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RESUMEN (en espaiiol)

El carcinoma oral de células escamosas es una enfermedad de gran importancia debido
a su elevada prevalencia, cuya capacidad invasiva y metastasica requiere la alteracion
de procesos como la adhesion celular y célula-matriz extracelular o de la movilidad
celular.

El presente trabajo se ha realizado con el fin de obtener mas informacién sobre el papel
que en el cancer oral juegan in vivo tres moléculas de adhesion: E-cadherina, B-catenina
y Fak. Se trata de un estudio retrospectivo en el que se han estudiado 69 casos de
carcinoma de células escamosas primarios de la cavidad oral tratados en el Servicio de
Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital Universitario Central de Asturias. La técnica de
estudio elegida fue la inmunohistoquimica. Se contrastan los datos clinicopatolégicos
con los resultados inmunochistoquimicos y se analizan las relaciones estadisticas que se
establecen entre ambos.

En una segunda fase, hemos llevado a cabo un modelo matematico mediante maquinas
de vectores de soporte (Support vector machines o SVM) de las variables supervivencia
y recidiva. Este modelo por un lado se centra en la basqueda de patrones de
comportamiento relevantes para la probabilidad de supervivencia y la presencia de
recidiva en aquellos pacientes que padecen un cancer oral y, por otro, introduce un
modelo inteligente capaz de predecir el comportamiento de las variables supervivenciay
recidiva en funcion del resto de variables disponibles identificadas como relevantes.
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RESUMEN (en Inglés)

Oral squamous cell carcinoma is a life-threatening disease with a high worldwide
prevalence. Invasion and metastasis require the alteration of certain processes such as
cell-cell and cell-extracellular matrix adhesion or cell mobility.

This work has been done to learn more about the role played in oral cancer by three
adhesion molecules: E-cadherin, B-catenin and Fak. This is a retrospective study, in
which we have studied 69 cases of primary oral squamous cell carcinoma treated at the
Department of Oral and Maxillofacial Surgery, Hospital Universitario Central de Asturias.
The technique chosen was the immunohistochemicalstudy. Clinicopathological data are
contrasted with the immunohistochemical results and the statistical relationships
established between them are subsequently reviewed.

In a second phase, we have carried out a mathematical model using support vector
machines so as to predict survival and recurrence probability. This model focuses on
one hand in the search for relevant patterns for survival and recurrence, and, on the
other hand, introduces an intelligent model that can predict the survival and recurrence
according to related variables.
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I. INTRODUCCION

El carcinoma oral de células escamosas es una enfermedad de enorme importancia
debido a su elevada prevalencia y coste en vidas humanas. Una de sus caracteristicas
clinicas mas destacada es la capacidad de invadir los tejidos adyacentes y de metastatizar
locoregionalmente. La capacidad invasiva y metastasica de las células tumorales requiere
la alteracion de procesos como la adhesion celular y célula-matriz extracelular o de la
movilidad celular. Estos procesos estdn mediados por diversas moléculas que forman parte
de las denominadas uniones adherentes y contactos focales y que establecen uniones con el
citoesqueleto, actuando como sefializadores intracelulares.

Las uniones adherentes median la adhesion célula-célula y estdn formadas por
varias moléculas unidas entre si. E-cadherina atraviesa la membrana celular y se une a una
molécula homdloga de la célula adyacente. En su extremo intracitoplasmatico se une a f3-
catenina y o-catenina y, a través de éstas, al citoesqueleto de actina. Por otro lado, B-
catenina forma parte de la llamada via Wnt. Ante determinados estimulos, B-catenina
puede translocarse al nucleo celular y activar ciertos genes implicados en la
carcinogénesis.

En cuanto a las uniones célula-matriz extracelular, también existen varias
moléculas implicadas. Las integrinas forman parte de los contactos focales, que ademas de
servir de union a dicha matriz participan en la movilidad celular. Las quinasas de adhesion
focal (Focal adhesion kinases o Fak) regulan la actividad de las integrinas y, por tanto, de
ambos procesos.

Se han publicado varios estudios que han mostrado pérdida de expresion de E-
cadherina y B-catenina por parte de los carcinomas escamosos de la cavidad oral. A
menudo se han analizado los patrones de expresion y se han puesto en relaciéon con
parametros clinicos e histopatoldgicos del tumor, pero no con la evolucion posterior del
paciente tratado de dicho tumor. Con respecto a la expresion de Fak en este tipo de
tumores, lo que se conoce hasta la fecha es ain mas escaso. Mejor conocidos que los
moleculares son los factores clinico-patologicos de relevancia pronostica. Sin embargo,
con frecuencia estos parametros se muestran poco eficientes e inexactos para conocer el
destino de cada paciente concreto. Por tanto, se hace necesaria la busqueda de marcadores
moleculares que nos permitan individualizar el pronostico de cada paciente, predecir la
tendencia recidivante y servir de diana a posibles terapias. Asi, el manejo de las bases de

datos compuestas por muchas variables y escasos pacientes requieren del desarrollo de



herramientas matematicas que ayuden a disminuir el error producido por el andlisis de los
datos.

El presente trabajo se ha realizado con el fin de obtener mas informacién sobre el
papel que en el cancer oral juegan in vivo E-cadherina, B-catenina y Fak. Se trata de un
estudio retrospectivo en el que se han analizado 69 casos de carcinoma de células
escamosas primario de la cavidad oral, tratados en el Servicio de Cirugia Oral y
Maxilofacial del Hospital Universitario Central de Asturias. La técnica de estudio elegida
fue la inmunohistoquimica, realizada en el Servicio de Anatomia Patoldgica I del mismo
centro. Los datos clinicopatoldgicos y los resultados inmunohistoquimicos fueron
analizados buscando relaciones estadisticas entre ambos.

En una segunda fase, hemos implementado un modelo matematico mediante
Maquinas de Vectores de Soporte (Support vector machines o SVM), utilizando como
variables dependientes la “supervivencia” y la aparicion de “recidiva”. Este modelo, por un
lado, busca patrones de comportamiento relevantes para la probabilidad de supervivencia y
la presencia de recidiva en aquellos pacientes que padecen un cancer oral y, por otro,
introduce un modelo inteligente capaz de predecir el comportamiento de las variables
supervivencia y recidiva en funcion del resto de variables disponibles identificadas como

relevantes.
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II. ESTADO ACTUAL

2.1 Cancer oral: aspectos generales

2.1.1 Epidemiologia

Los carcinomas de células escamosas de la cabeza y el cuello constituyen el sexto
tumor solido maligno mas frecuente (Hoffman et al., 1998) y el 48% de los mismos se
localizan en la cavidad oral (Jemal et al., 2004). En algunos paises, como La India, el
cancer oral supone hasta el 40% de todos los tumores malignos, presentando igualmente
una incidencia particularmente elevada en otras regiones como Brasil, sudeste asiatico,
Pacifico occidental, Francia o Terranova (Johnson, 1991).

En Europa Occidental, el cancer oral junto con el de orofaringe ocupa la 7* posicion
del total de canceres. Aquellos paises con una mayor incidencia son Francia y Hungria, en
contraposicion con Grecia y Chipre que ostentan las tasas mas bajas. En nuestro pais en el
ano 1998 la incidencia fue de 31,7 casos por 100.000 hombres y de 3,89 casos por 100.000
mujeres (Ministerio de Sanidad y Consumo, 1998). Esta incidencia supone una frecuencia
por encima de la media Europea para ese afio (21,84%), solamente por debajo de Francia y
equiparable a la de Portugal (45,51% y 31,61%, respectivamente). En los EE.UU. la
incidencia en el mismo afio fue de 9,3 casos por 100.000 habitantes (Ries et al., 2003).
Cada afio se estima que se diagnostican 575.000 nuevos casos de cancer oral en todo el
mundo (Edwards et al., 2002).

Aproximadamente el 90% de los canceres orales se diagnostican en personas
mayores de 40 afios y mas del 50% en mayores de 65 afios (Edwards et al., 2002;
Silverman, 2001). Sin embargo, en los Gltimos afios se ha visto un aumento de incidencia
en personas menores de 40 anos (Myers et al., 2000), el cual se ha relacionado con la
infeccion por el virus del papiloma humano. El cancer oral es mas frecuente en hombres
que en mujeres, con una razén de 1,5:1, si bien las frecuencias se estan aproximando,
debido a los cambios en los estilos de vida y hébitos toxicos (Warnakulasuriya, 2009).

Los estudios sobre localizaciones en la cavidad oral y frecuencias relativas aportan
resultados no coincidentes. En un estudio de 14.253 casos realizado por el Instituto de
Patologia de las Fuerzas Armadas de los EEUU de Norteamérica (Krolls y Hoffman,

1976), se observaron las siguientes distribucion y frecuencias: labio inferior (38%), lengua



(22%), suelo bucal (17%), encia (6%), paladar (5,5%), amigdalas (5%), labio superior
(4%), mejilla (2%) y Gvula (5%). Otro estudio mas reciente (Jemal et al., 2004) pone de
manifiesto la siguiente distribucion: lengua (37%), labio (22%), suelo de la boca (13%),
mucosa yugal (6%), encia (6%) y paladar (4%). A pesar de las discrepancias, ambos
coinciden en que dentro de la cavidad oral las principales localizaciones son la lengua y el
suelo de la boca. Esta diferencia respecto a otros paises como La India, en los que la
localizacion mas frecuente es la region yugal, se atribuye a la existencia en estos ultimos
de otros habitos téxicos como la masticacién de tabaco y de nuez de betel o el habito de
fumar invertido. Algunos estudios en poblaciones emigrantes han puesto de manifiesto la
influencia de los habitos de vida en el desarrollo del céncer oral. Asi, la poblacion de la
India que ha emigrado a Gran Bretafia presenta tasas de incidencia mayores que la
poblacion autdctona (Warnakulasuriya, 2009).

En los ultimos afios han aumentado notablemente tanto la incidencia como la
mortalidad global atribuible al cancer oral. Asi en el estudio SEER (Surveillance
Epidemiology and End Results) del 2004, se describen tasas de mortalidad de 4,1 por
100.000 personas/afio en hombres y 1,5/100.000 personas/afio en mujeres, siendo estas

tasas aun mayores entre la poblacion de raza negra (SEER, 2004).

2.1.2 Histologia

El carcinoma de células escamosas surge de un epitelio malpighiano displésico,
caracterizado por presentar microscopicamente islas o cordones de células invasivas que
rompen la membrana basal y penetran en el tejido conectivo subyacente (Mashberg y
Samit, 1995), con mayor o menor diferenciacion hacia la morfologia escamosa. Las células
tumorales muestran abundante citoplasma eosinofilo, con nucleo grande, y una relacion
nucleo/citoplasma elevada. Se ven diversos grados de pleomorfismo celular y nuclear. El
producto natural del epitelio escamoso, la queratina, se observa en ocasiones en forma de
“perlas de queratina o globos coérneos”, o en el interior de las células.

El grado de semejanza histoldgica de las células neoplasicas con las células
epiteliales de las que derivan permite definir un grado de diferenciacion, de modo que, a

mayor grado, menor diferenciacion y comportamiento bioldégico mas agresivo (Strassburg
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y Knolle, 1996). Al igual que otras neoplasias malignas, el carcinoma de células escamosas
induce cambios en el estroma proximo, que pueden ser desmoplasicos (colagenizacion

densa), angiogénicos (pequefios nuevos vasos sanguineos) o inflamatorios (inmunol6gicos)

(Marsh et al., 2011).

2.1.3 Etiopatogenia

La carcinogenesis oral surge como consecuencia de sucesivas mutaciones en los
genes que regulan el comportamiento celular. Es de sobra conocida la implicacion del
tabaco en este proceso (Johnson, 2001) . Sin embargo, no es el tnico factor conocido y a
¢l se suman otra serie de agentes externos que pueden participar sinérgicamente, tales
como el alcohol, la dieta y los virus (Das y Napgal, 2002). Por otro lado, todo este proceso
se desarrolla sobre los tejidos de un sujeto que posee su propia susceptibilidad genética
frente al céancer. Finalmente, a la interaccion entre los factores genéticos y los
carcindgenos locales debe afiadirse el estado inmunoldgico del paciente (Das y Napgal,

2002).

2.1.4 Desarrollo y progresion del cancer oral

En 1996, Joseph Califano presentdé un modelo de progresion tumoral para el
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello, basado en el modelo de progresion del cancer
de colon. Este modelo establece la pérdida de heterocigosidad de determinados genes
supresores y estima que en el desarrollo del fenotipo invasivo del carcinoma epidermoide
de cabeza y cuello estan implicadas entre 6-10 alteraciones genéticas de forma cronologica
y acumulativa.

En general para que se desarrolle un cancer, sus células deben adquirir ciertas
capacidades, tales como la invasividad, la capacidad de degradar la matriz extracelular, la
movilidad y la diseminacion celular. Ademés debe desarrollar una actividad angiogénica

capaz de nutrir la nueva masa tumoral.
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Deleccién 13qy 14q

Carcinoma

Carcinoma

infiltrante in situ

Deleccién 4q,6p, 8p

Figura 2.1 Modelo de progresion del cancer de cabeza y cuello (modificado de
Califano et al., 1996).

Crecimiento y extension local

En estadios iniciales, el carcinoma de células escamosas se presenta a menudo en
forma de placa blanca (leucoplasia), roja (eritroplasia) o roja y blanca (eritroleucoplasia).
Con el paso del tiempo se desarrolla una tumoracién o una ulceracién en la superficie
mucosa, que posteriormente puede adquirir distintos patrones de crecimiento: exofitico,
endofitico o superficial. El dolor no es un dato diagndstico fiable en las fases iniciales

(Neville y Day, 2002).

Extension ganglionar

El lugar de asiento mas frecuente de las metéstasis de los carcinomas de células

escamosas orales son los ganglios linfaticos cervicales ipsilaterales. Sin embargo, tumores
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situados en la base de la lengua, tumores proximos a la linea media o tumores de gran
tamafio pueden metastatizar en ganglios linfaticos contralaterales o bilaterales. En la
exploracion fisica, los ganglios metastasicos estan frecuentemente agrandados y
endurecidos. Cuando estan adheridos a los tejidos vecinos y, por tanto fijos, suele indicar
la existencia de extension extracapsular. La frecuencia de metastasis ganglionares oscila
entre el 7,8 y el 43% de los casos (Horch, 1996). Esta cifra aumenta hasta el 66% en el

subgrupo de los tumores linguales (Neville y Day, 2002).

Diseminacion a distancia:

Se caracteriza por la formaciéon de agregados de células neoplasicas que se
desarrollan de forma auténoma en un tejido u oOrgano situado a distancia del tumor
primitivo del que proceden. El riesgo metastatico (de Vicente, 1998) se incrementa si
existe una histologia indiferenciada, afectaciéon ganglionar (especialmente si es multiple,
extensa o bilateral), en tumores primitivos de gran tamafio y rdpido crecimiento, cuando la
edad es inferior a 40 afios y en casos de recidiva tumoral.

La frecuencia de presentacion oscila entre el 5,3% y el 49% segin la fuente
consultada y el tipo de estudio realizado (en el momento del diagnostico del tumor
primario o postmortem). Los 6érganos de predileccion son los pulmones y la pleura, a

continuacion el esqueleto, y posteriormente el higado (Horch, 1996).

2.1.5 Modelos de diseminacion tumoral

El desarrollo de metastasis locoregionales o a distancia representa la culminacion
de un complejo proceso que requiere la interaccion de las células tumorales con el entorno
y con las células del estroma que lo rodea (Fidler, 1990). El proceso para adquirir
potencial metastasico incluye los siguientes requisitos: (1) capacidad de invasion del
tumor primario, (2) desarrollo de nuevos vasos sanguineos y/o linfaticos, (3) separacion de
las células con capacidad de originar metastasis, (4) intravasacion de las células tumorales
en los vasos linfaticos o sanguineos, (5) extravasacion de las células tumorales en el lugar

de metastasis y (6) implantacion y crecimiento de células tumorales en este lugar distante
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del tumor primario. La regulacion de cada paso es compleja y puede implicar la alteracion
de multiples genes en diversas vias celulares en cuyo estudio es de especial utilidad el
analisis de microarrays (Kitadai, 1996; Herbst, 2000; Hynes, 2003).

Se han propuesto varios modelos para tratar de explicar el fendmeno de produccion
de metastasis. Por un lado, el modelo de seleccion clonal propone que una sola célula
sufriria cambios moleculares que la diferenciarian del resto y que seria la responsable de la
produccion de metastasis. Por otro, el modelo de dominacion clonal sugiere la aparicion
en el tumor primario de una minoria de células con potencial metastasico, que sustituirian
a la mayoria de células restantes. El modelo de seleccion clonal sobre un fondo
predisponente sugiere que la progresion tumoral ocurre a través de multiples mutaciones
sujetas a seleccion darwiniana, de manera que las células "mas aptas" dominarian
finalmente el tumor. Este proceso de seleccion se repetiria hasta diez veces durante el
desarrollo de un tumor (Hanahan, 2000). Finalmente, ¢l modelo metastasico de células
madre de cancer se asemeja al de seleccion clonal sobre un fondo predisponente. En €l, la
mayoria de las células cancerosas del tumor primario tendrian caracteristicas genéticas
derivadas de las células madre. Estas se describen como células poco comunes en el
cancer, relativamente indiferenciadas y con capacidad de recrear todos los aspectos del

tumor.

2.1.6 Importancia del estroma en la capacidad metastasica del tumor

La interaccion entre las células del tumor y el estroma circundante ha sido
reconocida recientemente como un factor importante en el comportamiento del tumor.
Dentro de un cancer, las células epiteliales y mesenquimales interactiian entre si alterando
o condicionando el comportamiento celular. Asi se sabe que las células del estroma
pueden influir dramaticamente en el comportamiento de las células epiteliales hasta el
punto de producir el comportamiento maligno de células de otro modo premalignas
(Cunha, 2003).

Los genes que codifican las proteinas responsables de la union a la matriz
extracelular, asi como los que participan en la degradacion de la matriz extracelular se
encuentran sobreexpresados en los tumores metastasicos (Roepman, 2006). Aunque estos

datos parecen incongruentes entre si, no hacen sino validar la compleja naturaleza del
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microambiente tumoral y corroborar la opinién de que las células tumorales pueden
utilizar tanto los mecanismos de degradacion y fijacion, como los mecanismos basados en

la motilidad y la invasion.

2.1.7 Angiogénesis en el cancer oral

El crecimiento de nuevos vasos sanguineos desempeia un papel importante en la
progresion tumoral y en el desarrollo de metéstasis. El desarrollo vascular y los factores
que regulan la angiogénesis han sido estudiados ampliamente en diversos tumores,
incluyendo aquellos con asiento en la cavidad oral.

Varios estudios han demostrado un aumento en el numero de pequeiios vasos
sanguineos en los canceres de la cavidad oral a medida que ocurre la transicion desde la
mucosa normal a la displasia y a tumores invasivos (Lopez de Cicco, 2004; Pazouki,
1997).

Tal vez la via mas importante en la angiogénesis tumoral es la familia de factores
de crecimiento VEGF, de los cuales VEGF'® es la isoforma predominante producida por
las células tumorales (Ferrara, 2003).

El papel de VEGF en el desarrollo de metastasis no esté claro en los canceres de la
cavidad oral. Sin embargo, la mayoria de los estudios sugieren que la expresion de VEGF
se asocia con un mayor riesgo de metastasis ganglionares y que su inhibiciéon mejora los

indices de recidiva tumoral (Kyzas, 2005).

2.1.8 Estadiaje tumoral

La clasificacion unificada de la UICC (Unidn Internacional Contra el Cancer) y de
la AJCC (American Joint Comité for Cancer Staging and End-Results Reporting) (Sobin,
1997) es en la actualidad la més aceptada, a pesar de sus limitaciones e inexactitudes
prondsticas. Esta se basa en tres caracteristicas clinicas, donde T representa el tamafio del
tumor primario, N indica el grado de afectacion de los ganglios linfaticos regionales y M

la presencia o ausencia de metastasis a distancia (Tabla 1).
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Tumor primario (T)

TX: No puede evaluarse el tumor primario.
TO: No hay evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma in situ.
T1: Tumor de 2 centimetros o menos en su diametro mayor.
T2: Tumor de mas de 2 centimetros pero no mas de 4 centimetros en su diametro mayor.
T3: Tumor de mas de 4 centimetros en su diametro mayor.
T4 (labio): Tumor que invade a través de hueso cortical, nervio alveolar inferior, suelo de la boca o piell
" |facial, p.ej., menton o nariz.
. Tumor que invade las estructuras adyacentes (p.ej., a través del hueso cortical, a los|
T4a (cavidad| ~, , } .
oral): musculos profundos [extrinsecos] de la lengua [geniogloso, hiogloso, palatogloso
i estilogloso], seno maxilar, piel facial).
Tdb: Tumor que invade el espacio masticatorio, apofisis pterigoideas o la base del craneo y/o|
’ engloba la arteria carétida interna.
Ganglios linfaticos regionales (N)
NX: No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales.
NO: No hay metastasis a ganglios linfaticos regionales.
NI: Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, de 3 centimetros o menos de dimension|
' mayor.
N2a: Metastasis en un solo ganglio linfatico, de mas de 3 centimetros pero no mas de 6
*"  |centimetros de dimensién mayor
N2b: Metastasis en multiples ganglios linfaticos ipsilaterales, ninguno de mas de 6 centimetros de]
’ dimensién mayor.
N2e: Metéstasis en ganglios linfaticos bilaterales y contralaterales, ninguno de mas de 6
’ centimetros de dimensién mayor.
N3: Metastasis en un ganglio linfatico de mas de 6 centimetros de dimension mayor.
Metastasis distante (M)
MX: No puede evaluarse la metastasis distante.
Mo: No hay metastasis distante.
M1: Metastasis distante.

Tabla 2.1. Parametros clinicos de la clasificacion TNM.
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La clasificacion TNM permite mas de 30 permutaciones, lo que para la mayoria de
los estudios dividiria el material en multiples grupos, con muy pocos casos en cada uno
como para permitir un analisis estadistico fiable. Por ello, y fundamentalmente con el fin
de comunicar los casos, seria deseable agrupar aquellas combinaciones de T, N y M para
las que la tasa de supervivencia es similar, disminuyendo el niumero total de categorias. El
fin fundamental del estadiaje es, una vez conocido el prondstico, elegir el tratamiento que
mejor influya en el curso natural de la enfermedad (Tabla 2). Este sistema permite valorar
parametros como la invasion ganglionar que mantienen una correlacion estadistica con la
supervivencia. Sin embargo globalmente resulta obsoleto. Al igual que en los canceres de
mama o prostata se utilizan pardmetros moleculares para establecer el prondstico de la
enfermedad, consideramos que los marcadores moleculares pueden ayudar a predecir el

pronostico en los canceres de la cavidad oral.

Estadio 0 Tis, NO, MO.

Estadio I T1, NO, MO.

Estadio II T2, NO, MO.

Estadio III T3, NO, MO.
T1, N1, MO.
T2, N1, MO.
T3, N1, MO.

Estadio IVA T4a, NO, MO.
T4a, N1, MO.
T1, N2, MO.
T2, N2, MO.
T3, N2, MO.
T4a, N2, MO

Estadio IVB Cualquier T, N3, MO.
T4b, cualquier N, MO.

Estadio IVC Cualquier T, cualquier N, M1.

Tabla 2.2. Estadiaje clinico segun la clasificacion TNM.

2.1.9 Tratamiento

Las opciones de tratamiento para los carcinomas escamosos son variadas y
dependen del tamafio y localizacion del tumor primario, grado de afectacion ganglionar,

presencia o no de metastasis a distancia, tolerancia al tratamiento y deseo del paciente. En
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cualquier caso, el tratamiento exitoso requiere la actuacion no sélo sobre el tumor primario
sino también sobre sus cadenas linfaticas de drenaje (Das, 2002). La cirugia y/o la
radioterapia siguen siendo la mejor opcidn para los canceres de labio y cavidad oral. Los
tumores de orofaringe en estadios iniciales pueden ser tratados con cirugia y/o
radioterapia. En estadios avanzados, podria estar indicada la cirugia con radioterapia
adyuvante, mientras que recientes resultados sugieren que la adicidon de la quimioterapia a

la radioterapia podria mejorar la supervivencia (Neville y Day, 2002).

2.1.10 Pronéstico

2.1.10.1 Valor prondstico de los diferentes parametros clinicopatolégicos

El prondstico de los pacientes afectos de un cancer oral tradicionalmente se ha
relacionado con una serie de parametros clinicopatologicos tales como la localizacion
anatomica, el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar regional, la invasion extracapsular

y el grado histolégico de diferenciacion (Tralongo, 1999; Woolgar, 1999).

* Localizacion anatomica: Es de sobra conocido que los carcinomas del bermellon
labial tienen mucho mejor prondstico que los carcinomas intraorales (Moore et al.,
1999 y 2000). Dentro de este ultimo grupo se acepta, en general, que los de mejor
pronostico son los de lengua anterior y mucosa yugal, y los de peor, los de paladar
blando y orofaringe (Shaw et al., 2009).

* Tamaiio tumoral: Varios estudios (Moore et al., 1986; Lo et al., 2002) avalan la
asociacion del mismo con la supervivencia, que sobre todo queda patente en los
tumores muy pequefios (T1) y en los muy grandes (T4).

* Afectacion ganglionar: Al igual que sucede con otros muchos tumores, la
afectacion metastasica de los ganglios linfaticos regionales es considerada como
uno de los factores prondsticos de mayor importancia en el cancer oral (Cerezo,
1992; Mamelle, 1994; Tralongo, 1999; Woolgar, 1999).

* Diseminacion extracapsular: la presencia de invasion extracapsular en un ganglio

metastatizado empeora considerablemente el pronostico de la enfermedad (Snow,
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1982). La diseminacion extracapsular aparece hasta en el 75% de los pacientes con
ganglios linfaticos metastaticos de mas de 3 cm de diametro.

* Grado histolégico: Pese a las distintas clasificaciones que sobre el mismo se han
hecho, en general los resultados coinciden al afirmar que éste es un factor
pronostico independiente y significativo, de tal forma que a menor grado de

diferenciacion, se observa peor evolucion clinica (Kademani et al., 2005).

Otros factores histopatologicos cuyo valor estd siendo estudiado en la actualidad son:

* Profundidad tumoral: Algunos estudios han puesto de manifiesto la importancia
de este parametro como factor prondstico independiente para el desarrollo de
metastasis ganglionares. En un meta-analisis reciente se ha establecido un limite de
4mm de profundidad como punto de corte en este sentido (Huang, 2009).

* Contenido nuclear de ADN: la citometria de flujo ha sido empleada para valorar
el caracter euploide o aneuploide de las células tumorales. Sin embargo no existe
consenso acerca de su valor como marcador de la agresividad tumoral (Baretton et
al., 1995).

* Angiogénesis tumoral, perfil de expresion de genes, apoptosis, marcadores
serologicos y salivares: todavia no estd claro el papel que estos factores pueden

desempetiar en establecer el pronostico del cancer oral (Bello et al., 2010).

2.1.10.2 Valor prondstico de los distintos marcadores moleculares

La carcinogénesis oral es un proceso multiescalonado en el que acontecen distintas
alteraciones genéticas que dan como resultado la afectaciéon de los oncogenes y de los
genes supresores tumorales. Esto puede dar lugar a una produccion elevada de factores de
crecimiento o de sus receptores celulares, aumento de la transmision de sefial intracelular
o aumento de la produccion de factores de trascripcion. En combinacion con la pérdida de
la actividad supresora tumoral, esto conduce a un fenotipo celular capaz de aumentar
enormemente su capacidad proliferativa, con pérdida de cohesion celular y consiguiente

capacidad de infiltrar el tejido localmente y diseminarse a distancia, caracteristicas
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definitorias de una neoplasia maligna (Epstein, 2002; Napgal, 2003; Williams, 2000;
Martinez-Gonzélez, 2002).

La identificacion de moléculas individuales, que estdn implicadas en la
transformacion maligna, ha conducido al establecimiento de un importante nimero de
marcadores moleculares que se ha demostrado que guardan relacion con el estadio y el
grado tumorales y que pueden ser indicativos del pronostico y del curso clinico (Das,
2002; Lopez-Martinez, 2002; Nagata, 2003; Ruibal, 2002; de Vicente, 2002 y 2003) de la
enfermedad neoplasica. Los marcadores de proliferacion celular llevan usandose durante
mas de una década como indicadores moleculares de malignidad histolégica, sin que, en
cambio, haya podido establecerse su relacion clara con la evolucién clinica de la
enfermedad. Ademas de estos marcadores, durante los ultimos afios se ha adquirido un
importante conocimiento sobre moléculas clave del ciclo celular y apoptosis, asi como
sobre otras nuevas areas de la biologia tumoral, tales como degradacion de la matriz
extracelular, adhesion e inmunologia tumoral.

De la caracterizacion tumoral mediante marcadores moleculares se espera que
explique las distintas variaciones del curso individual entre pacientes y permita estimar su
pronostico. Ademads, los marcadores moleculares implicados en la transformacion
maligna, podrian proporcionar un nuevo enfoque terapéutico no quirtrgico.

A continuacion, se describen 32 marcadores moleculares distintos, recogidos en
una revision bibliografica llevada a cabo recientemente por Bello, que son clasificados en

ocho grupos segun su funcion (Tabla 3).

1. Receptores de membrana 1. Receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR)
de ligandos extracelulares 2. Receptor del factor de crecimiento epitelial humano
tipo 2 (HER2/ c-neu or ErbB-2).
2. Proteinas del ciclo celular 3. Ciclina B1
4. Ciclina D1
5. p34
6. Ki-67
3. Supresores tumorales 7. pl6
8. pl4
9. p21
10.  p27
11.  Maspina
12.  Proteina del retinoblastoma
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13.  p53
4. Moléculas de adhesién 14.  Proteinas de las uniones estrechas (claudinas y
ocludina)

15.  Integrinas

16.  Fak
17. E-cadherina
18. CD44

19.  B-catenina

20.  Molécula de adhesion celular epitelial (EpCAM)

5. Metaloproteinasas de la 21. MMP-2y9

matriz extracelular

6. Marcadores de 22.  Factor de crecimiento del endotelio vascular
angiogénesis (VEGF)
23.  Factor de crecimiento de los fibroblastos (bFGF)
24.  CD-34
7. Marcadores relacionados 25.  Bcl-2
con la apoptosis 26. Bax
27. Bag-1
8. Marcadores de hipoxia 28. HIF-1y-2

29.  Anbhidrasa carbdnica
30.  Transportador de glucosa

31.  Receptores de eritropoyetina

Tabla 2.3. Marcadores moleculares del cancer oral (modificado de Bello y cols.,

2010).

A pesar del gran nimero de marcadores estudiados, cantidad que, por otro lado, va
en aumento, no parece que se pueda extraer un resultado aplicable en la clinica claro e
invariable de ninguno de ellos de forma aislada en cuanto al prondstico. Tampoco en el
momento actual hay ningin marcador tisular o seroldgico que permita determinar la
existencia de metastasis en el momento del diagnostico (Impola et al., 2004). La gran
variedad de marcadores moleculares existentes explica la complejidad de la
carcinogénesis, que debe de ser entendida como un proceso en multiples fases que precisa
de la desestabilizacion de los sistemas de control en un tejido determinado. Por esta misma
razon, una conclusion general de los estudios llevados a cabo con estos marcadores es que
mas de uno de ellos debe de ser evaluado para poder establecer un pronoéstico y, en
consecuencia, una estrategia terapéutica (Lippman, 2001; Naggler, 2002; van den Breckel,

2002; van Diese, 1998).

19



2.2 Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion celular se encuentran en la superficie de todas las células y
ejercen su funcidn en las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Se han
identificado varias familias de moléculas de adhesion como las integrinas, cadherinas,
selectinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas y otras, como CD44. Ademas de
proporcionar un vinculo mecanico entre la matriz extracelular y el citoesqueleto, las
moléculas de adhesion celular estan implicadas en la sefializacién entre el interior y el
exterior de la célula. Asi, estarian relacionadas con procesos como el crecimiento,
proliferacion, organizacion espacial y la migracion, y por tanto, desempefiarian un papel en
el crecimiento fisioldégico normal y en el desarrollo. Asi mismo estan implicadas en
procesos patoldgicos tales como la curacion de heridas, la inflamacion y el cancer, en

particular en el proceso de invasion tumoral y metéstasis.

Describiremos a continuacion tres moléculas implicadas en la adhesién y que han sido

incluidas en este estudio: E-cadherina, B-catenina y la quinasa de adhesion focal (Fak).

2.3 E-cadherina

Las cadherinas abarcan una gran familia de glucoproteinas transmembrana o asociadas
a las proteinas de membrana, que median en la adhesion célula-célula de forma calcio-
dependiente, constituyendo unas moléculas clave en la morfogénesis de una gran variedad

de 6rganos.

2.3.1 Estructura y funcion

E-cadherina, considerada el prototipo dentro de la superfamilia de cadherinas, esta
codificada por el gen CDHI, en el cromosoma 16q. Como veremos posteriormente, forma
parte de las llamadas uniones adherentes, que establecen el contacto célula-célula. En
relacion a esto, E-cadherina esta formada por tres dominios: extracelular, transmembrana e

intracelular.
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II. ESTADO ACTUAL

El dominio extracelular estd compuesto por 5 subdominios. A nivel del extremo
amino-terminal de los dimeros de E-cadherina de células vecinas y en presencia de calcio,
se establecen uniones homotipicas (Troyanosky, 2007).

El dominio intracelular est4 dividido en un subdominio yuxtamembrana (JMD) y

en un dominio de union a B-catenina (CBD) (Rimm y Morrow, 1994).

CITOPLASMA / CITOPLASMA \

E-cadherina

pl120n

\ 4

Figura 2.2. Estructura de las uniones adherentes (modificado de Huber 2001).

E-cadherina se asocia con B-catenina, con la que forma un complejo (Hinck et al.,
1994). Cuando este complejo estd proximo a la superficie basal de la membrana

plasmatica, se unen alfa catenina y p120ctn (Hink et al., 1994; Ozawa et al., 1992).

2.3.2 Funciones de E-cadherina

E-cadherina esta implicada en la sefalizacion celular de una manera indirecta, al
secuestrar las proteinas p120ctn, B-catenina y plakoglobina en la superficie de la célula;
ya que la presencia de estas cateninas en el citoplasma o en el nucleo daria lugar a
reordenamientos a nivel del citoesqueleto y a actividad transcripcional. Sin embargo, el
contacto célula-célula por si s6lo no es capaz de producir este efecto (Gottardi et al., 2001;
Sasaki, 2000). La inhibicion de la sefalizacion nuclear de B-catenina por E-cadherina
puede basarse en un mecanismo mas complejo que la simple restriccion fisica (Torres et

al., 2007).
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Ademas de su capacidad para inhibir la sefializacion por secuestro de cateninas, E-
cadherina también inhibe la activacion del ligando del receptor de las tirosina quinasas
(TKRs), a saber: receptor EGF (EGFR), Neu/ErbB2, receptor del factor de crecimiento
tipo insulina (IGF-1R) y del receptor de HGF c-Met (Quian et al., 2004).

EGFR forma un complejo con E-cadherina a expensas del dominio extracelular de
E-cadherina (Qian et al., 2004; Fedor-Chaiken et al., 2003), pero independiente de p120ctn
y B-catenina (Qian et al., 2004). La interrelacion entre EGFR y E-cadherina esta

implicada en numerosos procesos tumorales.

2.3.3 E-cadherina y carcinogénesis

Diferentes estudios han demostrado que los tumores epiteliales pueden sufrir una
pérdida total o parcial de la expresion de E-cadherina, a medida que progresan en su
malignidad (Strumane et al., 2004). Los diferentes mecanismos de inactivacion de E-

cadherina en los tumores malignos son:

* Pérdida de heterocigosidad y mutaciones inactivadoras en el cancer

Las mutaciones con inactivacion de E-cadherina fueron descritas por primera vez
por Becker en el cancer gastrico difuso (Becker, 1993). Los estudios sobre la pérdida de
heterocigosidad de la region del cromosoma 16q21-22 nos han dado pistas sobre el papel
de E-cadherina en el desarrollo del cancer humano. Este fendmeno ha sido comprobado en
diversos canceres como el de estdbmago y el carcinoma lobulillar de mama (Strumane et

al., 2004).

* Silenciamiento epigenético de E-cadherina en el lugar del cancer

La hipermetilacion del promotor se ha identificado como un evento epigenético

importante asociado con la pérdida de la expresion génica de E-cadherina durante la

progresion del cancer.
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II. ESTADO ACTUAL

Esto se ha comprobado en al menos ocho tipos diferentes de carcinomas humanos
(Berx et al., 1994; Chang et al., 2002; Kanazawa 2002). En lineas celulares de cancer, el
gen de E-cadherina muestra un patron heterogéneo de metilacion del promotor que es
dinamico e inestable (Graff et al., 2000). La metilacion de la isla de CpG de los genes
CDHI parece aumentar durante la malignizacion progresiva de los canceres de mama y

carcinomas hepatocelulares (Nass et al., 2000; Kanai et al., 2000).

* Represion transcripcional por factores de transcripcion

Los factores de transcripcion Snaill, Snail2, ZEBI1, ZEB2, E47 y TWISTI1
reprimen la E-cadherina e inducen la Transicion Epitelio-Mesénquima (Peinado, 2004). El
proceso de Transicion Epitelio-Mesénquima conlleva la pérdida de las caracteristicas
epiteliales y la adquisicion de un fenotipo mesenquimal con alta capacidad migratoria e
invasiva y propiedades de stem cell. Se ha encontrado elevada expresion de estos factores
en distintos tipos de carcinomas humanos, que se ha correlacionado con pérdida de
expresion de E-cadherina, menor grado de diferenciacion y presencia de invasion y
metastasis (Peinado, 2007).

Algunos supresores de E-cadherina, como SNAIL y SIP1, son capaces de inducir
la expresion de N-cadherina, que a menudo se asocia con la pérdida de expresion E-
cadherina. Este fendmeno es conocido como “switching” (Hazan, 2004; Wheelock et al.,
2008) y se supone que forma parte de una reprogramacion transcripcional de las células

epiteliales desdiferenciadas (Cano et al., 2000; Vandewalle et al., 2005).

* Endocitosis y procesamiento proteolitico de E-cadherina

E-cadherina se elimina de la membrana plasmatica mediante endocitosis y
posteriormente puede ser reciclada a nuevos lugares de contacto célula-célula.

La activacion anormal de proto-oncogenes, tales como c-Met, Src y EGFR da lugar
a un aumento de la fosforilacion de residuos de tirosina de E-cadherina, que conduce al
reclutamiento de la proteina E3-ubiquitina ligasa Hakai y en consecuencia a la
internalizacion y degradacion de E-cadherina (Fujita et al., 2002; Shen et al., 2008). La

MDM?2, uno de los principales antagonistas de p53, es capaz de inducir la degradacion de

23



E-cadherina (Yang et al., 2006). Asi mismo esta fosforilacion puede tener lugar a nivel del
dominio de union a la B-catenina , llevando a una alteracion en la vinculacion de estas dos
moléculas, bien por aumento (Huber y Weiss, 2001; Jaggi et al., 2005), bien por

disminucién de la union entre ellas (Dupre-Crochet, 2007).

2.3.4 E-cadherina y cancer.

La expresion de E-cadherina se ha examinado en varios tipos de tumores como el
de mama, colon, vejiga, pancreas, prostata, higado y carcinomas de células escamosas
(Behrens, 1999). Esta expresion resulta muy variada tanto entre distintos tumores como
dentro del propio tumor. E-cadherina ha demostrado ser una molécula importante en la
progresion del cancer y puede servir como un indicador del potencial metastasico de un
tumor primario. Diversos estudios han sugerido que este hecho también sucede en los
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello.

En carcinomas epidermoides de esofago la expresion de E-cadherina se
correlaciona negativamente con el grado histologico, tamafio tumoral, la estadificacion
clinica, metastasis en los ganglios linfaticos y la invasion tumoral y se asocia con mal
pronostico (Zhao et al., 2003).

En carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, la pérdida de expresion de E-
cadherina en el tumor primario se correlaciona con el desarrollo de metastasis
ganglionares, progresion tumoral y mal prondstico (Bankfalvi et al., 2002). En modelos in
vitro, la supresion de E-cadherina da lugar a lineas celulares con un fenotipo mas invasivo,
mientras que el mantenimiento de la expresion de E-cadherina puede prevenir la invasion,
tanto in vitro como in vivo (Margulis et al., 2005).

El EGFR y sus ligandos han demostrado ser claves en la regulacion de E-
cadherina, participando tanto en su modulacion como en los fendmenos de transicion
epitelio-mesenquimal (Hazan y Norton, 1998). Sin embargo, los mecanismos de

regulacion de estos procesos no estdn completamente comprendidos.
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2.3.5 E-cadherina y cancer oral

Como hemos dicho, la pérdida de expresion de E-cadherina se observa con
frecuencia en carcinomas y se correlaciona con la presencia de metastasis ganglionares en
el momento del diagnostico. En los carcinomas orales de células escamosas, la reduccion
de expresion de E-cadherina y P-cadherina se ha correlacionado con la disminucion de la
diferenciacion y con la capacidad de invasion (Mattijssen, 1993; Pignatelli, 1994).
Ademas, se ha descrito que la disadherina (una glicoproteina de membrana de reciente
descubrimiento asociada al cancer) es capaz de reducir la expresion de E-cadherina y
promover el desarrollo de metastasis (Hirohashi, 2003). La pérdida de adherencia
resultante de la reduccion de expresion de cadherinas puede ser un factor importante en la
invasion tumoral y en la aparicion de metastasis (Andrews, 1997).

Por otro lado, algunos tumores conservan la expresion de E-cadherina, pero ésta
funciona de manera defectuosa, debido a alteraciones en la formacion de complejos o a la
presencia de mutaciones en la propia molécula (Lo Muzio, 1999; Sakaki, 1999). Asi, en
tumores infiltrantes se han hallado mutaciones tanto en el gen de E-cadherina como los de
alfa y B-catenina. En los frentes de invasion tumoral, el sistema de adhesion celular se
inactiva por fosforilacion de B-catenina mediada por una tirosina (Hirohashi, 2003).

Finalmente, algunos trabajos recientes han demostrado que el bloqueo de los
receptores de EGFR in vitro puede promover uniones desmosdémicas con participacion de
cadherinas, resultando en una mayor adhesion célula-célula y reduciendo la motilidad de

las células tumorales (Lorch, 2004).
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2.4 B-catenina

El gen de B-catenina , localizado en el cromosoma 3p22, codifica una proteina de
92 kDa (Aberle et al., 1996) que juega un papel central en numerosos procesos celulares y

en el desarrollo embrionario.

2.4.1 Estructura

B-catenina es un polipéptido formado por 781 aminoacidos que se agrupan
formando tres dominios: un dominio central o armadillo (Huber et al., 1997) que es el
responsable de la unién con otras proteinas como E-cadherina, Tcf/Lef, Apc y axina, con
las que forma complejos mutuamente excluyentes; un dominio N-terminal que contiene

la zona de union a a-catenina (Aberle et al., 1994); y un dominio C-terminal.

2.4.2 Funciones

B-catenina esta relacionada con dos funciones importantes: la adhesion celular y la

transcripcion nuclear, formando parte de la via de sefializacion Wnt.

e Adhesion:

A nivel de las uniones adherentes, el dominio citoplasmatico de E-cadherina
interacciona con la region central (Hiilsken et al., 1994) mientras que el dominio N-
terminal de B-catenina interacciona con a-catenina, formandose un puente entre estas dos

moléculas.
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* Activacion transcripcional: la via Wnt.

En funcion de los niveles citoplasmatico de [-catenina libre, ésta puede
translocarse al ntcleo e inducir la expresion de un amplio nimero de genes. Revisaremos a
continuacion los aspectos fundamentales de este complejo proceso.

En ausencia de sefializacion Wnt (Figura 2.3.), B-catenina interacciona con diversas
proteinas quinasas junto con las proteinas estructurales Axina y Apc (Hart et al., 1999). En
conjunto, estas proteinas forman el complejo de degradacion, el cual permite que la -
catenina pueda ser degradada por el proteasoma (Aberle et al., 1997; Latres et al., 1999;
Liu et al., 1999). Existe un mecanismo de degradacién de B-catenina diferente y que
depende de la actividad del producto del gen SIAH-1, que es activado por p53 (Matsuzawa
et al.,, 2001). La activacion a través de sefiales Wnt da lugar a una inhibicion de la

degradacion de B-catenina .
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Figura 2.3. Mecanismos implicados en la via Wnt en ausencia de estimulo

(modificado de Moon et al 2004).

La acumulacion citoplasmatica de B-catenina conlleva su traslado al nucleo (Figura
2.4.). Una vez en el nucleo, ésta se une a Tcf/LEF, alterandose la maquinaria

transcripcional (Munemitsu et al., 1996) y activando diversos genes diana. Existe un
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innumerable niimero de genes activados por el complejo B-catenina -LEF. Los niveles en
el ntcleo de B-catenina estdn normalmente modulados por la interaccidon con las proteinas
Apc y Axina-2 del nucleo, los cuales actian a modo de lanzadera de la B-catenina de
vuelta al citoplasma. Las mutaciones que producen estabilizacion de B-catenina, APC y

Axina se encuentran en muchos tipos de cancer (Polakis et al., 2007).
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Figura 2.4. Mecanismos implicados en la via Wnt al ser estimulada (modificado

de Moon et al 2004).

2.4.3 p-catenina y cancer

El papel oncogénico de B-catenina fue sugerido por primera vez en el cancer de
colon, a partir del descubrimiento de mutaciones activadoras de B-catenina, en concreto
mutaciones de la proteina Apc (Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1997; Sparks et al.,
1998; Lu et al., 2004).

Asi mismo otros estudios han detectado estas mutaciones en tumores de prostata. En
ellos se observo que las mutaciones de B-catenina podian producirse durante la progresion
tumoral (Voeller et al., 1998). A partir de estos estudios se han encontrado mutaciones

oncogénicas de B-catenina en otros tumores humanos.
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Ademas, recientemente diversos modelos animales han demostrado el papel critico

de B-catenina en la carcinogénesis (Gat et al., 1998; Harada et al., 1999).

2.4.4 p-catenina y cancer oral

Como se ha comentado anteriormente, f-catenina juega un papel fundamental tanto
en la adhesion celular mediada por E-cadherina como en la sefializacion de la via Wnt (en
el citoplasma y nucleo). En consonancia con esto, no es de extrafar que los diferentes
estudios encuentren distintos patrones de expresion de [P-catenina en las muestras

tumorales:

* Pérdida de expresion a nivel de la membrana plasmatica:

Diferentes estudios refieren una pérdida de expresion de B-catenina a nivel de la
membrana plasmatica en los carcinomas orales de células escamosas (Odajima et al.,
2005; Yu et al., 2005; Wang et al., 2007). Ademas parece ser que este hecho es mas
frecuente en los frentes de invasion tumoral y en aquellos tumores poco diferenciados
(Williams et al., 1998; Lo Muzio et al., 1999; Kudo et al., 2004; Mahomed et al., 2007), lo
cual podria constituir una caracteristica de un comportamiento bioldgico agresivo de las
células tumorales. Clinicamente esta pérdida de expresion se ha relacionado con alto
riesgo de metastasis en los ganglios linfaticos y peor supervivencia libre de enfermedad
(Bankfalvi et al., 2002; Potras et al., 2005; Yu et al., 2005; Ueda et al., 2006), asi como
disminucién en las tasas de supervivencia y menor respuesta al tratamiento (Rodriguez-

Pinilla et al., 2005).

* Expresion citoplasmatica y nuclear de p-catenina:

Algunos autores han puesto de manifiesto que la pérdida de expresion de B-
catenina a nivel de la membrana estd relacionada con un aumento en su expresion
citoplasmatica y nuclear (Odajima et al., 2005). Igualmente se ha encontrado que este
fendmeno es mas frecuente en tumores poco diferenciados y en los frentes de invasion,

existiendo una correlacion con la supervivencia (Mahomed et al., 2007). Esta expresion
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aberrante a nivel citoplasmatico se ha relacionado también con la pérdida de
heterocigosidad e hipermetilacion del promotor de APC, lo que sugiere que estos hechos
podrian conducir a la acumulacion de B-catenina libre en el citoplasma celular y por tanto
a su malignizacion (Gao et al., 2005). Diferentes estudios in vitro han corroborado a través
del cultivo de lineas celulares con diferentes grados de diferenciacion la correlacion entre
la localizacion nuclear de B-catenina y la invasidon tumoral, potencial metastasico y
malignidad del tumor, lo que implica que la sefializacion Wnt/B-catenina juega un papel
en la progresion de los tumores escamosos de cabeza y cuello (Gasparoni et al., 2002).
Otros investigadores han encontrado que -catenina se encuentra en el citoplasma
y el nacleo en las primeras etapas de desarrollo del tumor (Sato et al., 2002; Ishida et al.,
2007). Sus resultados sugieren que la translocacion al nticleo de B-catenina esta implicada

en la progresion desde el epitelio normal a la displasia.
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2.5 Quinasa de adhesion focal (Fak)

II. ESTADO ACTUAL

Fak es una proteina tirosina quinasa de localizacion citoplasmatica identificada

como un mediador clave en la sefializaciéon mediada por integrinas. Las integrinas forman

parte de los contactos focales, que constituyen las principales uniones entre el

citoesqueleto de actina y la matriz extracelular. Fundamentalmente son receptores de

membrana, de manera que algunos reconocen fibronectina y laminina, que son

componentes mayoritarios de la matriz extracelular (Figura 2.5.). En el interior celular se

ligan principalmente a moléculas de actina. Las integrinas se encuentran en el centro de

multitud de procesos bioldgicos, tales como la adhesion celular a la matriz extracelular, la

migracion o la transduccion de senales al interior celular.
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2.5.1 Estructura

La proteina Fak (proteina tirosina-quinasa-2 o PTK-2) estd codificada por el gen
PtK2, localizado en la region cromosomica 8q24.3 (Fiedorek y Kay, 1995). Presenta un
dominio N-terminal, un dominio central quinasa y un dominio C-terminal que incluye

la secuencia responsable de la union a los contactos focales (Figura 2.6.).

Integrina .

\
v

N- 397 Dominio quinasa 712 -C

Figura 2.6. Estructura y dominios de Fak (modificado de Zhao 2009).

2.5.2 Funciones de Fak

La adhesion celular mediada por integrinas es el activador mas importante de Fak. El
dominio amino-terminal de Fak desempefia un papel critico en la regulacion de su
activacion (Cooper et al., 2003; Dunty et al., 2004; Cohen y Guan, 2005; Lietha et al.,
2007). Cuando Fak se encuentra en estado inactivo, se produce un contacto entre los
dominios amino-terminal y quinasa que bloquea cualquier acceso. En cambio, en el estado
activo, el dominio amino-terminal es desplazado por una proteina de activacion (como el
dominio B citoplasmatico de las integrinas). Ademas, el dominio amino-terminal de Fak
también interactiia con los receptores activados del PDGF, EGF y HGF, los cuales estan
involucrados en la regulacion de la actividad de Fak (Sieg et al., 2000).

Los contactos focales juegan un papel importante en la sefializacion intracelular, asi
como en los procesos de adhesion celular y migracion. Los primeros estudios al respecto
realizados con ratones knock-out revelaron que la ausencia de Fak producia defectos en la
morfogénesis (Ilic et al., 1995). Asi, los fibroblastos mostraban un exceso de contactos

focales, lo cual hizo pensar en el papel de Fak en el desmontaje de los mismos. Asi mismo,
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la pérdida de expresion de Fak interrumpe la polarizacion de los microtubulos dentro de las
células, lo cual ha sido relacionado con la regulacion de las GTPasas de la familia Rho.
Estas GTPasas Rho actuarian como “interruptores” moleculares, controlando la formacion
y el desmontaje de las estructuras del citoesqueleto (fibras de estrés, lamelipodios y

filopodios) implicadas en la motilidad celular.

2.5.3 Fak y cancer

Se ha visto que Fak juega un papel importante tanto en el inicio como en la
progresion y desarrollo de metastasis de diversos tumores (Zhao y Guan, 2009). Su papel
en la génesis del tumor se ha relacionado con diversos factores. Por un lado Fak esta
implicada en la supervivencia celular al interaccionar con la proteina p53 e inhibiendo la
anoikis (Lim et al., 2008). Por otro, la expresion de Fak se relaciona con la proliferacion
celular al activar a la ciclina D1 (Zhao et al., 1995). Algunos estudios han demostrado que
la senalizacion dependiente de Fak puede promover cambios en la forma celular y la
formacion de invadopodios, lo que conduciria a un fenotipo de células invasoras (Haskell
et al., 2003; Hauck et al., 2002; Hsia et al., 2003).

Existe una amplia evidencia de que las vias de sefalizacion Fak pueden estimular la
progresion del tumor y la formacion de metéstasis a través de la regulacion de la migracion
celular, invasion, transicion epitelio-mesenquimal y la angiogénesis (Zhao y Guan, 2009).
Diversos autores han estudiado la expresion de Fak en distintos tipos de cancer en
humanos, como los canceres de mama (Garcia et al., 2007), colorrectal (Lark et al., 2003),
hepatocelular (Itoh et al., 2004), endometrio (Zhao y Guan, 2009), es6fago (Miyazaki et
al., 2003), estdbmago (Su et al., 2002), laringe (Aronsohn et al., 2003), pulmé6n (Hsu et al.,
2007), cavidad oral (Kornberg, 1998), ovario (Judson et al., 1999), prostata (Rovin et al.,
2002) y tiroides (Kim et al., 2004). Estos estudios han correlacionado el aumento de la
expresion de Fak con la actividad metastasica y con un pronostico pobre, por lo que se ha
sugerido que podria utilizarse como un marcador pronostico. Sin embargo, existen
diferencias entre los distintos tumores por lo que en conjunto, se piensa que Fak podria
jugar un papel en diferentes etapas de la progresion del tumor en funcion de cada tipo. De
igual modo, los mecanismos moleculares responsables del incremento en la expresion de

Fak en el cancer siguen siendo en gran medida desconocidos. Se ha observado la
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amplificacion del gen Fak o el aumento del nimero de copias en varios tipos de cancer. Sin
embargo, estos hechos no siempre se correlacionan con el aumento de expresion de Fak
(Agochiya et al., 1999; Canel et al., 2006), lo que de nuevo sugiere la implicacion de

diversos mecanismos en funcion de cada tipo de tumor.

2.5.4 Fak y cancer oral

Como hemos mencionado diversos autores han demostrado que la expresion de Fak
podria ser util como marcador molecular de metastasis ganglionar en el céancer
epidermoide de cabeza y cuello (Scheneider et al., 2002; Canel et al., 2006, Rodrigo et al.,
2007).

Si bien algunos estudios han relacionado la sobrexpresion de Fak con una mayor
invasividad y metastasis cervicales en los carcinomas de la cavidad oral (Kornberg, 1998;
Schneider et al., 2002; Jiang et al., 2010), su papel en estos tumores es todavia poco

conocido.
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El cancer oral es una enfermedad que evoluciona en tres fases a partir de su
localizacion inicial: (i) crecimiento y extension locales, (i1) propagacion a los ganglios
linfaticos regionales y (iii)) extension a distancia.  Esta enfermedad, de curso
frecuentemente fatal, ocasiona la muerte de los pacientes a resultas de las recidivas loco-
regionales y/o de las metastasis ganglionares cervicales.

La capacidad invasiva y metastasica de un tumor depende entre otros factores de la
pérdida de la capacidad de adhesion de las células entre si y a la matriz extracelular, asi
como de la movilidad excesiva de éstas, que permite la penetracion en el estroma
adyacente y el desplazamiento a distancia. Las dos primeras moléculas estudiadas (E-
cadherina y B-catenina) estan directamente relacionadas con la adhesion, formando parte
de las llamadas uniones adherentes. Pero ademas, actian como sefializadores
intracelulares, de manera que su alteracion puede activar a determinados genes implicados
en la carcinogénesis. Por otra parte, Fak controla la via de las integrinas, que estan
implicadas en la adhesion célula-matriz extracelular y en la movilidad celular, al controlar
el citoesqueleto de actina.

Por tanto, en el presente trabajo se pretende dar respuesta a las siguientes
preguntas:

1. E-cadherina, p-catenina y Fak, ;muestran un papel destacado en la
invasividad del cancer oral, y exhiben una significativa relevancia
pronostica?

1I.  ;Podemos construir un modelo predictivo para la supervivencia y la
posible presentacion de recidivas en los pacientes a partir de una serie de
variables de entrada conocidas?

11l. ;Como podemos minimizar el error producido por el elevado numero de

variables y el numero reducido de pacientes?
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Las preguntas recién formuladas pueden concretarse en los siguientes objetivos:

* Objetivo 1: Estudiar la expresion de E-cadherina en canceres orales y su

relacion con las variables clinico-patologicas de significacion prondstica.

* Objetivo 2: Estudiar la expresion de [-catenina en canceres orales y su

relacion con las variables clinico-patologicas de significacion prondstica.

* Objetivo 3: Estudiar la expresion de Fak en canceres orales y su relacion

con las variables clinico-patologicas de significacion pronostica.

* Objetivo 4: Buscar patrones de comportamiento relevantes para la

probabilidad de supervivencia en aquellos pacientes que padecen un cancer

oral.

* Objetivo 5: Buscar patrones de comportamiento relevantes para la

probabilidad de recidiva en aquellos pacientes que padecen un cancer oral.

* Objetivo 6: Introducir un modelo inteligente capaz de predecir el

comportamiento de la variable supervivencia en funcion del resto de

variables de la muestra identificadas como relevantes.

* Objetivo 7: Introducir un modelo inteligente capaz de predecir el

comportamiento de la variable recidiva en funcion del resto de variables de

la muestra identificadas como relevantes.
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V. MATERIAL Y METODO

5.1 Pacientes

Para la realizacion del presente estudio han sido utilizados 69 pacientes aquejados
de un carcinoma oral de células escamosas, seleccionados mediante un muestreo
consecutivo entre los que acudieron al Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital
Universitario Central de Asturias (Oviedo, Espana) y fueron sometidos a cirugia con

intencion curativa, entre enero de 1990 y diciembre de 1992.

5.1.1 Seleccion de la muestra

Los criterios de inclusion que permitieron seleccionar los pacientes fueron los
siguientes:
1. Confirmacién histologica de la lesion y de su grado de diferenciacion, asi
como de su comportamiento infiltrante.
2. Descripcidn del procedimiento quirargico realizado.
3. Registro completo de datos clinicopatolédgicos.

4. Disponibilidad de suficiente material tumoral incluido en parafina.

5.1.2 Parametros clinicopatolégicos evaluados

La informacion clinicopatolédgica, obtenida de las historias clinicas de los pacientes,

incluyo, en cada caso, la siguiente:

—

Edad.

Sexo.

Antecedentes de consumo de tabaco y/o alcohol y magnitud del consumo.
Localizacion del tumor primario.

Tamano tumoral.

Estado de los ganglios linfaticos regionales.

Grado de diferenciacion histologico.

Tipo de tratamiento quirurgico realizado.

A A o B

Empleo de radioterapia postoperatoria.

41



10. Estado de los bordes de reseccion quirargica.

11. Presencia o ausencia de recidiva tumoral.

Componian la muestra 16 mujeres (23%) y 53 hombres (77%), cuyas edades
oscilaban entre 24 y 87 afios (mediana 61 afos). Las principales caracteristicas clinicas de
los 69 pacientes estan recogidas en la Tabla 5.1. Todos los casos fueron clasificados en
estadios de acuerdo con la Clasificacion TNM de la UICC (Union Internacional Contra el

Cancer), de 1997.

Variable Numero (69) %
Edad (afios) 61 (24-87)
Mediana (intervalo)
Sexo
Hombres 53 77
Mugjeres 16 23
Localizacion tumoral
Labio 4 5,8
Lengua 29 42
Suelo de la boca 18 26,1
Encia 8 11,6
Mucosa yugal 6 8,7
Paladar 4 5,8
T
T1 19 27,5
T2 28 40,6
T3 6 8,7
T4 16 23,2
N
NO 44 63,8
N1 13 18,8
N2 12 17,4
N3 0 0
Estadio TNM
I 14 20,3
11 19 27,5
I 12 17,4
v 24 34,8
Grado de diferenciacion histolégica
Pobre 0 0
Moderada 14 20,3
Buena 55 79,7

Tabla 5.1. Caracteristicas de los pacientes.
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5.1.3 Tratamiento

Todos los pacientes fueron sometidos a una extirpacion del tumor primario con
limites macroscopicos de seguridad y linfadenectomia cervical ipsi o bilateral, cuya
extension (nimero de niveles ganglionares involucrados) dependid de los hallazgos
clinicos y de imagen preoperatorios. En aquellos pacientes en los que se considerd
necesario (31 en total, 44,9%) se realiz6, asimismo, un tratamiento complementario
postoperatorio con radiaciones ionizantes, recibiendo una dosis de 40-70 Gy, de acuerdo a

las siguientes indicaciones:

1. Tamafio tumoral T4.

2. Carcinomas pobremente diferenciados.

3. Bordes de reseccion positivos o presencia tumoral a 1 mm o menos de
distancia de los mismos.

4. Presencia de metastasis ganglionares cervicales.

Los margenes quirargicos de reseccion estaban libres de infiltracion tumoral en 66
de los 69 casos (95,7%). Tras el estudio anatomopatoldgico se encontré6 que 25 casos

presentaban metastasis ganglionares (36,2%).

5.1.4 Seguimiento

El periodo de seguimiento de los pacientes oscilo entre 1 y 128 meses (media 55,5
meses). En cada caso se registro el periodo de tiempo libre de recidiva y la supervivencia
en meses. El resultado clinico fue medido mediante dos eventos: muerte causada por
recidiva de la enfermedad, o presencia de enfermedad no tratable al final del periodo de
seguimiento. Al final de este periodo, 28 pacientes (40,6%) habian muerto como resultado
de una recidiva de la neoplasia oral, mientras que los 41 restantes (59,4%) permanecieron

vivos y libres de recidiva tumoral.
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5.2 Estudio microscépico

El estudio histopatoldgico fue realizado en el Servicio de Anatomia Patologica I del
Hospital Universitario Central de Asturias. Los especimenes tumorales obtenidos en la
cirugia fueron fijados en formaldehido tamponado al 10% y procesados de forma rutinaria
mediante inclusion en parafina. Posteriormente se obtuvieron secciones de 4 um de grosor

de cada bloque tisular, para el estudio histolégico convencional e inmunohistoquimico.

5.2.1 Elaboracion de microarrays tisulares

Los tissue microarrays (TMA) fueron elaborados segin el método descrito por
Kononen, en 1998. Se construyeron TMA de especimenes de cancer oral a partir de los
bloques de parafina almacenados de los 69 pacientes del estudio. Las muestras de
hematoxilina-eosina archivadas originalmente fueron examinadas por un patdlogo y de
cada una de ellas se obtuvieron al menos tres muestras seleccionadas. Ademas, se
incluyeron también muestras de mucosa oral morfolégicamente normal, las cuales fueron
obtenidas de pacientes no oncoldgicos sometidos a cirugia oral. Con el fin de comprobar el
diagnostico histopatologico y la adecuacion de la toma de muestras de tejidos, una seccion
de cada uno de los arrays fue tefiidda con hematoxilina-eosina y examinada por microscopia
optica.

El método de elaboracion consistid en la reunidon de finas core-biopsias de tejidos
parafinados pre-existentes y nuevamente reparafinados en un nuevo bloque array master.

Finalmente las muestras se colocaron en una estufa durante 5 minutos.

5.2.2 Técnica inmunohistoquimica

Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: Monoclonal Mouse Anti-Human
E-cadherin, FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Beta-Catenin y anti-Fak, cuyas
especificaciones técnicas estan resumidas en la Tabla 5.2. Los cortes histologicos de 4 pm
obtenidos de los bloques de TMA, se montaron en portaobjetos de cristal (Dako
Cytomation), y fueron puestos a secar en una estufa a 54-56° durante 24 horas.

Posteriormente fueron desparafinados e hidratados con el sistema PT Link en el que
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tambien se llevdo a cabo la recuperacion antigénica a pH 9, durante 20 minutos. Las
reacciones de tincion se llevaron a cabo a temperatura ambiente de forma automatizada, en
una estacion de trabajo Dako Autostainer Plus, en una sola sesion. Las muestras estuvieron
5 minutos en un medio de bloqueo (perdxido de hidrogeno al 5 %) y posteriormente
reaccionaron con el anticuerpo primario a temperatura ambiente. La inmunodeteccion se
realizd con el sistema Envision (Envision Plus, Dako, California, Estados Unidos)
empleando como cromogeno la diaminobenzidina. A continuaciéon se realizd la
contratincion con hematoxilina durante 8 minutos a temperatura ambiente. El tiempo de
incubacion con el anticuerpo primario fue de 20, 25 y 30 minutos para E-cadherina, -
catenina y Fak, respectivamente. E-cadherina se emple6d a dilucién 1:25, B-catenina a
dilucion 1:200 y Fak a dilucion 1:250 (Tabla 5.2). Finalmente las secciones fueron

aclaradas y deshidratadas con alcoholes y xilol, y posteriormente cubiertas con Entellan.

Anticuerpo Clon Referencia Fabricante Diluciéon | Incubacién | Desenmascaramiento
E-

NCH-38 M-3612-29 DAKO 1:25 20 min. PTlink pH 9 20 min
CADHERINA
BETA- B-catenin-

IR702/1S702 | DAKO 1:200 25 min. PTlink pH 9 20 min

CATENINA 1
Fak 4.47 05-537 MILLIPORE 1:250 30 min. PTlink pH 9 20 min

Tabla 5.2. Anticuerpos utilizados en el estudio inmunohistoquimico.

5.2.3 Controles

Como controles negativos, se utilizaron secciones representativas de los tumores,
procesadas de la forma descrita, pero omitiendo el anticuerpo primario y reemplazédndolo
por suero de conejo no inmune. Bajo estas condiciones no se observd inmunotincion
especifica. Como controles positivos de la inmunorreaccion se utilizaron secciones
archivadas de adenocarcinoma de colon para Fak y epitelio oral normal de individuos

sanos para E-cadherina y -catenina.
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5.2.4 Valoracion de los resultados inmunohistoquimicos

Todas las preparaciones fueron evaluadas independientemente por dos
investigadores que desconocian el desenlace clinico de cada caso. En caso de disenso se
procedid a una discusion para resolverlo, y cuando las diferencias persistian, las
preparaciones fueron evaluadas por un tercer observador independiente, siendo elegida
como medida la opinidn mayoritaria. La valoracién morfologica de las inmunotinciones se
realiz6 de forma semicuantitativa.

La inmunotincion de E-cadherina, B-catenina y Fak fue medida como el porcentaje
de células tefiidas positivamente, y asignada a una de 4 categorias, considerando la
inmunorreaccion observada en el propio epitelio sano como control fuertemente positivo
para E-cadherina y B-catenina y el adenocarcinoma de colon para Fak. Se consideraron
cuatro categorias: 0, negativa, ausencia total de tincion; 1, tincion leve, menos del 33% de
células tefiidas; 2, tincion moderada, entre 34 y 66% de las células tefiidas; 3, tincion
intensa, mas del 66% de las células tefiidas. Ademas en el caso de B-catenina se valor6 la
posibilidad de expresion citoplasmatica o nuclear como 4 y 5, respectivamente. El grupo 0
fue definido como negativo, y los grupos 1, 2 y 3 como positivos para la inmunoexpresion
de E-cadherina, P-catenina y Fak. Aquellas zonas de la preparacion histologica que

mostraban inflamacion pronunciada o necrosis fueron excluidas de la evaluacion.

5.3 Analisis estadistico

Fue realizado mediante el programa informatico SPSS para Windows (version 18,
SPSS Inc., Chicago, IL). Las asociaciones entre los parametros clinicos (tamafio tumoral,
afectacion ganglionar, localizacion tumoral y grado de diferenciacion histopatoldgico) y
los resultados inmunohistoquimicos fueron examinadas mediante el test de chi-cuadrado o
el exacto de Fisher (si los efectivos fueron menores de 5). Asimismo, se estimaron curvas
de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier y comparadas entre si mediante el
estadistico de log-rank. El tiempo de supervivencia fue medido como el transcurrido entre
el tratamiento de cada paciente y la fecha del altimo contacto de seguimiento en el periodo

del estudio o la fecha de la muerte para los que fallecieron a causa del cancer oral o
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mostraron una recidiva intratable. Todas las pruebas estadisticas fueron consideradas
significativas cuando los valores de P fueron iguales o menores de 0,05.

Tras este primer analisis se lleva a cabo un estudio de las variables implicadas en la
supervivencia y recidiva mediante maquinas de vectores de soporte. En este caso el
software utilizado tiene la referencia: R Development Core Team (2010). R: A language
and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Viena,

Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/.

Ademas, hemos utilizado dos paquetes pertenecientes a dicho software, a saber:

Paquete caret:

Max Kuhn. Contribuciones de Jed Wing, Steve Weston, Andre Williams, Chris
Keefer and Allan Engelhardt (2011). Caret: Classification and Regression Training. R
package version 4.92., URL http://CRAN.R-project.org/package=caret.

Paquete penalized SVM:
Natalia Becker, Wiebke Werft and Axel Benner (2010). Penalized SVM: Feature
Selection SVM using penalty functions. R package version 1.1., URL http://CRAN.R-

project.org/package=penalizedSVM.

5.4 Modelo de prediccion mediante support vector machines (SVM)

En el analisis estadistico se han empleado métodos de clasificacion basados tanto
en técnicas estadisticas como en inteligencia artificial, asi como métodos inteligentes de
ponderacion de variables y de modelacion de las mismas. Para ello se han utilizado tanto
las variables que hemos estudiado en el presente trabajo, como otras utilizadas en estudios
previos de nuestro grupo (de Vicente et al., 2003, 2005 y 2007). Las variables disponibles

para la realizacion del siguiente trabajo, junto con su descripcion, se listan en la Tabla 5.3.
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Nombre

Escala de medida

Descripcion

Tiempo de seguimiento

Estado final
Edad

Género

Tt

T
N
Nn
Estadio
Localizaciéon

Estado de los margenes de
reseccion

Numero de recidivas
Recidiva
Radioterapia
Mandibulectomia
Tabaco
Numero de cigarrillos
Alcohol

Grado de diferenciacion
histologica

E-cadherina
p-catenina
p-catenina

Fak (quinasa de adhesion
focal)

Fak
MMP-2

MMP-9

Cuantitativa continua

Cualitativa dicotomica

Cuantitativa continua

Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotomica

Cualitativa ordinal

Cualitativa ordinal

Cualitativa dicotomica

Cualitativa ordinal

Cualitativa

Cualitativa dicotomica

Cuantitativa

Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotomica

Cuantitativa

Cualitativa dicotomica

Cualitativa ordinal

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa dicotomica

Cualitativa

Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotomica

Cualitativa dicotomica

Tiempo transcurrido entre el momento del tratamiento
inicial y la muerte del paciente o el fin del estudio

Vivo o muerto
Edad del paciente (en afios cumplidos)
Sexo del paciente: Hombre o Mujer

Tamafo tumoral medido en una escala dicotomica: (T1+2,
T3+4)

Tamatfio tumoral: T1, T2, T3 y T4
Estadio ganglionar: NO, N1, N2 o N3
Estadio ganglionar: (NO / N1+2+3)
Estadio de la enfermedad: 1, II, 111, IV

Localizacion del tumor

Libres o afectados por el tumor

Numero de recidivas
Presencia o ausencia de recidiva
Radioterapia: si o no
Mandibulectomia: si o no
Consumo de tabaco: si 0 no
Numero promedio de cigarrillos fumados diariamente
Consumo de alcohol: si 0 no

Bien diferenciado, moderadamente diferenciado,
indiferenciado

Inmunoexpresion de E-cadherina (<33%, 34-66%, >66%).
Inmunoexpresion de B-catenina (<33%, 34-66%, >66%).

Ausencia o presencia de inmunoexpresion

Inmunoexpresion de Fak (<33%, 34-66%, >66%).

Ausencia o presencia de inmunoexpresion
Gelatinasa A: ausencia o presencia de inmunoexpresion

Gelatinasa B: ausencia o presencia de inmunoexpresion
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L. . Inhibidor tisular de metaloproteinasas-1: ausencia o
TIMP-1 Cualitativa dicotomica . . P .,
presencia de inmunoexpresion
. ., Inhibidor tisular de metaloproteinasas-1: ausencia o
TIMP-2 Cualitativa dicotomica . . P .,
presencia de inmunoexpresion
Bcl-2 Cualitativa dicotomica Ausencia o presencia de inmunoexpresion
p53 Cuantitativa continua Proporcion de células tumorales que expresan p53
. L. Expresion de p53 en <10% de las células tumorales y en >
p53 Cualitativa dicotomica P p ° y
10%.
. L. Expresion de pS53 en <20% de las células tumorales y en >
p53 Cualitativa dicotomica P P ° Y
20%.
MMP-7 Cualitativa dicotomica Matrilisina: ausencia o presencia de inmunoexpresion
. .. Metaloproteinasa membranaria-1: ausencia o presencia de
MT1-MMP o MMP-14 Cualitativa dicotomica . .,
inmunoexpresion

Tabla 5.3. Identificacion y descripcion de las variables incluidas en el estudio.

La enorme cantidad de informacién existente puede causar serios problemas a los
algoritmos de datos fundamentalmente en lo relativo a los pardmetros relacionados con la
escalabilidad y su rendimiento (Yang y Pederson, 1997; Xing et al., 2001). En el caso que
nos ocupa, el nimero de pacientes puede considerarse reducido (69), mientras que el
numero de variables es elevado (33), lo que degrada el rendimiento de los algoritmos. Por
tanto, se hace necesario seleccionar un subconjunto de variables que faciliten la obtencion
de resultados.

Para afrontar los objetivos propuestos se ha procedido de la siguiente manera:

1. En primer lugar, hemos aplicado el analisis discriminante para clasificar a los
pacientes que fallecen y sobreviven en funcion del resto de sus variables asi
como intentar separar en funciéon de estas Ultimas, a los pacientes que sufren
recidiva de aquellos que no. Con esta metodologia se evaluard la influencia de
las variables redundantes incluidas en los modelos clasificadores.

2. Hemos aplicado dos técnicas avanzadas de seleccion de variables basadas en
maquinas de vectores soportes (también conocidos por su nombre en inglés
“support vector machines” o SVM) para reducir la dimensionalidad de la
muestra de origen y encontrar el numero Optimo de variables que permita

implementar el mejor modelo posible de clasificacion de pacientes con riesgo
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de muerte o recidiva. En esta segunda parte serd donde se afronte el problema
de la alta dimensionalidad de las variables. Con el fin de reducir la influencia
negativa que tiene la reducida cantidad de instancias disponibles, se incluirdn en
la implementacion de los algoritmos SVM técnicas de validacion cruzada y
“bootstraping”.

3. Finalmente se implementaran dos modelos clasificadores, también basados en
SVM, con objeto de modelar las variables de salida contempladas
(supervivencia y recidiva) manteniendo la filosofia de validacién cruzada en su

construccion.

Dado lo novedoso de la metodologia utilizada, haremos una breve descripcion de la

misma.

5.4.1 Analisis discriminante de la muestra

El analisis discriminante es una técnica estadistica multivariante cuya finalidad es
analizar si existen diferencias significativas entre grupos de objetos respecto a un conjunto
de variables medidas sobre los mismos (Huberty, 1994). Se trata por tanto de una técnica
cuyo objetivo es obtener una funcidn capaz de clasificar a un nuevo individuo a partir del
conocimiento de los valores de ciertas variables discriminadoras. En nuestro caso, para las
variables analizadas (supervivencia y recidiva) el nimero de categorias son dos. En todos
los modelos de analisis discriminante, la matriz de confusion se estimé por medio de la
técnica de validacion cruzada: cada uno de los pacientes existentes se clasifico
construyendo un modelo que empleaba toda la informacion disponible a excepcion de la
correspondiente a dicho paciente.

En primer lugar se lleva a cabo un modelo tomando como variables de entrada
todas las variables disponibles. Tras aplicar el andlisis SVM y encontrar cuales son las
variables 6ptimas, hemos creado un nuevo modelo que incluya a éstas. Se quiere destacar
este hecho para resaltar que el estudio por medio del andlisis discriminante y de las
técnicas SVM no ha sido secuencial sino que ambas técnicas han sido evaluadas en

paralelo.

50



V. MATERIAL Y METODO

5.4.2 Seleccion de variables por medio de SVM

Las tareas llevadas a cabo para, a partir de modelos SVM, conseguir la clasificacion
de las variables disponibles y, posteriormente, entrenar y validar los mejores modelos
posibles para las variables de salida supervivencia y recidiva se han resumido en la Figura
5.1. del presente apartado. La primera etapa del proceso consistio en confirmar la
conveniencia de emplear un sistema de validacion cruzada. Tras esto, se procedio a la
seleccion de variables en funcidon de su importancia por medio de dos métodos que se
aplicaron en paralelo (penalizacion no concava y método de Newton). Finalmente, se llevo
a cabo el entrenamiento y validacion de modelos por medio de un método de adicion de
variables que comprueba cémo influye en el rendimiento del modelo obtenido la adicion

de cada una de las variables disponibles al mismo.

69 pacientes

SVM clas. 100 (80% datos
entrenamiento/20% datos

validacion)

Validacion
GCV 1

consis-
tencia

69 pacientes
(bootstrapping)

SVM

Seleccion de | ESIITANTIRNS SVM método
variables IEE de Newton
Comparacion de
resultados
Entrenamiento y Modelos clasificadores SVM
validacion de | poradicion iterativade
modelos variables(segin ordende

importancia)

Figura 5.1. Esquema completo de las tareas realizadas usando modelos SVM.
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a) SVM con penalizacion no concava

Esta técnica es una particularizacion del algoritmo de Vapnik y Lerner en la que se
introduce una nueva funcion de penalizacion no concava presentada por Fan y Li (Fan y
Li, 2001) y conocida como “smoothly clipped absolute deviation. Debido al reducido
tamafio de la muestra de pacientes disponibles se aplicé de nuevo la técnica de validacion
cruzada. Para ello el algoritmo clasificador fue ejecutado cien veces tomando para cada
una de las cien ejecuciones una muestra aleatoria de 55 pacientes para el entrenamiento
(80% del total de la muestra) y 14 (20% del total de la muestra) para la validacion. Asi
mismo con objeto de evaluar la consistencia de la validacion cruzada se registraron en cada
una de las cien ejecuciones del algoritmo, pardmetros tales como precision, coeficiente
Kappa, sensibilidad, prevalencia, incidencia y valores predictivos positivos y negativos.

Tras la validacion de la metodologia de clasificacion y con el objeto de realizar una
evaluacién de la importancia con el mayor nimero de datos posible se implementd un
nuevo algoritmo con la totalidad de las 69 pacientes disponibles aplicando la técnica de
“bootstrapping” (Efron, 1979) con 25 repeticiones. Los resultados de dicho algoritmo
clasificador se representan en graficas donde se muestra el nivel de importancia para cada
variable en el eje de abscisas en cada una de las variables dependientes estudiadas, es decir

por un lado supervivencia y por otro recidiva.

b) SVM con el método de Newton

En general, los algoritmos SVM para clasificacion lineal minimizan la funciéon de
costo para los residuos (CFR) que es llamada “Funcion de pérdida de Vapnik” ( o
e—sensitivo). En este caso usamos el algoritmo propuesto por Schmidt (Schmidt et al.,
2007) que se basa en el uso de CFR Vapnik mas una regularizacion L1 conocida capaz de
generar un conjunto de soluciones reducido (Bradley y Mangasarian, 1998; Zhy et al.,
2003).

Asi, el clasificador empleado en este apartado requiere la resolucion de una
ecuacion lineal. Al igual que en el caso del SVM con penalizacion no cdncava, los
modelos fueron entrenados con la filosofia de validacion cruzada (55 muestras para

entrenamiento y 14 para validacion). Tras este primer analisis se llevo a cabo una segunda
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implementacion del algoritmo con la totalidad de los 69 pacientes disponibles y realizando

de nuevo “bootstrapping” con 25 repeticiones en su proceso de entrenamiento.

¢) Comparacion de resultados

Una vez evaluada la metodologia por medio de validacién cruzada se contrastaron
las variables detectadas como importantes por cada uno de los dos algoritmos de

ponderacion empleados para las variables de salida analizadas (supervivencia y recidiva).

5.4.3 Modelo clasificador SVM

Tras la clasificacion por importancia de las variables se realiz6 la implementacion
de dos modelos predictores (uno para cada variable analizada: supervivencia y recidiva)
utilizando el algoritmo SVM como clasificador segin la implementacién de Cortes y
Vapnik (Cortes y Vapnik, 1995).

A continuacion se describe en detalle el proceso de entrenamiento:

. Paso 1: Entrenamiento tipo “generic cross validation” o GCV (100 modelos
con 55 pacientes para el entrenamiento y 14 para la validacién) tomando como variable de
entrada la identificada como més importante por el proceso de ponderacion empleado
(todos los pasos son ejecutados con el algoritmo de penalizacién no concava en primer
lugar y con el método Newton en segundo).

. Paso 2: Evaluacion del valor medio de Sensibilidad, Especificidad y
Precision (“Accuracy ) de los 100 modelos entrenados.

. Paso 3: Entrenamiento GCV (100 modelos con 55 pacientes para el
entrenamiento y 14 para la validacion) tomando como variables de entrada la designada en
el paso anterior mas la siguiente por orden de importancia.

. Paso 4: Evaluacion de los nuevos valores medios de Sensibilidad,
Especificidad y Precision y comparacion con los obtenidos en el Paso 2.

. Paso 5: Decision de inclusion en el modelo general de la tltima variable
anadida si los valores de Sensibilidad, Especificidad y Precision se incrementasen con

dicha inclusion.
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6.1 Inmunoexpresion de E-cadherina en los carcinomas orales de células escamosas

Se detectd inmunorreaccion para E-cadherina en los 69 casos analizados (100%).
De éstos, 37 (53,8%) mostraron reaccion intensa; 21 (30,4%) lo hicieron de forma
moderada (entre el 33 y el 66% de las células tumorales), y finalmente 11 casos (15,9%)
expresaron E-cadherina en menos del 33% de las células tumorales. Los tumores
mostraban, en general, una menor expresion de E-cadherina que el epitelio normal.

La inmunotincion observada en las células tumorales se localiz6 en la membrana

plasmatica y fue homogénea (Figura 6.1.), con leve tincion del citoplasma.

Inmunotinciéon Frecuencia | Porcentaje
absoluta
intensa 37 53,7%
moderada 21 30,4%
leve 11 15,9%
Total 69 100%

Tabla 6.1. Distribucion de la inmunoexpresion de E-cadherina en las células tumorales.
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Figura 6.1. Inmunoexpresion de E-cadherina en el cancer oral. (A) Tincion
intensa de membrana citoplasmatica de E-cadherina en los nidos tumorales
(aumento original x200). (B) E-cadherina se expresa de forma homogénea en la
membrana citoplasmatica de las células tumorales (aumento original x400).
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6.2 Inmunoexpresion de E-cadherina en los carcinomas orales de células escamosas

primarios y su relacion con los parametros clinicopatologicos

No se observo relacion estadisticamente significativa entre la localizacién tumoral y
la inmunoexpresion de la E-cadherina (p=0,8). Tampoco fue posible establecer relacion
con el sexo (p=0,5), la edad (p=0,4), el tamafio tumoral T (p=0,7), el estadio N (p=0,7), el
estadio TNM (p=0,4), la recurrencia tumoral (p=0,4) o el consumo de tabaco (p=0,8). Sin
embargo, la inmunotincion por E-cadherina fue significativamente mayor en pacientes
consumidores de alcohol (p= 0,05) (Tabla 6.2.) y el grado de diferenciacion tumoral se
asocio de manera significativa con la expresion de E-cadherina (p=0,003) (Tabla 6.3.). En
un analisis de supervivencia (Kaplan-Meier), la expresion de E-cadherina no mostro

significacion estadistica (p=0,6).

Leve Moderada Intensa Total
Consumo de NO 4 3 17 24
alcohol
SI 7 18 20 45
Total 11 21 37 69

Tabla 6.2. Asociacion entre la inmunoexpresion de E-cadherina y el consumo
de alcohol (3°, p=0,05).

Leve Moderada Intensa Total
Grado de BIEN DIFERENCIADO 6 14 35 55
diferenciacion
MODERADAMENTE 5 7 2 14
DIFERENCIADO
Total 11 21 37 69

Tabla 6.3. Asociacion entre la inmunoexpresion de E-cadherina y el grado de
diferenciacion histologica (yx°, p=0,003).
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6.3 Inmunoexpresion de p-catenina en los carcinomas orales de células escamosas

Se detecté inmunotincion para B-catenina en 64 de los 69 casos analizados (92,8%)
(Tabla 6.4.). De ellos, 19 (27,90%) mostraron reaccion de membrana y citoplasmatica
intensa; 26 (38,30%) lo hicieron de forma moderada (entre el 33 y el 66% de las células
tumorales) y, finalmente, 18 casos (26,50%) expresaron B-catenina en menos del 33% de
las células tumorales. La inmunotincién observada en las células tumorales se localizo en
la membrana plasmatica y fue homogénea (Figura 6.2.), en todos los casos, excepto en uno
en que la tincién fue citoplasmatica. En ningun caso se detectd tincion nuclear. En cuatro

de los casos estudiados no se encontré inmunoexpresion de 3-catenina.

Inmunotinciéon Frecuencia Porcentaje
absoluta
negativa 5 7.2%
membrana leve 18 26,2%
membrana 26 37,7%
moderada

membrana intensa 19 27,5%
citoplasmatica 1 1,4%
Total 69 100%

Tabla 6.4. Distribucion de la inmunoexpresion de B-catenina en las células tumorales.
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Figura 6.2. Inmunoexpresion de -catenina en el cancer oral. (A) Tincion intensa de
membrana citoplasmatica de -catenina en los nidos tumorales (aumento original x100).
En esta imagen puede compararse la positividad en las células tumorales con la del
epitelio sano adyacente a la lesion. (B) B-catenina se expresa de forma homogénea en la
membrana citoplasmatica de las células tumorales (aumento original x400).



6.4 Inmunoexpresion de B-catenina en los carcinomas orales de células escamosas y su

relacion con los parametros clinicopatologicos

No fue posible establecer una relacion estadisticamente significativa con el sexo
(p=0,7), la edad (p=0,7), el tamafio tumoral T (p=0,4), el consumo de alcohol (p=0,4), el de
tabaco (p=0,5) ni la existencia de recidivas (p=0,07), si bien en este ultimo caso, la relacion
fue casi significativa. Sin embargo, considerando que la expresion estd conservada en los
casos con tincidn intensa y que estd reducida en los casos con tincion moderada, leve o
negativa, encontramos asociacion significativa con la presencia de metastasis ganglionares
(p= 0,02) (Tabla 6.5.). También encontramos una asociacion significativa con el estadio
tumoral TNM (p=0,008) (Tabla 6.6.) y con la expresion de E-cadherina (p=0,018) (Tabla
6.7.). Realizando un anélisis de Kaplan-Meier en funcion de la expresion de -catenina no
se observo significacion estadistica (p=0,9). Por lo tanto, la inmunorreaccion de B-catenina

no se relaciono con la supervivencia de los pacientes.

Expres.lon Expresion Total
reducida conservada
No 28 16 44
N
N 1+2+3 22 3 25
Total 50 19 69

Tabla 6.5 Asociacion entre la inmunoexpresion de [P-catenina y la presencia de
metéstasis ganglionares (%, p= 0,029).

Expres.lon Expresion Total
reducida conservada
1 6 8 14
1I 12 7 19
Estadio
111 11 1 12
v 21 3 24
Total 50 19 69

Tabla 6.6. Asociacion entre la inmunoexpresion de B-catenina y el estadio tumoral (3,

p=0,009).
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Expres'lon Expresion Total
reducida conservada
Leve 11 0 11
E-cadherina Moderada 17 4 21
Intensa 22 15 37
Total 50 19 69

Tabla 6.7. Asociacion entre la inmunoexpresion de B-catenina y E-cadherina (y°, p=
0,018).



6.5 Inmunoexpresion de Fak en los carcinomas orales de células escamosas

Se detectd inmunorreaccion para Fak en 62 de los 69 casos analizados
(89,8%)(Tabla 6.8.). De estos 62 casos, 23 (33,3%) mostraron reaccidon intensa; 16
(23,2%) lo hicieron de forma moderada (entre el 33 y el 66% de las células tumorales), y
finalmente 23 (33,3%) de forma leve (en menos del 33% de las células tumorales). Los 7
casos restantes (10,2%) se consideraron negativos para Fak. Dentro del tejido tumoral, Fak
se expresaba de manera homogénea en la mayoria de los casos con mayor intensidad que
en el epitelio sano.

La inmunotincidon observada en las células tumorales fue de tipo citoplasmatica y

homogénea (Figuras 6.3).

Inmunotincién Frecuencia Porcentaje
absoluta
negativa 7 10,2%
leve 23 33,3%
moderada 16 23,2%
intensa 23 33,3%
Total 69 100%

Tabla 6.8. Distribucion de la inmunoexpresion de Fak en las células tumorales.
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Figura 6.3. Inmunoexpresiéon de Fak en el cancer oral. (A) Tinciéon intensa del
citoplasma en los nidos tumorales (aumento original x100). Contrasta la negatividad del
epitelio sano adyacente a la lesion y la positividad de las estructuras glandulares del
corion. (B) Fak se expresa de forma homogénea en el citoplasma de las células tumorales
(aumento original x400).



6.6 Inmunoexpresion de Fak en los carcinomas orales de células escamosas y su

relacion con los parametros clinicopatologicos

No se observo relacion estadisticamente significativa entre la inmunotincion de
Fak y las variables clinicas tales como la edad (p=0,6), el sexo (p=0,3), el grado
histologico (p=0,2), la localizaciéon tumoral (p=0,2), el estadio TNM (p=0,1), el consumo
de tabaco (p=0,6) ni el consumo de alcohol (p=0.636). Sin embargo, la inmunorreaccion
para Fak si mostrd asociacion significativa con tamafnos tumorales T (p= 0,01) grandes
(T3 y T4 respecto a Tl y T2) (Tabla 6.9.). También se mostrd una asociacion
estadisticamente significativa entre la inmunotincién de Fak y el estadio ganglionar (Test
exacto de Fisher, p=0,01)(Tabla 6.10), y entre Fak y recidiva tumoral local (Test exacto de
Fisher, p= 0,01)(Tabla 6.11.). En un analisis de Kaplan-Meier se observo la existencia de
una asociacion significativa entre la expresion de Fak y pobre supervivencia (Figura 3.4).
Asi, los pacientes con tumores negativos para Fak comparados con los positivos tenian
una supervivencia mas prolongada. Por otro lado, la expresion de Fak mostrd asociacion

significativa con la de B-catenina (p = 0,01)(Tabla 6.12).

negativa | leve | moderada | intensa | Total

T1+T2 7 10 13 17 | 47
T3+T4 0 13 3 6 22
Total 7 23 16 23 | 69

Tabla 6.9. Asociacion entre la inmunoexpresion de Fak y el tamafo tumoral agrupado
(Test exacto de Fisher, p=0,010).

negativa |leve| moderada | intensa | Total

NO 6 15 5 18 44
N+ 1 8 11 5 25
Total | 7 23 16 23 69

Tabla 6.10. Asociacion entre la inmunoexpresion de Fak y la presencia de ganglios
cervicales afectos (y°, p=0,012).
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Negativa Positiva Total
RECIDIVA NO 7 33 40
RECIDIVA SI 0 29 29
Total 7 62 69

Tabla 6.11. Asociacion entre la inmunoexpresion de Fak y la recurrencia del tumor
(Test exacto de Fisher, p=0,019).

Funciones de supervivencia
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0,67
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100 125
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Figura 6.4. Curvas de supervivencia estimadas por el método de Kaplan-Meier en
funcién de la inmunorreaccion para el Fak (p=0,017).



6.7 Analisis discriminante de la muestra

Se han analizado las variables “supervivencia” y “recidiva”, ambas con dos

categorias (vivo o fallecido y ausencia o presencia de recidiva tumoral). La Figura 6.5.

muestra un esquema con todos los modelos discriminantes realizados para cada una de las

dos variables, con esquemas de trabajo paralelos.

-
Supervivencia

-

Recidiva

Supervivencia = F(edad; género; T; T (T1+2, T3+4); N; N (N0, N1+2+3);
estadio; localizacion; estado de los méargenes de reseccion; nimero de
recidivas; recidiva; radioterapia; mandibulectomia; tabaco; nimero de
cigarrillos; alcohol; grado de diferenciacién histolégica; E-cadherina; p-
catenina; B-catenina (si/no); Fak; Fak (si/no); MMP-2; M

TIMP-2; Bel-2; P53; P53; P53; MMP-7; MT1

Supervivencia = F(E-cadherina; B-catenina; Fak)

Supervivencia = F(E-cadherina; -catenina (si/no); Fak (si/no))

Supervivencia = F(edad; género; T; N; localizacion; estado de los margenes

de reseccion; nimero de recidivas; mandibulectomia; nimero de
cigarrillos; grado de diferenciacion histolégica; E-cadherina; p-catenina;
Fak; MMP-2; MMP-9; TIMP-1; TIMP-2; Bcl-2; P53; MMP-7; MT1-MMP)

Supervivencia = F (estadio; nimero de recidivas)

Recidiva = F(edad; género; T; T (T1+2, T3+4); N; N (N0, N1+2+3);
estadio; localizacion; estado de los margenes de reseccion; radioterapia;
mandibulectomia; tabaco; nimero de cigarrillos; alcohol; grado de
diferenciacion histolégica; E-cadherina; B-catenina; -catenina (si/no);
Fak; Fak (si/no); MMP-2; MMP-9; TIMP-1; TIMP-2; Bcl-2; P53; P53;
P53; MMP-7; MT1-MMP )

Recidiva = F(E-cadherina; B-catenina; Fak)

Recidiva = F(E-cadherina; B-catenina (si/no); Fak (si/no))

Recidiva = F(edad; género; T; N; localizacion; estado de los margenes de
resecciéon; mandibulectomia; niimero de cigarrillos; grado de diferenciacién
histolégica; E-cadherina; p-catenina; Fak; MMP-2; MMP-9; TIMP-1;
TIMP-2; Bel-2; P53; MMP-7; MT1-MMP)

Recidiva = F (T, estado de los margenes de reseccion, N)

Figura 6.5. Modelos discriminantes para cada una de las dos variables supervivencia

y recidiva.
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A continuacion, expondremos los resultados para cada variable.

6.7.1 Variable supervivencia

a) Primer modelo:

Tiene como variable de salida “supervivencia” y como variables de entrada a todas
aquellas que se recogen en la Tabla 5.3. a excepcion del tiempo de seguimiento. La Tabla
6.12. presenta la matriz de confusion, en la que del total de pacientes vivos un 95,12% (39
de 41) son correctamente clasificados, en comparacion con el 96,43% (27 de 28) de los
fallecidos. La Tabla 6.13. presenta los coeficientes de las funciones de clasificacion

lineales obtenidas para cada grupo. La tasa global de clasificacion del modelo alcanza el

95,65%.
Grupo verdadero
Grupo propuesto vivo fallecido

vivo 39 1
fallecido 2 27
Total N 41 28
N correctas 39 27

Proporcion 0,9512 0,9643

Tabla 6.12. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable supervivencia que usa como variables de entrada todas las

disponibles.

Vivo  Fallecido

Constante -53,53 -118,11
Edad 0,41 0,27

Sexo 14,71 25,34

T 6,6 23,98

T (T1+2, T3+4) -3,09 -12,12

N 3,34 4,1

N (N0, N1+2+3) -1,49 9,82
Estadio -0,4 4,13
Localizacion -1,08 -1,85
Margen de reseccion -6,37 2,06
Nuimero de recidivas -4,03 -7,32

Recidiva 0,9 143,94

Radioterapia 7,56 -11,82
Mandibulectomia -3,52 2,11
Tabaco 0,2 -2,73
Numero de cigarrillos diarios 0,36 0,28
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Alcohol 1,04 14,1
Grado d'e dif’er.enciacién 17.92 16.45
histolégica
E-cadherina 8,45 13,3
p-catenina 0,86 2,39
p-catenina (si/no) 1,66 -7,71
Fak 1,67 2,63
Fak (si/no) 5,67 -0,39
MMP-2 -0,95 -4,33
MMP-9 5,37 7,52
TIMP-1 4,65 -0,49
TIMP-2 0,16 10,41
Bel-2 0,17 -0,22
p53 -0,09 -0,17
P53 (<10%) 6,24 19,68
p53(<20%) 6,26 0,65
MMP-7 0,14 -11,1
MT1-MMP 1,96 1,63

Tabla 6.13. Coeficientes de las funciones de clasificacion lineales obtenidas para cada
grupo.

b) Segundo modelo:

Tiene como variables de entrada E-cadherina, B-catenina y Fak (Tabla 6.14 y
6.15.). Los valores de clasificacion que alcanza dicho modelo son bajos, clasificando de
forma correcta solamente al 43,90% de los pacientes vivos y al 46,43% de los pacientes

fallecidos. Por tanto, se alcanza un 44,93% de clasificacion global.

Grupo verdadero
Grupo propuesto vivo fallecido
vivo 18 15
fallecido 23 13
Total N 41 28
N correctas 18 13
Proporcion 0,4390 0,4643

Tabla 6.14. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable vive que usa como variables de entrada ecad, Fak y B-
catenina.
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Vivo Fallecido
Constante -5,722 -4,9081
E-cadherina 3,4301 3,2264
p-catenina 1,0587 0,8939
Fak 0,624 0,6041

Tabla 6.15. Coeficientes de las funciones de clasificacion lineales obtenidas para cada
grupo en el modelo con validacion cruzada de la variable vive usando como variables de

entrada E-cadherina, f-catenina y Fak.

¢) Tercer modelo:

Tiene como variables de entrada E-cadherina, Fak y B-catenina, medidas en una

escala cualitativa dicotdmica (Tabla 6.16.). La tasa de clasificacion de los pacientes vivos

es muy superior a la obtenida en el modelo anterior (70,73%) mientras que en el grupo de

fallecidos el porcentaje de aciertos conseguidos se mantiene en el mismo valor (46,43%).

En este caso, la tasa de clasificacion global del modelo aumenta hasta el 60,87%.

Grupo verdadero
Grupo propuesto vivo fallecido
vivo 29 15
fallecido 12 13
Total N 41 28
N correctas 29 13
Proporcion 0,7073 0,4643

Tabla 6.16. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable vive que usa como variables de entrada E-cadherina, Fak

(dicotomica) y B-catenina (dicotomica).

d) Cuarto modelo :

Incluye todas las variables presentes en la Tabla 5.3, a excepcion de aquéllas que

aparecen repetidas, considerando como tales las que expresan los mismos contenidos de

forma diferente. Las variables excluidas respecto al primer modelo son aquellas que,

ademas de en su forma original, son registradas en otras escalas, generalmente

dicotémicas: T(T1+2, T3+4), recidiva, tabaco, B-catenina, Fak, N, estadio, p53 (Tabla

6.17.). Asi mismo tambien se ha excluido la variable radioterapia porque, no era una
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variable clinica, patoldogica o molecular expresada en los tumores en el momento del

diagnostico o tratamiento inicial.

La tasa global de clasificacion alcanza el 88,5%. La capacidad de clasificacion de

los pacientes fallecidos es del 85,7%, mientras que la de clasificacion de pacientes vivos es

del 90,2%.

Grupo verdadero

Grupo propuesto vivo fallecido
vivo 37 4
fallecido 4 24
Total N 41 28
N correctas 35 24
Proporcion 0,902 0,857

Tabla 6.17. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable supervivencia que usa como variables de entrada todas las

disponibles a excepcion de las consideradas como redundantes.

Vivo Fallecido
Constante -46,561 -47,664
Edad 0,420 0,411
Sexo 10,988 8,748
T -0,219 0,777
N 1,536 -2,088
Localizacion -1,467 -2,088
Bordes de reseccion -3,825 4,409
Numero de recidivas -4,309 4,761
Mandibulectomia 1,706 -1,354
Numero de cigarrillos 0,278 0,221
Grado de diferenciacion 17,140 14,151
E-cadherina 8,769 6,913
p-catenina 1,289 1,685
Fak 0,413 1,224
MMP-2 -0,028 1,222
MMP-9 5,909 6,426
TIMP-1 4,135 5,336
TIMP-2 -0,868 1,484
Bcl-2 -0,133 -0,065
p53 0,024 0,036
MMP-7 1,581 0,566
MT1-MMP 2,045 0,812

Tabla 6.18. Coeficientes de las funciones de clasificacion lineales obtenidas para cada

grupo.
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e) Quinto modelo:

Finalmente, se decidid la realizacion de un modelo que tuviese como factores a las
variables que las técnicas de SVM encontraron como de mayor importancia, a excepcion
de la radioterapia y las variables consideradas como redundantes. Las incluidas por tanto
son recidiva y estadio. La matriz de confusion de este modelo se presenta en la Tabla 6.19.
Se observa como las tasas de clasificacion global alcanzadas son mejores que las obtenidas
con los modelos anteriores, llegdndose a un 97,56% de clasificacion correcta para los

pacientes vivos y un 100% para los fallecidos (tasa de clasificacion global del 98,55%).

Grupo verdadero
Grupo propuesto vivo fallecido
vivo 40 0
fallecido 1 28
Total N 41 28
N correctas 40 28
Proporcion 0,9756 1

Tabla 6.19. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable supervivencia que usa como variables de entrada recidiva y
estadio.

6.7.2 Variable recidiva

Las variables de entrada incluidas en cada modelo fueron las mismas que en el

caso de la variable supervivencia, a excepcion del quinto modelo.

a) Primer modelo:

En ¢€l, con inclusion de todas las variables, del total de pacientes que no han sufrido
recidiva, un 82,93% (34 de 40) son correctamente clasificados, en comparacion con el
62,07% (11 de 29) de los pacientes que si sufren recidiva. El nivel global de clasificacion
que se alcanza es del 75,36% (52 pacientes sobre 69 son correctamente clasificados)

(Tablas 6.20.y 6.21.).
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Grupo verdadero
Grupo propuesto recidiva no recidiva si
recidiva no 34 11
recidiva si 6 18
Total N 40 29
N correctas 34 18
Proporcion 0,8293 0,6207

Tabla 6.20. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable recidiva que usa como variables de entrada todas las
disponibles.

Recidiva no Recidiva si

Constante -52,453 -59,896

Edad 0,426 0,386

Sexo 13,781 15,199

T (dicotomica: T1+2, T3+4) 8,207 10,036
T (T1, T2, T3, T4) -3,62 -3,661

N 3,349 8,262

N (dicotomica: NO, N1+2+3) -1,71 -11,578
Estadio 0,225 1,009
Localizacion -1,31 -1,922

Estado d:els(;sc:il(;i;genes de 3,194 -0.931
Radioterapia 6,059 12,283
Mandibulectomia -3,466 -3,722
Tabaco -0,026 1,019

Numero dedciﬁgzgll'lilll(;stgonsumidos 0337 0,346
Alcohol 2,304 0,631

Grado de diferenciacion 17,445 16,874
E-cadherina 8,164 6,24
p-catenina 1,003 0,896
B-catenina (expresion: si/ no) 1,149 5,817
Fak 2,207 2,409
Fak (expresion: si/no) 4,618 9,07
MMP-2 -0,785 -0,407

MMP-9 5,054 4,973

TIMP-1 4,96 7,753

TIMP-2 1,015 -0,507

Bel-2 -0,164 -0,126

p53 (propor.ci.(’)n de células 20,09 0,131

positivas)
p53 (dicotémica: <10%, >10%) 4,835 10,418




VI. RESULTADOS

p53 (dicotomica: <20%, >20%) 7,529 6,831
MMP-7 -0,081 -0,081
MT1-MMP 1,655 1,059

Tabla 6.21. Coeficientes de las funciones de clasificacion lineales obtenidas para cada
grupo.

b) Segundo modelo:

Con este modelo se consigue clasificar de forma correcta s6lamente el 43,90% de
los pacientes vivos y el 46,43% de los fallecidos. Por tanto, se logra s6lo un 44,93% de

clasificacion global (Tablas 6.22.y 6.23).

Grupo verdadero
Grupo propuesto recidiva no recidiva si
recidiva no 20 14
recidiva si 20 15
Total N 40 29
N correctas 20 15
Proporcion 0,4878 0,5172

Tabla 6.22. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable recidiva que usa como variables de entrada E-cadherina,

Fak y B-catenina.

recidiva no recidiva si
Constante -5,9492 -4,8207
E-cadherina 3,5526 3,1996
p-catenina 1,0989 0,8979
Fak 0,5853 0,6235

Tabla 6.23.Coeficientes de las funciones de clasificacion lineales obtenidas para cada
grupo en el modelo con validacion cruzada de la variable recidiva usando como
variables de entrada E-cadherina, Fak y B-catenina.

¢) Tercer modelo:

La tasa de clasificacion de los pacientes vivos es muy superior a la obtenida en el
modelo anterior (70,73%) mientras que en el grupo de fallecidos el porcentaje de aciertos
conseguidos es algo inferior que en el modelo previo (48,28%). En este caso, la tasa de

clasificacion global del modelo aumenta hasta el 62,32% (Tabla 6.24).
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Grupo verdadero
Grupo propuesto recidiva no recidiva si
recidiva no 29 15
recidiva si 11 14
Total N 40 29
N correctas 29 14
Proporcion 0,7073 0,4828

Tabla 6.24. Matriz de confusion del modelo (con validacion cruzada) de analisis
discriminante de la variable recidiva que usa como variables de entrada E-cadherina, Fak

(dicotomica) y B-catenina (dicotomica).

d) Cuarto modelo:

Las tasas de clasificacion global alcanzan un 70,0% de clasificacion correcta para

los pacientes que no presentaron recidiva y un

tasa de clasificacion global del modelo es del 6

58,60% para los pacientes con recidiva. La

5,21% (Tabla 6.25. y 6.26)

Grupo verdadero
Grupo propuesto recidiva no recidiva si
recidiva no 28 12
recidiva si 12 17
Total N 40 29
N correctas 28 17
Proporcion 0,700 0,586

Tabla 6.25. Matriz de confusion del modelo (con validacién cruzada) de analisis
discriminante de la variable vive que usa como variables de entrada todas las
disponibles a excepcion de las consideradas como redundantes.

Constante
Edad
Sexo
T
N

Localizacion

Estado de los margenes de
reseccion

Mandibulectomia
Numero de cigarrillos
Grado de diferenciacion
E-cadherina
p-catenina

Vivo Fallecido
-46,568 -48,163
0,469 0,474
9,784 9,966
0,627 1,439
-1,231 -1,378
-0,819 -1,358
-6,739 -2,747
-2,66 -2,686
0,285 0,274
15,171 14,157

8,093 7.3
1,05 1,103
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Fak 0,994 1,236
MMP-2 0,837 2,025
MMP-9 5,424 5,28
TIMP-1 4,364 5,991
TIMP-2 0,51 0,089

Bcl-2 -0,111 -0,099

pS3 0,046 0,051

MMP-7 0,425 1,087
MT1-MMP 1,398 1,332

Tabla 6.26. Coeficientes de las funciones de clasificacion lineales obtenidas para cada
grupo en el modelo con validacion cruzada de la variable recidiva, usando como
variables de entrada todas las disponibles a excepcion de las consideradas como
redundantes.

e) Quinto modelo:

Este modelo discriminante emplea como variables a aquellas que las SVM
encontraron como de mayor importancia en los modelos anteriores. Asi, para la variable de
salida recidiva, éstas fueron el tamafio tumoral (T), la presencia de margenes de reseccion
afectados por el tumor y la presencia de metastasis linfaticas ganglionares (N). La tasa
global de clasificacion global de este modelo alcanza el 66,66% de los pacientes (Tabla

6.27.)

Grupo verdadero
Grupo propuesto recidiva no recidiva si
recidiva no 32 14
recidiva si 8 15
Total N 40 29
N correctas 32 14
Proporcion 0,800 0,517

Tabla 6.27. Matriz de confusién del modelo (con validacion cruzada) de anélisis
discriminante de la variable recidiva que usa como variables de entrada T, margenes de
reseccion y N.
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6.8 Seleccion de variables por medio de SVM

Como hemos descrito previamente, tras la validacion de la metodologia empleada,
se realizd la seleccion de variables en funcion de su importancia, mediante dos métodos
que se aplicaron en paralelo (penalizacion no concava y método de Newton). Notese en
este punto que la presencia de variables redundantes o parcialmente redundantes no es un
parametro a considerar por los algoritmos ponderadores que se centran en evaluar la
importancia individual de cada variable. Describiremos a continuacién los resultados
obtenidos por cada método para cada variable de salida a estudio (supervivencia y

recidiva).

6.8.1 SVM con penalizacion no concava

a) Variable supervivencia

Debido al reducido tamafio de la muestra de pacientes disponibles y tal y como ya
se ha explicado con anterioridad, se aplicé la técnica de validacion cruzada. Para llevar a
cabo la evaluacion de consistencia, el algoritmo clasificador fue ejecutado cien veces
tomando para cada una de las cien ejecuciones una muestra aleatoria de 55 pacientes para
el entrenamiento (80% del total de la muestra) y 14 (20% del total de la muestra) para la
validacion. Asi mismo se registraron en cada una de las cien ejecuciones del algoritmo,
parametros tales como la precision (Accuracy), coeficiente Kappa (kappa), sensibilidad
(Sensitivity), especificidad (Specificity), prevalencia (Prevalence), valores predictivos
positivo y negativo (Pos. Pred. Value y Neg. Pred. Value) e incidencia (Incidence). Las
Figuras 6.6 y 6.7 muestran en forma de boxplot los valores medios, maximos, minimos y
desviaciones estdndar de los valores tomados por los mencionados pardmetros. Los
elevados valores medios obtenidos en los 100 modelos entrenados donde destacan
sensibilidades y especificidades por encima del 90% asi como precisiones por encima del
95%, wvalidan la consistencia del proceso de seleccion y la fiabilidad de los resultados

obtenidos.
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VI. RESULTADOS

Overall Survival GCV Models
(100 modelos SVM entrenados con 55 pacientes y validados con 14)
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Figura 6.6. Variacion de los valores de sensibilidad, especificidad, prevalencia, ratio de
deteccion y prevalencia de deteccion para los 100 modelos entrenados en el proceso de
validacion cruzada (Penalizacion no concava, variable supervivencia).
Survival GCV Models by Class
(100 modelos SVM entrenados con 55 pacientes y validados con 14)
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Figura 6.7. Variacion de los valores de accuracy, kappa, accuracylower,
accuracyupper, accuracynull y accuracy p-value y para los 100 modelos entrenados en
el proceso de validacion cruzada (Penalizacion no concava, variable supervivencia).

Tras la validacion y con objeto de realizar una evaluacion de la importancia del

modelo con el mayor nimero de datos posible, se implementé un nuevo algoritmo con la
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totalidad de los 69 pacientes disponibles aplicando la técnica de bootstrapping. En la
Figura 6.8. se muestran 20 de las 32 variables estudiadas, quedando descartadas el resto
por su escasa influencia y por considerarse contraproducente su adicion a un futuro modelo

predictivo. La Tabla 6.28. incluye los valores de salida del algoritmo en forma numérica.

Recidiva
Numero de recidivas .
Estadio .
T(T1+2, T3+4) .
T .
Margen de reseccion .
N .
P53 (<10%) .
N (NO, N1+42+3) .
MMP-2 .
P53 (<20%) .
B-catenina (si/no) .
Mandibulectomia .
TIMP-2 .
MTI1-MMP .
TIMP-1 .
Tabaco .
P53 .
MMP-9 .
E-cadherina .

Importancia

Figura 6.8. Resultado de la ordenacion de las variables estudias segin nivel de
importancia (Penalizacion no concava, variable supervivencia).

Variable Importancia

Recidiva 100

Numero de recidivas 32,84746687

Estadio 11,74563198
T (T1+2, T3+4) 10,08178631
T 8,806027663

Margen de reseccion 7,610435128

N 7,30181752

P53 (<10%) 6,744249185
N (N0, N142+3) 6,432641818
MMP-2 5,475628886
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VI. RESULTADOS

pS3 (<20%) 4,92614163
B-catenina (si/no) 4,529851741
Mandibulectomia 3,728678838

TIMP-2 3,332546831
MT1-MMP 3,256998004
TIMP-1 3,087291623
Tabaco 2,956199035
p53 2,718850402
MMP-9 2,636022068

E-cadherina 2,450368087

p-catenina 2,436970663

Fak (si/no) 1,99756559

Grado de
diferenciacion 1,941791104
histologica

Localizacion 1,614150979

MMP-7 1,601562163

Numero de cigarrillos 1511107979

diarios
Sexo 1,411032248
Fak 1,136596865
Edad 0,350669618
Alcohol 0,184595313
Bcl-2 0

Tabla 6.28. Clasificacion por importancia de las variables segin SVM con penalizacién
no concava (Variable supervivencia). Resultado medio de las 25 repeticiones.

b) Variable recidiva

En este caso el algoritmo tendra 30 variables de entrada (todas menos las variables

supervivencia y nuamero de recidivas) y una variable de salida (recidiva). De nuevo en
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primer lugar se valida la metodologia empleada. Las Figuras 6.9. y 6.10. muestran en
forma de boxplot los valores medios, maximos, minimos y distancia entre percentiles 25%
y 75% de los valores tomados por los parametros: precision (Accuracy), coeficiente Kappa
(kappa), sensibilidad (Sensitivity), especificidad (Specificity), prevalencia (Prevalence),
valores predictivos positivo y negativo (Pos. Pred. Value y Neg. Pred. Value) e incidencia
(Incidence). En este caso los valores medios obtenidos en los 100 modelos entrenados
resultan en sensibilidades y especificidades del orden del 80% asi como precisiones del
70%, que si bien no son tan destacados como en el caso de sus homodlogos para la variable

supervivencia, permiten validar la consistencia del proceso de seleccion.

Oerall Recid GCV Models
(100 delos SVM er dos con 55 i y i con 14)
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Figura 6.9. Variacion de los valores de sensibilidad, especificidad, prevalencia, razén
de deteccion y prevalencia de deteccion para los 100 modelos entrenados en el proceso
de validacién cruzada (Penalizacion no concava, variable recidiva).

Recid GCV Models by Class

(100 modelos SVM entr dos con 55 paci y validados con 14)
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Figura 6.10. Variacion de los valores de Accuracy, Kappa, AccuracyLower,
AccuracyUpper, AccuracyNull y Accuracy P-Value y para los 100 modelos entrenados
en el proceso de validacion cruzada (Penalizacion no concava, variable recidiva).
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mayor numero de datos posible se implement6 un nuevo algoritmo con la totalidad de los
69 pacientes disponibles aplicando la técnica de bootstrapping. En la Figura 6.11. se
muestran 20 de las 32 variables estudiadas, quedando descartadas el resto por su escasa

influencia y por considerarse contraproducente su adicion a un futuro modelo predictivo.

VI. RESULTADOS

Tras la validacion y con objeto de realizar una evaluacion de la importancia con el

La Tabla 6.29. incluye los valores de salida del algoritmo en forma numérica.

81

Estadio

I (T1+2, T3+4)
T

Margen de rescecion
N

N (N0, N1+2+3)
P53 (<10%)
MMP-2
B-catenina (si/no)
P53 (<20%)
E-cadherina
I'IMP-1
Mandibulectomia
fB-catenina
Tabaco
MTI-MMP
MMP-7

TIMP-2

Fak (st'no)
MMP-9

Figura 6.11. Resultado de la ordenacién de las variables estudias segun nivel de

importancia (Penalizacion no concava, variable recidiva).



Variable Importancia
Estadio 100

T (T1+2, T3+4) 84,89162812

T 76,61302695

Mairgen de reseccion
N
N (NO, N1+2+3)
p53 (<10%)
MMP-2
B-catenina (si/no)
p53 (<20%)
E-cadherina
TIMP-1
Mandibulectomia
p-catenina
Tabaco
MT1-MMP
MMP-7
TIMP-2
Fak (si/no)
MMP-9
p53

Numero de cigarrillos
diarios

Alcohol
Localizacion
Edad

Sexo

65,77412714

59,66760856

52,37155717

51,64826715

43,58231606

40,71356884

35,90256761

33,02474781

31,8135228

28,16704032

27,08967418

25,2461681

24,16707196

24,03528554

21,7277377

19,520587

18,50892932

17,69670347

12,13966319

9,425681235

8,821638046

8,485890641

7,882737322
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Grado de
diferenciacion 7,241655978
histologica
Fak 7,025826898
Bcl2 0

Tabla 6.29. Clasificacion por importancia de las variables segin SVM con penalizacion
no concava (Variable recidiva). Resultado medio de las 25 repeticiones.

6.8.2 SVM con el método de Newton

a) Variable supervivencia

Las Figuras 6.12. y 6.13. muestran en forma de boxplot los valores medios,
maximos, minimos y desviaciones estandar de los valores tomados por los parametros:
precision (Accuracy), coeficiente Kappa (kappa), sensibilidad (Sensitivity), especificidad
(Specificity), prevalencia (Prevalence), valores predictivos positivo y negativo (Pos. Pred.
Value y Neg. Pred. Value) e incidencia (Incidence). En este caso los valores medios
obtenidos en los 100 modelos entrenados son muy similares a los que se habian alcanzado
con penalizacién no concava si bien se detecta cierta pérdida de especificidad en los

modelos.

Overall Survival GCV Models (Newton Method)
(100 Modelos SVM entrenados con 55 pacientes y validados con 14)
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Figura 6.12. Variacion de los valores de sensibilidad, especificidad, prevalencia, ratio
de deteccion y prevalencia de deteccidon para los 100 modelos entrenados en el proceso
de validacion cruzada. (Método de Newton, variable supervivencia).
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Survival GCV models by Class (Newton Method)
(100 Modelos SVM entrenados con 55 pacientes y validados con 14)

- —_—
]
I
1
o o
T
|
|
|
|
|
|
|
|
PR T
o

1.0

0.8
o

0.6
1

0.4

0.2

T T T T T T
Accuracy Kappa AccuracyLower AccuracyUpper AccuracyNull AccuracyPValue

Figura 6.13. Variacion de los valores de Accuracy, Kappa, AccuracyLower,
AccuracyUpper, AccuracyNull y Accuracy P-Value y para los 100 modelos entrenados
en el proceso de validacion cruzada (Método de Newton, variable supervivencia).

Tras realizar el segundo entrenamiento con la totalidad de los datos disponibles y
llevando a cabo bootstrapping, se obtuvieron los resultados que se presentan en la Figura
6.14. donde se muestra para cada variable, en el eje de ordenadas, el nivel de importancia o
influencia que tendria su inclusion en un modelo predictivo de la supervivencia (eje de las
abscisas). En la mencionada Figura s6lo se muestran 20 de las 32 variables estudiadas,
habiendo quedado descartadas el resto por el propio algoritmo debido a su escasa
influencia y por considerarse nuevamente contraproducente su adicidon a un futuro modelo

predictivo. La Tabla 6.30. incluye los valores de salida del algoritmo en forma numérica.

84



85

Recidivas
Numero de recidivas
Estadio

P53

Edad

T(T1+2, T3+4)
N

E-cadherina

T

P53 (<10%)
Grado

N (NO, N1+2+3)
Alcohol
[B-catenina
MMP-7
Cigarrillos
Localizacion
Fak

MMP-2

Importancig

VI. RESULTADOS

Figura 6.14. Resultado de la ordenacion de las variables estudias segin nivel de
importancia (Método de Newton, variable supervivencia).

Variable Importancia
Recidiva 100
Numero de recidivas 100

Estadio
p53
Edad
T (T1+2, T3+4)
N
E-cadherina
T
pS3 (<10%)
Grado de
diferenciacion
histologica
N (NO, N1+2+3)

Alcohol

15,55556287

10,28501193

9,675648929

8,254204802

6,906538393

5,056284382

3,905746349

2,972341325

2,415226678

2,091127021

2,032143615



p-catenina
MMP-7

Numero de cigarrillos
diarios

Localizacion
Fak
MMP-2
Tabaco
Mandibulectomia
TIMP-2
B-catenina (si/no)
Fak (si/no)
Bcl-2
MT1-MMP
Margen de reseccion
MMP-9
p53 (<20%)
Sexo

TIMP-1

1,851630585

1,633754142

1,610502867

1,290434815

1,233074993

1,007172467

0,949853453

0,894120819

0,753679637

Tabla 6.30. Clasificacion por importancia de las variables segin SVM con el método de

Newton (Variable supervivencia).

Los resultados del mejor modelo obtenido tras el proceso de bootstrapping son los

que se muestran en la Tabla 6.31. RMSE representa el error cuadratico medio, Rsquared es

el coeficiente de correlacion generalizado, mientras que RMSESD y RSQUARED son los

parametros equivalentes pero referidos a la desviacion estandar.
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VI. RESULTADOS

RMSE Rsquared RMSESD

0,093613611 0,946756955 0,072694038

Tabla 6.31. Niveles de error obtenido por el mejor modelo SVM tras el proceso de
bootstrapping combinados. (Newton Method, variable supervivencia).

b) Variable recidiva

Las Figuras 6.15. y 6.16. muestran en forma de boxplot los valores medios,
maximos, minimos y desviaciones estandar de los valores tomados por los siguientes
parametros entre otros: precision (Accuracy), coeficiente Kappa (kappa), sensibilidad
(Sensitivity), especificidad (Specificity), prevalencia (Prevalence), valores predictivos

positivo y negativo (Pos. Pred. Value y Neg. Pred. Value) e incidencia (Incidence).

Overall Recid GCV Models (Newton Method)
(100 Modelos SVM entrenados con 55 pacientes y validados con 14)
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Figura 6.15. Variacion de los valores de Sensibilidad, Especificidad, Prevalencia, Ratio
de deteccion y Prevalencia de deteccion para los 100 modelos entrenados en el proceso
de validacién cruzada. (Método de Newton, variable recidiva).
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Recid GCV models by Class (Newton Method)
(100 Modelos SVM entrenados con 55 pacientes y validados con 14)
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Figura 6.16. Variacion de los valores de Accuracy, Kappa, AccuracyLower,
AccuracyUpper, AccuracyNull y Accuracy P-Value y para los 100 modelos entrenados
en el proceso de validacion cruzada (Método de Newton, variable recidiva).

Edad .
P53 '
Estadio .
T o
T (T1+2, T3+4) '
MT1-MMP '
MMP-9 '
P53 (<10%) .
Numero de cigarrillos '
N .
E-cadherina '
TIMP-1 '
Fak .
Mandibulectomia .
B-catenina .
N (NO, N1+2+3) .
Tabaco .
Localizaciéon '
P53 (<20%) ’

2 40 (] 1] 100
Importancia

Figura 6.17. Resultado de la ordenacién de las variables estudias segiin nivel de
importancia (Método de Newton, variable recidiva).
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Variable Importancia
Edad 100

p53 80,09038349

Estadio 75,59608957

T 72,97407257

T (T1+2, T3+4) 63,31284456

MT1-MMP 60,77229888

MMP-9 42,03291008

P53 (<10%)

Numero de cigarrillos

diarios

N
E-cadherina
TIMP-1
Fak
Mandibulectomia
p-catenina
N (NO, N1+2+3)
Tabaco
Localizacion
p53 (<20%)
Alcohol
MMP-2
TIMP-2

Sexo

Grado de
diferenciacion
histolégica

MMP-7

Margen de reseccion

35,8920723

30,06942894

29,6758391

27,12946682

26,89985639

25,10508217

24,85888795

22,79164308

20,8133607

19,34222481

17,90681241

17,58915781

15,79258889

11,35714389

8,378081065

7,448075231

7,237448611

6,422496073

3,254134254



B-catenina (si/no) 2,230207709
Bcel2 0

Fak (si/no) 0

Tabla 6.32. Clasificacion por importancia de las variables segin SVM con el método de
Newton (Variable recidiva).

Los resultados del mejor modelo obtenido tras el proceso de bootstrapping son los

que se muestran en la Tabla 6.33.

RMSE Rsquared RMSESD

0,487218723 0,143295334 0,048761404

Tabla 6.33. Niveles de error obtenido por el mejor modelo SVM tras el proceso de
bootstrapping combinados. (Newton Method, variable recidiva).

6.8.3 Comparacion de resultados

Una vez evaluada la metodologia por medio de validacion cruzada, resulta de
interés contrastar las variables detectadas como importantes por cada uno de los dos
algoritmos de ponderacion empleados (Tablas 6.34. y 6.35.) para las variables de salida

analizadas (supervivencia y recidiva).

a)  Variable supervivencia

Penalizacion No Céncava Método Newton
Variable Importancia Variable Importancia
Recidiva 100 Recidivas 100

Nimerode 3, ¢ 1746687 Niimero de 100
recidivas recidivas

Estadio 11,74563198 Estadio 15,55556287
T (T1+2, T3+4) 10,08178631 p53 10,28501193
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T

Margen de
reseccion

N

P53 (<10%)

N (N0, N1+2+3)

MMP-2

P53 (<20%)

p-catenina (si/no)

Mandibulectomia

TIMP-2

MT1-MMP

TIMP-1

Tabaco

p53

MMP-9

E-cadherina

p-catenina

Fak (si/no)

Grado de
diferenciacion
histologica

Localizacion

MMP-7

8,806027663

7,610435128

7,30181752

6,744249185

6,432641818

5,475628886

4,92614163

4,529851741

3,728678838

3,332546831

3,256998004

3,087291623

2,956199035

2,718850402

2,636022068

2,450368087

2,436970663

1,99756559

1,941791104

1,614150979

1,601562163

Edad

T (T1+2, T3+4)

N

E-cadherina

P53 (<10%)

Grado de
diferenciacion
histologica

N (N0, N1+2+3)

Alcohol

p-catenina

MMP-7

Numero de
cigarrillos diarios

Localizacion

Fak

MMP-2

Tabaco

Mandibulectomia

TIMP-2

p-catenina (si/no)

Fak (si/no)

Bcl-2

VI. RESULTADOS

9,675648929

8,254204802

6,906538393

5,056284382

3,905746349

2,972341325

2,415226678

2,091127021

2,032143615

1,851630585

1,633754142

1,610502867

1,290434815

1,233074993

1,007172467

0,949853453

0,894120819

0,753679637

0



Numero de

. . .. 1,511107979
cigarrillos diarios

Sexo 1,411032248
Fak 1,136596865
Edad 0,350669618
Alcohol 0,184595313
Bel-2 0

MT1-MMP

Margen de
reseccion

MMP-9

P53 (<20%)

Sexo

TIMP-1

Tabla 6.34. Ordenacion de variables segun su nivel de importancia segin algoritmo de

ponderacion (variable supervivencia).

b) Variable recidiva

Penalizacion No Concava Método Newton
Variable Importancia Variable Importancia
Estadio 100 Edad 100
T (T1+2,T3+4)  84,89162812 p53 80,09038349
T 76,61302695 Estadio 75,59608957
“f:;’ii';é‘;e 6577412714 T 7297407257
N 59,66760856 T (T1+2, T3+4) 63,31284456
N (NO, N1+2+3)  52,37155717 MT1-MMP 60,77229888
p53 (<10%) 51,64826715 MMP-9 42,03291008
MMP-2 43,58231606 p53 (<10%) 35,8920723
B-catenina (si/no) 4071356884 | | . umerode ., 00042804
cigarrillos diarios
p53 (<20%) 35,90256761 N 29,6758391

E-cadherina 33,02474781

TIMP-1 31,8135228

E-cadherina

TIMP-1

27,12946682

26,89985639
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VI. RESULTADOS

Mandibulectomia 28,16704032 Fak 25,10508217
p-catenina 27,08967418 Mandibulectomia 24,85888795
Tabaco 25,2461681 p-catenina 22,79164308

MT1-MMP 24,16707196 N (NO, N1+2+3)  20,8133607

MMP-7 24,03528554 Tabaco 19,34222481
TIMP-2 21,7277377 Localizacion 17,90681241
Fak (si/no) 19,520587 P53 (<20%) 17,58915781
MMP-9 18,50892932 Alcohol 15,79258889
p53 17,69670347 MMP-2 11,35714389
_ Namerode ) 3066319 TIMP-2 8,378081065
cigarrillos diarios
Alcohol 9,425681235 Sexo 7,448075231
Grado de
Localizacion 8,821638046 diferenciacion 7,237448611
histologica
Edad 8,485890641 MMP-7 6,422496073
Sexo 7,882737322 Margen de 5 54134054
reseccion
Grado de
diferenciacion 7,241655978 p-catenina (si/no) 2,230207709
histologica
Fak 7,025826898 Fak (si/no) 0
Bel2 0 Bcl-2 0

Tabla 6.35. Ordenacion de variables segun su nivel de importancia segin algoritmo de
ponderacion (variable recidiva).

6.9 Modelo clasificador SVM

Como hemos mencionado previamente, en este apartado se acomete la
implementaciéon de dos modelos predictores (uno para cada variable analizada:
supervivencia y recidiva) utilizando el algoritmo SVM como clasificador segin la

implementacién de Cortes y Vapnik (Cortes y Vapnik, 1995).
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6.9.1 Variable supervivencia

a) Penalizacion no concava

Los resultados obtenidos son los que se muestran en la Tabla 6.36. para

penalizacion no concava.

Sensibilidad Especificidad Precision

Recidiva 0,968214286 1 0,982142857

Numero de recidivas 0,967659355 1 0,980357143

Estadio 0,972199488 1 0,982142857

T (T1+2, T3+4) 0,968781524 0,997571429 0,979285714

T 0,970571905 0,99797619 0,980952381

Margen de resecciéon 0,970282773 0,998265306 0,980612245

N 0,972410125 0,996482143 0,982042857

p53 (<10%) 0,973509176 0,994650794 0,982036508

N (NO, N1+2+3) 0,972082862 0,998785714 0,982142857

MMP-2 0,96909048 0,998896104 0,980844156

p53 (<20%) 0,969577679 0,998988095 0,980952381

p-catenina (si/no) 0,967354366 0,998681319 0,979945055

Mandibulectomia 0,966161537 0,99877551 0,979336735

TIMP-2 0,966324842 0,998440476 0,979285714

TIMP-1 0,967908706 0,998147321 0,980133929

Tabaco 0,966050991 0,998256303 0,978991597

p53 0,966170974 0,998353175 0,978968254

MMP-9 0,964504516 0,99843985 0,977819549

E-cadherina 0,964412046 0,997431548 0,977142857

p-catenina 0,964215176 0,996816893 0,97670068

Fak (si/no) 0,964727943 0,995825216 0,976785714

Grado de diferenciacién 0,964637114  0,994536749  0,976086957

histologica

Localizacion 0,964749712 0,993896329 0,975892857
MMP-7 0,964775719 0,992261111 0,975

Numero de cigarrillos diarios 0,96436525 0,99207036 0,974450549

Sexo 0,963817772 0,9920995 0,974206349

Fak 0,963413501 0,991382511 0,97372449

Edad 0,963735661 0,990386563 0,973399015

Alcohol 0,964058229 0,989132937 0,97297619

Bel-2 0,963430646 0,987391833 0,971889401

Tabla 6.36. Resultados del proceso iterativo de adicion de variables GCV basado en la
ponderacion no concava para la implementacion del modelo clasificador supervivencia.
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VI. RESULTADOS

Tras el analisis de la Tabla 6.36. se puede concluir que el mejor modelo posible es
el formado por las variables: recidiva, nimero de recidivas y estadio. Tal como y se puede
ver en dicha Tabla la adicién del resto de variables disminuiria la sensibilidad y
especificidad del modelo, por lo que no son incluidas en el modelo.

En la Tabla 6.37. se detalla el comportamiento del modelo seleccionado cuando se
introducen como entradas los valores de las variables elegidas (recidiva, nimero de

recidivas y estadio) para los 69 pacientes del estudio.

Matriz de confusion y estadisticas

Referencia
Predicciéon 0 1
0 41 0
1 0 28
Precision 1
Intervalo de confianza al 95% (0,9479; 1)
Tasa de no informacion 0,5942
p-valor [Precision>Tasa de no informacion] 1,21E-14
Kappa 1
Sensibilidad 1
Especificidad 1
Valor predictivo positivo 1
Valor predictivo negativo 1
Prevalencia 0,5942
Tasa de deteccion 0,5942
Prevalencia de la deteccion 0,5942

Tabla 6.37. Comportamiento del modelo clasificador creado sobre la base de la
penalizacion no concava con las 69 instancias disponibles (variable supervivencia).

b) Método de Newton

Los resultados obtenidos tras ejecutar el procedimiento descrito con el método de

Newton son los que se muestran en la Tabla 6.38.

Sensibilidad Especificidad Precision
Recidiva 0,967850683 1 0,981513824
Numero de recidivas 0,968770304 1 0,981525207
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Estadio 0,971304688 1 0,982243008

pS3 0,961804923 0,990594828 0,972309113
Edad 0,962398596 0,989802881 0,972779072

T (T1+2, T3+4) 0,967829308 0,995811841 0,97815878
N 0,964307332 0,99037935 0,974040064
E-cadherina 0,970253957 0,995395575 0,979681289
T 0,962783132 0,989485984 0,972843127

pS3 (<10%) 0,961632321 0,991437945 0,973385997

Grado de diferenciacién 0,967131594  0,99654201  0,978506296

histologica
N (N0, N1+2+3) 0957529309  0,988856262  0,970119998
Alcohol 0965978107  0,09859208  0,979153305
B-catenina 0965944118  0,998059752  0,97890499
MMP-7 0959275959  0,989514574  0,971501182
N"‘mer‘:i;lericgfa"i“‘“ 0964779248 0,09698456  0,077719854
Localizacién 0963969248 0,996151449  0,976766528
Fak 0960842588  0,994777922  0,974157621
MMP-2 0959881436 0,992900938  0,072612247
Tabaco 0961345045  0,993947662  0,073831449
Mandibulectomia 0957958341 0,989055614  0,970016112
TIMP-2 0962776312 0,992675947  0,974226155
B-catenina (si/no) 0956750654  0,985897271  0,967893799
Fak (si/no) 0962311954  0,989797346  0,972536235
Bel-2 0955774758 0,983479868  0,965860057
MT1-MMP 0955008048  0,983289776  0,965396625
Margen de reseccion 0,959031888 0,987000898 0,969342877
MMP-9 0959236961  0,985887863  0,968900315
pS3 (<20%) 0954781032 0,07985574  0,963698993
Sexo 0958510724  0,982471911  0,966969479

Tabla 6.38. Resultados del proceso iterativo de adicion de variables y GCV basado en
la ponderacion de Newton para la implementacion del modelo clasificador
supervivencia.

Tras el analisis de la Tabla 6.38., se puede afirmar que el mejor modelo posible
siguiendo el criterio de ponderacion basado en el método de Newton es el formado por las
variables: recidiva, nimero de recidivas y estadio. Tal como y se puede ver en dicha tabla,
la adicion del resto de variables disminuiria la sensibilidad y especificidad del modelo, por

lo que no son incluidas en el mismo.
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VI. RESULTADOS

En la Tabla 6.40. se detalla el comportamiento del modelo seleccionado cuando se

introducen como entradas los valores de las variables elegidas (recidiva, nimero de

recidivas y estadio) para los 69 pacientes del estudio.

Matriz de confusion y estadisticas

Referencia
Predicciéon 0 1
0 40 0
1 1 28
Precision 0,9855
Intervalo de confianza al
95%  (0,9219; 9996)
Tasa de no informacion 0,5942
p-valor [Precision>Tasa de
no informacion] 1,21E-14
Kappa 0,9701
Sensibilidad 0,9756
Especificidad 1
Valor predictivo positivo 1
Valor predictivo negativo 0,9655
Prevalencia 0,5942
Tasa de deteccion 0,5797
Prevalencia de la deteccion 0,5797

Tabla 6.40. Comportamiento del modelo clasificador creado sobre la base del método
de Newton con las 69 instancias disponibles (variable supervivencia).

6.9.2 Variable recidiva

a) Penalizacion no concava

Los resultados obtenidos son los que se muestran en la Tabla 6.41. para

penalizacion no concava.

Sensibilidad

0,787910053
0,781843434

Precision
0,719047619
0,723809524

Especificidad
0,641815777
0,674095719

Estadio
T (T1+2, T3+4)

T 0,735396825 0,705111432 0,717460317

Margen de resecciéon 0,702098365 0,731002886 0,702380952
N 0,732959115 0,751474266 0,72952381

N (NO, N1+2+3) 0,745757175 0,761166025 0,74047619
p53 (<10%) 0,7506868 0,749162716 0,73877551
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MMP-2 0,751604437 0,73588444 0,735119048

p-catenina (si/no) 0,755241569 0,73519534 0,737566138
p53 (<20%) 0,761006734 0,720599086 0,733809524
E-cadherina 0,764419301 0,718045826 0,734199134

TIMP-1 0,763929774 0,710272166 0,731746032

Mandibulectomia 0,762930773 0,705086395 0,729304029

p-catenina 0,762857486 0,693424895 0,723809524

Tabaco 0,759495591 0,680942601 0,717460317

MT1-MMP 0,753568573 0,678626744 0,712202381

MMP-7 0,751148318 0,6732609 0,708403361

TIMP-2 0,751277858 0,666990674 0,705820106

Fak (si/no) 0,748713577 0,661280221 0,702756892

MMP-9 0,744660173 0,663130231 0,701428571

p53 0,744017843 0,658532949 0,697959184

Numero de cigarrillos diarios 0,743396629 0,651245135 0,694155844

Alcohol 0,742335676 0,644479474 0,69047619

Localizacion 0,743333734 0,64675976 0,691468254

Edad 0,740796152 0,648305243 0,691047619

Sexo 0,741475561 0,646160414 0,69010989

Grado de diferenciacién 0744232003 0,642319669  0,68994709
histologica

Fak 0,743753006 0,637731911 0,68792517

Bcel2 0,74478214 0,633275364 0,686535304

Tabla 6.41. Resultados del proceso iterativo de adicion de variables y GCV basado en
la ponderaciéon no cédncava para la implementacion del modelo clasificador de
recidiva.

Para la modelizacion de la variable recidiva la combinacion de variables de entrada
que redunda en un modelo mas eficiente es, tal y como se puede apreciar en la Tabla 6.39.,
estadio, T, Tt (T1+2, T3+4), estado de los margenes de reseccion, N y N (NO, N1+2+3)

En la Tabla 6.42. se puede ver el comportamiento del modelo seleccionado cuando
se introducen como entradas los valores de las variables seleccionadas para los 69

pacientes.
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VI. RESULTADOS

Matriz de confusion y estadisticas

Referencia
Prediccion 0 1
0 39 1
1 1 28
Precision 0,971
Intervalo de confianza al 95%  (0,8992; 0,9965)
Tasa de no informacion 0,5797
p-valor [Precision>Tasa de no
informacion] 5,89E-14
Kappa 0,9405
Sensibilidad 0,975
Especificidad 0,9655
Valor predictivo positivo 0,975
Valor predictivo negativo 0,9655
Prevalencia 0,5797
Tasa de deteccion 0,5652
Prevalencia de la deteccion 0,5797

Tabla 6.42. Comportamiento del modelo clasificador creado sobre la base de la
penalizacion no concava con las 69 instancias disponibles (variable recidiva).

b) Método de Newton

Los resultados obtenidos tras ejecutar el procedimiento sobre la variable recidiva
sobre la base de la ordenacion hecha con el método de Newton son los que se muestran en

la Tabla 6.43.

Sensibilidad Especificidad Precision
Edad 0,57489418 0,425873016 0,519047619
p53 0,661399711 0,389880952 0,547619048
Estadio 0,669551868 0,402486772 0,56031746
T 0,67772126 0,409603175 0,567857143
T (T1+2, T3+4) 0,691338624 0,446645503 0,588571429
MT1-MMP 0,691357624 0,448218695 0,591269841
MMP-9 0,693144841 0,485429894 0,605952381

P53 (<10%)

Numero de
cigarrillos diarios

N

99

0,698659612

0,697410053

0,70015873

0,503430335

0,504634921

0,506652237

0,615343915

0,614285714

0,617316017



E-cadherina 0,702513582 0,518227513 0,622619048
TIMP-1 0,693997071 0,519867725 0,617948718
Fak 0,700472715 0,523715042 0,623129252

Mandibulectomia  0,694355903 0,524504409 0,618730159
p-catenina 0,695187706 0,529160053 0,620535714
N (NO, N1+2+3) 0,69627377 0,528238406 0,621008403

Tabaco 0,699461382 0,530646678 0,623015873
Localizacién 0,698512725 0,5370621 0,62406015
P53 (<20%) 0,696255439 0,536050265 0,622619048

Alcohol 0,695167689 0,537653061 0,622675737

MMP-2 0,694923174 0,543620731 0,624242424

TIMP-2 0,696011171 0,545005751 0,625879917

Sexo 0,700618309 0,542096561 0,626785714
Grado de

diferenciacién 0,700297761 0,544926984 0,627428571
histologica

MMP-7 0,699555466 0,543603989 0,626556777

Margen de

. 0,701785334 0,544851068 0,628218695
reseccion

B-catenina (si/no)  0,702133515 0,544261149 0,628231293

Fak (si/no) 0,704454913 0,543011312 0,628899836
Bel-2 0,70642867 0,54707672 0,631269841

Tabla 6.43. Resultados del proceso iterativo de adicion de variables y GCV basado en
la ponderacion de Newton para la implementacion del modelo clasificador recidiva.

En este caso, contrariamente a lo que cabria esperar, tras conocer los resultados del
modelo de recidiva basado en ponderacion no céncava, los mejores resultados se
consiguen con la totalidad de las variables disponibles, si bien dichos resultados son
considerablemente peores que en el caso anterior.

En la Tabla 6.44. se puede ver el comportamiento del modelo seleccionado cuando
se introducen como entradas los valores de las variables escogidas para los 69 pacientes.
En este caso, como también era de esperar, los resultados son superiores a los obtenidos en
el caso del proceso de construccion, pues el 80% de los datos introducidos fueron

empleados en el entrenamiento del modelo.
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Matriz de confusion y estadisticas

Referencia
Prediccion 0 1
0 33 9
1 7 20
Precision 0,7681
Intervalo de confianza al 95% (0,6509; 0,8613)
Tasa de no informacion 0,5797
p-valor [Precision>Tasa de no
informacion] 8,38E-04
Kappa 0,5196
Sensibilidad 0,825
Especificidad 0,6897
Valor predictivo positivo 0,7857
Valor predictivo negativo 0,7407
Prevalencia 0,5797
Tasa de deteccion 0,4783
Prevalencia de la deteccion 0,6087

Tabla 6.44. Comportamiento del modelo clasificador creado sobre la base del método
de Newton con los 69 pacientes del estudio (variable recidiva).
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VII. DISCUSION

7.1 E-cadherina y cancer oral

Como hemos mencionado previamente, E-cadherina es una molécula de adhesion
que se expresa en casi todos los epitelios embrionarios y adultos. Desarrolla una papel
esencial en la formacion y mantenimiento de la arquitectura epitelial y resulta fundamental
para mantener la cohesion y la polaridad celular. La pérdida de su expresion constituye el
primer paso en la invasividad tumoral y el desarrollo de metastasis, considerandose que el
gen de E-cadherina actuaria como un supresor de dicha invasividad (Vleminckx, 1991).
Ademas, esta pérdida de expresion influye en varias vias de sefializacion celular. En este
sentido, Onder y cols han demostrado recientemente que para que se induzca el fenomeno
de metastasis es necesario la pérdida de la expresion de la molécula y no solo de la
capacidad de adhesion (Onder, 2008).

Los mecanismos por los que la expresion de E-cadherina puede resultar inhibida
incluyen la pérdida de heterocigosidad y mutaciones inactivadoras del gen; el
silenciamiento epigenético en el lugar del cancer, la represion transcripcional y sustitucion
de cadherinas y los fendomenos de endocitosis y procesamiento proteolitico. Las
mutaciones en el gen CDHI son caracteristicas del carcinoma gastrico y del carcinoma
lobulillar de mama, pero son infrecuentes en otros tumores como los de la cavidad oral
(Berx, 1998). Sin embargo, el silenciamiento epigenético ha sido ampliamente demostrado
en varios tumores. Consiste en la hipermetilacion de islas CpG del promotor del gen que
producen el silenciamiento del mismo, aunque éste esté libre de mutaciones. Han sido
varios los estudios que han puesto de manifiesto este fendmeno en el cancer oral (Saito,
1998; Nakayama, 2001; Tian, 2002; Yeh, 2002; Viswanathan, 2003; Kudo, 2004; Maeda,
2007; de Moraes, 2008; Supic, 2009).

Otro mecanismo implicado en la reduccion de la expresion E-cadherina es la
represion transcripcional por factores de transcripcion. En el cancer de células escamosas
de la cavidad oral, algunos estudios han puesto de manifiesto una relacion inversa entre la
expresion de la proteina Snail y la expresion de E-cadherina (Yokohama, 2001; Takkunen,
2006; Schwock, 2010). En el mismo sentido, aunque el fenomeno de sustitucion de
cadherinas todavia no ha sido bien caracterizado en el cancer oral, algunos estudios han
correlacionado inversamente la expresion de E-cadherina y N-cadherina en estos tumores

(Pyo, 2006). Tampoco ha podido relacionarse con un peor prondstico o invasividad.
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En el presente estudio, hemos valorado por medio de inmunohistoquimica, la
expresion y la distribucion de E-cadherina en carcinomas orales de células escamosas. La
inmunohistoquimica fue el método elegido porque permite una visualizacion directa de la
molécula y su intensidad, asi como la relaciéon entre ésta y los parametros clinicos.
Ademas, ¢ésta es una técnica que se puede realizar en especimenes embebidos en parafina,
lo que permite incluir en el estudio a pacientes con largos periodos de seguimiento. E-
cadherina tifie la membrana celular del epitelio normal con intensidad alta, que va
disminuyendo al ascender en las capas epiteliales. En las células tumorales se manifiesta
una tincion disminuida o ausente a nivel de los nidos de queratina de los carcinomas bien
diferenciados. El examen de los 69 casos mostr6 una tincion intensa de las células
tumorales en el 53,7% de los casos frente al resto en los que la expresion estaba reducida.
Estos hallazgos sugieren que el cancer oral de células escamosas muestra heterogeneidad
en su potencial para expresar dicha molécula. Resulta interesante destacar la hipotesis de
que la metilacion de E-cadherina puede ser reversible. Esto podria explicar la reduccion
heterogénea de la expresion de E-cadherina dentro de un cancer metastasico y el que la
metilacion se observe con mayor frecuencia en las células metastasicas con una expresion
reducida de E-cadherina (Kudo, 2004). Asi mismo, las células cancerosas del tumor
primario podrian presentar una hipermetilacion del promotor y sufrir una desmetilaciéon al
metastatizar. Esto explicaria el aumento de expresion de E-cadherina en las metastasis
ganglionares observado en algunos estudios (Hung, 2006). Por otro lado, se ha
correlacionado la hipermetilacion del promotor como causa de reduccion en la expresion
de E-cadherina con un peor prondstico y mayor frecuencia de metastasis ganglionares (de
Moraes, 2008; Supic, 2009).

Ademas, hemos encontrado una relacién estadisticamente significativa entre la
inmunoexpresion de E-cadherina y el grado de diferenciaciéon tumoral. Estos hallazgos
coinciden con los de estudios previos en los que los tumores con menor diferenciacion
expresaron en menor medida dicha molécula (Williams, 1988; Mattijssen, 1993; Sakaki,
1994; Yamada, 1997; Saito, 1998; Sasaki, 1999). En este sentido es necesario incidir sobre
la ausencia de tumores totalmente indiferenciados en nuestra muestra, a pesar de lo cual se
aprecia esta asociacion. Sin embargo, no hemos encontrado asociacion con la

supervivencia a largo plazo ni con la presencia de metéstasis ganglionares, a diferencia de
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otros estudios (Mattijssen, 1993; Takes, 2002; Bankfalvi, 2002; Tian, 2002; Tanaka, 2003;
Lim, 2004; Kurtz, 2006; Diniz-Feitas, 2006, Foschini, 2008; Wang, 2009; Liu, 2010).

El tabaco y el alcohol etilico estan clasicamente implicados en la génesis del
carcinoma oral de células escamosas. A pesar de que los estudios epidemioldgicos
muestran una estrecha relacion entre el consumo de etanol y el cancer oral, el etanol nunca
ha demostrado claramente su capacidad carcinogénica per se, persistiendo la base
biologica de su influencia sin aclarar en el momento actual (Das, 2002; Figuero-Ruiz,
2004). Como una consecuencia de todo ello, el etanol podria ser visto como un facilitador
del proceso carcinogénico. Hasta donde hemos podido comprobar, el presente estudio
contiene la primera descripcion de la asociacion entre la reduccion de la expresion de E-
cadherina y la ingesta de alcohol. Nuestra hipotesis es que el etanol podria incrementar la
agresividad del carcinoma conduciendo a la reduccion de la expresion de moléculas de

adhesion, como E-cadherina y de esta forma incrementar el potencial invasivo del tumor.
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7.2 B-catenina y cancer oral

Como hemos dicho previamente, B-catenina es una proteina necesaria para el
establecimiento de las uniones adherentes, uniendo E-cadherina con el citoesqueleto de
actina. La pérdida de E-cadherina aumenta la presencia de B-catenina soluble en el citosol,
si bien solo se produce la activacion de la via Wnt/B-catenina cuando se altera su
degradacion. Este proceso tiene lugar a nivel del denominado complejo de degradacion,
que esta formado entre otras por las proteinas Axina y Apc (Hart et al., 1999). Cuando se
acumula a nivel del citosol, B-catenina es trasladada al nucleo celular, donde se une al
factor Tcf'y produce la activacion de genes que aumentan la proliferacion y malignidad (c-
myc, c-jun, fra-1,matrilisina, COX-2, fibronectina, ciclina D1). Podriamos resumir las
alteraciones de la via Wnt/B-catenina en el cancer en: exceso de expresion de proteinas
Wnts o represion de sus inhibidores, mutacion de Axin, mutacion de Apc y mutaciones
activadoras del gen P-catenina/CTNNBI1. Todas ellas tienen como resultado comun la
elevacion en la actividad transcripcional del producto B-catenina/Tcf.

La via Wnt/B-catenina se altera por mutacion de los genes codificadores de Apc, -
catenina 0 Axina en un porcentaje variable de numerosos procesos tumorales. Sin
embargo, otros canceres tienen activada la via por otros mecanismos. En el cancer oral de
células escamosas, si bien no se han hallado mutaciones relevantes de dichos genes (Kok et
al., 2002; Tsuchiya et al., 2004; Iwai et al., 2005), la pérdida de heterocigosidad del gen
APC parece un evento de aparicion frecuente (Largey et al., 1994; Mao et al., 1996; Huang
et al., 1997; Mao et al., 1998; Chang et al., 2000; Tandle et al., 2000; Kannan et al., 2002)
que se ha asociado a un pronostico pobre y al habito tabaquico intenso (Mao et al., 1998).
Mas recientemente Sogabe ha relacionado la metilacién del gen SFRP (cuyo producto es
un inhibidor de las proteinas Wnt) con la activacién de la via Wnt/B-catenina en estos
pacientes (Sogabe, 2008).

En el presente trabajo, hemos estudiado por medio de la inmunohistoquimica, la
expresion y la distribucion de B-catenina en carcinomas orales de células escamosas. Como
hemos mencionado, B-catenina suele tefiir la membrana celular, pero en algunas ocasiones
se traslada al citoplasma o incluso al nucleo, produciendo la tincion a estos niveles. En
nuestro estudio, el epitelio normal mostrd una tincion fuerte de B-catenina en la membrana,

mas marcada en la capa de células espinosas, pero no se observo tincion de citoplasma o
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nuclear. A nivel del tumor, B-catenina se expres6 de manera reducida en 50 tumores
(72.5%). Ademas se observo tincion citoplasmatica en un caso (1,4%), mientras que en
ningun caso se observo tincidon nuclear. A diferencia de otros tumores, la tincion nuclear de
B-catenina es un fendmeno infrecuente en los carcinomas orales de células escamosas vy,
cuando ocurre, suele ser en tumores indiferenciados (Gasparoni et al., 2002). La ausencia
de tumores totalmente indiferenciados en nuestra muestra podria justificar que no se
expresara dicha tincion en ningun caso. Otros autores han observado frecuencias de
expresion reducida muy similares a las halladas en nuestro estudio, siendo éstas del 83%,
71,10%, 58%, 71% vy 37,7% (Chow et al., 2001; Tanaka et al., 2003; Ueda et al., 2006;
Cai et al., 2008; Liu et al., 2009), respectivamente. Las diferencias existentes pueden
deberse tanto a los anticuerpos empleados como a deficiencias en los métodos
semicuantitativos de valoracion de las muestras. Finalmente, a nivel de los nidos de
queratina de los tumores bien diferenciados, la expresion resultd ser negativa, en contraste
con las zonas invasivas.

La pérdida de E-cadherina aumenta la presencia de P-catenina soluble en el
citoplasma celular, condicionando una pérdida de expresion de la misma. No es de extrafiar
por tanto que la expresion reducida de E-cadherina se halla relacionado en este estudio de
manera significativa con la de B-catenina, si bien no hemos encontrado una mayor tincion a
nivel del citoplasma en estos casos.

Como hemos mencionado previamente, el factor pronostico mas importante en el
cancer oral de células escamosas es la presencia de metastasis ganglionares. En el presente
estudio hemos observado que la inmunoexpresiéon de B-catenina estd reducida en los
pacientes con metastasis ganglionares, asociandose a €sta de manera significativa. Han
sido varios los trabajos que han observado esta asociacion (Bankfalvi et al., 2002; Tanaka
et al., 2003; Fillies et al., 2005; Ueda et al., 2006; Wang et al., 2007; Cai et al., 2008).
También hemos observado una correlacion entre el estadio TNM y la reduccion en la
tincion de la molécula, si bien no hemos encontrado relacion con la supervivencia ni con la
recidiva. Este hallazgo también coincide con otros estudios publicados al respecto, de
hecho solamente Liu ha observado una relacién significativa con la supervivencia en un

estudio realizado en 82 pacientes (Liu et al., 2009).
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7.3 Fak y cancer oral

El papel de Fak en el desarrollo del cancer ha sido relacionado con varios
mecanismos de accion (McLean et al., 2005). En primer lugar, parece que Fak es un
importante regulador de la migracion celular y de la angiogénesis (ambos procesos son
necesarios para la invasion y desarrollo de metastasis de las células cancerosas), ya que
controla la regulacion dinamica de las uniones focales, de las uniones intercelulares
dependientes de cadherinas y de las uniones a las estructuras periféricas de actina. En
segundo lugar, Fak puede causar la remodelacion del citoesqueleto de actina a través de las
vias Rho-GTPasa (Mitra et al., 2005). En tercer lugar, se ha implicado en la expresion de
ciertas metaloproteasas implicadas en la invasion de tipo mesenquimal. En cuarto lugar,
Fak es un mediador en la muerte celular programada al perder el contacto con la matriz
extracelular (fendémeno conocido como "anoikis"), capacidad que a menudo se pierde en
las células tumorales. Finalmente, diversos estudios han puesto de manifiesto que Fak tiene
un papel directo en el crecimiento del tumor, a través de la via ERK-MAPK.

Hasta la fecha se han llevado a cabo pocos estudios para determinar la expresion de
Fak en los tumores de células escamosas orales y su relacion con los pardmetros clinicos y
anatomopatoldgicos. En el presente trabajo hemos estudiado, por medio de la
inmunohistoquimica, la expresion y la distribucion de Fak en carcinomas orales de células
escamosas. En nuestro estudio, Fak se expreso en el epitelio oral normal a nivel de las
capas basal y media con una intensidad débil y con un patrén de expresion citoplasmatico.
A nivel del tumor, hemos observado diferencias en la tincion entre las zonas invasivas y
las zonas centrales. La sobreexpresion de Fak, entendida como tinciéon moderada o intensa
aparecio en el 56,5% de los casos, frente a un 43,5% que presentaron tincion débil o
ausente. Otros autores han encontrado frecuencias de sobreexpresion del 18% (Schneider,
2002) y del 69% (Jiang et al., 2010). Estas diferencias podrian explicarse por los
anticuerpos y el procesamiento tisular empleados, asi como por las diferencias bioldgicas y
epidemiologicas entre paises y poblaciones.

La invasion y desarrollo de metastasis constituyen un proceso multiescalonado, que

engloba la separacion de las células tumorales del tumor primario, la intravasacion en la
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circulacion linfatica y/o sanguinea, la propagaciéon a través de la circulacion, la
extravasacion hacia lugares secundarios y el crecimiento de nuevos tumores (Gupta y
Masagué, 2006). La presencia de metastasis en los ganglios linfaticos cervicales es el
factor prondstico mas importante en los pacientes con cancer oral de células escamosas.
Por lo tanto, resulta de gran interés identificar marcadores moleculares, que permitan la
seleccion de los pacientes con metéstasis ganglionares en el momento del diagnostico.
Varios estudios han demostrado una correlacion estadisticamente significativa entre la
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos y la sobreexpresion de Fak en tumores de
laringe (Canel, 2006; Rodrigo et al., 2006), esofago (Miyazaki et al., 2003), mama (Cance
et al., 2000; Watermann et al., 2005), colon (Cance et al., 2000; Theocharis et al., 2002) y
pancreas (Furuyama et al., 2006). En el caso de la cavidad oral, Schneider y Jiang también
han sugerido el posible papel de Fak como marcador precoz de metastasis ganglionares
(Schneider et al., 2002; Jiang et al., 2010). En consonancia con ellos, en el presente estudio
hemos observado que la inmunoexpresion de Fak es mas elevada en los pacientes con
metastasis ganglionares, asociandose a ésta de manera significativa. Por otra parte, el
estudio de muestras pareadas de tumores primarios y sus metastasis ganglionares ha
revelado que esta sobreexpresion constituiria un fendémeno temprano en el desarrollo del
cancer (Ropman et al., 2006, Rodrigo et al., 2008).

En el presente estudio hemos encontrado una asociacion significativa entre los
tumores de gran tamaifio (T3 + T4) y el aumento de la expresion de Fak. Este hecho es
compatible con la resistencia progresiva a la anoikis que las células necesitan adquirir para
sobrevivir después de la separacion de la matriz extracelular y su papel directo en el
crecimiento tumoral. Fak parece jugar un papel clave en la resistencia a la anoikis en la
progresion de varios tipos de cancer, incluido el cancer oral. Zhang et al. examinaron la
expresion de Fak por Western-Blot en dos cultivos de células de cancer oral en uno de los
cuales se habia inducido anoikis por separacion de la matriz extracelular (Zhang et al.,
2004). Llegaron a la conclusion de que Fak resultaba fundamental para desarrollar
resistencia a la anoikis. Mas recientemente, otros autores (Jiang et al., 2010) han
encontrado que el silenciamiento de Fak in vifro aumenta significativamente la fraccion de
células que sufren la anoikis (si bien no se encontraron diferencias significativas en
cultivos en monocapa individual). Todos estos datos son consistentes con los hallazgos

clinicos de éste y otros estudios que muestran un incremento en la expresion de Fak en
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tumores de gran tamafio (Jiang et al., 2010) y en los carcinomas invasivos (90%) en
comparacion con los carcinomas in situ (70%) (Schneider et al., 2002).

La invasividad del carcinoma oral de células escamosas también se ha asociado con
una elevada fosforilacion de Fak y, por lo tanto activacion, en algunos estudios. Schneider
realiz6 un analisis mediante Western-Blot en dos lineas celulares de cancer oral con
capacidad invasora baja y alta, encontrando un aumento en la expresion de Fak de las
ultimas (Schneider et al., 2002). Otros autores han sugerido que el silenciamiento del gen
codificador de Fak disminuye significativamente el potencial de migracion e invasion de
las células tumorales in vitro. Clinicamente, todos estos datos son consistentes con un mal
pronodstico y una pobre supervivencia de los pacientes. En nuestro estudio hemos
encontrado una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de Fak y la
presencia de recurrencias tumorales y peores tiempos de supervivencia. De hecho, ninguno
de los pacientes vivos habia expresado Fak (el seguimiento medio fue de 104 meses),
mientras que la mediana de supervivencia de los pacientes que expresaron Fak fue de 50
meses (desviacion estandar 35,39). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que Fak
desempefia un papel positivo en la recurrencia del tumor y la supervivencia del paciente.
En otros tumores de células escamosas de laringe (Rodrigo et al., 2007) y eséfago
(Miyazaki et al., 2003) también se ha objetivado una relacion significativa con el
pronostico. Sin embargo, hasta el momento éste es el primer trabajo en el que se analiza la

supervivencia de los pacientes con cancer oral en relacion a Fak.
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7.4 Modelo de prediccion mediante SVM

El presente trabajo se centra, por un lado, en la busqueda de patrones de
comportamiento relevantes para la probabilidad de supervivencia y la presencia de recidiva
en aquellos pacientes que padecen un cancer oral, y por otro, introduce un modelo
inteligente capaz de predecir el comportamiento de las variables supervivencia y recidiva
en funcién del resto de variables de la muestra identificadas como relevantes. Para lograr
los objetivos propuestos, hemos empleado métodos de clasificacion basados tanto en
técnicas estadisticas (andlisis discriminante) como en inteligencia artificial (SVM), asi
como métodos inteligentes de ponderacion de variables y de modelacion de las mismas
(SVM).

En la actualidad y debido fundamentalmente a la popularizacion de la informatica,
el uso de las bases de datos se ha extendido en todos los ambitos de la ciencia y de la
técnica. En el caso de las aplicaciones biomédicas, el gran tamafio de las bases de datos
puede causar serios problemas a los algoritmos, fundamentalmente en lo relativo a la
escalabilidad y su rendimiento. En la teoria clasica del aprendizaje automadtico, se
denomina error de Bayes al menor error que cualquier clasificador puede cometer al
clasificar. En teoria, el error de Bayes (o error 6ptimo) decrece conforme la
dimensionalidad de los datos se incrementa (Chick, 2006). En la practica, sin embargo, se
usa un numero fijo de objetos para construir el clasificador. De esta forma, los estimadores
de las densidades de probabilidad, las cuales determinan las fronteras de decision entre
clases, estan sesgados por la muestra disponible (Fukunaga, 1990).

Hughes mostré que la precision conseguida por un clasificador construido a partir
de un nimero finito de objetos aumenta con la dimensionalidad hasta un cierto punto, a
partir del cual la precision decrece conforme se incorporan nuevas variables (Hughes,
1968). Esto se conoce como el fendémeno de Hughes. Segun Fukunaga y Hayes (Fukunaga
y Hayes, 1989), cuando el tamafio de la muestra de entrenamiento es relativamente
pequefio comparado con la dimensionalidad de los datos, los estimadores por maxima
verosimilitud obtenidos son inestables y sesgados, produciendo errores de clasificacion
mas altos. Este fenomeno puede interpretarse de la siguiente manera: existe un valor
optimo de dimensionalidad que es funcién del tamafno del conjunto de entrenamiento. Si

no se manifiesta este fenomeno, el clasificador construido a partir de un namero fijo de
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muestras se comportara relativamente bien, ya que se aproximara al clasificador de Bayes.
Sin embargo, si el nimero de observaciones en la muestra de entrenamiento es insuficiente
y la dimensionalidad de los datos es alta, el fenomeno de Hughes se manifiesta. Este
fendmeno es mas grave cuanto mayor sea la dimensionalidad de los datos.

La seleccion de variables es una técnica usada frecuentemente en el procesamiento
de los datos en problemas de alta dimensionalidad como el que nos ocupa.
Tradicionalmente, la seleccion de variables se ha enfocado en eliminar las variables
irrelevantes. Sin embargo, en problemas de alta dimensionalidad, eliminar las variables
redundantes, resulta ser igualmente importante (Yu y Liu, 2003). En la actualidad se
dispone de una gran cantidad de métodos de seleccion de variables que han demostrado ser
efectivos para eliminar las variables irrelevantes y redundantes, incrementando asi la
eficiencia de los algoritmos, mejorando el rendimiento en términos de precision y haciendo
posible que los resultados sean mas faciles de interpretar (Dash y Liu, 1997; Kohavi y
John, 1997). Entre ellos destacan los arboles de clasificacion, la regresion logistica y las
redes neuronales. Algunas de las ventajas que aportan las SVM frente a éstos incluyen su
simplicidad a la hora de la interpretacién geométrica y su precision en la clasificacion de
las variables, permitiendo una reduccion eficaz de las mismas (Lee et al., 2010). Asi el
modelo que presentamos en el presente trabajo permite comparar de una manera grafica y
numérica la importancia de las distintas variables de salida en la supervivencia y la
recidiva de los pacientes afectos de carcinoma oral de células escamosas.

Las aplicaciones de las SVM son innumerables en campos tan diversos como la
informatica, electronica, ingenieria o la biomedicina. En el estudio de los carcinomas
orales, aunque las posibilidades que ofrece son muy variadas, hasta la fecha so6lo hay un
estudio al respecto (Zhong et al., 2008) en el que se validé el uso de la misma para el

diagnostico del cancer oral a partir de marcadores serologicos.

7.4.1 Analisis discriminante de la muestra

En este apartado hemos llevado a cabo cinco modelos cuyo objetivo era obtener

una funcidén capaz de clasificar a un nuevo individuo a partir de ciertas variables

discriminadoras.
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Para la variable supervivencia, el primer modelo realizado en base a todas las
variables disponibles presentaba altas tasas de clasificacion global y para cada categoria.
Sin embargo, este modelo incluia variables redundantes, por lo que se opt6 por realizar un
modelo (modelo cuatro) que excluyera a éstas. Asi mismo, también se excluyé a la
variable radioterapia, pues ésta no era una variable clinica, patoldégica o molecular
expresada en los tumores en el momento del diagndstico o tratamiento inicial. Este modelo
presentaba tasas de clasificacion inferiores. Por otro lado, los modelos dos y tres se
construyeron en base a los marcadores moleculares estudiados en el presenta trabajo (E-
cadherina, B-catenina y Fak en sus variantes normal y dicotomica). La tasa de clasificacion
resultd ser mejor en el tercero, aunque baja. Finalmente, el ultimo modelo realizado
(modelo cinco) se construyo en base a las variables con mayor importancia encontradas en
las SVM, excluyendo aquellas que se consideraban redundantes. Es decir se utilizaron las
variables estadio y nimero de recidivas. Este obtuvo una tasa de clasificacion global del
98,55%. Se hace necesario destacar como la realizacion de éste ultimo modelo no fue
posible hasta conocer los resultados que nos aportaba el analisis por medio de las SVM.
Por tanto, el estudio por medio del anélisis discriminante y de las SVM no ha sido
secuencial sino que ambas técnicas han sido evaluadas en paralelo.

Para la variable recidiva, los cuatro primeros modelos fueron construidos en base a
los mismos criterios anteriormente explicados. Las tasas de clasificacion global fueron
claramente inferiores a aquellas obtenidas para la variable supervivencia. El tltimo modelo
fue realizado como hemos dicho en base a las variables con mayor importancia
encontradas en las SVM y excluyendo de nuevo aquellas que se consideraban redundantes.
Para la variable recidiva las variables incluidas fueron el tamafio tumoral (T), la presencia
de margenes de reseccion afectados por el tumor y la presencia de metastasis linfaticas
ganglionares (N). La tasa de clasificacion global fue del 66,6%, inferior a la obtenida con

el modelo que incluia a todas las variables (75,36%).

7.4.2 Seleccion de variables por medio de SVM

En el afio 1963, Vapnik y Lerner (Vapnik y Lerner, 1995) presentaron por primera
vez el clasificador SVM, el cual fue especialmente disefiado para la resolucion de

problemas de clasificacion binarios en los que las clases eran linealmente separables. Por
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este motivo se le conoci6 también como "hiperplano 6ptimo de decision" ya que la
solucion proporcionada era aquella en la que se clasificaban correctamente todas las
muestras disponibles, colocando el hiperplano de separacion lo mas lejos posible de todas
ellas. Las muestras mas proximas al hiperplano 6ptimo de separacion son conocidas como
muestras criticas o "vectores soporte", que es lo que da nombre a los modelos SVM. El
modelo basado en SVM deberia producir un hiperplano que separase completamente los
datos del universo estudiado en dos categorias. Sin embargo, una separacion perfecta no
siempre es posible y, si lo es, el resultado del modelo no puede ser generalizado para otros
datos. Con el fin de permitir cierta flexibilidad, los SVM manejan un parametro C que
controla la compensacion entre errores de entrenamiento y los margenes rigidos, creando
asi un margen blando que permita algunos errores en la clasificacion a la vez que los
penaliza (Cortes y Vapnik, 1995).

Posteriormente se desarrollaron clasificadores no lineales, basados en los mismos
principios que los SVM lineales, los cuales obtienen mejores resultados (Belousov et al.,
2002). Para obtener funciones de clasificacion no lineales, los SVM buscan el hiperplano
optimo de decision en un espacio en el que previamente se han transformado los datos
("espacio de caracteristicas") y este hiperplano se convierte en una funcién de decision no
lineal que se aplica sobre el espacio original. La ventaja de esta transformacion es que s6lo
se debe conocer su nucleo reproductor o "kernel" de la transformacion, lo cual simplifica
en gran medida la obtencion de funciones de decision no lineales.

En nuestro trabajo hemos utilizado dos métodos de clasificacion en paralelo:
penalizacion no concava y método de Newton. De manera resumida, diremos que el
primero de ellos es una particularizacion del algoritmo de Vapnik y Lerner en la que se
introduce una nueva funcion de penalizacién no concava (Fan y Li, 2001), conocida como
smoothly clipped absolute deviation (SCAD). El segundo (Schmidt et al., 2007) se basa en
el uso de una funcion de costo para los residuos (también llamada “funcion de pérdida de
Vapnik™) més una regularizacion L1 conocida, capaz de generar un conjunto de soluciones
reducido.

Los resultados de ambas métodos pueden compararse facilmente y por tanto elegir
aquellas variables de entre las seleccionadas de mayor importancia. Para la variable
supervivencia, destaca como las primeras tres variables (recidiva, numero de recidivas y

estadio) presentan la misma ordenacion con ambos algoritmos, si bien su nivel de
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ponderacion es diferente. En el caso de la variable recidiva, difieren segiin el método
elegido. Asi para la penalizacion no concava la combinacion de variables de entrada que
redunda en un modelo mas eficiente es, tal y como se puede apreciar en la Tabla 6.39.,
estadio, T, Tt (T1+2, T3+4), estado de los margenes de reseccion, N y N (NO, N1+2+3).
Resulta especialmente interesante la eleccion, por parte del método de Newton, de la
variable edad como la més relevante, cuando la penalizacién no céncava la sitia con
valores muy bajos (este fenomeno ya se apreciaba, aunque de manera mucho menos
significativa, en la ponderacion de la variable supervivencia). Por otra parte, si bien el resto
de variables estan ordenadas de manera diferente, no existe tanta divergencia en cuanto a
su ponderacion. Asi por ejemplo, en el caso de la variable estadio, dicha variable esta
ponderada con 78,9 en un caso y 75,5 en otro. Contrariamente a lo que cabria esperar tras
conocer los resultados del modelo de recidiva basado en ponderacion no concava, los
mejores resultados con el método de Newton se consiguen con la totalidad de las variables
disponibles, si bien éstos son considerablemente peores que en el caso anterior.

Finalmente, tras la clasificacion por importancia de las variables disponibles para el
modelado tanto del riesgo de mortalidad como del riesgo de padecer recidiva se acomete la
implementaciéon de dos modelos predictores (uno para cada variable analizada:
supervivencia y recidiva) utilizando el algoritmo SVM como clasificador segun la
implementacién de Cortes y Vapnik (Cortes y Vapnik, 1995). Para la implementacion del
modelo predictor de la variable supervivencia se realizd un proceso iterativo de adicion de
variables segin su importancia combinado con un proceso de entrenamiento con
validacion cruzada.

Si analizamos el comportamiento del modelo para la variable supervivencia cuando
se introducen como entradas los valores de las variables seleccionadas para los 69
pacientes, vemos que se obtienen valores muy elevados de sensibilidad, especificidad y
precision (Tabla 6.42.). Para la variable recidiva, aunque estos valores son mas bajos, son
superiores a los obtenidos en el caso del proceso de construccion, pues el 80% de los datos
introducidos fueron empleados en el entrenamiento del modelo.

En resumen, podemos afirmar que el algoritmo de validacion cruzada
implementado para el proceso de seleccion de variables permite asegurar la consistencia de

ambos métodos empleados, ain con un numero reducido de pacientes disponibles.
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Ademas, la utilizacion de bootstrapping en el proceso de ponderacion permitié realizar una
ordenacion por importancia fiable con los algoritmos empleados.

Las técnicas de modelizacion basadas en datos se muestran adecuadas para
construir herramientas predictivas capaces de predecir con alto nivel de acierto la
supervivencia de un individuo a un cancer oral. Ademaés el procedimiento de validacién
cruzada empleado en el entrenamiento de los modelos finales permite asegurar su
consistencia. Sin embargo, resulta mas complejo predecir la aparicion de recidiva en un
individuo que su posible muerte con las variables estudiadas y el conjunto de pacientes

disponibles.
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En el contexto del presente estudio, las conclusiones derivadas del analisis de los

datos, relacionadas con cada objetivo propuesto, son las siguientes:

8.1 Conclusiones del objetivo 1: Estudiar la expresion de E-cadherina en canceres

orales y su relacion con las variables clinico-patologicas de significacion pronostica.

1*) La reduccion de la inmunoexpresion de E-cadherina se observo en el 46,3%
de los casos.

2%) La inmunoexpresion de E-cadherina fue significativamente mas elevada en
pacientes que consumian de forma habitual alcohol.

3") La reduccion de la inmunoexpresion de E-cadherina se observo especialmente
en tumores pobremente diferenciados.

4") La inmunoexpresion de E-cadherina no exhibid relacion significativa con la

presencia de metastasis ganglionares ni con la supervivencia de los pacientes.

8.2 Conclusiones del objetivo 2: Estudiar la expresion de B-catenina en canceres

orales y su relacion con las variables clinico-patologicas de significacion pronostica.

5%) La inmunoexpresion de B-catenina fue observada de manera reducida en el
72,5% de los casos estudiados. Ningiin caso mostré tincion nuclear y uno solo
presento tincion citoplasmatica.

6") La inmunoexpresion de [-catenina mostrd asociacion significativa con la
presencia de metastasis ganglionares regionales y con el estadio tumoral
TNM.

7*) La inmunoexpresion de [-catenina no exhibid relacion estadisticamente
significativa con la supervivencia.

8") La inmunoexpresion de f-catenina mostro asociacion significativa con la de E-

cadherina.
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8.3 Conclusiones del objetivo 3: Estudiar la expresion de Fak en canceres orales y su

relacion con las variables clinico-patologicas de significacion pronoéstica.

9*) La inmunoexpresion de Fak fue observada de manera elevada en el 56,5% de
los casos, presentando un patron de tincion citoplasmatica.

10*) La inmunoexpresion de Fak mostrd asociacion significativa con el tamafio
tumoral, con la presencia de metastasis ganglionares regionales y con el estadio
TNM.

11*) La inmunoexpresion de Fak mostrd asociacion significativa con la presencia

de recidivas e inversa con la supervivencia de los pacientes.

8.4 Conclusiones del objetivo 4: Buscar patrones de comportamiento relevantes para

la probabilidad de supervivencia en aquellos pacientes que padecen un cancer oral.

12*) El modelo obtenido al incluir todas las variables disponibles alcanza una tasa
de clasificacion global del 96,65%.

13*) El modelo obtenido al incluir las variables E-cadherina, B-catenina y Fak
empleando sus variantes dicotdmicas presenta una tasa baja de clasificacion
global (60,87%).

14*) El modelo obtenido al excluir las variables redundantes y la radioterapia
alcanza una tasa de clasificacion global del 65,21%.

15*) El modelo obtenido tras la utilizacion de las SVM para identificar las
variables de mayor importancia (recidiva y estadio) alcanza una tasa de
clasificacion global del 98,55%. La tasa de clasificacion para los pacientes vivos

y muertos es del 97,56% y del 100% respectivamente.

8.5 Conclusiones del objetivo 5: Buscar patrones de comportamiento relevantes para

la probabilidad de recidiva en aquellos pacientes que padecen un cancer oral.

16") El modelo obtenido al incluir todas las variables disponibles alcanza una tasa

de clasificacion global del 75,36%.
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17*) El modelo obtenido al incluir las variables E-cadherina, B-catenina y Fak
empleando sus variantes dicotdmicas presenta una tasa baja de clasificacion
global baja (60,87%).

18") El modelo obtenido al excluir las variables redundantes y la radioterapia
alcanza una tasa de clasificacion global de 68,12%.

19*) El modelo obtenido tras la utilizacion de las SVM para identificar las
variables de mayor importancia (T, bordes afectos y N) alcanza una tasa de
clasificacion global del 66,66%. La tasa de clasificacion para los pacientes sin y

con recidiva es del 80% y del 51,7% respectivamente.

8.6 Conclusiones del objetivo 6: Introducir un modelo inteligente capaz de predecir el

comportamiento de la variable supervivencia en funcion del resto de variables de la

muestra identificadas como relevantes.
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20%) El algoritmo de validacion cruzada implementado para el proceso de
seleccion de variables permite asegurar la consistencia de ambos métodos
empleados aun con un numero reducido de instancias disponibles.

21*) Los mejores resultados en el modelo creado para la variable supervivencia
con las SVM incluyen a las variables recidiva, numero de recidivas y estadio
tumoral TNM. La precision del modelo, sensibilidad y especificada alcanzan el
97,1%, 95,12% y 100%, respectivamente.

22%) Las técnicas de modelizacion basadas en datos se muestran adecuadas para
construir herramientas predictivas capaces de predecir con alto nivel de acierto la
supervivencia de un individuo a un cancer oral. Ademas el procedimiento de
validacion cruzada empleado en el entrenamiento de los modelos finales permite

asegurar su consistencia.



8.7 Conclusiones del objetivo 7: Introducir un modelo inteligente capaz de predecir el
comportamiento de la variable recidiva en funcion del resto de variables de la

muestra identificadas como relevantes.

23*) El algoritmo de validacion cruzada implementado para el proceso de
seleccion de variables permite asegurar la consistencia de ambos métodos
empleados aun con un numero reducido de casos disponibles.

24*) Los mejores resultados en el modelo creado para la variable recidiva con las
SVM incluyen a las variables T, margenes de reseccion y N. La precision
del modelo, sensibilidad y especificidad alcanzan el 76,8%, el 82,5% y el
68,97%, respectivamente.

25%) Resulta mas complejo predecir la aparicién de recidiva que la de muerte en
un individuo a partir de las variables estudiadas y el conjunto de casos

disponibles.
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