de SLP y SG, al contrario que lo sugerido
respecto al tratamiento con cetuximab y radioterapia. Los diferentes estudios
randomizados que han comparado el tratamiento concomitante con quimioradioterapia y
la quimioterapia de induccion, han demostrado como la quimioterapia de induccion se
asociada a una elevada tasa de respuestas y una disminucion en el riesgo de presentar
enfermedad metastésica. Sin embargo, ese beneficio no se traduce en una mejoria en SG
y por lo tanto existe gran debate en la comunidad cientifica respecto a las indicaciones y
el uso éptimo de la terapia secuencial(142, 143, 145, 146). Pocos estudios han analizado
el impacto del estatus de HPV y el beneficio de la quimioterapia secuencial. Asi, el
estudio TAX-324 ha reportado una SG a los 3 afios en pacientes con tumores de
orofaringe del 58%, siendo la SG de los tumores HPV positivos del 91% y del 46% para
los tumores HPV negativos. Es importante remarcar que en este estudio no se realizaba
una comparacién directa de los resultados con el tratamiento estandar de
quimioradioterapia (266). Otro estudio danés, describié como la SG a los 3 afios para
los pacientes IHC-p16 positivos era del 62% comparado con el 26% de los IHC-p16
negativos (y HPV-negativos) (267).

Dado el buen pronostico de los pacientes con tumores HPV positivos reportado
por nuestro y muchos otros estudios, se estdn desarrollado diferentes estrategias
terapéuticas con la finalizada de disminuir la toxicidad a largo plazo asociada a los
tratamientos con intencion radical, manteniendo los beneficios de control oncoldgico.
Estas estrategias terapéuticas, se basan principalmente en analizar el impacto de la
desintensificacion de tratamiento, ya sea aplicando nuevas técnicas de radioterapia o
sustituyendo la quimioterapia basada en platino terapias bioldgicas que podrian estar
asociadas a menor toxicidad. Sin embargo estas estrategias de manejo diferenciado de
los pacientes con tumores HPV positivos no se han implementado en la practica
rutinaria de forma extensa a la espera de la confirmacion obtenida a través de estudios
clinicos prospectivos. La desintensificacion de tratamiento con radioterapia fue sugerida
como posible estrategia terapéutica gracias a los resultados de varios estudios en los que
se observaba como la radioterapia acelerada fraccionada (6 fracciones por semana)
mejoraba en control locoregional comparado con el tratamiento convencional de RT
(HR 0.73) principalmente en tumores HPV (p16) positivos (HR: 0.56 (0.33-0.96),
aungue también el HPV (p16) negativos (HR: 0.77 (0.60-0.99)) (268). EI manejo futuro
de los pacientes con tumores HPV incluye desde el uso de tratamiento de quimioterapia
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y radioterapia menos intensos, asociados a menor toxicidad, hasta mejoras en las
técnicas quirdrgicas como seria el caso de la cirugia robotica transoral. Ademas, dado el
beneficio observado con inmunoterapias en otras localizaciones tumorales, el desarrollo
de este campo tanto en monoterapia como en combinacion con tratamientos
concomitantes de quimioradioterapia podria cambiar la historia natural y el tratamiento
de estos tumores. Todos estos avances, deberian asociarse a un mejor conocimiento de
las caracteristicas bioldgicas que diferencian a los tumores HPV positivos y negativos,
asi como identificar el subgrupo de pacientes que dentro de los HPV positivos se
asocian a mejor y peor prondstico, lo que favoreceria el desarrollo de estrategias
terapéuticas especificas para cada subgrupo de pacientes. De forma paralela, el
conocimiento de las caracteristicas gendmicas diferenciadas en cada subgrupo de
pacientes permitiria el desarrollo de biomarcadores predictivos de beneficio a nuevas

terapias, incluidas inmunoterapias (322, 323).

Con el objetivo de obtener un mejor conocimiento de los factores genémicos
diferenciados en los tumores de cavidad oral y orofaringe, relacionarlos con el estatus
de HPV vy valorar su impacto pronéstico, en nuestro estudio hemos llevado a cabo
estudios de perfiles de expresion génica mediante la plataforma PAM50, pudiendo
incluir para el proposito de nuestro estudio el andlisis de 5 genes adicionales (AR
CD8A, PDCD1 o PD1 y CD274 (PDL-1), relacionados mayoritariamente con la
inmunomodulacion. Esta plataforma fue inicialmente desarrollada en cancer de mama,
siendo capaz de diferenciar 4 subtipos biolégicos (luminal A, luminal B, Basal like y
Her2-enriched) con diferencias en prondstico, respuestas a terapias y patrones de
diseminacion(304). Recientemente, la plataforma PAMS50 ha conseguido identificar
como el subtipo tumoral “basal like”, caracteristicamente asociado a cancer de mama,
también podia identificarse en otras localizaciones tumorales primarias, principalmente
en tumores escamosos de pulmon, pero también en cancer de ovario, glioblastomas,
cancer colorectal y adenocarcinomas de pulmoén. Estos hallazgos sugieren que una
misma estratega terapéutica podria plantearse en tumores de diferentes localizaciones
pero que comparten similitudes bioldgicas (305). Por ejemplo, se ha descrito que el 11%
de los tumores de pulmédn se identifican los subgrupos luminales A y B de cancer de
mama, lo que sugeriria que en los tumores de pulmaén también estan influenciados por la
regulacion hormonal(305). Hallazgos similares respecto a la identificacion de subtipos
basales y luminales en cancer de vejiga y tumores de préstata han sido recientemente
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publicados, confirmando la hipotesis de que las diferencias y similitudes biologicas
pueden trascender el oOrgano de origen tumoral y pueden ser identificadas con
plataformas de expresion génica como PAM50(324, 325).

Por tanto, el objetivo de nuestro estudio es valorar por primera vez la utilidad de
la plataforma PAMS50 a la hora de identificar grupos prondsticos asociados tumores de
cavidad oral y orofaringe, asi como valorar su asociacion con el estatus de HPV. En
nuestro estudio, diferentes genes impactaron de forma individual en SLP y SG, siendo
relevante la asociacion de la sobreexpresion de la firma basal con peor SLP (p=0.02) y
SG (p=0.04). En nuestro estudio hasta en 16% de los tumores (20% en tumores de
orofaringe y 13% en tumores de cavidad) presentaron patrén basal, sin ser estas
diferencias significativamente estadisticas. El impacto prondstico del subgrupo basal es
similar al peor prondstico reportado para el subtipo basal de cancer de mama (326). La
identificacion de subgrupos basados en perfiles de expresion génica en tumores de
cabeza y cuello inicialmente reportada en 2004 por Chung et al (259) describié 4
subtipos moleculares en andlisis realizados sobre 60 tumores de cabeza y cuello de los
que solo 15 (25%) eran tumores de cavidad oral y 14(23%) orofaringe. Este estudio
identifico los subtipos moleculares basal, atipico, mensequimal y clasico, que
posteriormente fueron confirmados en dos estudios independientes, de la Universidad
del Carolina del Norte (n=138) y del TCGA (n=297) (185, 221). El estudio de la

Universidad de Carolina del Norte®°

incluyd, sobre el total de 138 pacientes, un total de
55 tumores de cavidad oral y 34 tumores de orofaringe, entre los que el 55% de los
tumores de cavidad oral y el 9% de los tumores de orofaringe se consideraban tumores
con caracteristicas basales. En este estudio, la expresion génica de los tumores basales
se consider6 similar a la de las células basales del epitelio de via aérea, como la
sobreexpresion de COL17A1, factores de crecimiento EGFR y TGGFA y el factor de
transcripcion TP63, sugiriendo por tanto la similitud con los perfiles de expresion en
tumores escamosos de pulmén (327). Ademas, la identificacion de estos subtipos
moleculares tenia implicaciones prondsticas, siendo el subtipo basal el que se asocio a
peor prondstico y sugiriendo ademas que el subtipo basal podria presentar una
significativa sensibilidad a quimioterapias basadas en platino, ya que la exposicion a
platino se asocia a disminucion de DNp63 (328). En el estudio del TCGA (221), sobre
una cohorte de 279 pacientes, de los que 172(62%) eran cavidad oral y 33 (12%) era

tumores de orofaringe, también se identificaron los subgrupos moleculares previamente
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descritos, representando el grupo basal el 31% de los tumores y asociandose a baja
expresion de CDKN2A (p16™"**). Por otra parte, el subgrupo mesenquimal (27%) se
caracterizd por la expresion de genes asociados con la transicion epitelio-mesenquimal,
el subgrupo atipico (24%) estaba representado con una elevada frecuencia en tumores
HPV positivos, con mutaciones de PIK3CA, y baja expresion de EGFR, y el subgrupo
clasico (18%) se asociaba a elevada expresion de genes relacionados con el estrés
oxidativo. De forma paralela, el grupo de la Universidad del Carolina del Norte,
demostréo como los subgrupos basales, mesenquimal y clasico de tumors de cabeza y
cuello se correlacionaban de forma relevante con el subtipo basal y clasico de cancer de
mama y pulmdn (248). Desafortunadamente, en nuestro estudio, los genes de PAM50
no se demostraron pronosticos de forma individual al realizar la validacion de los
resultados en la cohorte del TCGA, limitando por tanto la interpretacién de los

resultados.

De forma relevante los estudios de expresion génica realizados fueron capaces
de identificar hasta un total de 8 genes diferenciados en tumores de orofaringe y cavidad
oral, principalmente genes relacionados con diferenciacién ectodérmica, genes de la
familia de las metaloproteasas, genes relacionados con el control del ciclo celular, genes
de la familia de caderinas y genes relacionados con el crecimiento, migracion celular y
factores de transcripcion. Estos hallazgos ponen de relieve las diferencias bioldgicas de
ambas localizaciones tumorales. Sin embargo, no identificamos genes asociados de
forma estadisticamente significativa entre los tumores HPV positivos comparado con
HPV negativos, siendo una de las posibles causas el nimero limitado de pacientes HPV
positivos en los que se pudo realizar el estudio gendmico (16% del total de pacientes
con datos de expresion génica). También es importante remarcar que los analisis
realizados por el grupo de la Universidad de Carolina del Norte y del TCGA se
realizaron sobre paciente quirurgicos, a diferencia de lo realizado en nuestro estudio,
centrado en pacientes localmente avanzados e irresecables que completaron tratamiento
radical con quimioradioterapia, terapia anti-EGFR y radioterapia o quimioterapia de
induccion, y realizandose por tanto los estudios de expresion génica en la biopsia
pretratamiento. Por tanto, los resultados de los estudios de la Universidad de Carolina
del Norte y del TCGA aportan predominantemente informacion pronostica, siendo
necesario la realizacion de estudios que permitan analizar el impacto predictivo de los

subtipos gendmicos en los diferentes tratamientos realizados, tanto tratamientos
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citotoxicos, como terapias alternativas bioldgicas, como las terapias anti-EGFR. En
nuestro estudio la gran mayoria de los pacientes con datos de expresion génica
realizaron tratamiento de quimioradioteapia concomitante y Unicamente 4 pacientes
habian completado tratamiento con cetuximab-radioterapia, limitando por tanto los
analisis de impacto predictivo al tratamiento. Otra de las limitaciones de los estudios de
expresion génica son el analisis conjunto de diferentes localizaciones tumorales
primarias, y por tanto incluyendo una importante heterogeneidad en los datos.
Asimismo, el numero limitado de pacientes HPV positivos incluidos en los estudios de
expresion génica dificulta el establecimiento de patrones de expresion génica
claramente diferenciados entre los tumores HPV positivos y los HPV negativos. Asi, en
el estudio de la Universidad del Carolina del Norte, sobre un total de 138 pacientes, la
positividad global para HPV del 10% (14/138), mientras que en el estudio del TCGA
sobre un total de 297 tumores de cabeza y cuello, Unicamente 36 (12%) pacientes HPV
positivos fueron incluidos. Por tanto, la proporcion del 16% (11/68) de pacientes HPV
positivos incluidos en nuestro estudio es remarcable. Recientemente, en un estudio que
incluia una poblacion de 130 pacientes con tumores localmente avanzados, de los que
25 (19%) eran de cavidad oral y 75 (58%) eran de orofaringe, todos tratados con
preservacion de 6rgano, se incluy6 una elevada frecuencia de tumores HPV positivos
(42%)(249). En este estudio, los analisis de expresion génica fueron capaces de
caracterizar el grupo de tumores HPV positivos, sugiriendo que los grupos de expresion
génica en tumores de cabeza y cuello quedarian definidos como: subtipo basal (elevada
expresion de EGFR y genes relacionados con hipoxia, como HIF1A), mesenquimal,
clasico, HPV positivo-mesenquimal y HPV positivo-clasico. De forma significativa, los
tumores HPV positivos-mesenquimales presentan mayor sobreexpresion de genes
involucrados en la respuesta inmune y el control del ciclo celular que los tumores HPV
negativos-mesenquimales. De forma similar ocurre en los HPV positivos-clasicos.
Paralelamente, se demostro la correlacion prondstica de esta clasificacion, siendo los
dos subgrupos HPV positivos los que presentaban un mejor prondstico, principalmente
el subgrupo HPV positivo-mesequimal (249). Por ultimo, De Cecco et al. report6 los
resultados de un metaanalisis en el que pudo describir una firma de 172 genes,
combinando 9 bases de datos con informacion de expresion génica disponible. Esta
firma geénica se correlacion6 con prondéstico de forma independiente al estatus de HPV,

aunque la positividad de HPV en el estudio era del 11% (329).
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Por tanto, los estudios de expresion génica realizados en tumores de cabeza y
cuello han sido capaces de aportar de diferenciar subtipos moleculares diferenciados,
con diferencias pronosticas e incluso, recientemente se han sugerido diferencias en el
grupo de pacientes con tumores HPV positivos. Sin embargo la escasez de estudios
realizados, asi como de la inclusion conjunta de diferentes localizaciones tumorales, con
escasa representacion de tumores HPV positivos limita la interpretacion de los
resultados. Por otro lado, a pesar del valor prondstico reportado, el valor predictivo y
utilidad clinica a la hora de determinar la estrategia terapéutica individualizada son ain
limitados. Esto ultimo es de gran importancia, ya que debido al excelente prondstico de
los pacientes con tumores HPV positivos, se ha postulado que un grupo de estos
pacientes se podrian beneficiar de completar tratamientos asociados a menor toxicidad a
largo plazo. Por tanto, al igual que ocurre en otras patoldgicas, como en cancer de
mama, identificar a los pacientes que dentro del grupo de tumores HPV positivos,
presentan un excelente pronostico basado en perfiles de expresion génica, adquiere una

importancia significativa.

Nuestro estudio tiene presenta diferentes limitaciones. Por un lado, aquellas
limitaciones relacionadas con las caracteristicas retrospectivas del estudio; por otro lado
el nimero limitado de pacientes HPV positivos en cada una de las localizaciones
tumorales que limita la interpretacion de nuestros resultados. Sin embargo, a pesar estos
factores, los datos de incidencia estan ajustados a lo reportado en nuestro medio y
hemos sido capaces de confirmar la principal hipdtesis de nuestro estudio, como es la de
demostrar el impacto positivo de la infeccion por HPV en este subgrupo de pacientes.
Ademas, la heterogeneidad de la muestra (estatus ganglionar, estadio primario, edad,
etc) ha podido influir en los resultados de nuestro estudio. Otra limitacion de nuestro
estudio, es que no se ha podido analizar el impacto de las nuevas técnicas de
radioterapia conformativa como puede ser la IMRT, que a dia de hoy es considerada
como técnica estandar al permitir tratamientos con fraccionamiento mas acelerado y
disminuir la toxicidad a largo plazo (161). Por Gltimo, nuestro estudio no ha podido
valorar el impacto de conocer el estatus de HPV previamente al inicio de tratamiento, y
por tanto ser capaces de analizar como impactaba el resultado en la eleccion de la
estrategia de tratamiento a realizar. Nuestro estudio también presenta limitaciones

respecto a los andlisis de expresion génica, como la escasa representacion de los
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pacientes HPV positivos, ademas de la falta de validacion independiente de nuestros
resultados en la base de datos del TCGA.
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8. Conclusiones

e En nuestro trabajo de tesis realizado sobre una serie de 83 pacientes con tumores de
cavidad oral y orofaringe localmente avanzados, irresecables y tratados con intencién
curativa hemos confirmado el impacto pronéstico de la positividad de HPV, en
cuanto a beneficio en términos de mejor tasa de respuestas, SLP a los 3 afios y SG a
los 5 afios para la poblacion global del estudio, independientemente del método
diagnostico realizado (HPV-PCR o IHC-pl16).Este beneficio fue estadisticamente
significativo en tumores de orofaringe. No hemos podido confirmar el impacto

positivo en los tumores de cavidad oral.

e La concordancia entre IHC-p16 y HPV-PCR en tumores de cavidad oral fue limitada,

de forma similar a lo reportado en la literatura.

e En nuestro estudio hemos confirmado el impacto prondstico de otros factores
clinicos y tumorales clasicos, como la afectacion tumoral primaria T3-T4 o estadios
IV. Hemos podido reproducir los subgrupos pronésticos clinicos basados en la
afectacion tumoral primaria, el estatus de HPV, estadio ganglionar y el habito
tabaguico. Asimismo, hemos identificando una mayor proporcion de pacientes con

alto riesgo de recurrencia en los tumores de cavidad oral.

e Los pacientes con tumores que expresaron la firma génica Basal mediante la

plataforma de expresion génica PAMS50 tienen un peor prondstico en SLP y en SG.

e Mediante la plataforma génica PAMS50, hemos identificado genes que de forma
individual se correlacionaban con prondstico, asi como genes diferentemente
expresados en tumores de cavidad oral y orofaringe. Sin embargo, no hemos podido
describir un patrén de expresion génica diferenciado entre los tumores HPV positivos
y negativos, probablemente en relacion con el nimero limitado de tumores HPV
positivos. Nuestros resultados de expresion génica no han podido ser validados en la
cohorte del TCGA de tumores de cabeza y cuello, limitando por tanto la

interpretacion de los resultados.
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