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1. GENERALIDADES

El cancer de cabeza y cuello (CCC) se sitta entre el 5° y el 6° lugar en incidencia de
todos los tipos de tumores, con mas de 500.000 nuevos casos diagnosticados en todo
el mundo cada afo. La edad media de aparicién es la 62 década de la vida, siendo
més frecuente en varones, sobre todo el cancer de laringe. La supervivencia a 5 afios
de todos los estadios del CCC es del 60%, pero es significativamente inferior en

localizaciones especificas como la hipofaringe.

El cancer de cabeza y cuello comprende mudltiples localizaciones (cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe, laringe y senos paranasales) cada una con diferentes
caracteristicas (histologia, epidemiologia, diseminacién loco-regional, diseminacién a

distancia y tratamiento).

1.1. Epidemiologia y factores de riesgo

1.1.1. Epidemiologia

El carcinoma de células escamosas de la cavidad oral (OCSCC) supone el 5% de los
tumores diagnosticados en el hombre, y el 2.5% de los de la mujer. La mortalidad por
OCSCC es alta, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, con
aproximadamente 127.000 muertes registradas en el afio 2008 (Ferlay et al. 2010). Su
incidencia varia segun la region del mundo estudiada. Asi, en la India y el sureste
asidtico, el cancer de cavidad oral es el mayoritario entre los hombres, y paises como
Hungria o Francia tienen unas incidencias de 52 por cada 100.000 habitantes al afio.
Este tipo tumoral es raro en individuos menores de 35 afios, con independencia del
sexo. A partir de ese segmento de edad, y tal y como ocurre para otros tumores de
origen epitelial, el riesgo de desarrollo tumoral aumenta con la edad. En general, la
incidencia de OCSCC es menor entre las mujeres que entre los hombres, debido
fundamentalmente a los factores de riesgo asociados a este tipo de tumores. En
Espafa, las estimaciones realizadas para el afio 2010 indicaban el registro de 5.600
nuevos casos y 1.780 muertes debidas al cancer de cavidad oral y faringe
(clasicamente agrupados en estudios epidemiolégicos) entre los hombres, y de 1.600
nuevos casos con 430 muertes relacionadas entre las mujeres (de Souza et al. 2011).
Los ratios de incidencia ajustados para el 2008 colocan a Espafia entre los paises
europeos con mayor incidencia (16/100.000 habitantes por afio), a pesar de que entre

las mujeres este ratio es especialmente bajo (3.3/100.000 habitantes por afo) (Ferlay
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et al. 2010). No obstante, segun los datos de los que se dispone en los registros de
cancer de las diferentes Comunidades Autbnomas de nuestro pais, se detecta una
disminucion significativa de la incidencia del cancer de cavidad oral entre los hombres,

sin que se modifique entre las mujeres (de Souza et al. 2011).

El universo de pacientes de esta Tesis Doctoral fue reclutado entre los afios 1989 y
2005. Segun datos del Centro Nacional de Epidemiologia (acceso:
http://www.isciii.es/htdocs/centros/epidemiologia/epi_cancer.jsp), la incidencia de este
tipo de tumores entre la poblacion masculina de nuestra Comunidad Autonoma,
registrada entre los afios 1997 y 2002 (segun ultimos datos actualizados a junio de
2009), era de 34.95 casos por cada 100.00 habitantes, siendo esta tasa la mas alta de
todo el territorio nacional. La supervivencia media a 5 afios para este tipo de pacientes
en nuestro pais esta en torno al 50%. La Comunidad Autbnoma de Canarias, coloca a
sus dos provincias entre las tres con mayores indices de mortalidad por esta causa.
Asi, la provincia de Tenerife registré una tasa de mortalidad por cancer de cavidad oral
y faringe (tipicamente agrupadas) de 15.25/100.000 habitantes para el afio 2005,
ocupando el primer puesto. La provincia de Las Palmas ocupa el tercer lugar, con una
tasa de 13.13 defunciones por esta causa por cada 100.000 habitantes para el mismo
afio (Figura 1). La tasa de mortalidad media nacional para ese mismo afio era de
7.55/100.000 habitantes.
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Figura 1. Mapas de mortalidad por provincias del cancer de cavidad oral y faringe entre los
hombres para los afios 1989 (A) y 2005 (B). Tasa ajustada a la poblacion europea por cada

100.000 habitantes. Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia (programa Ariadna).

La tendencia temporal en cuanto a mortalidad por este tipo de tumores entre los

hombres de la provincia de Las Palmas, parece haber sufrido un ligero descenso
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durante el periodo de tiempo sefialado (Figura 2). La misma tendencia se observa para
el global del pais. Segun los ultimos datos disponibles en el Centro Nacional de
Epidemiologia, el indice de mortalidad para el afio 2008 era de unos 13.09 y 6.56 por

cada 100.000 habitantes para Las Palmas y Espafia, respectivamente.
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Figura 2. Tendencia temporal de la mortalidad por cancer de cavidad oral y faringe en la
provincia de Las Palmas (linea negra) y de Espafia (linea azul) entre los afios 1989-2005, para
los hombres. Tasa ajustada a la poblacion europea por cada 100.000 habitantes. Fuente:

Centro Nacional de Epidemiologia (programa Ariadna).

La proximidad anatomica entre la cavidad oral y la orofaringe, sumado a la similitud en
los factores de riesgo, a menudo resulta en un erréneo andlisis agrupado de los dos
tipos de cancer. Algunos estudios han incluido el cancer nasofaringeo y de
hipofaringe, que tienen factores de riesgo claramente diferentes a los de la cavidad
oral. Este tipo de agrupamientos son erréneos y hay que tomar sus resultados con
precaucion y en el contexto del tipo tumoral analizado (Moore et al. 2000). La
epidemiologia del cancer de cavidad oral se ve seriamente obstaculizada por su
clasico agrupamiento con el cancer de orofaringe. Los factores de riesgo entre ambos
tipos tumorales son diferentes, asi la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV)
parece estar relacionado con la orofaringe, mientras que el alcohol o el tabaco lo estan
con la cavidad oral (Curado et al. 2009). Por tanto, es recomendable tratar al cancer
de cavidad oral independientemente, aunque para muchas clasificaciones se agrupe

con orofaringe o0 mas aun, dentro de los canceres de cabeza y cuello.
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1.1.2. Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo, y factores protectores para el cancer de cavidad

oral quedan resumidos en la Tabla 1.

Tabaco

El tabaco es el factor de riesgo mas importante para el cancer de cavidad oral, no solo
por su fuerte asociacion con la enfermedad sino por su alta prevalencia en
determinadas poblaciones. Aproximadamente el 80% de los OCSCC son atribuibles al
tabaco (Rothman 1978). Fumar tabaco expone a la mucosa oral a sustancias
cancerigenas como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs), aldehidos y
nitrosaminas. El riesgo de desarrollar cancer de cavidad oral aumenta con la duracién
del habito tabaquico y el nimero de cigarros consumidos. Se han reportado riesgos
incrementados en mas de 11 veces de desarrollar OCSCC en poblaciones fumadoras
de cigarrillos (Franceschi et al. 1990), aunque este riesgo varia segun la poblacién en
estudio y variables como la duracién y la intensidad del habito (Blot et al. 1988). Es
mas, el abandono del habito tabaquico reduce de manera rapida el riesgo de
desarrollo de este tipo de patologias (Blot et al. 1988; Franco et al. 1989; Merletti et al.
1989; Franceschi et al. 1990). Asi, el riesgo entre aquellos fumadores que hayan
abandonado el habito durante al menos 10 afios se iguala al que tienen los no

fumadores, lo que tiene importantes repercusiones a nivel de Salud Publica.

Existen importantes diferencias segun el tipo de tabaco y la forma en que este es
consumido. Asi, se han reportado importantes diferencias entre el tabaco rubio y el
llamado tabaco negro. Este Gltimo posee niveles mayores de N-nitrosaminas y aminas
aromaéticas, con lo que es posible que el riesgo sobre el OCSCC varie en comparacion
con el tabaco rubio (Boffetta et al. 1993; De Stefani et al. 1993; Sancho-Garnier et al.
1993). Un estudio de casos y controles con base hospitalaria en Uruguay reportdé un
riesgo incrementado tres veces superior entre los fumadores de tabaco negro para el
cancer de cavidad oral y faringe (De Stefani et al. 1998). Resultados similares se
obtuvieron en un estudio realizado en poblaciéon espafola hace algunos afos
(Castellsague et al. 2004). Algo parecido se observd en otro estudio de casos y

controles pero Unicamente para el cancer de faringe (Schlecht et al. 1999).
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Tabla 1. Relacién de factores de riesgo y factores protectores

para el cancer de cavidad oral

Factor de riesgo Factor protector
Establecidos Establecidos

Tabaco

Alcohol

Infeccion por HPV
Posibles Posibles

Enjuague bucal Ingesta de fruta y vegetales

Mate Vit C, vit E y beta-carotenos
Insuficientes Insuficientes

Infeccién por HSV Ingesta de fibra

Ingesta de grasa

Abreviaturas: HPV, virus del papiloma humano; HSV, herpes

virus simples.

El tabaco mascado posee N-nitrosaminas, un compuesto quimico con capacidad
demostrada para producir cancer de cavidad oral en modelos animales (Hecht et al.
1986; Hecht et al. 1988). El tabaco mascado aumenta el riesgo de desarrollo de
tumores en la mejilla y en la encia, especialmente (Winn et al. 1981; Blot et al. 1988);
aunque estos resultados no han sido reproducidos en cohortes posteriores (Boffetta et
al. 2005), posiblemente debido a la heterogeneidad en la composicion del tabaco en

polvo segun la regiéon del mundo estudiada.

Alcohol

Datos epidemioldgicos recogidos durante mas de 30 afios parecen aportar suficiente
evidencia acerca del papel de la ingesta de alcohol como factor de riesgo para el
cancer de cavidad oral, siendo la cantidad y la frecuencia las variables mas
importantes para condicionar ese riesgo (Blot et al. 1988; Kabat et al. 1989; Merletti et
al. 1989; Franceschi et al. 1990; Choi et al. 1991). Se ha estimado que el consumo de
100 kg de alcohol a lo largo de la vida incrementa el riesgo de desarrollo de OCSCC
en 3 veces, mientras que el consumo de 400 kg de alcohol aumenta este riesgo hasta
en 7 veces (Franco et al. 1989). Aunque existe una importante asociacion entre el
hébito alcohdlico y el tabaquico, se ha observado en bebedores exclusivos un

incremento del riesgo de padecer OCSCC (Talamini et al. 1998; Hashibe et al. 2007).
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No obstante, existe un claro sinergismo dosis dependiente entre los dos habitos

nocivos (Figura 1).

El mecanismo de accion por el cual el alcohol es un factor de riesgo para el OCSCC
no esta claro, maxime cuando el alcohol en su forma pura no es un cancerigeno en
modelos experimentales. El acetaldehido, principal metabolito del etanol, se ha
propuesto como candidato para explicar el riesgo que el alcohol tiene sobre el
OCSCC, aunque no se ha establecido aun asociacion directa. Ademas, algunas de las
enzimas metabolizadoras del etanol como la alcohol deshidrogenanasa (ADH) y el
CYP2E1, aparecen expresadas en la mucosa oral, lo que hace pensar que pueda
existir alguna conexion con los metabolitos generados a nivel local. El efecto irritante
gue el alcohol tiene sobre la mucosa oral también puede ser relevante para explicar su
asociacion carcinogénica. Determinadas impurezas y contaminantes en las bebidas
alcoholicas si parecen ser cancerigenas. Asi por ejemplo, se han detectado PAHSs en
licores como el whiskey, y N-nitrosodietilamina en algunos tipos de cerveza. Seguln

esto, el tipo de alcohol ingerido puede ser determinante como factor de riesgo.

100

80

Riesgo Relativo

>60
35-59  Alcohol

Alto Intermedio

Bajo

No fumadores

Tabaco

Figura 3. Efecto sinérgico del tabaco y el alcohol en el riesgo de desarrollo de tumores de
cavidad oral. Riesgo relativo estimado por categorias de exposicion. Alto: consumo de 25 o
mas cigarrillos al dia durante 40 afios 0 mas; Intermedio: consumo de 14 cigarrillos o mas al
dia durante menos de 30 afios, o consumo de 15-24 cigarrillos al dia sin influencia del tiempo,
o fumar durante 30-39 afios sin importar el nimero, o consumir 1-24 cigarrillos al dia durante
40 afios 0 mas; Bajo: exfumadores durante 10 afios 0 mas, o fumadores que cosumen 1-14
cigarrillos al dia durante menos de 30 afios. El alcohol esta codificado seguin el nimero de

tragos a la semana (Franceschi et al. 1990).
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Infecciones

El papilomavirus humano (HPV), asi como otras infecciones como la producida por el
herpes virus simple (HSV), en combinaciéon con otros factores de riesgo, tienen un

papel relevante en la etiologia del cancer de cavidad oral.

Virus del papiloma humano (HPV)

El subtipo 16 del HPV esta reconocido como agente causal del cancer de cavidad oral.
Las primeras evidencias surgieron de amplios estudios epidemioldgicos donde se
observaba la presencia continua de ADN del virus en tejido tumoral. Este ADN es
transcripcionalmente activo con un numero de copias para determinados genes
aumentado. Un amplio estudio, que incluia a 1.670 casos y 1.732 controles reporto la
prevalencia de ADN virico en el 3,9% de los tumores de cavidad oral y en el 18,3% de
los tumores de la orofaringe (Herrero et al. 2003). Es mas, cuando los casos se
comparan con los controles, se observd un incremento del riesgo de los anticuerpos
frente a las proteinas contra HPV16 E6 y E7, tanto para el cancer de cavidad oral (RR
= 2.9, IC95% 1.7-4.8) como para el cancer de orofaringe (RR = 9.2, IC95% 4.8-17.7).

La principal funcion de la proteina E7 del HPV es desregular el ciclo celular de la
célula infectada, principalmente por la induccion de la transicion de la fase GO/S. Esta
desregulacion se produce por la activacion de diversos genes celulares mediados por
E7, asi como por la interaccion de esa proteina con las proteinas que regulan el ciclo
celular (Kisseljov 2000). Se sabe que existe una interaccion entre la proteina E7 del
virus con las proteinas de la familia retinoblastoma (pRb), lo que permite que E2F (una
familia de factores de transcripcion) cumpla su papel en la activacion constitutiva de
los factores transcripcionales, llevando a la progresiéon del ciclo celular (zur Hausen
2000). Por lo tanto, la unién de E7 con pRb permite la expresion de genes como c-
myc, -DNA-polimerasa, PCNA, Ki-67, proteina de manutenciéon de minicromosomas
(MCM), pl6, ciclina A y E, incluso la inactivacion de p2l1 y p27 (zur Hausen 2000;
Middleton et al. 2003).
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Figura 4. Mecanismo de accion del virus del papiloma humano (zur Hausen 2002).

Otra importante proteina producida por el genoma viral es la E5. Se trata de una
proteina hidrofébica que puede expresarse tanto en la membrana celular como en el
aparato de Golgi o el reticulo endoplasmico (Conrad et al. 1993). Poco se sabe acerca
de E5, aunque se ha sugerido que juegue algun papel en la estimulacion de la
proliferacion celular, interactuando con factores de crecimiento epidérmico, derivados

de plaquetas, factor p 185-neu y factor estimulantes de colonias (Gu et al. 1995).

La presencia del virus altera la biologia del tumor e influye en el pronéstico de la
enfermedad. Se ha reportado un aumento de la prevalencia de mutaciones en el gen
p53 en los tumores HPV negativo, lo que se explica por la desintegracion de la
proteina debido a la accion de la oncoproteina E6 (Dai et al. 2004). Los enfermos HPV
positivo tienen mayores ratios de supervivencia, posiblemente debido al incremento en

la sensibilidad a la radiacion que estos pacientes tienen (Hong et al. 2010).

El aparato génico de HPV asociado al genoma de la célula infectada caracteriza el
potencial oncogénico del virus. Los productos virales de los oncogenes E6 y E7 son
los principales protagonistas cuando reaccionan con las proteinas controladoras del
ciclo celular p53 y pRb, respectivamente. En respuesta a esa interaccién, la célula

infectada se transforma primero y se maligniza después.

$#
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Otras infecciones

El incremento en la incidencia del cancer de cavidad oral en general, y de lengua en
particular, sobre todo en cohortes de pacientes con enfermedades asociadas como la
sifilis (Michalek et al. 1994), sugieren la participacion de otras infecciones (HSV) en la
etiologia de este tipo de tumores (Binnie et al. 1983). Otras infecciones crénicas como
la candidiasis han sido propuestas también como factores de riesgo para el cancer de
cavidad oral (Binnie et al. 1983; Harwood et al. 2000).

1.2. Histologia

El carcinoma de células escamosas es el tipo histoldgico predominante (mas del 90%)
en todas las localizaciones de cancer de cabeza y cuello (Figura 1), excepto para la
nasofaringe. En general, en los tumores de nasofaringe predomina el carcinoma
indiferenciado (linfoepitelioma), y se utiliza la clasificacion de la World Health
Organization (WHO) en los siguientes tipos: tipo | (carcinoma epidermoide -
queratinizante); tipo Il (carcinoma de células transicionales - no queratinizante

diferenciado); tipo Il (carcinoma linfoepitelial - no queratinizante indiferenciado).

La clasificacion para la determinacion del grado de diferenciacion se debe realizar a
través de una escala numérica y descriptiva como la siguiente: Gl bien diferenciado,
GIl moderadamente diferenciado, Gl pobremente diferenciado, GIV indiferenciado,
GX no especificado. Asimismo, se recomienda la descripciéon de la profundidad de la
invasion tumoral, y la invasion vascular o perineural. Otras variedades histolégicas

poco frecuentes son los linfomas, los sarcomas y los adenocarcinomas.
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Figura 5. Imagen histolégica de un carcinoma epidermoide de cabeza y cuello.
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1.3. Patogénesis

En la patogenia del cAncer de cabeza y cuello tienen lugar numerosos acontecimientos
genéticos que conducen a la inactivacion de genes supresores de tumores, a la
activacion de proto-oncogenes que conllevan al desarrollo posterior del carcinoma o a
ambos. Actualmente, las técnicas moleculares nos ayudan a conocer todas las
alteraciones que se producen en las lesiones premalignas y malignas invasivas siendo
posible realizar un modelo hipotético de la carcinogénesis. A través de estas técnicas
se sabe que algunas mutaciones de determinados genes (pérdida de heterocigocidad,
inactivacion, hipermetilacion, etc.) estan asociadas con el desarrollo de tumores de
peor pronostico. Por ejemplo, la amplificacion de 11913, la mutacion de TP53 y la
sobreexpresion de la ciclina D1 podrian correlacionarse con un comportamiento mas
agresivo en este tipo de tumores, tal y como se describirda mas en profundidad en

capitulos posteriores.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es necesario para la
proliferacién, supervivencia y diferenciacion de las células normales, habiéndose
observado que su desregulacién puede producir oncogénesis (ver capitulo 3.3.1. de
esta Tesis Doctoral para mas detalles). EGFR se sobreexpresa en mas del 95% de los
CCC a través de distintos mecanismos de desregulacion que llevan a la
hiperactivacion de la via de transmision de sefiales dependientes de EGFR y sus

efectores.

Algunas lesiones premalignas en el tracto aerodigestivo superior pueden degenerar en
una neoplasia. Se trata de la leucoplasia, la eritroplasia, la hiperplasia y la displasia.
Esta Ultima progresa a carcinoma entre el 15% y el 30% de los casos y su tratamiento

varia desde la observacion clinica hasta la cirugia parcial (laser) o radical.

1.4. Presentacion clinica y diagnéstico

Los signos y sintomas mas frecuentes de los tumores de cabeza y cuello en general
son: disfonia, odinofagia, disfagia, hemoptisis, disnea, dolor lingual, masa o Ulcera en
cavidad oral o en orofaringe, masa cervical, dificultad para la deglucién, sinusitis y
epistaxis. Para el caso particular de la cavidad oral, los sintomas mas tipicos son:
manchas de color blanco y/o rojo en el interior de la boca o en los labios, llagas en las
mismas localizaciones que sanan con dificultad o que no sanan, sangrado oral, caida

de dientes, dificultad y/o dolor al deglutir, dificultad/dolor para llevar dentadura postiza,
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bultos en el cuello o dolor de oidos. Cualquier paciente con este tipo de sintomatologia
deberia ser revisado por un médico o un dentista a la mayor brevedad posible, para
diagnosticar el problema en el menor tiempo posible.

El diagnéstico se basa en la observacién clinica (inspeccion, palpacion, endoscopia
directa o indirecta con toma de biopsia) (Figura 4), asi como las pruebas de imagen,

tanto para definir la extension loco-regional como a distancia.

La prueba mas utilizada para definir la diseminacion local y la afectacion ganglionar en
el momento del diagndéstico es la Tomografia Axial Computerizada (TAC), debido a su
accesibilidad. Con esta técnica, se definen mejor la afectacion 6sea y los érganos
moviles como la laringe; al tiempo que presenta menos artefactos con la deglucion. La
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) permite obtener una mejor definicién de la
extension a tejidos blandos, de la diseminacién perineural y vascular, asi como de la
afectacion intracraneal, por lo que debe realizarse en determinadas localizaciones

como la nasofaringe.

A Mucosa

D  Vestibue Arllterlﬂr

Posterior
gingiva

Mucosa

F Tonsillar G

area

Ventral surface
of

Lateral border

Soft palate of tongue

Figura 6. La exploracion fisica de la cavidad oral deberia comprender las ocho localizaciones
especificadas en la figura (A-H), en busca de masas, llagas, manchas y cualquier otro signo
relevante.
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En los ultimos afios, se ha desarrollado una nueva prueba diagnéstica: la Tomografia
por Emision de Positrones (PET), que se utiliza habitualmente con 18-F-fluoro-deoxy-
D-glucosa, aunque se estan investigando otros trazadores. La PET y la TAC
combinadas constituyen una herramienta de gran utilidad en la planificacion del
tratamiento con radioterapia, el estadiaje tumoral, la deteccion de los tumores ocultos,

la valoracion de la respuesta a los tratamientos y el seguimiento.

La caracteristica principal de los tumores de cabeza y cuello es su rapida diseminacion
a los ganglios linfaticos regionales, que varia para cada localizacion y esta relacionada
con la extension tumoral y con el grado de infiltracion en profundidad. Por ello, es
preciso definir de forma clara y precisa las regiones ganglionares. La clasificacion mas
utilizada es la creada por la American Head and Neck Society, y la American Academy
of Otolaryngology-Head Neck Surgery, en la que se definen los siguientes niveles
ganglionares: IA submentonianos, IB submandibulares, Il yugulares superiores (lIA
anteriores, |IB posteriores), Il yugulares medios, IV yugulares inferiores, V cervicales
posteriores (VA superiores, VB inferiores), VI paratraqueales, VII mediastinicos
superiores. También se deben destacar otras areas ganglionares de riesgo como:
retrofaringea, parafaringea, subocciptal, preauricular, periparotidea o intraparotidea y

facial (musculo buccinador).

El riesgo de metastasis a distancia estd mas relacionado con la afectacion ganglionar
gue con la extension del tumor primario. La localizacion méas frecuente de
diseminacion a distancia es la pulmonar, seguido de la Osea y la hepética. La
afectacion de los ganglios linfaticos mediastinicos también se considera metéstasis a
distancia, excepto los situados en el nivel VIl (adenopatias mediastinicas superiores
anteriores, situadas por encima de la arteria innominada). La supervivencia de este
tipo de tumores empeora drasticamente cuando se detectan metastasis ganglionares
por debajo del primer escalon ganglionar, sobre todo en las regiones ganglionares

inferiores (niveles IV-VB, regidn supraclavicular).

En el 5% de los pacientes no se puede determinar el origen del tumor, debutando la
enfermedad como una adenopatia 0 un conglomerado cervical. En estos casos, se
debe realizar una inspeccion cuidadosa mediante endoscopia de toda la mucosa del
area ORL, realizando biopsias de amigdala, base de lengua y nasofaringe, ya que son
las localizaciones de origen mas frecuente. También se realiza habitualmente una

amigdalectomia y un PET/CT.
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La realizacion de una analitica general y una radiografia de térax es imprescindible
para descartar tanto la diseminacion a distancia como la existencia de otros tumores
en el tracto aerodigestivo (los tumores sincrénicos son frecuentes, sobre todo en

pulmoén y esofago).

1.5. Estadiaje

El estadiaje tumoral se determina a través de la clasificacion Tumor-Nodulos o
ganglios linfaticos-Metastasis (TNM) del American Joint Comittee on Cancer (AJCC)

Cancer Staging Handbook, que es revisada periddicamente (Tabla 2a y 2b).

La clasificacion por estadios es til en la practica clinica a la hora de confeccionar la
pauta del tratamiento. El estadio clinico se determina mediante pruebas diagnosticas
(observacion y pruebas de imagen: TAC, RMN, PET y ecografia), mientras que el
estadio patolégico se basa en el estudio histologico de la pieza quirdrgica. El estadio
patolégico no reemplaza al clinico, sino que deben sefalarse los dos a la vez, como
recomienda la AJCC. Para definir el estadio patolégico es muy importante que el
anatomopatodlogo especifique el tamafio del tumor, el estado de los bordes quirdrgicos,
el grado de diferenciacion y la afectacion ganglionar, asi como el estado de la cipsula

ganglionar.

El examen de los ganglios linfaticos aislados tras la cirugia debe incluir el tamafio y
namero de los ganglios afectos, su localizacion y el nivel en el que se sitan y la
extension extracapsular (ECS). Cuando la afectacion ganglionar clinicamente mide
més de 3 cm, se considera como conglomerado adenopatico, siendo muy probable la
afectacion de los tejidos blandos adyacentes. En lo que se refiere a la cpsula
ganglionar, es imprescindible determinar si existe ECS, lo que puede ser detectado
mediante pruebas de imagen o examen histolégico de la pieza quirlrgica. Los signos
radioldgicos de la ECS son: alteracibn de la morfologia ganglionar, margenes

espiculados y afectacion de tejidos blandos periganglionares.
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Tabla 2a. Clasificacion TNM clasica del carcinoma de cabeza y cuello
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TUMOR PRIMARIO

Labio, .
: Cavidad nasal .
cavidad . . Glandulas
Laringe Nasofaringe y Senos .
oral, salivales
fari paranasales
aringe
localizacion limitado al
Glotis: limitado a seno sin
cuerda vocal : erosion 6sea
Tl Hasta2cm . Conﬂna_do a Hasta 2 cm
a: una cuerda nasofaringe CN y seno
b: ambas cuerdas eltmoll_dal:_gna
Subglotis: limitado ocalizacion.
subglotis
CN y seno

Supraglotis: mas de
una localizacion,
movilidad de cuerda

etmoidal: dos
sublocalizacio

Afecta a nes o
normal . A
. . L orofaringe o fosa localizaciones
Didmetro Glotis: extensién a g
. nasal nasoetmoidal L
mayor supra o subglotis, L L Diametro mayor
T2 - a: sin extension es
entre2y4 movilidad de la . entre 2y4.cm
S parafaringea adyacentes
cm cuerda disminuida . - -
e - b: con extensién Seno maxilar:
Subglotis: extensién . L
" parafaringea erosion Osea,
acuerda, movilidad
paladar duro,
cuerda normal o
S meato
disminuida .
nasal medio.
Seno maxilar:
invade pared
posterior de
seno maxilar,
tejido
Supraglotis: cuerda subcutaneo,
vocal fija, invasion pared
area postcricoidea, medial/suelo
espacio paraglético de Orbita, Extensién
0 preepiglotico, fosa extraparenquima
erosion cartilago Invade huesos 0 pterigoidea, -tosa, sin
Mayor de 4 . ’

T3 cm tiroideo senos seno afectacion del
Glotis: cuerda vocal paranasales etmoidal nervio facial o
fija, pero limitado a CNy seno bien tamafio de

la laringe, erosion etmoidal: 4-6 cm
cartilago tiroideo pared
Subglotis: fijaciéon de medial/suelo
la cuerda vocal de la
oOrbita, seno
maxilar,
paladar,
lamina
cribiforme
Extension
. Invade base
intracraneal o . .
. . - Extension al  craneo, paladar,
Invade Invasion cartilago infiltra pares o .
o resto de los  pterigoide, arteria
T4 estructuras tiroideo o estructuras craneales, fosa ; > .
. tejidos carétida, nervio
adyacentes adyacentes infratemporal, ; ;
: : adyacentes. facial o bien
hipofaringe u
e mayor de 6 cm.
oOrbita
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Tabla 2b. Clasificaciébn TNM clasica del carcinoma de cabeza y cuello

Afectacion ganglionar Metastasis a distancia
NO No hay metéastasis en los ganglios regionales MO No
N1 Metastasis en un ganglio homolateral de hasta 3 cm M1 Si

A: Metastasis en ganglio homolateral entre 3y 6 cm
N2 B: Metéastasis en miltiples ganglios homolaterales, ninguno > 6 cm
C: Ganglios bilaterales o contralaterales, ninguno > 6 cm

N3 Metastasis en uno 0 mas ganglios > 6 cm

Tabla 3. Clasificacion por estadios

Estadio | T1 NOMO
Estadio Il T2 NOMO
Estadio Il T3 NOMO o T1-2-3 N1IMO

IVa: T4 NO-1 MO, cualquier N2MO
Estadio IV IVb: cualquier N3MO
IVVc: cualquier M1

En la ultima revision (séptima edicion) del AJCC Cancer Staging Handbook se

modifican algunos conceptos en el cancer de cabeza y cuello estadio IV:

- En todas las localizaciones excepto la nasofaringe, los términos resecable e
irresecable han sido reemplazados por moderadamente avanzado y muy
avanzado. Es decir, los tumores T4 estan subdivididos en T4a moderadamente
avanzado y T4b muy avanzado.

- El estadio IV se reagrupa en IVa: enfermedad local/regional moderadamente
avanzada, IVb: enfermedad local/regional muy avanzada y IVc: enfermedad

metastasica.

No se han realizado cambios en el estadiaje ganglionar, pero si se han afiadido
algunos conceptos complementarios: definir la extension extracapsular (ECS+ o ECS-
), que tras la cirugia se debe sefialar como En (no determinada), Eg (macroscépica),

Em (microscopica) y especificar si las adenopatias patologicas estan situadas por
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encima o por debajo del borde inferior del cartilago cricoides (regién superior U o

inferior L).

1.6. Tratamiento

La estrategia de disefio de tratamiento en el cancer de cabeza y cuello tiene en cuenta
la comorbilidad del paciente asi como su estado general. Para ello, se recomienda
utilizar las escalas ECOG o Karnofsky que punttuan estos factores del 0 al 5 y del 0%
al 100%, respectivamente, en funcién de la capacidad del paciente para llevar a cabo
su vida normal hasta su fallecimiento. Algunos factores externos al tumor, tales como
el modo de vida (consumicion habitual de tabaco y alcohol), el estado nutricional (que
es determinante si la pérdida de peso es mayor 10% de la masa corporal) y el estado

psicolégico (el estado depresivo) van a afectar negativamente la supervivencia.

El tratamiento del cancer de cabeza y cuello es multidisciplinar, por lo que la decision
terapéutica se debe tomar en un Comité de Tumores formado por especialistas en
cirugia, oncologia radioterapica y oncologia médica. En general, los tumores precoces
(T1-T2) sin afectacion ganglionar, se tratan con cirugia o radioterapia (RT) segun la
localizacién y la experiencia de cada centro. El tratamiento combinado puede ser (til
en los tumores intermedios (infiltrantes, T2 extensos, T3 exofiticos, No-N1). Por ultimo,
los tumores avanzados (T3-T4, N2, N3) pueden ser resecables, por lo que precisan
adyuvancia con RT con/sin quimioterapia (QT); o irresecables, siendo su tratamiento la
combinacion de RT y QT, valorando tratamiento quirdrgico del cuello (en caso de

residuo tumoral ganglionar). A continuacion se describe brevemente cada técnica.

1.6.1. Cirugia

El tratamiento quirargico del cancer de cabeza y cuello esta limitado frecuentemente
por la extensidén tumoral y la necesidad de conservar el 6rgano para mejorar la calidad
de vida. Los tumores de pequefio tamafio en localizaciones accesibles de la cavidad
oral, faringe y laringe se pueden resecar al tiempo que se preserva la funcion del
6rgano y se obtienen los resultados deseados en cuanto a control local y
supervivencia. Las nuevas técnicas quirdrgicas, que utilizan reseccion con laser por
endoscopia asi como los avances en reconstruccion de defectos con colgajos
vascularizados, permiten realizar extensas cirugias reconstructivas tanto inicialmente

como en las recidivas tumorales.
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El andlisis de la pieza quirtrgica ofrece informacion relevante sobre la extension del
tumor primario y los ganglios linfaticos regionales (habitualmente se realiza
vaciamiento cervical). La biopsia del ganglio centinela es una técnica ya utilizada en
otros tumores con excelentes resultados que actualmente se estd estudiando en

tumores de cavidad oral y orofaringe.

Habitualmente se realiza una diseccion cervical tras los tratamientos con
radioquimioterapia (RT/QT) en enfermedad avanzada con afectacion ganglionar
extensa. Este tipo de cirugia puede ser obviada para reducir la toxicidad final si existe
una remision tumoral completa determinada por exploracion clinica y por imagen
radiologica (TAC o PET/TAC).

1.6.2. Radioterapia

La RT constituye un arma esencial en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello. Su
uso exclusivo es beneficioso sobre todo en tumores precoces de laringe, orofaringe y
nasofaringe. En los Ultimos afios, ha experimentado un gran desarrollo debido a los

avances en ingenieria, informética e imagen diagndstica.

La radiacion externa se administra con un Acelerador Lineal. La planificacién de los
tratamientos ha avanzado de forma continua y en la ultima década se ha pasado de
realizar tratamientos sencillos basados en una simulacién radiogréafica en dos
dimensiones a realizar una RT tridimensional mediante planificacion con TAC o
PET/TAC con la que se pueden delimitar de forma mas adecuada los volimenes de

interés y los 6rganos de riesgo.

Los planificadores de ultima generacion permiten visualizar de manera mas exacta la
dosis administrada e implementar nuevas técnicas como la intensidad modulada de
dosis (IMRT) (Figura 5). Esta nueva modalidad de radiacién permite aumentar la dosis
en el tumor primario, manteniendo la dosis administrada en érganos de riesgo en
niveles adecuados que permitan su funcibn (como es el caso de las glandulas
salivares) y que no produzcan toxicidad tardia. En la actualidad, se estan realizando
numerosos estudios con IMRT, tanto en tumores precoces extensos como en
reirradiacion, y es la técnica indicada como tratamiento estandar en los tumores

nasofaringeos.
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Figura 7. Tratamiento con IMRT en un cancer de pared faringea posterior.

El fraccionamiento convencional se basa en la administracién de una dosis diaria de
radiacion hasta conseguir la dosis prescrita. A partir de 1980, se comenzaron a
estudiar las alteraciones del fraccionamiento convencional para intentar mejorar los
resultados obtenidos en los tumores avanzados de cabeza y cuello. Los dos
fraccionamientos alterados mas utilizados son el hiperfraccionamiento y el
fraccionamiento acelerado. Con el primero, se puede aumentar la dosis total
fraccionando la radiacién dos veces al dia, con dosis por fraccion menor que la
convencional. En el fraccionamiento acelerado, se administran dosis por fraccion
similares a las del fraccionamiento convencional varias veces al dia, o que obliga a
disminuir la dosis total. Con estas variaciones del fraccionamiento se han conseguido
aumentar los resultados de control loco-regional y la supervivencia de los tumores
avanzados (Bourhis et al. 2006; Budach et al. 2006; Michiels et al. 2009), aunque
aumentan la toxicidad del tratamiento. Los resultados y la toxicidad también son
superiores a los obtenidos con el fraccionamiento convencional. Los numerosos
estudios que se han realizado valorando la asociacion de QT y nuevos agentes
bioldgicos a los fraccionamientos alterados muestran una importante toxicidad aguda,
por lo que en la actualidad se recomienda utilizar el fraccionamiento estdndar cuando

se asocia a QT.

La braquiterapia es una técnica de radiacion que consiste en introducir vectores
plasticos 0 agujas vectoras en el seno del tumor para administrar una dosis mayor de
radiacion en menos tiempo al volumen estricto donde se localiza la enfermedad
tumoral, lo que trae consigo una menor irradiacion de los tejidos sanos circundantes
(menor toxicidad). Comenz6 a utilizarse a principios del siglo XX, y esta indicada

especialmente en los tumores localizados en cavidad nasal, piel facial, labios,
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parpados, cavidad oral, lengua y orofaringe. Las tasas de curacion en dichas
localizaciones son comparables a las conseguidas con cirugia, siendo cercanas al
90% para tumores mayores de 2 cm y entre el 60% y el 80% para tumores entre 2y 4
cm, al tiempo que se consigue preservar la funcién del 6rgano y la estética del

paciente.

Otro avance en RT es la utilizacion de la Imagen Guiada (IGRT). Se utilizan diferentes
técnicas con la finalidad de disminuir los movimientos que se producen durante la

administracion de la radiacion.

En algunos centros de referencia, se puede utilizar la radioterapia con protones. Esta
modalidad permite disminuir la dosis administrada en los tejidos que rodean al tumor,
siendo de gran utilidad en las neoplasias préximas a estructuras como médula espinal
0 base de crédneo. Los estudios actuales van dirigidos a realizar tratamientos de

Intensidad modulada con protones.

1.6.3. Quimioterapia y nuevos agentes biolégicos

La QT puede tener un papel paliativo en el cancer de cabeza y cuello o formar parte
de un tratamiento multidisciplinario en el cancer localmente avanzado. Se denomina
de induccién, concomitante o adyuvante segln sea administrada antes, durante o
después del tratamiento loco-regional. Los agentes quimioterapicos que han mostrado
actividad en este tipo tumoral son los derivados del platino, los antimetabolitos y los
taxanos. El cisplatino administrado de forma concomitante a la radiacion se considera
el tratamiento estandar en los tumores localmente avanzados. El carboplatino no ha
demostrado aumentar la eficacia del cisplatino. Los taxanos forman parte del

tratamiento estandar de la QT de induccién, junto con el cisplatino y el 5-fluorouracilo.

Los agentes moleculares han surgido como una nueva estrategia en el tratamiento del
cancer de cabeza y cuello, tanto en monoterapia como en asociacion con RT, QT o
ambas. El cetuximab, inhibidor del EGFR, se ha integrado en la practica habitual de
tratamiento de los tumores localmente avanzados, administrandose en los pacientes
que no toleran el esquema de QT tradicional. Otros inhibidores de EGFR son
Panitumumab, Bevacizumab, Erlotinib, Gefitinib y Lapatinib. Los efectos secundarios
mas frecuentes relacionados con estos agentes son erupciones, diarrea, fatiga y

anorexia.
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1.6.4. Nuevos tratamientos

De 1960 a 1980, la cirugia y la RT se consideraban las Unicas armas terapéuticas
contra el cancer de cabeza y cuello. Posteriormente, se comenzaron a disefar
protocolos combinando QT, con la intencién de preservar érganos y por tanto mejorar
la calidad de vida de los pacientes. Los primeros resultados realizados con QT de
induccién (QTI) mostraron similares resultados en cuanto a supervivencia respecto al
tratamiento quirdrgico habitual, pudiendo preservar la voz hasta dos tercios de los
pacientes. En 2003, el estudio de Forastiere en cancer de laringe, demostré mejores
resultados de control loco-regional y preservacion de laringe en el brazo de RT y QT
concomitantes, por lo que se considera desde entonces el tratamiento estandar
(Forastiere et al. 2003).

Se han realizado varios meta-analisis en cancer avanzado de cabeza y cuello que
demuestran que el tratamiento combinado de QT con cirugia 0 RT aumenta la
supervivencia, siendo el cisplatino el agente quimioterapico mas eficaz. EI meta-
analisis de Pignon, recientemente actualizado en 2009 con 17.346 pacientes, revela
un beneficio absoluto de supervivencia de un 4% cuando se afiade cualquier tipo de
QT al tratamiento loco-regional (Pignon et al. 2009). EI mayor beneficio (8%) se ha
observado cuando se utiliza la QT de forma concomitante y cuando se utiliza cisplatino
como unico agente. El beneficio en la utilizacion de la QT de forma concomitante es
similar en cuanto al tipo de fraccionamiento utilizado (convencional o alterado), siendo

inferior en los pacientes con edad avanzada.

Cuando aparecieron nuevos agentes quimioterapicos como los taxanos, se renovo el
interés por la QTI, pero utilizandola junto al tratamiento combinado para intentar
disminuir la incidencia de metéstasis a distancia. El esquema estandar en la QTI es la
asociacion de cisplatino, 5-fluorouracilo y taxano. En la actualidad, es un tratamiento
muy utilizado, aunque las recomendaciones de las grandes instituciones no aconsejan
hacerlo de forma indiscriminada ya que prolonga el tiempo de tratamiento y aumenta la
toxicidad. Se estan realizando estudios randomizados que comparan la asociacion de
QTI + RT/QT frente a RT/QT exclusiva, aunque no hay resultados definitivos. A la
espera de estos, este esquema de tratamiento debe ser utilizado dentro de protocolos
de investigacion y puede ser tenido en cuenta en determinadas ocasiones: tumores

muy avanzados, retraso en el comienzo de la RT, preservacion de 6rgano, etc.
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Desde el afio 2006 se comenzd a utilizar el cetuximab para el tratamiento de este tipo
de tumores. El estudio de Bonner, que comparaba la RT exclusiva frente a la RT
asociada a cetuximab, mostr6 un aumento significativo de supervivencia cuando se
asociaba este nuevo agente biol6gico (Bonner et al. 2006). Desde entonces, se ha
incluido en numerosos protocolos de investigacion tanto en monoterapia 0 asociado a
nuevos agentes quimioterapicos (taxanos) o biolégicos  (bevacizumab).
Recientemente, se ha publicado un estudio comparando la efectividad del cisplatino
frente al cetuximab, asociados a la radiacion, demostrando mejores resultados el
cisplatino, por lo que se sigue considerando la QT estandar asociada de forma
concomitante a la radiacion. En la practica clinica, la asociacion de RT més cetuximab
es una alternativa al esquema tradicional en pacientes que no toleran la QT (no
aumenta la mielosupresion ni la mucositis), manteniendo su calidad de vida. Otros
agentes moleculares en estudio actualmente son otros inhibidores del EGFR
(Panituzumab o inhibidores de la tirosin quinasa) y los inhibidores de la angiogénesis.
El bevacizumab es un anticuerpo monoclonal inhibidor del Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), por lo que podria influir en la aparicibn de metastasis a
distancia. Se estan realizando numerosos estudios en tumores localmente avanzados
para valorar su eficacia, tanto en asociacion de forma concomitante al tratamiento

combinado (para potenciar la accion del cisplatino) como de forma adyuvante.

La RT adyuvante tiene un papel fundamental en los pacientes localmente avanzados
resecables en cuanto a la disminucion en la incidencia de recidiva loco-regional. Dos
estudios randomizados publicados en el afio 2004, en pacientes resecados con
factores de mal pronostico (afectacion de margenes quirdrgicos, extension
extracapsular o ambas), demostraron la ventaja de asociar QT a RT adyuvante en
cuanto a mejora del control loco-regional y disminucién de la incidencia de metastasis
a distancia. Este esquema es considerado como estandar en estos pacientes (Bernier
et al. 2004).

La dosis de radiacion que se puede administrar esta limitada debido a la proximidad de
organos de riesgo tan importantes como el tronco cerebral o las vias 6pticas. Este
hecho se ha podido obviar administrando dosis altas de radiaciéon mediante la IMRT.
Con esta técnica se consigue administrar una dosis adecuada de radiacion al tumor
primario y adenopatias afectas, al tiempo que se mantiene la dosis administrada a los
organos de riesgo dentro de unos limites aceptables de toxicidad (por ejemplo
comparada con la RT tridimensional, la IMRT consigue una disminucién importante de

la xerostomia producida por la irradiacibn de las glandulas salivares).
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2. FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS

El cancer de cavidad oral (OCSCC) presenta significativos ratios de mortalidad y
morbilidad segun la Organizacion Mundial de la Salud en su informe sobre la situacion
mundial de esta patologia (The World Oral Health Report, 2003). A pesar de los
importantes avances realizados en el tratamiento de esta patologia, y de los recursos
en investigacion dedicados a este tipo tumoral, los ratios de mortalidad no han variado
significativamente. Esto ha motivado la busqueda de marcadores prondsticos
individuales que contribuyan al mejor manejo individualizado de los pacientes con
OCSCC. En este capitulo se estudiaran los factores clasicos usados para el prondéstico

de la enfermedad.

2.1. Factores relacionados con el paciente

2.1.1. Sexo y Edad

Aparentemente, no parece que el sexo sea un factor relevante para el pronostico del
OCSCC, tal y como han reportado diversos autores (Nguyen et al. 2002; Lo et al.
2003; P et al. 2003), aunque algunos trabajos han reportado menor supervivencia
entre las mujeres, posiblemente debido a que acuden a consulta médica especializada

mas tarde y a que aceptan peor los tratamientos (Leite et al. 1998).

El papel de la edad es igualmente controvertido a este respecto. Mientras que algunos
autores no muestran relacion alguna con esta variable (Al-Rajhi et al. 2000; Nguyen et
al. 2002; Lo et al. 2003; P et al. 2003), otros han observado un peor prondstico entre

los pacientes de mayor edad (Leite et al. 1998; de Cassia Braga Ribeiro et al. 2003).

2.1.2. Tabaco y Alcohol

Mientras que algunos trabajos no observan asociacion significativa alguna entre la
supervivencia en este tipo tumoral y los habitos tabaquico y alcohélico (Lo et al. 2003),
otros si reportan una clara asociacion entre estas variables, siendo peor el prondstico
y la mortalidad mayor entre los fumadores y bebedores (Leite et al. 1998; Ribeiro et al.
2000; de Cassia Braga Ribeiro et al. 2003).

Ademas, los fumadores y bebedores parecen tener un mayor riesgo de desarrollar

tumores secundarios diferentes al oral, lo que complica el pronéstico de la enfermedad
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y las expectativas de supervivencia (Silverman et al. 1983; Day et al. 1994; Carvalho et
al. 2004). Este es el caso de aquellos pacientes que mantienen el habito tabaquico y/o
alcohdlico tras el diagnostico de su enfermedad; tienen un alto riesgo de desarrollar

tumores secundarios (Silverman et al. 1983; Day et al. 1994; Deleyiannis et al. 1996).

2.1.3. Condiciones socioeconémicas

Aparentemente, el prondéstico es peor en aquellos pacientes diagnosticados de
OCSCC que pertenecen a clases sociales inferiores o con menores niveles de
educacién. Esta asociacion se explica, al menos parcialmente, por los deficientes
habitos de higiene oral en este segmento de poblacién asi como por un menor acceso
a los cuidados médicos, sobre todo en paises con asistencia sanitaria “no gratuita”
(Leite et al. 1998).

2.1.4. Retraso en el diagndstico

El retraso en el diagnéstico de la enfermedad lleva a que los tumores tengan mas
tiempo para crecer y diseminarse, lo que conlleva un irremediable empeoramiento del
prondstico. Aungue esta hipétesis parece establecida, los datos que se tienen hasta el
momento para este tipo tumoral parecen desmentir el hecho (Allison et al. 1998). Una
posible explicacion para esta discrepancia es que aquellos pacientes con tumores mas
agresivos tienden a acudir a consulta médica antes; aunque esto no evita el hecho de
gue estos pacientas tengan que afrontar tratamientos mas agresivos y un prondstico

peor debido a la alta malignidad de sus tumores.

2.1.5. Miscelanea

Otras condiciones comorbidas pueden empeorar el prondstico de la enfermedad como
consecuencia de un aumento del estrés sobre los pacientes (Piccirillo et al. 2002). Los
ratios de supervivencia son menores entre aquellos pacientes que ademas sufren
insuficiencia cardiaca congestiva, arritmias, enfermedad vascular periférica,
enfermedad renal o pulmonar, asi como otros tumores ya sean o no tratados (Piccirillo
et al. 2002).

La depresién del sistema inmune parece ser relevante en el pronéstico del OCSCC,
empeorando significativamente el mismo. Asi, aquellos pacientes bajo tratamiento

inmunosupresor secundario a un trasplante y que han desarrollado OCSCC tienen un
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prondstico peor que aquellos con un sistema inmune menos deprimido (Preciado et al.
2002). La supervivencia a 5 afios es menor, de manera generalizada, entre aquellos
pacientes inmunodeprimidos, independientemente de la causa (Whiteside 2001), lo
que pone de manifiesto la importancia que el sistema inmune tiene sobre el control
tumoral, asi como el potencial valor terapéutico de la inmunoterapia en cancer
(Whiteside 2001; Rosenberg et al. 2004).

Algunos sintomas especificos como la odinodisfagia, la hemorragia oral o la pérdida
de peso, se han visto asociadas a un peor pronéstico de la enfermedad y menor
supervivencia (de Cassia Braga Ribeiro et al. 2003). Mas concretamente, la pérdida de
peso parece aumentar los ratios de mortalidad en pacientes con OCSCC con
recurrencia o persistencia de la enfermedad, o con tumores secundarios (Nguyen et al.
2002).

2.2. Factores relacionados con el tumor

2.2.1. Localizacion anatébmica

Las redes vascular y linfatica, que varian segun la localizacién anatémica, influyen
sobre la evolucién tumoral y el pronostico. A este respecto, se ha observado que los
ratios de metéstasis son mayores entre los tumores de tipo escamoso localizados en
la base de la lengua (Genden et al. 2003). También se ha publicado que los tumores
localizados en la lengua tienen un peor prondéstico que los localizados en el labio (Leite
et al. 1998). En este sentido, algunos lugares anatomicos se relacionan con peor
pronostico fundamentalmente debido a la cantidad de vasos linfaticos que favorece
una mayor extension de la enfermedad, una mayor dificultad para evaluar su

gravedad, y un peor manejo de la misma (Tiwari 2000).

2.2.2. Estadio de la enfermedad

El estadiaje de los tumores estd basado en el sistema TNM. Este sistema, aunque
estd absolutamente implantado, no es util para valorar el pronéstico de la enfermedad
(Ribeiro et al. 2000; Nguyen et al. 2002; de Cassia Braga Ribeiro et al. 2003; P et al.
2003; Bettendorf et al. 2004; Takes 2004). A pesar de estos datos, la amplia mayoria
de autores aceptan que el estadio de la enfermedad tiene una influencia crucial en el
prondstico. Asi, Mufioz Guerra y col. han reportado una supervivencia a 5 afios del

82% para pacientes en estadios iniciales de la enfermedad, y del 49% para los
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pacientes en estados avanzados (Munoz Guerra et al. 2003); Lo y col. publicaron
supervivencias a 5 afos del 75, 65.6, 49 y 30% para los estadios I, II, Il y IV
respectivamente (Lo et al. 2003); Nguyen y col. encontraron ratios de supervivencia a
1 afo del 60% para pacientes en estadio | y del 32% para pacientes en estadio IV
(Nguyen et al. 2002).

La afectacion ganglionar tiene una incidencia variable, pero se acepta que éste es uno
de los principales factores prondéstico para los pacientes con OCSCC (Shingaki et al.
2003; Woolgar et al. 2003). La presencia de ganglios linfaticos afectos se asocia a un
decrecimiento significativo de la supervivencia y a una mayor posibilidad de
recurrencia (Genden et al. 2003; Greenberg et al. 2003b; Shingaki et al. 2003; Woolgar
et al. 2003). La afectacién ganglionar debe ser clasificada en dos grandes grupos:
abierta o clinica y no-abierta u oculta. Esta Ultima a su vez debe ser categorizada
como i) afectacion detectable por métodos tradicionales (por ejemplo, tincién
microscopica con hematoxilina/eosina) o i) afectacion submicroscépica (solo
detectables por técnicas inmunohistoquimicas o por andlisis moleculares). Este tipo de
técnicas son muy relevantes en la actualidad, ya que se detecta un 20-40% de
afectacién ganglionar oculta en pacientes que clinica e incluso radiolégicamente
habian sido catalogados como NO (Greenberg et al. 2003b). En un andlisis
retrospectivo con 266 pacientes diagnosticados con OCSCC y sometidos a cirugia y
diseccion cervical, se observlo que el 34% de los pacientes inicialmente clasificados
como cNO, tenian afectacion oculta (pN+) (Greenberg et al. 2003a). Dado que los
pacientes con afectacion ganglionar presentan unos ratios de supervivencia menores
(Greenberg et al. 2003a; Shingaki et al. 2003), el estadiaje anatomopatol6gico tras
diseccion cervical debe realizarse para identificar aquellos pacientes de mayor riesgo

gue ademas deban ser tratados de manera adyuvante tras la cirugia.

2.2.3. Grosor del tumor

El grosor del tumor primario condiciona el riesgo de afectacion ganglionar y el ratio de
supervivencia (Al-Rajhi et al. 2000; Gonzalez-Moles et al. 2002; P et al. 2003). Se ha
reportado que un grosor superior a los 5 mm es un factor predictivo de afectacion
ganglionar oculta, recomendandose la diseccion cervical selectiva para aquellos
pacientes con este tipo de tumores (P et al. 2003). Algunos autores sugieren incluso
que esta variable tiene mas influencia en la supervivencia que otras como estadio
(Gonzalez-Moles et al. 2002).
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2.2.4. Invasion extracapsular

La invasion extracapsular (ECS por sus siglas en inglés, extracapsular spread) se
define como la extension tumoral mas alla de la capsula del nodulo linfatico. La
presencia de ECS es un relevante factor prondstico asociado a mayor probabilidad de
recaida locorregional, metastasis a distancia y menor ratio de supervivencia
(Greenberg et al. 2003a; Greenberg et al. 2003b; Woolgar et al. 2003). Se han
publicado datos de supervivencia a 5 afios del 21% para pacientes con ECS y del 64%

para pacientes sin invasion extracapsular (Woolgar et al. 2003).

La ECS puede ser dividida en dos tipos: i) macroscopica, evidente a simple vista o ii)
microscopica, solo observable tras estudios histolégicos. No obstante, los estudios
llevados a cabo para ver si el subtipo de ECS es relevante en la supervivencia parecen
concluir que el pronéstico es el mismo con independencia de que la ECS sea micro o
macroscépica, aunque siempre peor en comparacion con pacientes que no sufren
invasion extracapsular (Woolgar et al. 2003). Mas auln, se ha reportado que aquellos
pacientes N+ que ademas son ECS+ tienen mayor riesgo de recidiva y mayor
mortalidad (Greenberg et al. 2003b). Este tipo de pacientes tienen una alta posibilidad
de fracaso en el tratamiento, y deben ser considerados como serios candidatos a
tratamientos adyuvantes. Con todo, parece ser importante incorporar la ECS a los

sistemas de estadiaje patologicos (Woolgar et al. 2003).

2.2.5. Diferenciacion histologica

El papel que el grado tumoral tiene en el prondstico del OCSCC es controvertido. Hay
autores que han establecido una asociacion entre ambas variables, siendo peor el
prondstico cuanto mayor sea el grado de diferenciacion (Nguyen et al. 2002; Piccirillo
et al. 2002; Lo et al. 2003; Kosunen et al. 2004; Takes 2004); mientras que otros
autores no han visto esta asociacion (Leite et al. 1998; Al-Rajhi et al. 2000; P et al.
2003).

2.2.6. Invasion perineural
La invasion perineural se asocia aparentemente a una mayor probabilidad de recaida

locorregional y metéstasis a distancia, mayor profundidad de invasién tumoral, menor

grado de diferenciacion y menor supervivencia (Rahima et al. 2004). Asi mismo, se ha
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observado que la presencia de invasion perineural aumenta el riesgo de afectacion
nodal (Rodolico et al. 2004).

2.3. Factores relacionados con el tratamiento

2.3.1. Diseccion cervical

La diseccion radical del cuello es el procedimiento quirtrgico clasico empleado para el
tratamiento de tumores con afectacion ganglionar. Este procedimiento, no obstante,
aumenta la morbilidad de complicaciones secundarias a la cirugia, sobre todo en
términos de disfuncion en el hombro. La diseccién cervical selectiva, que depende de
la localizacién tumoral, parece reportar similares ratios de control regional y
supervivencia a los ofrecidos por la diseccidn cervical radical (Ferlito et al. 2003). Para
valorar la extension de la diseccion cervical, se ha propuesto la determinacion del
ganglio centinela mediante la inyeccién de colorante o la linfocintografia, que ayudaria
a decidir la agresividad de la intervencion quirdrgica. La implantacion de la
determinacion del ganglio centinela en este tipo tumoral no debe ser de dificil
implantacion, habiéndose reportado beneficios para los pacientes a este respecto
(Taylor et al. 2001; Ross et al. 2002).

2.3.2. Reseccion de margenes
Se ha demostrado una fuerte correlacion entre la reseccién de margenes quirdrgicos
libres de enfermedad y mayores ratios de supervivencia, registrandose tiempos mas

largos en cuanto a recurrencia de la enfermedad (Al-Rajhi et al. 2000; Munoz Guerra
et al. 2003; Woolgar et al. 2003).

T#



INTRODUCCION

3. FACTORES PRONOSTICOS BIOLOGICOS

3.1. Angiogénesis

Los tumores malignos tienen la habilidad de inducir el crecimiento de nuevos vasos,
fendmeno importante para la progresion tumoral, la agresividad y la capacidad de
metastatizar. Este fendmeno tiene una regulacion intrincada y compleja, siendo
denominado angiogénesis (Carmeliet 2003). La angiogénesis tumoral se ha
determinado clasicamente contando el nUmero de nuevos vasos generados (densidad
de microvasos, MVD) en secciones de tejido y usando técnicas inmunohistoquimicas
(Hannen et al. 2004). La angiogénesis parece ser un importante factor relacionado con
la hostilidad de tumores de cavidad oral (Shpitzer et al. 1996). Ademas, mayor
angiogénesis incrementa el riesgo de afectaciéon ganglionar y aparece como un factor
prondstico independiente de recurrencia, condicionando tratamientos adyuvantes mas

agresivos para los pacientes con mayores niveles de MVD (Bettendorf et al. 2004).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) tiene un papel fundamental en el
desarrollo de nuevos vasos (Uehara et al. 2004). Se han observado correlaciones
entre la expresion de VEGF y el pronoéstico, de tal manera que cuanto mayor es la
expresion de este marcador, peor es el prondstico de los pacientes con OCSCC
(Uehara et al. 2004).

3.2. Expresiéon tumoral de ciclooxigenasa-2 (COX-2)

Se ha observado una fuerte correlacion entre la sobreexpresion de COX-2 y el riesgo
de afectacién ganglionar, el mayor grado de recurrencia y el menor grado de
supervivencia en pacientes con carcinoma de cavidad oral (Itoh et al. 2003). COX-2
parece expresarse no solo en las células tumorales, sino también en células del
estroma tumoral y en los vasos sanguineos circundantes, lo que sugiere una
participacion de esta molécula en otros procesos tumorales como invasion y
metastasis (Day et al. 1994; Thomas et al. 1999).

Terakado y col. reportaron una relacion de la expression de COX-2 con la radioterapia.
Asi, aquellos tumores de cavidad oral con sobreexpresibn de COX-2 eran mas
radiorresistentes (Terakado et al. 2004). Mas aun, la inhibicion de COX-2 in vitro
mostré mayor sensibilidad de las células tumorales a la radioterapia (Terakado et al.
2004).
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3.3. Marcadores moleculares

Se han identificado numerosas aberraciones genéticas en tumores de cavidad oral,
frecuentemente ligadas a los cromosomas 3, 9, 11, 13 y 17. Entre otras alteraciones
relacionadas con la carcinogénesis del OCSCC se han descrito i) la inactivacion de
genes supresores como pl6 y p53, ii) la sobreexpresion de oncogenes como PRAD-1,
iil) o la alteracion de genes relacionados con la metabolizacién de carcin6genos o iv)
involucrados en la reparacion del ADN (Scully et al. 2000c). Ademas, gran parte de los
tumores de cavidad oral tienen actividad telomerasa (Bettendorf et al. 2004). El estudio
de estos marcadores es importante para caracterizar las células tumorales, teniendo
implicaciones relativas al riesgo (familiar), el diagndstico, el estadiaje, el prondstico o el
tratamiento (Scully et al. 2000b).

Oncogenes

3.3.1. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El receptor para el factor de crecimiento epidérmico es un receptor de membrana
activado por ligando, que una vez activo promueve una serie de cascadas de
sefializacién complejas que llegan hasta el nacleo celular promoviendo la transcripcién
de una serie de genes. EGFR esté relacionado con fendmenos de proliferacion celular,
diferenciacion, migracion, y antiapoptosis. Su sobreexpresion es comun en tumores de
mama, prostata, pulmén o vejiga, implicando un peor prondstico (Scully et al. 2000c;
Bettendorf et al. 2004). En relacién al cancer de cavidad oral, EGFR se ha asociado a
mayor tamafo tumoral (T), invasioén y afectacion ganglionar (Bettendorf et al. 2004),
asi como a menor grado de diferenciacion tumoral (Ulanovski et al. 2004). EI OCSCC
no estd al margen de los ensayos realizados con inhibidores de EGFR (Myers et al.
2002; Shintani et al. 2004).

3.3.2. Otros oncogenes

Se ha estudiado el papel de otros oncogenes en el contexto del cancer de cavidad
oral, destacando ciclina D1 y ciclina A. La ciclina D1 regula el ciclo celular, fosforilando
a la proteina retinoblastoma promoviendo la transicion de la fase G1 a la S del ciclo
celular. La sobreexpresion de ciclina D1 es un factor prondstico independiente en
diversos tumores incluyendo cabeza y cuello, y se asocia a estadios mas avanzados y

mayor riesgo de afectacion ganglionar (Schneeberger et al. 1998; Miyamoto et al.
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2003), aunque hay resultados contradictorios al respecto (Scully et al. 2000b;
Bettendorf et al. 2004).

La ciclina A juega un papel fundamental en la sintesis de ADN en fase S y la
progresion de la fase G2 a la fase M. La sobreexpresion de ciclina A se asocia a
estadios mas avanzados de la enfermedad, mayor volumen tumoral, mas afectaciéon

ganglionar y recurrencia (Chen et al. 2003).

Genes supresores

3.3.3. p53

La proteina p53 es considerada una de las mas influyentes en la carcinogénesis
humana. Esté involucrada en el control del ciclo celular, apoptosis y preservacion de la
estabilidad genética. Su sobreexpresion se asocia a mayor grado de indiferenciacion
tumoral y peor pronéstico. Las mutaciones en el gen p53 han sido motivo de extensos
estudios, y son consideradas mejores factores predictivos de recurrencia y
supervivencia que la simple expresion (Scully et al. 2000b). El impacto de p53 en
respuesta a la radioterapia es confuso, reportandose resultados contradictorios en la
bibliografia (Dijkema et al. 2000; Scully et al. 2000a; Bettendorf et al. 2004).

3.3.4. Otros genes supresores

Se ha estudiado el papel de otros genes supresores en el contexto del carcinoma de
cavidad oral, destacando la proteina retinoblastoma (Rb), p16, p21 y otros. En algunos
casos, se ha observado relacion entre Rb (Takes et al. 2002), p16 (Scully et al. 2000b;
Bettendorf et al. 2004) o p21 (Xie et al. 2002) y el pronéstico de los pacientes con

OCSCC, aunque también se han reportado resultados contradictorios.

Ploidia

Un contenido anormal de ADN se ha asociado a estadios mas avanzados de OCSCC
asi como a otros marcadores de peor pronéstico como un menor grado de
diferenciacion o mayor afectacion ganglionar. La ploidia parece ser un factor
prondstico independiente de recaida y muerte causa especifica en este tipo tumoral
(Byers et al. 1998; Rubio Bueno et al. 1998). Se considera que el estudio del contenido

de ADN de las células presentes en el tumor invasivo, da una idea de la agresividad
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tumoral y sugiere una influencia sobre la supervivencia causa-especifica, sobre todo

en combinacién con otros hallazgos clinicos (Noguchi et al. 2002).
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4. NUEVOS FACTORES PRONOSTICOS MOLECULARES

4.1. Receptor para el factor de crecimiento dependiente de insulina 1 (IGF-1R)

El receptor del factor de crecimiento dependiente de insulina 1 (IGF-1R) es un receptor
de membrana de tipo tirosin-kinasa involucrado en el desarrollo y la progresiéon del
cancer, cuya activacion promueve el crecimiento y la supervivencia celular. IGF-1R
ejerce su accion principal a través de la activacion de las rutas de mitogen-activated
protein kinase (MAPK) y de phosophoinositol-3 kinase (PI3K). Ademas de los roles
asignados tradicionalmente a IGF-1R, su activacién también se ha asociado con un
incremento de la radioresistencia tanto en estudios in vitro como in vivo, aunque los
mecanismos moleculares que estan detras de este procesos son todavia inciertos.
Recientemente, IGF-1R se ha relacionado con otros marcadores como B-cell
Leukemia Protein (Bcl-2), Bcl-2-associated X Protein (Bax) o Ku70/80, los cuales estan
implicados en la resistencia a radioterapia, regulacion de la apoptosis y mecanismos
de reparacién de ADN mediante union de extremos no homélogos (non homologous
end joining (NHEJ) DNA repair).

4.1.1. Receptor del factor de crecimiento dependiente de insulina 1: una breve
introduccion sobre su estructura y funcién

El factor de crecimiento dependiente de insulina 1 (IGF-1R) es un receptor de
membrana celular extensamente distribuido en los tejidos humanos. Su estructura y
funciones han sido profundamente exploradas durante los ultimos veinte afios. La
estructura final de IGF-1R es un homodimero con dos subunidades extracelulares vy
dos subunidades transmembrana , unidas mediante puentes disulfuro (Adams et al.
2000). La subunidad  contiene el dominio de unién al ligando, mientras que la
subunidad esta formada por un dominio yuxtamembranal, un dominio intracelular con
actividad tirosin-kinasa y un dominio C-terminal con funcién de interaccion con otras
proteinas (Ullrich et al. 1986). IGF-1 se une con alta afinidad a IGF-1R. Pero existen
otros ligandos capaces de unirse a IGF-1R, como IGF-2 o la insulina. La concentracién
de IGF-1 circulante depende principalmente de su produccién en el higado, la cual
esta estrechamente controlada por la hormona de crecimiento (GH). La
biodisponibilidad de los ligandos esta controlada por una familia de proteinas de union
denominadas IGF-binding proteins (IGFBP 1-6). La proporcion entre IGF libre y unido
a IGFBPs es importante en la determinacion de la potencia de este factor de

crecimiento. Una vez que el receptor es activado por la unién de una molécula de IGF-
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1, se desencadenan una serie de cascadas de transduccion de la sefial hacia el
nucleo celular, modulando asi algunas de las funciones celulares mediante la
regulacion de factores de trancripcion. La variedad de respuestas celulares mediadas
por IGF-1R es el resultado de la combinacion de varias de estas rutas de sefalizacion,
entre las que encontramos la ruta de mitogen-activated protein kinase (MAPK) y la ruta
de phosphoinositol 3-kinase (PI3K), que median la proliferacion y supervivencia celular
(Figura 8).

Integrins
E- Cadherin

Nucleus

¥ Apoptosis Actin

A cell survival 1L Motility and invasion A cell proliferation

Figura 8. Principales vias de sefializacion mediadas por la activacion de IGF-1R, asi como las
principales moléculas efectoras.

La ruta de MAPK es una gran cascada de sefializacion que engloba un gran namero
de proteinas kinasa y que promueve principalmente el incremento de la proliferacion y
diferenciacion celulares. IGF-1R enlaza con la ruta MAPK a través de la activacion,
mediante fosforilacion, de la proteina Src homology and collagen (Shc). Esta
activacion es seguida por una secuencia de fosforilaciones de proteinas kinasa a
través del citoplasma (Ras —human homologue of rat sarcoma-, Raf —protein
serine/threonine kinase encoded by the raf oncogen- y MEK —MAPK kinase kinase-)

las cuales llegan hasta la proteina extracellular-signal regulated kinase 1y 2 (ERK1 y
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ERK2) (Robbins et al. 1992). No obstante, esta ruta parece controlar también los
procesos de apoptosis a través del protooncogén Crk-Il mediante una ruta

dependiente de Ras, pero independiente de Raf-1/MAPK (Parrizas et al. 1997).

La proteina insulin receptor substrate 1 (IRS-1) también se activa cuando IGF-1R es
fosforilada. Esta proteina interactia con p85 (que es la subunidad reguladora del
PI3K), activando a la subunidad catalitica (p110) de PI3K, la cual induce a la
produccion de fosfolipidos activados (Oskouian et al. 2010). La proteina kinasa B (Akt)
se activa gracias a estos fosfolipidos con la mediacién de las proteinas 3-
phosphoinositide-dependent protein-kinase (PDKs). Una vez esto ocurre, Akt es
capaz de inactivar a la proteina Bcl associated death promoter (BAD), que forma parte
del complejo BCL-2/BAD (B-cell leukemia protein/Bcl associated death promoter), y asi
liberar a la proteina antiapoptética BCL-2, todo ello regulado principalmente a través
de las caspasas (del Peso et al. 1997). La fosforilacion de BAD es uno de los
mecanismos mas importantes por los que IGF-1R induce antiapoptosis y supervivencia
celular (Sell et al. 1995).

La activacion de IGF-1R se ha relacionado también con la adhesion celular, motilidad
celular y la metastasis tumoral (Tai et al. 2003). La activacion de IGF-1R desorganiza
los complejos -catenina/E-cadherina, favoreciendo la separacion celular. La motilidad
y migracion celulares estan incrementadas por la interaccion entre IGF-1R, las
integrinas, la proteina focal adhesion kinase (FAK) y las proteinas RACK1, y por la
activacion de Rho-A, todo lo cual conduce a una reorganizacion del citoesqueleto de
actina y mayor contractilidad de actina/miosina (Chitnis et al. 2008). IGF-1R estimula la
secrecion de anexina Il a la matriz extracelular promoviendo la activacion del
plasminbgeno, la adhesion celular y la metéstasis e invasion tumorales (Tressler et al.
1993; Hajjar et al. 1999). Se ha sugerido que el mecanismo por el cual IGF-1R
interacciona con anexina Il es independiente de las principales rutas de sefializacién
conocidas para IGF-1R (Zhao et al. 2003). Las proteinas IGF ademas inducen la
expresion de metaloproteinas, necesarias para la invasion y estimula la angiogénesis
mediante la activacibn de endothelial nitric oxide synthase y la expresion de las
proteinas hypoxia-induciable factor- 1 (HIF-1 ) y vascular endothelial growth factor
(VEGF) (Chitnis et al. 2008).

Las funciones celulares estan controladas no sélo por IGF-1R, sino también por otros

receptores tirosin-kinasa que comparten las mismas rutas de sefializacién. Este es el

caso del receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), extensamente
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relacionado con la transformacién celular (Velu et al. 1987; Miyaki et al. 2000; Greulich
et al. 2005). Debido a sus mecanismos de accion similares, varias publicaciones han
estudiado la interaccion entre los receptores para IGF-1 y EGF. El efecto combinado
de IGF-1R y EGFR fue estudiado primeramente por Coppola y cols., en 1994. En su
estudio, se mostré que, al menos en fibroblastos de embriones de raton, la presencia
de IGF-1R era necesaria para promover el efecto mitdbgeno y transformante de EGFR
(Coppola et al. 1994). En 2000, Roudabush y cols., definieron un entrecruzamiento
entre IGF-1R y EGFR (Roudabush et al. 2000). La presencia de IGF-1R parece tener
un papel relevante como mecanismo de resistencia a las terapias anti-EGFR
(Chakravarti et al. 2002). Esta interaccion entre moléculas debe tenerse en cuenta a la

hora de planear el tratamiento méas apropiado.

4.1.2. IGF-1R en radioterapia

El papel que juega la expresion de IGF-1R en el cancer ha sido extensamente
estudiada (Bonneterre et al. 1990; Papa et al. 1993; Railo et al. 1994). Sin embargo, la
implicacion de esta proteina en la respuesta a la radiacion no esté clara. La radiacién
causa la pérdida de estructura y funcion de la mayoria de las moléculas biologicas,
incluido el ADN. Esta pérdida de estructura de la molécula de ADN incluye: la excisién
de nucledtidos, roturas simples de cadena (SSBs) y roturas dobles de cadena (DSBs)
entre otros. Las células han desarrollado a lo largo de la evolucién algunos
mecanismos para reparar las lesiones de ADN y asi incrementar sus posibilidades de
supervivencia. Sin embargo, si las células no son capaces de reparar el dafio, se inicia
el proceso de apoptosis. La radiacion promueve un estado celular en el que se
producen multiples dafios en el ADN. La lesion celular mas importante inducida por la
radiacion es la DSB (Teoh et al. 2008). Si estas lesiones no se reparan, la célula se
muere. Pero las células pueden invertir este dafio, y lo hacen mediante dos
mecanismos: recombinacion homéloga (HR) y la unién de extremos no homadlogos o
reparacion no homologa (NHEJ) (Barker et al.). La NHEJ opera durante todo el ciclo
celular, y por ello se cree que es la ruta de reparaciéon de DSBs mas importante en las
células de mamiferos (Mladenov et al. 2011). Ambos tipos de reparacion, NH y NHEJ,
llevan a la célula a incrementar su supervivencia, pero en el segundo caso, la
recombinacion no especifica que se produce resulta en una pérdida de informacién de
las células dafadas, favoreciendo la supervivencia de fenotipos alterados los cuales
presentan inestabilidad genética. Bajo estas condiciones, las células podrian evitar la

apoptosis (por ejemplo mediante la sobreexpresion de IGF-1R o p53 alterada) lo cual
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favoreceria la malignizacion del tumor y la reduccion de su respuesta al tratamiento
(Teoh et al. 2008).

Tabla 4. Relacién de estudios que relacionan la expresion de IGF-1R con el pronéstico clinico

Referencia N°de Tipo de Tratamiento Expresion Expresion LRDFS DMFS DFS oS
pacientes tumor (%) relativa

Turner, 1997 47 CM LyRT 43.0 Sobreexpresion Peor

Lloret, 2007 60 cC RT, BT y ChT 80.0 Sobreexpresion Peor ns Peor Peor

Lloret, 2008 60 CcC RT, BTy ChT 80.0 Sobreexpresion * Peor Peor Peor Peor

Yuan, 2008 75 NPC NR 56.0 Sobreexpresion Peor - - Peor

Peir6, 2009 197 CM CXyRT 51.5 Sobreexpresion Mejor

Taunk, 2010 345 CN CXyRT 57.0 Sobreexpresion ns ns - Peor #

Henriquez- 60 CcC RT, BTy ChT 80.0 Sobreexpresion Peor Peor Peor Peor

Hernandez, 2011 b

Abreviaturas: CM, cancer de mama; CC, carcinoma cervical; L, lumpectomia RT, Radioterapia; BT, braquiterapia; ChT, quimioterapia; CX,
cirugia; NR, no reportado; LRDFS, supervivencia libre de recaida loco-regional; DMFS, supervivencia libre de metéstasis; DFS, supervivencia

libre de enfermedad; OS, supervivencia absoluta; ns, no-significativo; NPC, carcinoma nasofaringeo

*Expresion combinada con MVP.
**Expresion combinada con MVP/BCL-2.

# Solo en pacientes sin afectacién nodular (NO)

El valor pronéstico de IGF-1R en la respuesta de las células cancerigenas a la
radiaciébn se ha analizado en mudltiples estudios. En fibroblastos de embriones de
ratén, aquellas células sin expresion de IGF-1R tuvieron valores altos de apoptosis
inducida por radiacién, mientras que las células que sobreexpresaban IGF-1R tenian
este proceso inhibido (Tezuka et al. 2001). Resultados similares se han publicado en
otras lineas celulares en las que la sobreexpresion de IGF-1R induce radioresistencia
(Turner et al. 1997). Curiosamente, niveles fisiologicos de IGF-1R son un requisito
imprescindible para el establecimiento y mantenimiento del fenotipo transformado
(Baserga 1995). En lineas celulares de cancer de mama positivas para el receptor de
estrogeno (ER), los niveles de IGF-1R e IRS-1 estan a menudo elevados, y estas
caracteristicas se han relacionado con un incremento de la radio-resistencia y de la
reaparicion del tumor (Bartucci et al. 2001). En células de melanoma de ratén, aquellas
en las que la expresion de IGF-1R se inhibié artificialmente, presentaron mayor
radiosensibilidad comparado con las células control (Macaulay et al. 2001). Estos
resultados in vitro subrayan la utilidad de IGF-1R en el pronéstico clinico de los
pacientes con cancer tratados con RT (Tabla 4). El primer estudio in vivo en este

campo fue publicado en 1997 por Turner y cols. Ellos sugirieron que aquellos tumores
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que habian sufrido una recidiva en las mamas irradiadas tras lumpectomia,
representarian a un subgrupo especialmente radioresistente (Turner et al. 1997). La
expresion proteica de IGF-1R fue examinada mediante técnicas inmunohistoquimicas
en especimenes de pacientes con recaida local tras el tratamiento con radiacion y
comparada con casos control en los que no hubo recaida. La tincion de IGF-1R se
clasifico asi: 0, sin expresion; 1+, expresion ligera; 2+ moderada; 3+ fuerte, y 4+
intensa. Los valores por encima de 2+ (inclusive) se consideraron como positivos. IGF-
1R estaba sobreexpresado en aquellos casos con recidiva tras el tratamiento con
radioterapia (Turner et al. 1997). Este primer hallazgo clinico estaba en concordancia
con los trabajos previos que demostraban la accién antiapoptotica de esta
oncoproteina (Pietrzkowski et al. 1992; Resnicoff et al. 1995). Sin embargo, no esta
claro si el efecto sobre la respuesta a radioterapia mediado por IGF-1R implica alguno
de los reguladores apoptéticos conocidos, como las proteinas de la familia de BCL-2 o
las proteinas CPP32 serin-cistein proteasas, o si esta mediado por la interaccion con
otras moléculas. En 2007, Lloret y cols., estudiaron la expresion proteica de IGF-1R en
pacientes con cancer de cérvix tratadas con quimio-radioterapia (Lloret et al. 2007).
Las muestras de tejido fueron tomadas al diagndstico. La tincion de IGF-1R,
observada en la membrana celular, fue clasificada semicuantitativamente segun fuera
negativa (-), ligeramente positiva (+), moderadamente positiva (++) o fuertemente
positiva (+++), considerando sobreexpresion de IGF-1R aquellas muestras tumorales
que presentaban tinciones moderada/fuertemente positivas. IGF-1R se expreso en 56
de 60 pacientes (93,7%) y no se encontré relacion con otras variables clinico-
patologicas. La respuesta completa al tratamiento (el factor prondstico de
supervivencia mas importante) se observé en 50 pacientes. De este modo, analizaron
el papel de IGF-1R en el control local y la supervivencia a largo plazo de los pacientes
que presentaron respuesta completa al tratamiento. Las 19 pacientes con baja
expresion de IGF-1R tumoral estuvieron libres de muerte relacionada con la
enfermedad (tanto local como a distancia) en comparacién con las 6 pacientes de 31
gque presentaban niveles altos de IGF-1R tumoral, concluyendo que la sobreexpresion
de IGF-1R se correlaciond con un peor control a largo plazo de la enfermedad en
pacientes que inicialmente respondieron al tratamiento (Lloret et al. 2007). Yuan y
cols.,. publicaron que la expresion de IGF-1R puede ser importante en la invasion,
metastasis y recidiva en pacientes con carcinoma nasofaringeo (Yuan et al. 2008). Los
especimenes fueron recolectados durante la biopsia previa al tratamiento. Se aplico un
esquema de clasificacion semicuantitaivo, considerando tanto la extension como la
intensidad de la tincion: 0, completamente negativo; 1+, menos del 25% de células

tumorales positivas; 2+, del 25% al 50% de células positivas, y 3+, mas del 50% de
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células positivas. La intensidad de la tincibn se expresé de 0 a 3, expresando
ausencia, débil, moderada o fuerte reactividad. La clasificacion final de
inmunoreactividad fue el resultado de multiplicar estos dos parametros. Una
puntuacion de inmunoreactividad de 4 o superior se consider6 sobreexpresion. IGF-1R
estaba sobreexpresado en 42 de los 75 (56%) tejidos. Junto con EGFR, IGF-1R tuvo
mayor expresion en tumores con metéstasis en los ganglios linfaticos y existié una
correlacion positiva entre la expresion positiva de EGFR/IGF-1R y la recidiva. También
hubo una supervivencia a 5 afios significativamente mayor en los grupos negativos
para EGFR/IGF-1R comparado con los grupos positivos para EGFR/IGF-1R (Yuan et
al. 2008). Recientemente, Taunk y cols., analizaron el valor pronéstico de IGF-1R en
una cohorte de pacientes con cancer de mama en estadios tempranos tratadas con
cirugia conservadora y radioterapia, con el fin de evaluar si la sobreexpresiéon de IGF-
1R se correlacionaba con los resultados a largo plazo, particularmente con el control
local. Las muestras fueron recolectadas durante la cirugia, previo al tratamiento con
gquimioterapia. La intensidad de la tincion de IGF-1R se clasifico asi: 0 (0% de células
inmunoreactivas), 1+ (1-9% de células inmunoreactivas), 2+ (10-40% de células
inmunoreactivas), o 3+ (>50% de células inmunoreactivas). Los casos clasificados
como 0 o 1 fueron considerados como el grupo de expresién negativa, mientras que
los casos clasificados como 2 y 3 se consideraron como positivos. De los 345
pacientes evaluados, se detectd sobreexpresion de IGF-1R en 197 casos (57%). La
expresion de IGF-1R no fue predictiva para supervivencia considerando la serie
completa. Sin embargo, en los andlisis del subconjunto de pacientes con ndédulo
negativo (factor clinico de buen prondstico), la sobreexpresion tumoral de IGF-1R
supuso una reduccion significativa de la supervivencia de dichos pacientes, aunque
aparentemente no tuvo efecto sobre el control local (Taunk et al. 2010). Solo un
trabajo detectado en la bibliografia ha reportado resultados inversos, donde la
sobreexpresion de IGF-1R sea un factor de buen prondstico (Peiro et al. 2009). En
este caso, las muestras se tomaron durante la cirugia, antes de los tratamientos con
gquimioterapia. La tincién de IGF-1R se clasific6 de forma semicuantitativa de acuerdo
con el porcentaje de células positivas y la intensidad de la tincidon (puntuacion de 0-
300). Asi, se observo que niveles altos de IGF-1R se relacionaron con una mejor
respuesta al tratamiento (lumpectomia y posterior radioterapia) en aquellas pacientes
con cancer de mama en estadios tempranos y nédulos negativos, considerando por
tanto los niveles bajos de IGF-1R como un factor de mal prondstico para recidiva local
(Peiro et al. 2009). Estas discrepancias pueden estar generadas por la seleccién de
pacientes (series descritas de forma incompleta, diferencias en los protocolos de

tratamiento 0 en la estrategia de andlisis), y por otro lado, los resultados de las
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determinaciones inmunohistoquimicas pueden no ser comparables ya que se aplican
diferentes sistemas de clasificacion, asi como diferentes tipos de anticuerpos.
Finalmente, a nivel de expresién génica, IGF-1R ha sido estudiada por Hirano y cols.,
en 46 muestras de cancer de endometrio, 32 de cancer de cérvix, 20 de cancer de
ovario y 28 en tejido normal de endometrio (Hirano et al. 2004), con la intencion de
tratar de revelar los mecanismos moleculares detras de la aparente asociacion clinica
observada entre la sobreexpresion de IGF-1R y la respuesta a la radioterapia. En su
estudio, los autores encontraron sobreexpresion de IGF-1R en los tumores de cérvix,

comparado con el tejido normal (Hirano et al. 2004).

4.1.3. Rutas moleculares relacionadas con la resistencia a radiaciéon mediada por IGF-
1R

Aunque la asociacion entre la expresion de IGF-1R y la respuesta a la radiacion
parece existir, se conoce muy poco sobre los mecanismos que estan detras de esta
asociacion. Esta relacién puede ser explicada de un modo clasico, a través de la
implicacion de IGF-1R en la modulacion de la proliferacion celular, o0 mediante un
modo alternativo que relacionaria a IGF-1R con la regulacién de los mecanismos de
reparacion del ADN conjuntamente con otras moléculas como ataxia telangiectasia
mutada (ATM) o en asociacion con nuevas moléculas, como major vault protein
(MVP). No obstante, probablemente ambos mecanismos participen en la regulacion de

la respuesta a la radiacién mediada por IGF-1R.

4.1.2.1. IGF-1R v proliferacién celular

IGF-1R controla la proliferacion celular a través de la clasica y bien descrita
interaccion con la ruta de sefializacion de las MAPK (Robbins et al. 1992). La
proliferacion celular puede determinarse mediante la tincion inmunoldégica de la
proteina Ki67, tal y como se describirdA mas adelante. Esta es una proteina
nuclear que se expresa en las células que estdn en ciclo celular; asi, su
determinacion puede representar una medicion de la fraccion tumoral que esta
creciendo (Gerdes et al. 1983) y consecuentemente estimar la repoblacion
tumoral. El indice de Ki67 se ha evaluado en pacientes con cancer tratados con
radioterapia, buscando un mecanismo para predecir el prondstico y la
respuesta a la radiacion de estos pacientes. La respuesta a la radioterapia se
determina principalmente mediante la proliferacion tumoral, radiosensibilidad e

hipoxia. Durante los programas de radioterapia convencionales (unas 5
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semanas), una parte significativa de la dosis diaria de radiacion se utiliza para
controlar la repoblacion celular que se ha producido desde el dia anterior
(Bentzen et al. 1991; Raybaud-Diogene et al. 1997), disminuyendo asi las
probabilidades de control tumoral. Si los tumores se repueblan rapidamente,
esta fraccion sera mayor, reduciendo la posibilidad de un control local
duradero, y por lo tanto de curacion. De este modo, los tumores altamente
proliferativos tienen peor pronostico como ya se ha demostrado previamente en
pacientes con cancer de cabeza y cuello (Valente et al. 1994; Raybaud-
Diogene et al. 1997; Lera et al. 1998) o vejiga (Lara et al. 1998). En los tumores
de proliferacion lenta, la repoblacion no es una cuestion de la que preocuparse,
y pueden utilizarse dosis mayores de radiacion durante periodos mas largos,
utilizando varias fracciones de radiacion mas pequefas al dia (Sarkaria et al.
1995). La relacion directa establecida entre IGF-1R vy la proliferacion celular
apunta a esta proteina como relevante en la modulacion de la resistencia a la

radioterapia.

4.1.3.2. IGF-1R vy reparacion de DNA y apoptosis

Los rayos X interaccionan con las moléculas de los tejidos del cuerpo causando
inonizacion y liberando radicales libres, los cuales causan dafios secundarios
en los tejidos adyacentes, incluyendo el ADN, mediante mecanismos
dependientes de oxigeno. Los dafios resultantes pueden ser tanto rotura
simple como rotura doble de la cadena de ADN. Estas lesiones son
reconocidas durante la evolucién del ciclo celular en los puntos de control o
checkpoints que promueven las rutas de reparacion al ADN. El gen ATM,
codifica para una proteina denominada ATM kinasa que pertenece a la ruta del
PI3K, ruta de importancia en la progresion celular ya que promueve la
proliferacion celular e inhibe la apoptosis (Shtivelman 2003). Se ha identificado
a ATM kinasa como un componente central para la ruta de control del dafio al
ADN (Savitsky et al. 1995). Cuando hay exposicion a radiacion inonizante, ATM
kinasa es inmediatamente activada, resultando en la fosforilacion de un niumero
critico de agentes involucrados en la reparacion del ADN, apoptosis y arresto
del ciclo celular. Peretz y cols., publicaron un enlace fundamental entre la
funcién de ATM vy la expresion de IGF-1R y sugirieron que la reduccién de la
expresion de IGF-1R contribuye a la radiosensibilidad de las células con ataxia
telangiectasia (AT) (Peretz et al. 2001). Las células AT expresaron niveles

bajos de IGF-1R y fueron mas radiosensibles que las células de individuos
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aparentemente sanos. La complementacion de las células AT con moléculas
de cDNA de ATM resulté en un incremento de la actividad promotora de IGF-
1R y en los niveles de IGF-1R, lo que a su vez supuso un incremento de la
radioresistencia. Los estudios moleculares sugieren que la sefializacion
desencadenada por IGF-1R puede controlar la funcién de ATM, y apoya el
concepto de la inhibicion de IGF-1R como tratamiento potencial para los

tumores radio-resistentes (Macaulay et al. 2001).

Las Vaults son particulas ribonucleoproteicas compuestas por tres proteinas:
MVP (104 kD), el vault poly(adenosine diphosphate-ribose) polymerase
también denominado VPARP (193 kD) y la proteina telomerase-associated
protein-1 o TEP-1 (240 kD), junto con pequefias moléculas de ARN no
traducido (VRNA) de 141 bases. Las proteinas VPARP pertenecen a la misma
familia que la proteina poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1), la cual posee
un papel importante en el control de la reparacion del dafio al ADN y el
mantenimiento de su integridad (Bouchard et al. 2003). Se ha publicado una
asociacion entre IGF-1R y MVP (Lloret et al. 2008). Los tumores que presentan
alta expresion de MVP también tienen elevada la expresién de IGF-1R. Las
expresiones de MVP e IGF-1R se relacionaron entre si en pacientes con
cancer de cérvix y confieren peor control local a largo plazo de estas pacientes
tratadas con quimio-radioterapia, sugiriendo por primera vez una fuerte
correlacion entre estas dos proteinas (Lloret et al. 2008). La interaccion entre
IGF-1R y MVP es de gran interés, y puede ayudarnos a explicar el papel
predictivo de estas oncoproteinas en la respuesta a radioterapia. En un estudio
llevado a cabo en 116 mujeres con cancer de cérvix localizado, Lloret y cols.
mostraron una asociacién inversa entre MVP y BAX, IGF-1R y BAX, asi como
una asociacion directa entre IGF-1R y BCL-2, sugiriendo que IGF-1R podria
colaborar con MVP en la prevencién de la apoptosis mediante la estimulacién
de BCL-2 y la inhibicibn de BAX (Lloret et al. 2009). El rol de BCL-2 en este
escenario parece ser complejo y estar estrechamente relacionado con IGF-1R.
Esta asociacion ha sido recientemente estudiada por Henriquez-Hernandez y
cols. también en pacientes con cancer de cérvix (Henriqguez-Hernandez et al.
2011). Los tumores que sobreexpresaron IGF-1R mostraron un incremento en
los niveles de expresion de BCL-2 y MVP. BCL-2 aparecié como un factor
importante en el prondstico de los pacientes, permitiendo seleccionar a un
grupo de pacientes con excelentes tasas de supervivencia. De este modo,

todos los pacientes con cancer de cérvix tratados con quimio-radioterapia que
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presentaban niveles de expresion bajos para MVP y/o IGF-1R y/o BCL-2
sobrevivieron durante los 10 afios que duré el seguimiento. Parece que es
necesaria la sobreexpresion de las tres oncoproteinas para desarrollar un
fenotipo de mal prondstico. Se han observado resultados similares para la
supervivencia libre de recidiva local, supervivencia libre de metéstasis a
distancia y supervivencia libre de enfermedad (Henriquez-Hernandez et al.
2011).

MVP se ha asociado con mecanismos de reparacion no homologos al DNA
(NHEJ) a través de su interaccion con la proteina Ku70/80 (Lloret et al. 2009).
El dimero Ku70/80 se une a los extremos rotos de las cadenas de ADN al
mismo tiempo que atrae a otras proteinas para constituir el complejo de
reparacion. Por otro lado, Ku70/80 tiene un efecto regulador muy potente sobre
la interaccion entre BCL-2 y BAX. Esta proteina ha sido propuesta como un
modulador clave en la funcién de apoptosis (Amsel et al. 2008; Wang et al.
2008). Lloret y cols. publicaron que niveles bajos de expresion de Ku70/80 se
relacionaron de forma inversa con la expresion de BCL-2 y la proliferacion
tumoral, mientras que estaban directamente relacionados con la expresion de
BAX y p53 alterada (Lloret et al. 2009). La actividad de Ku70/80 esta suprimida
por PARP-1 (que forma parte de los complejos vaults), promoviendo la
recombinacion homéloga frente a NHEJ (Hochegger et al. 2006). La relacion
entre Ku70/80 y los complejos vaults se ha corroborado recientemente a nivel
clinico (Lloret et al. 2009). La expresion de MVP y Ku70/80 estaba
inversamente relacionada, sugiriendo que MVP podria favorecer el aumento de
la inestabilidad genética reduciendo la reparacion del ADN dafiado en términos
de NHEJ, e inhibicion de la expresion de Ku70/80. La progresion tumoral y la
resistencia a quimioterapia y radioterapia también parecen estar mediadas por
la supresion de BAX y la sobreexpresion de IGF-1R, resultando en un aumento
de la proliferacion y una inhibicién de la apoptosis, causado todo ello por el
incremento de BCL-2 y la sobreexpresion de p53 alterada (Lloret et al. 2009).
La inhibicion de la sefial inducida por IGF-1R produce radiosensibilidad a
través de varios mecanismos. Cuando la funciéon de IGF-1R esta dafada, se
aumenta la radiosensibilidad mediante un mecanismo que implica el descenso
en la actividad de unién de Ku al ADN vy la inhibicién de Ku86 nuclear. Este
mecanismo parece ser dependiente de la proteina p38 kinasa (Cosaceanu et
al. 2007). A nivel clinico, Henriguez-Herndndez y cols. han demostrado

recientemente, en 50 pacientes con cancer de cérvix que presentaron
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respuesta completa a la quimio-radioterapia, que la expresion de Ku70/80
estaba significativamente inhibida en tumores que sobreexpresaban IGF-
1R/MVP/BCL-2 (Henriquez-Hernandez et al. 2011). Ku parece ser un regulador
central de la apoptosis por su interaccién con BAX (Amsel et al. 2008) y BCL-2.
Se ha demostrado, ademas, que este ultimo suprime a Ku70/80 y asi inhibe la
reparacion NHEJ (Wang et al. 2008). IGF-1R podria estar implicado en este
proceso a través de la fosforilacién de BAD, que posteriormente promueve la
liberacion de BCL-2, o mediante su asociacion con MVP y la subsecuente
modulacion de Ku. Aunque el valor pronéstico de IGF-1R no esta del todo
claro, parece ser que esta oncoproteina podria ser un buen factor pronéstico
en pacientes tratados con radioterapia, y actuar como una diana directa para
mejorar la respuesta a la radiacion de los pacientes con cancer. IGF-1R podria
afectar a la reparacion del ADN mediante la regulacion de Ku70/80 a través de
su interaccion con MVP vy la ulterior modulacion de NHEJ. Los mecanismos
celulares por los que IGF-1R podria afectar a la actividad de Ku70/80 mediante
MVP son desconocidos, y esta asociacion teérica podria considerarse como
una nueva hipotesis a estudiar para mejorar el conocimiento sobre el papel de

IGF-1R en la resistencia a radioterapia.
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4.2. Proteinas reguladoras de la resistencia a drogas. Papel de Major vault
protein (MVP)

Las células tumorales insensibles a las drogas antineoplasicas poseen un fenotipo de
resistencia a drogas. Las proteinas que pueden estar envueltas en esta resistencia
estan asociadas al transporte de xenobioticos: P-glicoproteina, la proteina 1 de
resistencia a multidroga (MDR1), la proteina de resistencia en cancer de mama (BRP)

y la proteina relacionada con la resistencia en pulmén (LRP).

4.2.1. Estructura y composicion

A la proteina LRP se la llamé posteriormente proteina vault mayor (MVP). En su forma
humana, el complejo Vault estd compuesto por particulas de ribonucleoproteina que
se encuentran en el citoplasma de las células eucaribticas y que se constituye por
multiples copias de tres proteinas: la proteina vault de mayor peso molecular (MVP) y
dos proteinas vault menores (VPARP y TEP1), ademéas de moléculas de ARN sin
traducir. MVP supone mas del 70% de la masa total del complejo (Steiner et al.
2006a). Los estudios de vaults en mamiferos han puesto de manifiesto que el
complejo contiene al menos, cuatro componentes distintos (Kedersha et al. 1986): tres
proteinas de alto peso molecular y varias moléculas pequefias de ARN no traducido.
La proteina Mr100.000 (masa relativa), conocida como major vault protein (MVP),
domina la estructura y constituye mas del 70% de la masa molecular del
complejo. Dos proteinas adicionales, Mr193.000 y 240.000, componen las proteinas
menores de vaults. Se ha observado que la subunidad Mr193.000 presenta actividad
poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), motivo por el cual ha esta unidad se la ha
llamado vault PARP (VPARP o p193) (Kickhoefer et al. 1999a). La subunidad
Mr240.000 presenta cierta similitud con la proteina asociada a la telomerasa 1 (TEP1)
(Kickhoefer et al. 1999b). Ademas, esta subunidad de vault es compartida con al
menos otro complejo de ribonucleoproteina, el complejo telomerasa. Por ultimo, la
vault ARN (VARN) representa aproximadamente el 5% de la masa total de vaults
(Kedersha et al. 1986). Un modelo estequiométrico ha propuesto que cada particula de
vaults se compone por 96 moléculas de MVP, 8 moléculas de VPARP, 2 moléculas de

TEP1 y al menos seis moléculas de vVARN (Kong et al. 2000).
El gen humano para el MVP, localizado en el cromosoma 16p13.1-p11.2 (Slovak et al.

1995), se expresa de manera diferencial en los diferentes tejidos. Asi, los tejidos que

presentan mayores niveles de MVP son pulmon, higado e intestinos; mientras que por
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otro lado, el musculo esquelético y el cerebro presentan niveles relativamente bajos de

esta proteina.

~67 nm

~40 nm

Figura 9. Estructura de Vault presente en higado de rata (resolucion, 3.5 A) (Tanaka et al.
2009).

El gen que codifica para la proteina Mr193.000, llamada VPARP, se encuentra en el
cromosoma humano 13q1l1l (Still et al. 1999) y esta heterogéneamente expresada en
los tejidos humanos. Se ha demostrado que VPARP cataliza la ribosilacion ADP de si
mismo y, en menor medida de MVP (Kickhoefer et al. 1999a). Aln no se conoce la
importancia de la actividad de VPARP para la funcion de vaults. Es importante
destacar que las particulas del complejo vaults mantienen esta actividad enzimatica.
La Poli ADP-ribosilacion de las proteinas constituye una modificacién postraduccional
reversible que juega un papel importante en el mantenimiento de la estabilidad
genomica del ADN (Smith 2001).

Se ha establecido que la proteina menor de vault (Mr240.000) es idéntica a la proteina
asociada a la telomerasa 1 (TEP1). El gen TEP1 en humanos ha sido localizado por
inmunofluorescencia de hibridacion in situ (FISH) en el cromosoma 14g11.2 (Saito et
al. 1997). El papel de TEP1 dentro del complejo telomerasa no esta claro, sin
embargo, se ha demostrado que TEP1 interactia especificamente con la ARN

telomerasa (Harrington et al. 1997; Nakayama et al. 1997).
Vaults ARN (VARN) constituye menos del 5% de la masa del complejo y se cree que

es una particula funcional mas que un componente estructural, ya que la degradacién

de la VARN no afecta a la estructura de valts (Kedersha et al. 1986; Kedersha et al.
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1991; Kickhoefer et al. 1993; Kong et al. 2000). El gen VARN es diferente para cada
especie, presentando desde 86 hasta 141 bases. Los seres humanos presentan tres
tipos de vVRNAs (hvgl, hvg2 y hvg3) de 98, 88 y 88 bases, respectivamente. . Al
parecer, los VARNs humanos individuales poseen afinidades diferentes para con
TEPL1. La mayor parte de VARN asociados a vaults son del tipo hvgl, y so6lo pequefias
cantidades de hvg2 y hvg3 (van Zon et al. 2003). Curiosamente, en al menos tres
lineas celulares resistentes a multiples drogas, el tipo hvg3 estd consistentemente
asociado en comparacion con sus contrapartes sensibles a los medicamentos (van
Zon et al. 2001). Esto sugiere que la proporcién en que los tipos de VARN aparecen

asociados a vaults puede ser de importancia funcional.

4.2.2. Funciones putativas de Vaults

El detallado conocimiento estructural que se tiene de este complejo proteico contrasta
con el escaso conocimiento que se tiene acerca de sus funciones y de las proteinas

con las que interacciona.

MVP posee un papel fundamental y esencial como proteina de resistencia a drogas,
tal y como se desarrollard en el siguiente apartado. No obstante, algunos autores
sugieren que MVP puede estar relacionada con las mayores cascadas de sefializacion
citoplasméticas. En los ultimos afios, se ha observado que MVP podria estar
involucrado en otros procesos celulares diferentes. Los niveles de expresion de Y-box-
binding protein-1 (YB-1), proteina importante para la proliferacién celular y la
reparacion del ADN, parece correlacionarse significativamente con los niveles de
expresion de MVP (p = 0.0044) en tumores de rabdomiosarcoma embrional (Oda et al.
2008). MVP parece inhibir la apoptosis celular y favorecer la proliferacion celular
(Steiner et al. 2006a). MVP inhibe a fosfatasas homologas de tensina (PTEN), que a
su vez estan relacionadas con el aumento de PI3K/Akt (Yu et al. 2002). Este dimero
inhibe la apoptosis, inhibiendo a su vez a la proteina pro-apoptética Bad (Rodemann et
al. 2007).

En células estimuladas mediante la adiccion de factor de crecimiento epidérmico
(EGF), se ha visto que MVP interacciona con los dominios SH2 de algunas tirosina
fosfatasas, interaccionando a su vez con ras e interviniendo en la modulacion de la
actividad de la via de Erk (Kolli et al. 2004). MVP también se une a los dominios SH2
de Src-quinasa, disminuyendo la activacién de Erk dependiente de EGF en células que

sobreexpresan Src (Kim et al. 2006). Esta proteina aumenta la proliferacién celular a
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través de la via de sefializacion dependiente de Erk/MAPK (Rodemann et al. 2007), y
previene la apoptosis mediando la inhibicion del eje COP-1/p53 (Lloret et al. 2008). Se
ha observado ademas que los niveles de expresion de MVP estan relacionados con
los de IGF-1R en pacientes con céncer cervical (Lloret et al. 2008), lo que lleva a la
célula a aumentar su proliferacion y a inhibir su apoptosis. El papel que MVP parece
tener en los fendbmenos de carcinogenésis, puede estar mediado por su relacion con la
proteina-asociada a telomerasa (TEP-1) (Miwa et al. 2007), asi como con la relacion

existente con los procesos de remodelacion de la cromatina (Emre et al. 2004).

El receptor de estrogeno es la proteina responsable de la accién biol6gica del
estradiol. La unién a secuencias especificas presentes en la regién reguladora de
genes, conocida como elemento de respuesta hormonal, constituye un evento
obligatorio en el mecanismo de accién hormonal (Beato et al. 1989). Abbondanza y
col., han reportado que el receptor de estrégeno podria interactuar con MVP vy, por lo
tanto, representar otra forma de control para la accion regulatoria hormonal a través de
MVP (Abbondanza et al. 1998).

Diferentes trabajos han evidenciado que la mayoria de las particulas vaults parecen
estar en el citoplasma, aunque una pequefa cantidad (0.5%) se asocia con la
envoltura nuclear en cortes de tejido (Kedersha et al. 1986; Kedersha et al. 1990), y
con complejos de poro nuclear (NPCs) (Chugani et al. 1993). La simetria y la
geometria de las particulas vaults ha llevado a pensar que ellas pueden ser el
conector central/transportista de los NPCs (Kedersha et al. 1991), y, como tal, podrian
desempenfiar un papel en el transporte nucleocitopladsmico (Chugani et al. 1993). En el
trabajo de Hamill y col, donde se buscaba establecer una funcién mas clara para las
particulas vaults y otras particulas de tipo ribonucleoproteinas del transporte
nucleocitoplasmético, se concluyd que vaults podrian jugar un papel en el ensamblaje
de los ribosomas y/o en el transporte de los ribosomas del nucleo. Vaults y los
ribosomas pueden interactuar a través de unos débiles puentes intermedios con
MARN. Si esa interacciébn de vaults con el ribosoma esta mediada por mARN o
proteinas asociadas con el mMARN, la pérdida de mARN podria destruir el ribosoma y
la interaccién con vaults. En ese mismo trabajo, se demostré por inmunotincion la
presencia de vaults en la superficie nuclear, ademas de una fuerte reactividad en el
nucleolo (el sitio de unién en la subunidad ribosomal). Estos resultados sugieren que
vaults estarian involucradas en el montaje y/o transporte de las subunidades

ribosomales nucleocitoplasmicas (Hamill et al. 1997).
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La capacidad de interaccion de la proteina constitutive photomorphogenic 1 ubiquitin
ligase (COP1) con el factor de transcripcion c-jun parece estar condicionada por el
estado de fosforilacion de MVP. En modelos celulares, la fosforilacion de MVP
inducida por radiacién UV impide una interaccion con COP1, lo que conduce a un
aumento del complejo COP1-c-jun, lo que al final modifica la expresion de AP-1 (Yi et

al. 2005).

También se ha observado una asociacion positiva entre los niveles del factor inducible
por hipoxia-1 (HIF-1) y MVP. Asi, en células sometidas a deprivacion de oxigeno, los
niveles de ambas proteinas se ven aumentados. Parece que MVP media la

ubiquitinacion y posterior degradacion de HIF-1 (lwashita et al. 2010).
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Figura 10. Representacion esquematica propuesta para las funciones de Vault, incluyendo los
procesos de transporte (1-6), captura de drogas (7) y modulacién de la sefial de transduccién
(8). Leyenda: (Transporte =), (Estimulacién —*), (Interaccion+), (Inhibicionl) (Steiner et al.

20064a).

Recientemente, se ha visto que MVP puede tener un papel relevante en la modulacion
del sistema inmune. El interferon g activa MVP a través de la via JAK/STAT, mediando
el aumento de expresion de MVP en macrofagos y células dendriticas (Mossink et al.
2003; Steiner et al. 2006b). No obstante, el papel de MVP en el sistema inmune esta

aun por dilucidar.
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Aungue la trascendencia y relevancia de MVP en particular, y de la proteinas vault en
general, sobre otros mecanismos celulares diferentes a la resistencia a drogas debe
ser demostrada, parece evidente que esta proteina se encuentra en medio de
procesos relevantes para la célula, tales como la proliferacion y la apoptosis, que por

otra parte son mecanismos claves en los fenédmenos de carcinogénesis.

4.2.3. Resistencia a drogas: el papel mas conocido de MVP

Vaults transportan drogas y otros xenobidticos lejos de sus dianas subcelulares
mediante mecanismos de extrusion de estas sustancias desde el nucleo o el secuestro
de las mismas en vesiculas de exocitosis. En tal escenario, vaults podrian funcionar
como transportadores citoplasmaticos y/o nucleares de farmacos asociadas a la
membrana, quiz4 relacionandose con otras proteinas transportadoras de la familia
ABC presente en las distintas membranas intracelulares. Las proteinas de resistencia
a multidrogas (MDR), entre las que se encuentran Pgp, LRP y MVP, realizan una serie
de funciones relacionadas con los procesos de detoxificacion celular. Asi, aumentan la
actividad detoxificadora de las enzimas glutation S-transferasa (GST) y 06-
alquilguanina-ADN alquiltransferasa; altera la actividad de la enzima topoisomerasa
11; y aumenta la expresion génica de la metalotioneinas (Vendrik et al. 1992; Mattern
et al. 1993). Estas proteinas de resistencia a droga, estdn presentes en distintos
tejidos normales y malignos. En las células normales, la mayoria de estas proteinas
presentan un papel protector contra las sustancias toxicas. Hay evidencias que
sugieren que las células conservan esta funcion también cuando adquieren un fenotipo
maligno, manteniendo e incluso potenciando la capacidad celular para eliminar

compuestos de tipo quimioterapico (Mattern et al. 1993).

La cavidad central de vaults es lo suficientemente grande como para incluir complejos
de hasta 330 A de diametro (Kong et al. 1999), o para secuestrar a cientos de
proteinas menores. En un estudio elaborado por Chugani et al. se encontré6 una
pequefia porcién de las vaults de la rata, asociados con la envoltura nuclear vy,
posiblemente, con el complejo del poro nuclear (NPC), lo que sugiere que vaults
actuarian como lanzaderas entre el nucleo y el citoplasma (Chugani et al. 1993). La
masa, el diametro y la forma de vaults son similares a las que presenta la clavija
central de la NPC. Hasta hace muy poco, sin embargo, vaults no habia sido detectada
dentro de la NPC. Utilizando microscopia crioinmunoelectrénica e inmuno-tincion,

Slesina et al. fueron los primeros en localizar a MVP dentro de NPC, proporcionando
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un indicio mas para comprender las funciones de MVP/vaults y su relacidon con las
NPC (Slesina et al. 2005).

Un estudio realizado en células de carcinoma de faringe, la cuales presentaban alta
expresion de LRP, demonstré una posible participacion de esta proteina en el
transporte nucleocitoplamatico de drogas, dando como resultado la presencia de un
fenotipo de resistencia a multidrogas (MDR). Tanto las células de carcinoma de faringe
sensibles como las resistentes fueron sometidas a diferentes concentraciones de
benzopireno y de doxirrubicina. Tras verificar la distribucion intracelular de estas
drogas por microscopia de fluorescencia, se observd que las células sensibles
presentaban un acumulo mas pronunciado en el nucleo (lugar de accion de estas
drogas), que en el citoplasma, lo que resulta en una mayor sensibilidad a estos
agentes. Por otro lado, las células resistentes presentaban mayor acumulo en el
citoplasma, alejandose, por lo tanto, de su sitio de accién. Este experimiento, asi como
otros, sugieren que MVP puede ser muy relevante en el desarrollo del fenotipo MDR
(Cheng et al. 2000). Por su parte, Silva y cols. publicaron que lineas celulares
resistentes a multiples drogas (pulmén, mieloma y carcinoma de mama), presentaban
niveles elevados de MVP. Es mas, se ha demostrado recientemente que el MVP no es
suficiente para originar al fenotipo MDR aisladamente. De hecho, vaults constituye un
complejo de multiples subunidades que necesitan interactuar para generar el fenotipo
MDR (Siva et al. 2001).

La proteina MVP puede ser encontrada fisiolégicamente en el célon, pulmones,
tubulos contornados proximales renales y corteza adrenal (Filipits et al. 2000Db).
Ademas, se expresa intensamente en tejidos expuestos a agentes xenobidticos
durante largos plazos; como el epitelio bronquial, la corteza adrenal y los macréfagos
(van Zon et al. 2003). MVP puede generar mayor o menor sensibilidad a la
guimioterapia en distintos tipos tumorales, principalmente en el pulmén, asi como en
leucemias, linfomas y tumores soélidos (Raaijmakers et al. 1998; Filipits et al. 2000b;
Mossink et al. 2003). También participa en la resistencia a la adriamicina, y se cree
que pueda estar asociado con los fendmenos de resistencia en algunos casos de
neoplasias mamarias; aunque los mecanismos de accion subyacentes no han sido

claramente dilucidados (Schneider et al. 2000).
Estudios en mielomas han visto relacion entre la expresion de MVP y la resistencia a

agentes alquilantes como el melfalano (Raaijmakers et al. 1998; Mossink et al. 2003).

Ademas, la expresion de MVP en células tumorales esta asociada a la resistencia a
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doxorrubicina, vincristina, carboplatino, etoposido, paclitaxel y gramicidina D (Filipits et
al. 2000a). La expresion de MVP también ha sido asociada a una respuesta deficiente
a la quimioterapia y a una menor supervivencia en caso de linfomas de células B, lo
gue sugiere que esta proteina pueda ser un factor de resistencia clinicamente
relevante en casos de linfoma (Filipits et al. 2000b). En el caso de la leucemia mieloide
aguda, se ha observado que existe una co-expresion de Pgp, MRP1 y MVP.
Generalmente, las peores respuestas al tratamiento y las menores tasas de
supervivencia son observadas en pacientes que co-expresaron estas proteinas.
Ademas, el mejor pronéstico lo tenian aquellos pacientes negativos para esta co-
expresion (Mossink et al. 2003). La existencia de la co-expresion de estas proteinas ya
fue descrita previamente por otros autores en pacientes con carcinomas de ovario
(Moran et al. 1997).

En relacion a los tumores sélidos, la expresion de MVP fue abordada en cancer de
ovario, mama y en neoplasias de epitelio bronquial, colon, recto, melanoma,
osteosarcoma y neuroblatoma (Mossink et al. 2003). No obstante, son pocos los
estudios que han evaluado el papel de MVP en los tumores sélidos. En el cancer de
ovario avanzado FIGO estadio Ill/IV, el 77% de los pacientes expresaban MVP en el
momento del diagndstico. También se ha observado una cifra similar en el mismo tipo
de tumor localizado en estadios iniciales (FIGO estadio I/ll). En el cancer de ovario
avanzado, se ha encontrado una correlacion entre la expresion de MVP vy la falta de
respuesta al tratamiento, asi como con una supervivencia global mas corta. Este
resultado no se reprodujo en el cancer de ovario en etapas tempranas. Por contra, la
expresion MVP en cancer de ovario en fase inicial se asocié con las variables de

pronostico més favorables (Izquierdo et al. 1995; Arts et al. 1999).

En el caso del cancer de mama, en dos estudios en los que se utilizd la
inmunohistoquimica para valorar la expresion MVP, se observé que la expresion varié
de un 69 hasta un 75% sin diferencias significativas entre las muestras obtenidas al
momento del diagnostico o en recaida después de la quimioterapia (Linn et al. 1997).
Un segundo estudio obtuvo resultados similares: 68% de los pacientes con media/alta
expresion de MVP (Pohl et al. 1999). Sin embargo, en ninglin caso se observo

correlacion significativa con la evolucion clinica.
Otros tejidos que expresan un alto nivel de MVP son el epitelio bronquial, el

intestino/recto, colon y otros tejidos epiteliales. En los canceres derivados de estos

tejidos, se constata una expresion variable de MVP. Por ejemplo, en el cancer

98



INTRODUCCION

pulmonar de células no pequefas y el de células pequefas, la expresion es variable,
siendo la mas alta en el cancer de pulmon de células no pequefias quimiorresistentes
(Dingemans et al. 1996). Al igual que en otros estudios, no se observo correlacion con

los pardmetros clinicos o patolégicos (Dingemans et al. 1996; Volm et al. 1997).

En los tumores colorrectales, se ha observado que la expresion de MVP aumenta en
las lesiones premalignas, asi como en el adenoma de colon y el carcinoma de colon
agresivo, lo que sugiere una asociacion de este marcador con la agresividad de la

patologia (Izquierdo et al. 1995; Meijer et al. 1999).

Otros tumores en los que se ha reportado la expresion de MVP son el melanoma, el
osteosarcoma Yy el neuroblastoma (Ramani et al. 1995). En el melanoma, se ha
observado una alta expresion de MVP que parece correlacionarse con el
comportamiento agresivo del tumor, como es el caso del melanoma coroidal primario
(Schadendorf et al. 1995; van der Pol et al. 1997). Puesto que este tipo de tumor rara
vez responde a la quimioterapia, la importancia de la resistencia a drogas sigue siendo
poco clara. En el osteosarcoma, la expresion de MVP se correlaciona con fallo del

tratamiento quimioterapico asi como con una baja supervivencia (Uozaki et al. 1997).

En el estudio de Izquierdo y col., en donde se midi6 la expresion por
inmunohistoquimica de LRP en tejidos normales y en 28 tipos tumorales, se observo
gue la frecuencia de LRP variaba segun la quimiosensibilidad de los diferentes tipos

de tumores (Izquierdo et al. 1995):

- Bajas tasas en cancer testicular, neuroblastoma y leucemia mieloide aguda.
- Tasas intermedias en cancer ovarico.

- Altas tasas en cancer de colon, de rifion y en carcinoma pancreético.

Un estudio posterior realizado en pacientes con cancer de mama, evidencio altos
niveles de expresion de LRP/MVP en tumores primarios operables, tumores
localmente avanzados, tumores localmente avanzados tras ser tratados con
gquimioterapia, y en tumores metastasicos resistentes a antraciclinas. No obstante, no
se observo relacién alguna con la respuesta clinica o patoldgica a la quimioterapia
(Linn et al. 1997).

LRP/MVP se expresa mayoritariamente en la superficie de las criptas de las células

epiteliales del colon. Cuando estas células sufren un proceso carcinogénico, se
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produce un aumento rapido y abrupto de los niveles de expresion de esta proteina,
gue se incrementan en los adenomas y tienen su maximo nivel en los carcinomas. Asi,
en cancer de colon, la sobre-expresion de LRP/MVP constituye un marcador de

fenotipo agresivo y un factor de peor prondstico (Meijer et al. 1999).

Vaults estd presente en todos los tejidos humanos, aunque se expresa
mayoritariamente en células y tejidos crénicamente expuestos a xenobidticos, como el
pulmoén, las células epiteliales, el tracto digestivo y los macréfagos (Schroeijers et al.
2002). Esta distribucién evidencia el papel que vaults tiene en la defensa de estos
organos y células frente a componentes toxicos. Se estima que existen entre 10.000 y
100.000 copias de esta proteina por célula (Kickhoefer et al. 1998). Aunque su funcién
principal es la de detoxificacion, hay estudios que han sugerido que las vaults podrian
estar involucradas en fendmenos de transporte de distintos sustratos (Herrmann et al.
1999; Li et al. 1999), como el receptor de hormonas esteroideas (Abbondanza et al.
1998) o de ribosomas (Hamill et al. 1997). Ademas, la expresion de MVP y de otros
componentes de vaults, reflejaron el papel que tienen en la quimioresistencia de
muchas lineas de células tumorales (Kickhoefer et al. 1998; Schroeijers et al. 2000;
Siva et al. 2001), donde se observaron niveles elevados de MVP en células resistentes
a varias clases de agentes citotdoxicos. En cancer de pulmén no microcitico, los niveles
de expresion de MVP, determinados a nivel de proteina y de ARN mensajero
(expresién), se correlacionaron con la resistencia al cisplatino, pero no se
correlacionaron con otros citotdxicos (Berger et al. 2000). Para medir el papel directo
de vaults en la resistencia a drogas, se realizaron transfecciones estables de MVP en
lineas celulares de carcinoma ovéarico A2780. Aunqgue los niveles de MVP aumentaron,
no fueron capaces de conferir resistencia a ciertas drogas (Scheffer et al. 1995).
Estudios posteriores en la misma linea celular transfectada, mostraron que las células
presentaban niveles elevados de TEP1 y VPARP, ademas de un numero elevado de
particulas vault intactas (Siva et al. 2001). Estos autores concluyeron que vaults podia
ser necesaria pero no suficiente para conferir una resistencia a droga (Siva et al.
2001).

La hipotesis de que la expresion de MVP refleja una ruta de resistencia a multidroga
ha promovido el estudio de la expresion de dicha molécula en tumores humanos.
Estos estudios pretenden comprobar si la expresion de MVP es capaz de predecir la
respuesta clinica a la quimioterapia. En cancer de ovario avanzado, los pacientes con
tumores LRP positivos tuvieron una peor respuesta a la quimioterapia (p = 0.004), asi

como una menor supervivencia libre de enfermedad (p = 0.003) y supervivencia global,
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en comparacién con los pacientes LRP negativos (Izquierdo et al. 1995). Dos estudios
en cancer de mama encontraron una alta expresion de la proteina sin correlacion con
la respuesta clinica (Linn et al. 1997; Pohl et al. 1999). En los tumores colorrectales, se
ha observado una creciente expresion de MVP, que se ve aumentado desde lesiones
premalignas a carcinoma de colon invasivo, lo cual sugiere que MVP podria estar
asociado con el grado de la enfermedad (Izquierdo et al. 1996; Meijer et al. 1999). En
osteosarcoma, la expresion de MVP estaba correlacionada con resistencia a la
guimioterapia asi como con una peor tasa de supervivencia (Uozaki et al. 1997). Se ha
encontrado una relacion entre LRP y ciertos factores pronosticos en carcinoma
ovarico. En el estudio de Arts y col, realizado en 115 pacientes con carcinoma ovarico,
se observd una asociacion entre LRP y factores prondsticos favorables, incluyendo el
estadio tumoral (p < 0.01) y el grado tumoral (p < 0.05). Sin embargo, no se encontrd
relacién entre la expresién de LRP y la supervivencia global o libre de enfermedad
(Arts et al. 1999). En un estudio posterior realizado en 29 pacientes con carcinoma
epitelial ovarico, no se observaron diferencias significativas en la expresion de LRP
cuando se compararon grupos quimiosensibles con guimiorresistentes. Sin embargo,
se observaron diferencias en la expresion de LRP en pacientes con cancer ovarico
frente a individuos normales (Goff et al. 2001). Pohl y col. analizaron la expresién de
LRP en 68 pacientes con carcinoma colorrectal, observando que era un factor
prondstico independiente del grado histologico, el tamafio tumoral, el desarrollo de
nodo linfatico y de la metastasis a distancia. No se observaron diferencias entre la
supervivencia de pacientes con tumores LRP positivos y LRP negativos. Sin embargo,
pacientes con alta expresion de LRP tenian una mayor supervivencia (Pohl et al.
2001). En cancer de vejiga, se ha encontrado una asociacion entre la expresion de
LRP/MVP y peor respuesta a la quimioterapia neoadyuvante, ademas de una baja
probabilidad de conservacién de la vejiga después del tratamiento (p = 0.035) (Diestra
et al. 2003). En carcinoma de orofaringe, una alta expresion de MVP se relacionaba
Ccon una peor supervivencia y menor respuesta a la radioterapia (Silva et al. 2007).
Harada y col. analizaron el valor predictivo de p53, Bcl-2 y LRP en la respuesta a la
quimioterapia en 57 pacientes con cancer de pulmén no microcitico. En los carcinomas
de células no escamosas, la expresidon de p53 se asocid con la respuesta a la
quimioterapia (p = 0.03), y la expresion de LRP se correlaciond inversamente con la
respuesta a la quimioterapia en carcinomas epidermoides (p = 0.02). No se observé
relacién entre Bcl-2 y la respuesta a la quimioterapia, ni entre la expresion de LRP,

Bcl-2, p53 y factores clasicos de pronostico (Harada et al. 2003).
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4.2.4. LRP/MVP y Radioterapia

Hasta ahora, se ha podido observar el papel de MVP en la resistencia a drogas en
varias lineas celulares, asi como en carcinoma ovarico, leucemia mieloide aguda, y
otros tipos tumorales. Sin embargo, se conoce poco sobre su posible papel en la
resistencia a la radiacion. En el estudio de Shimamoto y col. realizado en lineas de
cancer colorrectal humano, se observé que los niveles de MVP aumentaban después
del tratamiento con agentes que dafiaban el ADN (bromuro de etidio y radiacion
ultravioleta), sugiriendo que el dafio producido aumentaba la actividad promotora de
MVP (Shimamoto et al. 2006). El primer estudio publicado que analizaba el papel
clinico de MVP en pacientes tratados con radioterapia fue realizado por Silva y col
(Silva et al. 2007). Analizaron la expresion de MVP en 78 biopsias de pacientes con
carcinoma epidermoide de cabeza y cuello que recibieron radioterapia radical.
Observaron que Unicamente en pacientes con cancer de lengua, la sobreexpresion de
MVP se asociaba con un peor pronéstico de la enfermedad (p < 0.0001), demostrando
por primera vez a nivel clinico que LRP/MVP no sélo juega un papel importante en la

resistencia a drogas sino también en la resistencia a la radioterapia (Silva et al. 2007).

Posteriormente, Lloret y col. analizaron el papel de MVP en 60 pacientes con
carcinoma de cérvix (Lloret et al. 2008). Observaron una asociacion directa entre la
expresion de MVP e IGF-1R, y concluyeron que la sobreexpresion de cualquiera de las
dos oncoproteinas disminuia significativamente los ratios de supervivencia. Mas aun,
aquellos pacientes que tuvieron respuesta clinica completa al tratamiento (n = 50), y
gue ademas presentaban niveles bajos de expresion de IGF-1R y MVP, tenian unas
tasas de supervivencia a 10 afios del 100%. Constituyendo la sobreexpresion de

cualquiera de las dos proteinas un factor de peor prondstico (Lloret et al. 2008).
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Tabla 5. Relacién entre LRP/MVP respuesta y supervivencia en distintos tipos tumorales

N° de Tipo de Respuesta a DFS 0s
pacientes tumor quimioterapia

(Izquierdo et al. 1995) 57 Ovario Si Si Si
(Schadendorf et al. 1995) 71 Melanoma Si
(Ramani et al. 1995) 21 Neuroblastoma No
(Dingemans et al. 1996) 36 NSCLC No No
(Linn et al. 1997) 70 Mama No
(Uozaki et al. 1997) 60 Osteosarcoma Si Si
(Arts et al. 1999) 115 Ovario No No No
(Pohl et al. 1999) 99 Mama No No No
(Volm et al. 2000) 87 NSCLC Si No
(Goff et al. 2001) 29 Ovario No
(Pohl et al. 2001) 68 Colorrecto No
(Diestra et al. 2003) 83 Vejiga Si
(Harada et al. 2003) 57 NSCLC Si
(Silva et al. 2007) 78 HNSCC Si Si
(Lloret et al. 2008) 60 Cérvix Si Si Si

Abreviaturas: NSCLC, non-small cell lung cancer; HNSCC, head & neck squamous cell

carcinoma; DFS, supervivencia libre de enfermedad; OS, supervivencia global.
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4.3. Proteinas reguladoras de la apoptosis. Papel de BCL-2

4.3.1. Generalidades

En 1885, Walther Flemming observo que la atresia del epitelio de los foliculos ovaricos
se debia a una muerte celular con unos cambios nucleares caracteristicos, a la que
denomind cromatolisis y que constituian una nueva forma de muerte celular diferente a
la conocida hasta ese momento, la necrosis (Majno et al. 1995). En los afos 70,
Allison Crawford defini6 la “muerte celular programada en los tejidos normales durante
la embriogénesis y el desarrollo”, concluyendo que este proceso era el mismo descrito
por Flemming. Se le denomind apoptosis (del griego “cayendo”), para subrayar esa
eliminacion celular aislada (“tal y como caen las hojas de los &rboles”). Se postulé que
el inicio inadecuado, o la inhibicion de la apoptosis, podrian influir en la génesis de

enfermedades como el cancer.

Durante la apoptosis se produce i) la condensacion de la cromatina con rotura del ADN
(aproximadamente cada 180 pares de bases), ii) la condensacién citoplasmatica y iii)
el encogimiento celular (manteniéndose las organelas practicamente intactas). El
fendmeno se puede observar por microscopia 6ptica con tincibn de hematoxilina-
eosina (Kerr et al. 1972), aunque también se puede estudiar por métodos mas
complejos (microscopio electronico, citometria de flujo, ruptura de ADN). La apoptosis
se puede iniciar en cualquier fase del ciclo celular, dependiendo de la célula y del tipo

de estimulo.

Durante la apoptosis, la célula sufre el dafio principalmente a nivel del ndcleo, sin
producirse reaccion inflamatoria y generalmente de forma aislada (Mikulski 1994). Se
caracteriza por ser un proceso biolégico ordenado, que resulta necesario para evitar la
super-produccion celular, siendo de vital importancia durante la morfogénesis. Los
términos apoptosis y muerte celular programada, son a menudo utilizados como
sinbnimos. Sin embargo, hay otros procesos de muerte celular como son la autofagia y
la necrosis, en los que se han identificado a nivel molecular componentes que
justifican la existencia de un programa de ejecucién. A pesar de la idea de que la
muerte celular programada genéticamente requiere de la sintesis proteica, todos estos
procesos (apoptosis, autofagia, necrosis) parecen estar listos previamente para ser
ejecutados, lo que sugiere que la definicion de muerte celular programada englobaria

a todos los casos (Lockshin et al. 2001).
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Durante la necrosis, la muerte va acompafiada de un aumento del volumen celular,
vacuolizacion del citoplasma, aumento de la permeabilidad de la membrana
plasmatica y lisis nuclear, sin fragmentacion especifica de la cromatina. Esta forma de
muerte celular se produce en respuesta a dafios importantes causados por isquemia e
hipoxia severas o por exposicion a dosis elevadas de compuestos genotdxicos, que
afectan al metabolismo energético celular. La muerte celular por autofagia es un
proceso menos estudiado, que se caracteriza por la destruccion de componentes
celulares dentro de la célula en vacuolas autofagicas. Las caracteristicas morfolégicas
de la autofagia incluyen vacuolizacion, degradacion del contenido citoplasmico y ligera

condensacion de la cromatina (Fink et al. 2005).

4.3.2. Apoptosis: regulacion, moléculas involucradas y fases

El proceso de apoptosis tiene una regulacion compleja. En principio, cualquier célula
tiene capacidad para entrar en apoptosis. La pérdida de integridad de las uniones
intercelulares, las hormonas y factores de crecimiento, los impactos ambientales
(agentes quimicos, radiaciones ionizantes e isquemia) y el sistema inmune, son
algunos de los desencadenantes extracelulares de la apoptosis. Estos agentes actlan
a través de receptores de membrana, receptores intracelulares o de manera directa
sobre el nucleo, dando lugar a la liberacion o inhibicion de reacciones intracelulares
gue conducen a la fragmentacién del material genético y a la muerte celular (Raff
1992).

Existen decenas de genes implicados en la apoptosis. Los genes cuya expresion
promueve la supervivencia celular, disminuyendo la susceptibilidad a la apoptosis,
pertenecen al grupo de los llamados oncogenes, destacando entre ellos el gen B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2). Aquellos genes que promueven la apoptosis se engloban dentro
de los llamados genes supresores, entre los que destaca p53 y el gen del
retinoblastoma (pRb). La mutacion y/o el cambio en la expresion de estos genes,
puede provocar un desequilibrio del destino celular, de forma que una célula sana
podria ser eliminada errbneamente, mientras que una célula con aberraciones
genéticas podria quedar protegida, perpetuandose en su descendencia las mutaciones
potencialmente carcinogénicas. La anomalia o la ausencia de Bcl-2 podrian dar como
resultado un acortamiento de la supervivencia celular. Sin embargo, un incremento en
su expresion produciria un alargamiento de la misma. Mientras, mutaciones o
ausencia de p53 producirian una ausencia de muerte celular por apoptosis. De manera

didactica, el dafo nuclear aumentaria la expresion de p53. Su mensaje apoptético sera
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alentado por Bcl-2 associated X proteina (Bax) y contrarrestado por Bcl-2. p53
centraliza la coordinacién de otros procesos relacionados con el dafio celular, como
son la reparacion de dafios en las bases o roturas dobles de cadena, la progresion del
ciclo celular y la muerte por apoptosis. A p53 se la conoce comunmente como el
“guardian del genoma”, porque mantiene la estabilidad genética celular (Levine et al.
1991). Su relacion con el cancer es bien conocida, tanto por su frecuencia de
alteraciones (mas del 50% de los tumores muestran alteraciones en p53), como por la
frecuencia de aparicion de tumores en personas con mutaciones germinales de p53
(Sindrome Li-Fraumeni). Ademas, en tumores sin mutaciones del gen, la funcién de
p53 puede estar alterada debido a su secuestro citoplasmatico por oncoproteinas
virales (por ejemplo, HPV-E6) (Morris 2002).

P53 es una proteina de 393 aminoacidos cuyo gen codificador se encuentra en el

cromosoma 17 y que posee varios dominios (May et al. 1999):

* En el domino N-terminal se encuentran:
- Dominio transactivador (TA), en el cual las interacciones entre
proteinas facilitan o bloquean la capacidad de transactivacion de p53.
- Region poliprolina, que podria mediar las funciones apoptoticas de p53
y la supresion del crecimiento celular independiente de transcripcion.
- Nuclear Export Signal (NES), relacionada con el transporte de p53

desde el nucleo al citoplasma para su degradacién mediada por MDM-2.

* El dominio central contiene:
- La secuencia especifica de unién al ADN, que permite la union de p53
con los sitios promotores de genes diana como p21 (WAF1/Cipl).
- Cuatro regiones conservadas que regulan las interacciones proteina-
ADN.

En esta regién ocurren mas del 90% de las mutaciones identificadas en
canceres humanos. Algunas mutaciones limitan la actividad de
transcripcién de p53 y otras tienen la capacidad de transactivar genes
especificos como c-Myc (proliferacion celular), MDR-1 (resistencia a
drogas), tolerancia al estrés celular, radioresistencia relacionada con
mejoras en la capacidad de reparaciéon del ADN o inhibicion de la
apoptosis (Sigal et al. 2000). Ademas, se producen uniones a otras

proteinas de tipo inhibidoras de p53 (SV40 Large T antigen protein),
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favorecedoras de la misma (P53BP1/2) o proteinas de reparacion
(BRCAL, BLM y Rad51) que facilitan la reparacion homdéloga de las

roturas dobles de cadena del ADN inducidas por accion de la radiacion.

 El dominio C-terminal incluye:
- Un dominio de oligomerizacion que permite la éptima configuracion de
p53 en forma de tetrameros.
- Una region de sefializacion de localizacion nuclear (NLS) relacionada
con la translocacion de p53 desde el citoplasma al nucleo.
- Una region de union con secuencias no especificas de ADN y roturas
dobles de cadena inducidas por radiacion ionizante, permitiendo el
reconocimiento del ADN dafado y favoreciendo su papel en la
reparacion del dafio mediado por XPD, XPB, BLM, Rad51, etc. (Cuddihy
et al. 2004).

En condiciones fisiologicas, p53 muestra niveles bajos de la proteina, con una vida
media corta (10-20 minutos). El recambio viene controlado por la proteolisis inducida
por MDM-2. En caso de dafio al ADN, p53 se acumula y se activa, desarrollandose un

complejo sistema de regulacién (Ashcroft et al. 1999).

La proteina Bcl-2 consta de 239 aminoacidos y su gen codificador estd en el
cromosoma 18. Contiene cuatro dominios estructuralmente conservados: BH1, BH2, y
BH3 que son necesarios para interaccionar con otros miembros de la familia Bcl-2, y
dominio BH4 que media las funciones de control del ciclo celular. Existe un dominio
transmembranal de gran importancia funcional, necesario para la localizacién
subcelular de Bcl-2 (Belka et al. 2002).

En condiciones normales, la expresion de Bcl-2 disminuye cuando las células estan
maduras o cuando tienen que ser eliminadas, mientras que se expresa en células que
deben sobrevivir (células hematopoyéticas precursoras y células del sistema nervioso).
Bcl-2 tiene un importante papel en la embriogénesis, donde la mayoria de las células
expresan altos niveles de esta proteina (Jacobson et al. 1997). En general, las células
que expresan Bcl-2 bloquean la apoptosis y promueven la supervivencia celular,
facilitando la adquisicion de mutaciones y la transformacién maligna (Vaux et al. 1988;
Pezzella et al. 1995). Bcl-2 inhibe la apoptosis (Hockenbery et al. 1991) bloqueando el
citocromo C liberado por la mitocondria durante la ruta de apoptosis mitocondrial
(Brustugun et al. 1998).
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Figura 11. La familia de proteinas BCL-2 contiene muchas otras moléculas, divididas en dos
grupos, anti-apoptéticas y proapoptoticas. La figura representa los dominios que presenta cada

uno de sus miembros.

Bax (Bcl-2 associated X protein) es una proteina cuyo gen codificador esta en el
cromosoma 19. Aunque posee una alta homologia con la proteina Bcl-2, carece del
dominio BH4 (Figura 11). Participa en la ruta de apoptosis mitocondrial induciendo la
liberacion del citocromo C. Bax se asocia con el complejo del poro de la mitocondria,
que participa en la regulacion del Ca2+ de la matriz, pH, potencial de membrana
mitocondrial, etc. La proteina Bax se une a un componente de este complejo
induciendo la apertura del poro con la consiguiente rotura del potencial de membrana
mitocondrial y la liberacion de moléculas pro-apoptoéticas como el citocromo C (Marzo
et al. 1998; Narita et al. 1998; Susin et al. 1999). Bcl-2 interactia con Bax a nivel de la
mitocondria modulando la inactivacion de Bax a través de la heterodimerizacion.
Cuando la proteina Bcl-2 esta en exceso, forma homodimeros Bcl-2/Bcl-2 y
heterodimeros Bcl-2/Bax, quedando la célula protegida de la apoptosis. Pero cuando
Bax esta en exceso, dominan los homodimeros Bax/Bax y la célula es susceptible de

apoptosis (Korsmeyer et al. 1993; Petros et al. 2004).



INTRODUCCION

vida muerte
(=) apoptosis @ apoptosis
«-—>
BCL2 BCL2 BCL2 BAX BAX BAX
lHomodimeros Ieterodimeros Homodimeros

© Genp 53 ®

Figura 12. Bcl-2 y Bax, regulados por p53, controlan el destino final de la célula. La formacion
de homodimeros de Bcl-2 inhibe la apoptosis, mientras que la formacion de homodimeros de
Bax, propiciado por p53, induce la apoptosis celular. El equilibrio entre estas tres proteinas

regula si la célula vive o muere.
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Figura 13. Principales factores que influencian el ciclo celular y la apoptosis. (Disponible en:

www.biocancer.com)



INTRODUCCION

Bax, Bcl-2 y p53 son las principales proteinas involucradas en la apoptosis. No
obstante, recientemente se ha descrito el papel que estas moléculas pueden tener en
los procesos de reparacion del ADN. Aparte de Bcl-2, Ku70 es capaz de secuestrar a
Bax desde la mitocondria, provocando una regulacion negativa de la apoptosis. El
mecanismo a través del cual se produce este fenémeno es el de ubiquitinacion (Chang
et al. 2008). Ku70 es una proteina fundamental en los procesos de reparacién no
homologa del ADN, y se la considera ademas un relevante supresor de Bax (Sawada
et al. 2003). Bcl-2 por su parte es capaz de inhibir los procesos de reparacion
homologa reduciendo la actividad de la proteina Ku (Ku70/80). Bcl-2 desorganiza de
manera directa el complejo Ku/DNA-Pkcs, tanto in vivo como in vitro. Asi, la supresion
de la via de reparacion no homoéloga al ADN por Bcl-2 conduce a la acumulacion de
dafio en el ADN, inestabilidad gendmica, y aumento de la probabilidad de desarrollo de
procesos carcinogénicos (Wang et al. 2008). El papel de Ku70/80 en la regulacion de
la reparacién del ADN tiene una trascendencia terapéutica, ya que se ha observado
gue su inhibicién condiciona una peor respuesta a la radioterapia, existiendo ademas
una intima relacién con otras proteinas desarrolladas en esta Tesis Doctoral como
IGF-1R y MVP (Lloret et al. 2009; Henriquez-Hernandez et al. 2011).






INTRODUCCION

4.4. Proliferacion celular (Ki67)

El cancer es una proliferacion descontrolada de células con anomalias en su material
genético. La proliferacion celular estd sometida, en primer término, a la presencia de
factores externos como son los factores de crecimiento y las interacciones con otras
células y nutrientes. Los factores de crecimiento son generalmente proteinas que
actuan mediante uniones de alta afinidad a receptores, cuya funcién principal es la del
control externo del ciclo celular, mediante el abandono de la quiescencia celular (GO) y
la entrada en la fase G1 del ciclo celular, pudiendo realizar su funcion como inductores
(IGF-1) o supresores (TGF ) de la proliferacion celular, promoviendo la diferenciacion
celular, la movilidad y la adhesion celular entre otros fendmenos. Estos factores de
crecimiento actan sobre la célula a través de mecanismos endocrinos, paracrinos o
autocrinos. Cuando el factor de crecimiento se une a su receptor, se inicia una
cascada de procesos bioquimicos, denominados sistemas de transduccion de sefiales,
que permiten la llegada de esta sefal proliferativa hasta el nucleo. Alli, por induccion
de la expresion de diversos mediadores, incluidas las ciclinas (especialmente la ciclina
D), se favorece la proliferacion celular. Sin embargo, cuando la sefial proliferativa llega
al nucleo, la division celular queda regulada por los llamados puntos de control del
ciclo celular o check-points, que impiden la progresion de células dafiadas y mantienen

la homeostasis celular (Ilvanchuk et al. 2004).

El ciclo celular se divide en fases: La fase S y la fase M son fases que corresponden a
la sintesis de ADN y mitosis. Ambas fases estan separadas por la fase G1 (fase de
crecimiento plastico de la célula) y G2 (fase de preparacion para la division celular).
Existe una gran variedad de proteinas que controlan y coordinan el ciclo celular. Las

principales son las quinasas dependientes de ciclina (CDKSs).
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Figura 14. Ciclo celular y principales proteinas involucradas en el mismo. (Disponible en:

http://www.fisicanet.com.ar/biologia/informacion_genetica/apl/ciclo_celular03.jpg)

Las ciclinas son necesarias en diferentes momentos del ciclo celular, fluctuando sus
niveles en las distintas fases del mismo. La fosforilacion/defosforilacién de la proteina
codificada por el gen retinoblastoma (pRb) constituye el evento central en la regulaciéon
de este punto de control (restriction checkpoint). Cuando pRb esta hipofosforilada
inhibe a E2F, evitando que ésta induzca la expresion de genes que regulan la sintesis
de ADN. La fosforilacion de pRb impide su union a E2F, que queda libre para
promover la sintesis de ADN. Este punto de restriccion estéd regulado por las CDKs,
que a su vez se encuentran reguladas por inhibidores (CDKIs) y otros moduladores
(DeWolf et al. 2004; Ivanchuk et al. 2004).

La sintesis de ciclina D es inducida por factores de crecimiento, y disminuida por
inhibidores de la proliferacion. La formacion del complejo ciclina D-CDK4/6 provoca la
fosforilacion de pRb y posterior liberacion de E2F. Ademas, el complejo ciclina D-
CDK4/6 secuestra a los inhibidores de CDK2, lo que reduce el efecto inhibidor de los
inhibidores de ciclinas sobre la ciclina E-CDK2, incrementando la capacidad de
fosforilacion de CDK2 sobre pRb y favoreciendo la proliferacion celular (Masamha et
al. 2009).
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4.4.1. Marcadores tumorales de proliferacion celular

Los marcadores de proliferacion celular pueden ser agrupados en tres categorias
mayoritarias: (i) marcadores de la fraccidon de crecimiento; (i) marcadores especificos
de determinadas fases del ciclo celular; y (iii) marcadores de evolucién (tiempo) del
ciclo celular. La fraccion de crecimiento (por ejemplo, la fraccién de células en ciclo)
puede ser facilmente determinada mediante tincién con los anticuerpos Ki67 o MIB-1,
que identifican antigenos expresados en las fases G1, Sy G2 del ciclo celular (Gerdes
et al. 1983; Cattoretti et al. 1992). La fase M puede ser evaluada mediante el cuenteo
de las figuras mitéticas. Esta técnica es probablemente la mas antigua metodologia
empleada para valorar la proliferacion celular (Baak 1990). La fraccion de células en
fase S (SPF) puede ser determinada in vivo o in vitro mediante técnicas de
incorporacién de timidina tritiada (TH3) o de bromodeoxiuridina (BrdU), que es
considerado el marcador estandar de células en fase S (van Diest et al. 1998). La SPF
puede ser detectada por otros métodos, como la citometria de flujo o la deteccidén por
inmunohistoquimica del antigeno nuclear de proliferacibn PCNA/Ciclina, una proteina
nuclear relacionada con los procesos de sintesis del ADN (Mathews et al. 1984). La
determinacion de PCNA vy la tincion con BrdU son dos métodos muy robustos
considerados de eleccion para la determinacion del SPF en los servicios de anatomia
patologica (Galand et al. 1989; Humbert et al. 1992). El tiempo de ciclo celular puede
ser conocido mediante la determinacién del tiempo potencial de duplicacion (Tpot),
una metodologia que implica la inyeccion in vivo intravenosa de BrdU y posterior
andlisis por citometria de flujo (Riccardi et al. 1988). Otra manera de conocer el tiempo
de ciclo celular es la cuantificacion de la proteina asociada con las regiones
organizadoras nucleorares (AgNORSs), que son bucles en el ADN que se transcriben a
ARN ribosomal (Gall et al. 1969). La deteccion de AQNORs es sencilla, y puede ser
realizada de manera rutinaria tanto en tejidos fijados como embebidos en parafina
(Ploton et al. 1986). La cuantificacion de esta proteina se relaciona directamente con
los niveles de proliferacion celular; asi, a mayores niveles de AQNORs menor tiempo
de duplicacion y por tanto mayor proliferacion celular (Derenzini et al. 1995; Dong et al.
1997).
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4.4.2. Papel pronéstico de la proliferacion celular en tumores de cavidad oral

La proliferacion celular es un importante mecanismo para la oncogénesis (van Diest et
al. 1998). Es més, la actividad proliferativa tumoral estd considerada como un
relevante factor prondstico para diferentes tipos tumorales (Tubiana et al. 1989). El
papel de la proliferacién tumoral ha sido extensamente explorado, también en relacion

a los tumores de cabeza y cuello en general y de cavidad oral en particular.

De manera general, y para el caso particular de los tumores de cavidad oral, se asume
gue la alta proliferaciéon celular se asocia a un peor prondstico. No obstante, existen
algunos trabajos que reportan resultados contrarios, siendo la proliferacion un factor
de buen pronostico (Veneroni et al. 1997). Piffko y col. observaron en 80 pacientes con
OCSCC que los niveles de AgNORs cuantificados en el frente invasivo del tumor eran
el factor pronostico mas importante para la supervivencia (Piffko et al. 1997b), lo que
implicaba la necesidad de aproximaciones quirdrgicas mas agresivas para aquellos
pacientes con mayores niveles de AgNORs (Piffko et al. 1997b). La mayor parte de los
estudios realizados al respecto no reportan ningun tipo de asociacién entre la
proliferacién celular y el pronostico de la enfermedad. No obstante, es importante
resaltar que los trabajos que determinan la proliferacion celular mediante la
cuantificaciéon de AgNORSs poseen los resultados mas significativos y el mayor nimero
de asociaciones significativas con el prondstico (Teixeira et al. 1996; Piffko et al.
1997a; Xie et al. 1997; Xie et al. 1999).

4.4.3. Proliferacion tumoral y radioterapia

La proliferacion celular durante la radioterapia hace que aumente el tiempo de
tratamiento global, fendbmeno que se ha visto asociado a un peor control tumoral en
carcinomas de cabeza y cuello (Withers et al. 1988; Wilson et al. 1995). La medida del
indice de proliferacion tumoral antes de comenzar el tratamiento radioterapico, define
un parametro que refleja la extension de la repoblacién tumoral durante el tratamiento
(Fowler et al. 1992; Tsang et al. 1995). La determinacion de este parametro, se ha
usado para identificar pacientes que podian ser tratados con radioterapia acelerada
(Tucker et al. 1990). La repoblacién del tumor durante el tratamiento radioterapico,
reduce la tasa de control tumoral inducido por la irradiacion, ya que hasta un tercio de
la radiacion administrada en cada fraccién de radioterapia se emplea en controlar la
repoblacién tumoral que surge desde la fraccion administrada el dia anterior. Por ello,

en los tumores altamente proliferativos, este fendmeno serd mas relevante,
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obteniéndose peor control tras irradiacién. La proliferacién tumoral continda incluso

durante la irradiacion (Durand 1997).

En los estudios de Tsang y Bolger se demostré que habia una supervivencia y mayor
recidiva local en aquellos pacientes con un Tpot corto (Tsang et al. 1995; Bolger et al.
1996). Sin embargo, en un estudio posterior en donde se midi6 la proliferacion celular
mediante la incorporacion de BrdU y Tpot por citometria de flujo, se observé que
ninguno de los parametros de proliferacion pretratamiento tenian significacién
prondstica asociada a la respuesta clinica (Tsang et al. 2003). Los estudios realizados
mediante Tpot han resultado mayoritariamente ineficaces para predecir
adecuadamente el curso clinico de los pacientes, ya que la proliferacion celular esta
equilibrada por la pérdida celular y esta medida no tiene en consideracién las pérdidas
celulares del tumor. Por otro lado, la citometria de flujo (técnica usada para determinar
el Tpot) dificulta el analisis de los resultados al no poder separarse adecuadamente las
células pertenecientes al tejido sano de las células que componen el tumor

(particularmente en tumores diploides) (Begg et al. 1985; Tsang et al. 1999).

Los pacientes que presentan un alto porcentaje de células tumorales proliferantes
tienen una peor respuesta a la radioterapia, particularmente si el tumor es lo
suficientemente radioresistente como para que la proliferaciéon se mantenga incluso
durante el tratamiento (Durand et al. 2004). En tumores de cabeza y cuello tratados
exclusivamente con radioterapia, niveles elevados de proliferacién estimados mediante
Tpot (Corvo et al. 1994), Ki-67 (Homma et al. 1999; Couture et al. 2002) o PCNA
(Gasparini et al. 1995), mostraron mejores tasas de respuesta inmediata a la radiacion

y mayor supervivencia.

Aunqgue la mayor parte de los articulos publicados a este respecto reportan una
correlacion positiva entre la alta proliferacion celular y el peor prondstico, existen otros
muchos trabajos que no reportan asociacion alguna. Existen una serie de razones que

podrian explicar estas discrepancias:

- Lugar anatomico: el cancer de cabeza y cuello es muy heterogéneo,
aglutinando a tumores de diferentes tipos histologicos, con diversas actividades
biolégicas y, pos consiguiente, con distintos comportamientos clinicos.

- Tipo de terapia: Algunas series publicadas han sido hechas con pacientes
tratados exclusivamente con cirugia, o con RT, o combinaciones de ambas

incluyendo o no los tratamientos con quimioterapia. Las diferentes terapias,
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sobretodo quimio y radioterapia, modifican la actividad biolégica del tumor, por
lo que es importante valorar los factores predictivos en relacion a grupos
homogéneos de pacientes.

Estandarizacion de las técnicas: Existe una falta de estandarizacion de los
protocolos que determinan la proliferacion celular. Asi por ejemplo, el nimero
de figuras mitéticas puede ser evaluado de diferentes maneras, y cada
procedimiento lleva a una cuantificaciéon diferente del parametro en cuestion. El
uso de anticuerpos diluidos a diferentes concentraciones o el método de
recuperacion de antigenos empleado, lleva a resultados diferentes de las
técnicas inmunohistoquimicas. Estas diferencias metodoldgicas explican en
gran parte las diferencias observadas en los estudios.

Lugar de la determinacion: La determinacién de la proliferaciébn se puede
realizar en los lugares mas activos (por ejemplo, en el frente invasivo del
tumor) (Piffko et al. 1997b), en areas seleccionadas al azar (Pich et al. 1991,
Pich et al. 1992), 0 en areas de maxima tincién (Kropveld et al. 1998). Algunos
autores eligen unas zonas y otros, otras; lo que condiciona los resultados
reportados.

Identificacién de las células neoplasicas: Determinar el grado de proliferacion
tumoral implica que ese parametro solo puede ser evaluado en células
tumorales. Esto no siempre es sencillo y depende de la técnica utilizada. En
este sentido, la cuantificacion de AgNORs distingue de manera muy eficiente
las células tumorales de las sanas.

Actividad proliferativa: la relacion matemética que existe entre la actividad
proliferativa (PA), la fraccién de crecimiento (G) y el tiempo de generacion (T)
de clones es PA = G/T. La tincion con Ki67 determina de manera sencilla y
eficiente la fraccion de crecimiento tumoral. Sin embargo, la determinacion de
la velocidad de duplicacibn mediante Tpot no parece ser un buen método
segun algunos autores. Por otro lado, la cuantificacion de los niveles de
AgNORs es un buen reflejo de la proliferacion celular (Derenzini et al. 1995;
Dong et al. 1997), y puede ser usado de rutina para tejidos fijados y embebidos
en parafina (Ploton et al. 1986). Con todo, algunos autores han propuesto lo
siguiente para determinar la actividad proliferativa de los tumores: PA = Ki67 o
MIB-1 x AgNOR. La metodologia empleada para la determinacion de la
actividad proliferativa condicionara, por tanto, los resultados obtenidos (Pich et
al. 2004).
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OBJETIVOS

1. Evaluar la prevalencia del carcinoma escamoso de cavidad oral en los Servicios de
Cirugia Maxilofacial y Oncologia Radioterapica del Hospital Universitario de Gran

Canaria Dr. Negrin.

2. Evaluar los principales factores de riesgo y factores prondsticos clinicos en los

pacientes con carcinoma epidermoide de la cavidad oral.

3. Determinar la expresion de IGF-1R en este tipo de tumores, explorar su relacién con
factores prondsticos clinicos y patolégicos y su papel en la prediccion del resultado

clinico.

4. Estudiar la expresion proteica de MVP en estos tumores, la relacion de esta
proteina con otros factores pronésticos clinicos y moleculares, y su papel como factor
predictivo de supervivencia en estos pacientes, y explorar la relacion con IGF-1R y su

papel combinado en la prediccidén de la respuesta y la supervivencia.

5. Investigar el papel de BCL-2 y la proliferacion celular en el prondstico clinico de
estos pacientes, la asociacion entre todos los marcadores bioldgicos, su relacién con

factores clinicos y patoldgicos y su papel predictivo en este tipo de pacientes.
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ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA SERIE DE PACIENTES

Durante el periodo comprendido entre julio de 1989 y abril de 2005, se recogieron
todos los casos de céncer de cavidad oral en el Servicio de Cirugia Maxilofacial del
Hospital Universitario de Gran Canaria, Dr. Negrin. Del estudio, se excluyeron aquellos
casos diagnosticados en otra Institucion o de los que no se dispusiera de tejido en el
Servicio de Anatomia Patolégica de nuestro Hospital. EI mayor nimero de casos se
registré en los afios 1995, 1998 y 2000; con 15, 14 y 12 pacientes reclutados,
respectivamente (Figura 1). Los afios 1989, 1991 y 2005 fueron los que menos casos
registraron, aunque los afios 1989 y 2005 no se computaron al completo (de julio a
diciembre en 1989, y de enero a abril en 2005).

Nimero de casos
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Figura 1. Numero de pacientes reclutados en el estudio, por afios.

Un total de 131 casos fueron incluidos en el estudio durante 17 afios. Es dificil
comparar la incidencia registrada en nuestro Hospital con la reportada a otros niveles,
ya que los registros estadisticos agrupan al carcinoma de cavidad oral y de faringe.

Del total de casos, 116 eran hombres (88.5%) y 15 eran mujeres (Tabla 1),
estableciéndose una razon de sexo de 7.73 veces mas frecuente entre los hombres.
Este dato estd de acuerdo con lo reportado en lineas generales en nuestro pais
(Adami et al. 2008). De hecho, Espafia es uno de los paises con mayores diferencias
entre sexo para este tipo de tumores, siendo 7 veces mas frecuente entre los hombres

que entre las mujeres. En el resto de paises, esa diferencia est4 en torno a 2; y
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aquellos paises como EEUU, que reportaban amplias diferencias, han visto recortadas

las mismas en los ultimos 20 afios (Adami et al. 2008).

La edad media de presentacion de la enfermedad fue de 58.1 afios (mediana, 59). Es
bastante raro observar casos en pacientes menores de 35 afios. En nuestra serie de
pacientes, 3 tenian una edad menor o igual a esa. De ellos, dos eran mujeres (edad,
23 y 31 afios) y uno solo era hombre (edad, 35 afios). Este nimero es ligeramente
superior a lo reportado por otros autores para nuestro pais, donde las mujeres jovenes
presentaban mayores incidencias que los hombres en el mismo rango de edad (Adami
et al. 2008). Entre los hombres, la edad media de presentacion de la enfermedad fue
de 58.3 afos; entre las mujeres, esa edad media fue de 56.7 afios, no siendo esa

diferencia de edad estadisticamente significativa.

Los tumores de tipo epitelial son dependientes de la edad, esto es, a mayor edad,
mayor incidencia. La distribucion por edad en nuestra serie ho cumple estrictamente
con lo reportado por otros autores (Figura 2), que observan un aumento de la
incidencia exponencial conforme aumenta la edad de los pacientes (Adami et al.
2008). No obstante, este perfil de distribucion, con un aumento hasta los 60 afos
seguido de un decrecimiento de la incidencia a partir de los 65, ha sido observado en
algunas poblaciones tales como Bas-Rhin (Francia). En general, existen importantes

diferencias de distribucién por edad segun la poblacién en estudio (Adami et al. 2008).
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Figura 2. Namero de pacientes reclutados en el estudio segun grupo de edad en la serie global

(), entre los hombres ( ) y entre las mujeres ().
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Tabla 1. Analisis descriptivo de las variables demograficas de la serie de

pacientes incluidos en esta Tesis Doctoral

Variable N (%) Media + SD Mediana (Rango)
Edad 131 100 58.1+10.41 59 (23-97)
Sexo
Hombre 116 88.5
Mujer 15 115
Habito tabaquico
Fumador 94 718
No fumador 16 12.2
Ex-fumador 21 16.0
Habito tabaquico absoluto
Fumador 115 87.8
No fumador 16 12.2
Héabito alcohdlico
Bebedor 74 56.5
No bebedor 35 26.7
Ex-bebedor 21 16.0
Habito alcohdlico absoluto
Bebedor 95 725
No bebedor 35 26.7

Unicamente el 12.2% de la serie (n = 16) declar6 no haber fumado a lo largo de su
vida. En el momento del diagnéstico, el 71.8% de los pacientes (n = 94) fumaba. El
habito tabaquico se mostr¢ significativamente diferente en funcion del sexo (Figura 3).

a0
80
70 A
G0
50
40
30

20 4

Porcentaje de casos

10 4

Fumador Lx-Fumador NoFumader

Figura 3. Distribucion del habito tabaquico entre hombres ( ) y mujeres ( ).
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Asi, el 26.7 de las mujeres eran fumadores en el momento del diagndstico (n = 4),
frente al 77.6 % de hombres fumadores al diagndstico (n = 90) (P < 0.001). El tabaco
es el principal factor de riesgo para el cancer de cavidad oral. Observamos que la
edad media al diagnostico entre los fumadores era de 56.74 afios, mientras que entre
los no fumadores, la edad media fue de 59.69, siendo esta diferencia significativa (P =
0.020).

Respecto al consumo de alcohol, el 72.5% (n = 95) de los pacientes declararon habito
alcohdlico a lo largo de su vida, siendo activos al momento del diagndstico el 56.5% de
los individuos (n = 74) (Tabla 1). También observamos diferencias significativas
respecto al sexo (P < 0.001), destacando el hecho de que ninguna mujer reportd

hébito alcohdlico alguno. Esto es, todas las mujeres de la serie son no bebedoras.

Es de destacar el hecho de que 66 pacientes (todos hombres), lo que supone el 50.4%
de la serie global y el 57.4% de los pacientes hombre, eran fumadores y bebedores
activos al momento del diagnéstico. Estos datos estdn de acuerdo con otros
previamente publicados que insisten en el efecto adverso combinado de los habitos

alcohdlico y tabaquico sobre los tumores de cavidad oral (Franceschi et al. 1990).

La localizacion tumoral més frecuente fue el borde lingual (63.6%), seguido del suelo
de la boca (30.5%) y base lingual (6.15). La mayor parte de los pacientes fueron
diagnosticados con lesiones de tipo ulcerada (56.5%, n = 74) (Tabla 2). Este tipo de
lesiones, generalmente persistentes y resistentes a la curacion, son el principal motivo
de consulta de los pacientes, hecho que justifica la alta proporcién de este tipo de
lesiones en nuestra cohorte de enfermos (Rogers et al. 2011). Solo el 10.7% de los
pacientes presentaban lesiones de tipo bilateral, dato que coincide con lo reportado
por otros autores (Kolomvos et al. 2010). El 71.7% de los pacientes (n = 94) era T1-T2
clinico, NO (71%, n = 93). Ningun paciente de la serie presentaba metastasis al

diagnéstico. El estadio clinico mayoritario fue el Il (Tabla 2).
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Tabla 2. Analisis descriptivo de las variables clinicas

Variable N (%) Media + SD Mediana (Rango)

Tipo de lesién

Vegetante 18 13.7

Ulcerada 74 56.5

Ulcerovegetante 30 229

Otros (eritematosa, indurada...) 9 6.9
Lado

Bilateral 14 10.7

Derecho 55 42.0

Izquierdo 62 47.3
cT

T1 24 18.3

T2 70 534

T3 20 153

T4 17 13.0
cN

NO 93 71.0

N1 21 16.0

N2 16 12.2

N3 1 0.8
cM

MO 131 100
Estadio clinico

I 17 13.0

Il 56 42.7

11 32 244

v 26 19.8
Segundo tumor

Si 32 244

No 99 75.6
Hemoglobina 124 94.6 17.4+16.2 14.9 (10.3-153.0)
Hematocrito 124 94.6 46.1 £ 34.6 43.7 (13.3-422.0)
Plaquetas 123 93.9 244715 +82247 233000 (68000-580000)
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Tabla 3. Analisis descriptivo de las variables

patolégicas
Variable N (%)
Grado

| 39 29.8

] 74 56.5

i 18 13.7
pT

T1 22 17.6

T2 66 50.4

T3 19 14.5

T4 23 17.6
pN

NO 75 57.3

N1 21 16.0

N2 23 17.6

N3 2 15

ND 10 7.6
pM

MO 131 100
Estadio patolégico

| 19 14.5

Il 46 35.1

i 25 19.1

v 41 31.3
Infiltrado inflamatorio

Si 9 6.9

No 77 58.8

ND 45 34.4
Invasién vascular

Si 10 7.6

No 78 59.5

ND 43 32.8
Invasion perivascular

Si 8 6.1

No 79 60.3

ND 44 33.6
Invasion ganglionar extracapsular

Si 6 4.6

No 81 61.8

ND 44 33.6
Afectacion de margenes quirdrgicos

Si 44 33.6

No 87 66.4

CAPITULO Il
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Setenta y cuatro pacientes (58.5%) presentaban tumores moderadamente
diferenciados (Grado Il). Los estadios patolégicos mayoritarios fueron los 1l y 1V,
afectando al 35.1 y 31.3% de los pacientes, respectivamente (Tabla 3). La mayor parte
de los pacientes no mostraban presencia de infiltrado inflamatorio (58.8%), invasion
vascular (59.5%) o perivascular (60.3%), invasion ganglionar extracapsular (61.8%) o

afectacion de margenes quirdrgicos (66.4%).

Observamos diferencias estadisticamente significativas entre el estadiaje clinico y
anatomopatoldgico. La distribucién de frecuencias es diferente entre el tamafio
tumoral, afectacion de ganglios y estadio clinico comparado con el patoldgico.
Mientras que 17 pacientes fueron catalogados clinicamente como T4, tras el examen
anatomopatolégico ese numero crecia a 23 (P < 0.001). De la misma manera, 17
pacientes fueron catalogados clinicamente como N2-N3, ascendiendo ese ndmero a
25 tras los estudios microscopicos (P < 0.001). Al estadificar a los pacientes, 26 de
ellos tenian estadio clinico IV mientras que ese numero ascendia a 41 en el mismo
estadio patolégico (P < 0.001).

Todos los pacientes fueron sometidos a cirugia como tratamiento primario. El 54.2%
de los pacientes fueron tratados Unicamente con reseccion, mientras que al resto se
les realiz6 otro tipo de maniobras quirdrgicas (mandibulectomia, traqueostomia,
colgajos). El 77.9% de los pacientes (n = 102) sufrié un vaciado cervical radical (Tabla
4).

Tabla 4. Analisis descriptivo del tratamiento

Variable N (%) Media+SD Mediana (Rango)
Cirugia
Reseccion solo 71 542

Reseccion + otra maniobra 60 45.8

Tipo de vaciamiento cervical

Funcional 14 10.7
Radical 102 77.9
Bilateral 1 0.8
No vaciamiento 14 10.7

Radioterapia

Si 84 641

No 47 35.9
Dosis tumor primario (Gy) 62.1+7.7 65.0 (30.0-70.2)
Dosis primer escaldn (Gy) 52.8 +6.2 50.0 (30.0-70.0)
Dosis supraclavicular (Gy) 50.7 £4.7 50.0 (30.0-70.0)
Tiempo de tratamiento RT 49.1+£9.0 50.0 (2.0-70.0)
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Los pacientes en estadio I-1l eran sometidos a tratamiento con cirugia, mientras que
aquellos en estadio IlI-IV fueron sometidos a radioterapia adyuvante tras la cirugia.
Ademas, aquellos pacientes en estadios I-1l con afectacion de margenes quirlrgicos
tras los analisis anatomopatoldgicos, fueron referidos a tratamiento adyuvante con
radioterapia. Asi, 84 pacientes (64.1%) fueron tratados con radioterapia radical
convencional con intencion curativa (Tabla 4). La radioterapia fue administrada con
una unidad de cobalto o acelerador lineal a una dosis de 1.8-2 Gy dia, hasta alcanzar
una dosis media en el tumor primario de 62.1 Gy. La duracién media del tratamiento
fue de 49.1 dias (mediana, 50 dias). Del total de pacientes tratados con radioterapia,
53 (65.4%) recibieron tratamiento a nivel supraclavicular, a una dosis media de 50.7
Gy. Ningun paciente fue tratado con quimioterapia adyuvante o radioterapia

neoadyuvante.

El seguimiento de los pacientes se cerrd en julio de 2011. De los 131 pacientes, 18 (15
hombres (12.9%) y 3 mujeres (20.0%)) estaban vivos en esa ficha. Para ellos, el
seguimiento medio fue de 123.11 + 40.36 meses (mas de 10 afos). La supervivencia
actuarial causa especifica a los 5, 10 y 15 afios fue del 62.7, 60.6 y 57.1% (Tabla 5).
Por su parte, la supervivencia absoluta para el mismo periodo de tiempo fue del 47.6,
38.7 y 19.2%.

Tabla 5. Datos de supervivencia en la serie global (n = 131)

SLRL SLRG SLM SLE SCE SA

Supervivencia alos 5 68.7+44 T724+42 924+26 543146 62.7+45 476145
afos (% = TE)
Supervivencia a los 10 656+47 70.2+47 90.6%+3.2 496+49 60.6+48 387+47
afios (% = TE)
Supervivencia a los 15 656+47 70.2+47 90.6%+3.2 496+49 57.1+57 19.2+59

afos (% = TE)

SLRL: supervivencia libre de recidiva local, SLRG: supervivencia libre de recidiva ganglionar, SLM:
supervivencia libre de metastasis, SLE: supervivencia libre de enfermedad, SCE: supervivencia causa

especifica, SA: supervivencia absoluta.

Estos datos de supervivencia se compararon con los reportados por el proyecto
EUROCARE, la unica fuente homogénea y sistematizada de informacion existente en
Europa, que aglutina a 2.718.346 pacientes adultos con cancer (con 15 afios de edad
0 mas) (Berrino 2003). No obstante, ante la dificultad en muchos casos de determinar
si la muerte de un paciente de cancer esté directa o indirectamente relacionada con el

proceso tumoral subyacente, EUROCARE ha optado por establecer Ilas

<<
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comparaciones en términos de supervivencia relativa. Esta consiste en dividir la
supervivencia observada entre la supervivencia esperada, teniendo en cuenta la
mortalidad general de la poblacion. Se trata, por tanto, de un estimador ajustado por
otras posibles causas de muerte, por lo que permite establecer comparaciones entre
regiones o entre periodos de tiempo (Esteve et al. 1994). Asi, la supervivencia relativa
a los 5 afos para el cancer de boca y lengua en adultos europeos diagnosticados
entre 1995 y 1999 (hombres y mujeres) fue del 48.5 y 45.4% (Berrino et al. 2007).
Para los adultos esparioles, la supervivencia relativa a los 5 afios para ambos tipos de
tumores durante el mismo periodo de tiempo fue del 50.6 y 43.7% (Sant et al. 2009).
Los valores, como se puede observar, se aproximan a la supervivencia absoluta

reportada en nuestra serie de pacientes.

La afectacion de los margenes quirdrgicos, fue el Unico factor predictivo para la
supervivencia libre de recidiva local. Esto es, aquellos pacientes con margenes
positivos tras la cirugia tenia una menor supervivencia libre de recaida local, en
comparacion con aquellos pacientes sin afectacion de margenes (P = 0.004) (Figura
4).
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Figura 4. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de recidiva local entre los
pacientes con margenes quirdrgicos afectos (—) y no afectos (—). La comparacién entre

grupos se ha realizado mediante el test de Log-Rank (P = 0.004).

La afectacién de ganglionar extracapsular fue factor predictivo para la supervivencia
libre de metastasis. De esta manera, aquellos pacientes con afectacion extracapsular
ganglionar tienen mayor probabilidad de sufrir recaidas a distancia en comparacién

con aquellos sin afectacion de este tipo (P = 0.005) (Figura 5).
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Figura 5. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de metastasis entre los pacientes
con afectacion ganglionar extracapsular (—) y sin afectacion (—). La comparacién entre grupos
se ha realizado mediante el test de Log-Rank (P = 0.005).

El estadio tumoral fue el factor predictivo mas importante para la supervivencia causa-
especifica (SCE). Los pacientes que presentaron estadios I-1l tuvieron supervivencias
causa-especificas mayores que aquellos en estadios IlI-IV (P < 0.0001) (Figura 6A).
Algo parecido se observo para el grado de diferenciacion tumoral. Los pacientes con
tumores bien o moderadamente diferenciados (grados | y Il) tuvieron una mayor
supervivencia causa especifica en comparacion con aquellos que tenian tumores
pobremente diferenciados (grado I1l) (P = 0.039) (Figura 6B).

Respecto a la supervivencia absoluta, el estadio tumoral apareci6 como un factor
predictivo para esta variable. Los pacientes con estadios tumorales | y Il tenian
mayores tasas de supervivencia absoluta comparados con aquellos en estadios més

avanzados de la enfermedad (11l-IV) (P = 0.002) (Dato no mostrado).

La extension de la neoplasia es uno de los factores més importantes para determinar
el tratamiento y predecir la evolucion de los enfermos (Gonzalez Baron 1997). A pesar
de los inconvenientes derivados de la estadificacion, y de los progresos que se han
realizado en el campo de la biologia molecular, el estadio del tumor sigue
constituyendo uno de los principales factores pronéstico. Asi, y de menara general, los
enfermos en estadio IV tienen pocas probabilidades de permanecer vivos tras 5 afos,
mientras que una importante proporcion de los estadios | lo conseguirian. No obstante,

la extension de la neoplasia no debe utilizarse de forma aislada para definir el
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pronéstico, sino que es aconsejable, ademas, tener en cuenta otros aspectos que nos

informen sobre la agresividad bioldgica del tumor.
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Figura 6. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia causa-especifica entre los pacientes
con (A) estadio tumoral I-ll (—) frente a llI-IV (—) (P < 0.0001); y con (B) grado de
diferenciacion tumoral I-1l (—) frente a Ill (—) (P = 0.039). La comparacion entre grupos se ha

realizado mediante el test de Log-Rank.

La histologia suele ser el factor mas decisivo para determinar el tratamiento de un
enfermo con céncer. Dentro de la histologia existen diversos aspectos que nos van a
orientar sobre la agresividad bioldgica del tumor. Una de estas caracteristicas es el
grado de diferenciacion. Los tumores muy diferenciados se comportan de una forma
indolente, mientras que los poco diferenciados son mas agresivos. Todos estos
parametros biolégicos se inter-relacionan entre si. Asi, se ha observado que la
afectacion nodular, que constituye un factor de mal prondéstico bien conocido (Larsen
et al. 2009), es més frecuente entre aquellos tumores més indiferenciados (Larsen et
al. 2009). En nuestra serie, la afectacion nodular fue un importante factor prondstico
para la supervivencia libre de metéstasis, la supervivencia libre de enfermedad, la
supervivencia causa-especifica y la supervivencia absoluta. Aquellos pacientes sin
afectacién ganglionar (NO) tenian un mejor prondstico en comparacion con aquellos
gque presentaban ganglios positivos (N+) (Figuras 7 y 8). Se observé, por ejemplo, que
ningun paciente NO sufri6 metastasis a distancia, con un seguimiento superior a los
200 meses (Figura 7B). El papel de los anatomopatélogos es crucial para el
tratamiento, ya que este tipo de hallazgos condicionan notablemente la agresividad del

tratamiento, no solo a nivel quirdrgico sino también adyuvante.
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Figura 7. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de enfermedad (A) y libre de
metastasis (B) entre los pacientes sin afectacion nodular (NO) (—) y con afectacion nodular (—
). P =0.004 y P < 0.0001 para A y B respectivamente. La comparacién entre grupos se ha
realizado mediante el test de Log-Rank.
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Figura 8. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia causa-especifica entre los pacientes sin
afectacion nodular (NO) (—) y con afectacién nodular (—), P < 0.0001. La comparacion entre

grupos se ha realizado mediante el test de Log-Rank.

Se explord la relacion entre la afectacion nodular y el grado tumoral, hecho reportado
recientemente en pacientes con tumor de cavidad oral (Larsen et al. 2009). Se observo
gque si se segmentaba a la poblacion en funcién de la afectacién ganglionar, esto es
NO vs. N+, el grado histolégico era un factor predictivo de supervivencia Unicamente
entre los pacientes N+ (Figura 9). La significacién estadistica se perdia entre los

pacientes NO. Este hallazgo se muestra de acuerdo con lo reportado recientemente
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por otros autores (Larsen et al. 2009), e incide en la importancia del correcto estudio
anatomopatoldgico a la hora de establecer los tratamientos y aventurar un prondstico.
El estadio tumoral no se mostr6 como un factor pronéstico en relacién a la afectacion

ganglionar (P > 0,05 en cualquier caso).
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Figura 9. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia causa-especifica entre los pacientes
con afectacién nodular (N+). (—), grados I-ll; (—), grado Ill. P = 0.022. La comparacién entre

grupos se ha realizado mediante el test de Log-Rank.

La radioterapia adyuvante o complementaria es el tratamiento aplicado tras la cirugia
cuya finalidad fundamental es mejorar el control local de la enfermedad y disminuir el
riesgo de recidiva local. Su utilidad se basa en la erradicacién de restos tumorales
subclinicos en la zona inicial tras el tratamiento previo con cirugia. En la serie
estudiada, este tratamiento se administré a todos aquellos pacientes en estadio IlI-1V,
asi como a aquellos en estadio I-Il con afectacion de margenes quirdrgicos tras la
cirugia. La radioterapia no fue un factor prondéstico de supervivencia en ningin caso en
la serie completa. Cuando se segmenté a la poblacion en funcién del estadio, se
observo que el tratamiento radioterdpico era un factor de buen prondstico relacionado
con la supervivencia libre de recidiva local y la supervivencia libre de enfermedad,
Unicamente entre los pacientes con estadios IlI-IV, que son aquellos que
mayoritariamente recibieron radioterapia (Figura 10). Esto es, en ese subgrupo de
pacientes con estadios avanzados de la enfermedad, la administracién de radioterapia
aumentaba la supervivencia. Solo seis pacientes con estadios avanzados de la
enfermedad dejaron de recibir tratamiento radioterdpico. A pesar del escaso tamafio
muestral, este resultado pone de manifiesto la necesidad de la radioterapia en

aquellos pacientes con estadios tumorales avanzados. Cuando se segmentd a la
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poblacion en funcion de la afeccién de los margenes quirdrgicos, se perdié toda
significacion estadistica (dato no mostrado).
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Figura 7. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de enfermedad (A) y libre de
enfermedad (B) entre los pacientes en estadios llI-IV. (—), no administracién de radioterapia y
con afectacion nodular (—). P = 0.004 y P < 0.0001 para A y B respectivamente. La

comparacioén entre grupos se ha realizado mediante el test de Log-Rank.
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RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron, determinar la expresion de IGF-1R en pacientes
con carcinoma de células escamosas de cavidad oral, explorar su relacién con
factores prondsticos clinicos y patoldgicos, asi como su papel en la prediccion del

resultado clinico.

Se incluyeron en este estudio ciento treinta y un pacientes con carcinoma de células
escamosas de cavidad oral, durante el periodo comprendido entre julio de 1989 y abril
de 2005, cerrdndose el seguimiento de los mismos en mayo de 2010. La media de
seguimiento para los supervivientes fue de 110.26 + 47.42 meses. Los pacientes se
estadiaron siguiendo la clasificacion TNM. Los pacientes en estadios | y Il fueron
tratados con cirugia. Los pacientes en estadios Il y IV ademdas recibieron radioterapia
postoperatoria (dosis media 62.13 + 7.74 Gy en fracciones de 1.8 — 2 Gy cada dia). La
expresion de IGF-1R fue estudiada mediante inmunohistoquimica de tejidos tumorales

embebidos en parafina.

IGF-1R estaba expresado en 101 pacientes (77.1%). La expresion de IGF-1R se
relaciond con el grado tumoral (P = 0,012). El estadio tumoral fue el factor prondstico
de supervivencia mas importante. La expresion tumoral baja (negativa o ligeramente
positiva) de IGF-1R se correlaciond con mejor supervivencia libre de enfermedad local
(P = 0.016), supervivencia libre de enfermedad (P = 0.029) y supervivencia causa-

especifica (P = 0.009) en pacientes con estadios IlI-1V de la enfermedad.

La baja expresion de IGF-1R se relacion6 con un mejor control a largo plazo en

pacientes con carcinoma oral localmente avanzado.
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SUMMARY

To assess the expression of IGF-1R in oral cavity squamous cell carcinoma patients, to
explore its relation with clinical and pathologic prognostic factors and its role in
predicting clinical outcome. One hundred and thirty-one consecutive patients suffering
from oral cavity squamous cell carcinoma were included in this study from July 1989 to
April 2005. Follow-up was closed in May 2010. The mean follow-up for survivors was
110.26 £ 47.42 months. Patients were staged following the TNM classification. Patients
in tumour stages | and Il were referred to surgery. Patients in stages IlI-IV were
referred to postoperative radiotherapy. Radiation therapy was administered up to a
mean dose of 62.13 £ 7.74 Gy in 1.8-2 Gy fractions. IGF-1R expression was studied
by immunohistochemistry in paraffin-embedded tumour tissue. IGF-1R was expressed
in 101 patients (77.1%). IGF-1R expression was related to tumour grade (P = 0.012).
Tumour stage was the most important prognostic factor for survival. Low (negative and
fairly) IGF-1R tumour expression was correlated to better long-term Local Disease Free
Survival (P = 0.016), Disease-Free Survival (P = 0.029), and Survival (P = 0.009) in
patients achieving tumour stages IlI-IV. Low IGF-1R expression was related to better

long-term control in patients suffering locally advanced oral carcinoma.
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INTRODUCCION

En 2008 se registraron 913.000 nuevos casos de carcinoma de células escamosas de
cavidad oral (OCSCC) en todo el mundo, y 261.000 muertes relacionadas con esta
enfermedad (Ferlay et al. 2010). El carcinoma oral se trata comunmente con cirugia o
radioterapia como tratamientos locales. Aunque la supervivencia a largo plazo ha
mejorado con los avances en las terapias, los resultados en los casos localmente
avanzados siguen siendo insuficientementes (Harrison et al. 1994). La determinacion
del papel que determinados factores biolégicos tengan en la respuesta al tratamiento
deben ser estudiados, con el fin de identificar nuevos factores prondsticos que

contribuyan a elegir el mejor tratamiento para cada paciente individualmente.

El receptor del factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1R) es un receptor
transmembrana de tipo tirosin-kinasa, estructural y funcinalmente relacionado con el
receptor de insulina, y activado por los ligandos IGF-1 e IGF-2 (Ullrich et al. 1986). El
IGF-1R esta comUnmente sobreexpresado en bastantes tipos de tumores (Larsson et
al. 2005). Se han reportado nuevas rutas de sefializacion desencadenadas por la
activacion de IGF-1R que afectan a la proliferacion, adhesién, migracion y muerte de
células cancerigenas, funciones criticas para la supervivencia celular y la metéstasis
(LeRoith et al. 2003). La activacion de IGF-1R lleva a la activacion de las rutas de
sefializacion ras, raf y MAPK, dando como resultado un incremento de la proliferacion
celular, asi como de la ruta PI3K que, en definitiva, supone la prevencién de la
apoptosis (Baserga et al. 2003). Se ha demostrado que la expresion de IGF-1R juega
un papel importante en varios tipos tumorales, pero el papel de la expresiéon de IGF-1R
con respecto al control tumoral, la supervivencia y la respuesta a las terapias no esta

claro.

La activacion de IGF-1R se ha asociado con mayor radioresistencia mediada por el
incremento de la proliferacion celular y la prevencion de la apoptosis (Turner et al.
1997; Yu et al. 2003). Por otro lado, su inhibicién por el gen Ataxia-Telangiectasia
Mutado (ATM), relacionado con la ruta de PI3K, se ha asociado a una mayor
radiosensibilidad (Peretz et al. 2001). IGF-1R puede resultar inhibido a través de la
sefalizacién de la kinasa p38, induciendo asi radiosensibilidad a través de ku86

nuclear, siendo este proceso independiente de la ruta PISK (Cosaceanu et al. 2007).

A nivel clinico, hay varios estudios que han reportado una asociacién entre la

expresion proteica de IGF-1R y la respuesta clinica y el pronéstico (Dziadziuszko et al.

$H#$
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2010; Girard et al. 2010). Asi, parece que, segun lo publicado, la expresion de IGF-1R
directamente induce radio-resistencia (Chinnaiyan et al. 2006). De esta manera,
niveles altos de expresion de IGF-1R se correlacionan con un aumento de recidiva
tumoral tras haber realizado lumpectomia y radioterapia en pacientes con cancer de
mama (Turner et al. 1997; Taunk et al. 2010). Ademas, en pacientes con cancer de
cérvix, una elevada expresion de IGF-1R esta asociada a una reduccién en el control
local a largo plazo en pacientes que inicialmente respondieron a radioterapia radical y
quimioterapia concomitante (Lloret et al. 2007). Sin embargo, en la actualidad no hay
datos ni de la expresion de IGF-1R en pacientes de cancer oral ni de su papel en la

prediccién del control a largo plazo.

El objetivo del presente estudio fue determinar la expresion de IGF-1R en pacientes
con OCSCC, su relacién con factores prondsticos clinicos y patolégicos y su papel en

la prediccién de los resultados clinicos.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Tal y como se ha descrito, la muestra estaba compuesta por 131 pacientes con
OCSCC diagnosticados en nuestro hospital. Los pacientes fueron tratados con cirugia
y radioterapia adyuvante con intencion curativa. Todos los pacientes recibieron un
consentimiento informado que debia ser firmado. El estudio fue aprobado por el
Comité Cientifico de la Institucion. El seguimiento se cerr6 en mayo de 2010,
registrandose una media de seguimiento de los pacientes vivos, n = 34, de 110.26 +
47.42 meses (mediana 102.50; rango 19-211 meses). Sélo 16 (12,2%) y 35 (26,7%) de
los pacientes fueron no fumadores y no bebedores, respectivamente. Los pacientes
fueron estadiados siguiendo el sistema de clasificacion TNM > — 4 El

grado de diferenciacidén tumoral se realizé de acuerdo al sistema de Broders.
Pacientes

Los detalles del tratamiento han sido ampliamente expuestos en el capitulo anterior.
Brevemente, todos los pacientes fueron sometidos a cirugia. Todos los pacientes en

estadios IlI-IV recibieron radioterapia adyuvante con intencion curativa. Ademas,

aquellos pacientes con estadio I-ll que tras la cirugia presentaban margenes

s
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quirdrgicos afectos, también fueron sometidos a este tipo de radioterapia. Ningun
paciente fue tratado con quimioterapia en ninguna modalidad, ni con radioterapia

neoadyuvante.

Inmunohistoquimica

La expresion de IGF-1R se estudidé por inmunohistoquimica (IHC) en las 131 muestras
de tejido embebido en parafina de los pacientes, tal y como se habia descrito
previamente (Lloret et al. 2009; Henriquez-Hernandez et al. 2011; Lara et al. 2011). El
bloque tumoral mas representativo fue aquel usado para el andlisis. Se usaron cortes
de tejido de 4 mm, que fueron incubados durante una hora en una camara humeda
con el anticuerpo primario. A continuacién, se realizé una incubacion durante 30
minutos con un anticuerpo secundario biotinado (Dako Detection kit, LSBA). El
revelado se realizO con sustrato de tetrahidroclorohidro-diaminobencidina (DAB
Chromogen, Dako) y rapido contraste con hematoxilina de Harris. La marcacion se
realizé por peroxidada-estreptavidina-biotina (Dako). En cada seccién de cortes se
omitié el anticuerpo primario, para usar dicha seccién como control negativo. Como

control positivo, se utilizé una seccion fuertemente positiva para la oncoproteina.

oy = TR B I Y
(2) BT T LS SV - TR AR (M - e BN W
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Analisis estadistico

La correlacién entre las variables clinicas e histopatoldgicas, incluido IGF-1R, se
analiz6 a través de las medias del test de Chi cuadrado para las variables
categorizadas y el test t de student. Se us6 el ANOVA para las variables continuas.
Las correlaciones entre estas variables y los resultados durante el seguimiento fueron
analizados por el test de supervivencia Kaplan-Meier y las diferencias se calcularon
mediante el test de log-rank. El test de regresion de Cox se utilizé para el andlisis
multivariante. Los resultados del tratamiento se calcularon para la Supervivencia Libre
de Enfermedad Local (LDFS), Supervivencia Libre de Enfermedad Regional (RDFS),
Supervivencia Libre de Metastasis a Distancia (DMFS), Supervivencia Libre de
Enfermedad (DFS), Supervivencia Causa-Especifica (CSS) y Supervivencia Absoluta
(0S). Los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico SPSS 15.0
(SPSS Inc. Chicago, IL.).

RESULTADOS

La expresion de IGF-1R se determiné para los 131 casos. Esta expresion fue negativa
en 30 casos (22.9%) ligeramente positiva en 41 casos (31.1%), moderadamente

positiva en 39 casos (29.8%) y fuertemente positiva en 21 casos (16.0%).

La expresion de IGF-1R se relacion6 con el grado tumoral. Asi, el 28.8% de los
pacientes con grado | presentd una alta expresion de IGF-1R, mientras que en los
pacientes con grados lI-lll el porcentaje de sobreexpresion de IGF-1R alcanzé el
53.3% (P = 0.012). La expresion de IGF-1R no se relacioné con ninguna otra de las

variables clinicas y/o patolégicas que se estudiaron.

Los porcentajes de LDFS, RDFS, DMFS, DFS y CSS a 15 afios (180 meses) fueron de
65.5%, 69.9%, 90.6%, 46.1% y 56.2%, respectivamente. El grado tumoral (I vs. lI-Ill) y
el estadio (I-1l vs. llI-IV) fueron los factores predictivos mas importantes para la
supervivencia en los analisis multivariantes (Exp(B) = 3.009, intervalo de confianza [CI]
95% (1.255-7.214), P = 0.014; Exp(B) = 3.085, Cl 95% (1.565-6.083), P = 0.001,

respectivamente) (Tabla 1).
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Tabla 1. Relacion de factores prondsticos y supervivencia en la serie completa de

pacientes
LDFS RDFS DMFS DFS CSS

Sexo P=0487 P=0.866 P=0.364 P=0.885 P=0.501
Edad P=0371 P=0981 P=0.720 P=0414 P=0.868
Estadio P=0136 P=0.193 P=0008" P=0.080 P <0.001°
Grado P=0182 P=0.066 P=0.146 P=0.024 P =0.002
Margenes afectos P =0.004* P=0.633 P=0.063 P=0.041 P =0.002
IGF-1R P=0240 P=0557 P=0536 P=0376 P=0.272

P valor en analisis univariante obtenidos por el test de log rank.

Los superindices hacen referencia a analisis multivariante (regresion de Cox):
%P =0.014, Exp(B) = 2.284, Cl 95% (1.183-4.410)

®P = 0.028, Exp(B) = 13.491, CI95% (1.324-137.461)

°P = 0.001, Exp(B) = 3.085, CI95% (1.565-6.083)

P = 0.014, Exp(B) = 3.009, CI95% (1.255-7.214)

La expresion de IGF-1R no fue un factor predictivo para el prondstico en la serie
completa (Tabla 1). El estadio tumoral fue el factor prondstico mas importante para la
supervivencia en el andlisis univariante (Tabla 1). Debido a ello, la poblacién se
segmentd en funcién del estadio tumoral, quedando de un lado los pacientes con
estadios I-1l, y de otro los pacientes en estadios avanzados llI-IV. Se analizé el papel
de IGF-1R en el control y la supervivencia a largo plazo en ambos grupos de pacientes

de acuerdo al estadio tumoral patologico.

Aquellos pacientes que presentaban estadios tumorales avanzados (lll-IV) y alta
expresion de IGF-1R, mostraron peor supervivencia que los pacientes con estadios
tumorales altos y baja expresion de IGF-1R. Asi, 23 de los 38 pacientes (60.5%) con
estadios tumorales altos y expresion de IGF-1R negativa o ligeramente positiva
estuvieron libres de muerte relacionada con la enfermedad (CSS), mientras que sélo 9
de los 28 pacientes (32.1%) con estadios tumorales altos y expresion de IGF-1R
positiva o fuertemente positiva presentaron ausencia de muerte relacionada con la
enfermedad (P = 0.009). El resultado del test log-rank fue estadisticamente
significativo también para LDFS (P = 0.016), DFS (P = 0.029) y OS (P = 0.023) (Fig.
2a-d). Los analisis estratificados por el grado tumoral y los margenes quirdrgicos no
mostraron ninguna asociacion con la expresion de IGF-1R (P > 0.05 en todos los

casos).
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Figura 2. Asociacion entre la expresion de IGF-1R y supervivencia, expuesta mediante curvas
de Kaplan-Meier, en pacientes con carcinoma de cavidad oral en estadios IlI-IV. Los valores de

P se obtuvieron mediante el test de log-rank.

DISCUSION

Esta parte del trabajo se llevd a cabo con el fin de explorar la relacion entre la
expresion de la proteina IGF-1R, determinada mediante inmunohistoquimica, y su
asociacion con el pronéstico clinico en una serie de pacientes con carcinoma
escamoso de la cavidad oral (OCSCC), tratados con cirugia y radioterapia. IGF-1R se
expreso en el 77.1% de nuestros pacientes. La expresion de IGF-1R en OCSCC no ha
sido muy estudiada hasta el momento. Aunque se ha publicado un estudio que informa
de que el 56.1% de los pacientes con tumores orales presentan tincion inmunolégica
positiva para IGF-1R (Reszec et al. 2004). Se han estimado tasas de expresion de
IGF-1R del 98% en cancer colorrectal (Peters et al. 2003; Nakamura et al. 2004),
endometrial (87.5%) (Hirano et al. 2004), de cérvix (sobre el 87%) (Hirano et al. 2004;

Lloret et al. 2007), de nasofaringe/orofaringe (sobre el 56%) (Friedrich et al. ; Yuan et
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al. 2008) y en cancer de mama (88.6%) (Shimizu et al. 2004), disminuyendo hasta el
48% en sarcomas de tejido blando (Ahlen et al. 2005) .

En este estudio, se observa una asociacion estadistica entre el grado tumoral y la
expresion de IGF-1R. Estos resultados concuerdan con los de otros autores a este
respecto. En otros tipos tumorales, los niveles mas altos de expresion de IGF-1R se

observaron en los tumores de mayor grado (Cappuzzo et al. 2010).

La expresion tumoral de IGF-1R se ha asociado de forma relevante con el prondstico
clinico de pacientes con distintos tipos de cancer (Turner et al. 1997; Hirano et al.
2004; Lloret et al. 2007; Kalinina et al. 2010; Taunk et al. 2010). Aungque existen
algunos datos publicados en pacientes con OCSCC, hasta el momento no se habia
explorado la asociacion de la expresion de IGF-1R con la supervivencia en este tipo de
pacientes (Reszec et al. 2004). El estadio tumoral fue el factor predictivo mas
importante para la supervivencia en nuestra serie. Los pacientes con carcinoma de
cavidad oral y orofaringe presentan un alto riesgo de recaida local tras el tratamiento
inicial con cirugia, radioterapia, cirugia con radioterapia adyuvante o
radioquimioterapia (Agra et al. 2008). Para los tumores en estadios clinicos Il y IV, las
tasas de recaida local pueden llegar a alcanzar valores del 40% (Carvalho et al. 2003;
Carvalho et al. 2004). En la serie global, la expresion de IGF-1R no fue un factor
predictivo de supervivencia. Sin embargo, cuando los pacientes se agruparon en
funcion de su estadio tumoral, bajo (I-1l) vs. alto (lll-IV), la expresion de IGF-1R fue
predictiva para la LDFS, DFS, CSS y OS entre aquellos pacientes con estadios mas
avanzados de la enfermedad. Previamente se habia publicado que IGF-1R parece
jugar un papel relevante en la respuesta de los tumores a la radioterapia, tanto en
relacion con el incremento de la proliferacion celular y la inhibicion de apoptosis, como
con la regulacion de los mecanismos de reparacion de roturas dobles de la cadena de
ADN a traves de la union de extremos no homologos (Ku70/80) y la proteina principal
de vault (MVP) (Lloret et al. 2008; Lloret et al. 2009). No obstante, el papel de IGF-1R
solo se observé en este subgrupo de pacientes con estadios avanzados de la
enfermedad. Este hallazgo puede ser parcialmente explicado debido al hecho de que
todos los pacientes con COSCC en estadios IlI-1V recibieron radioterapia. La expresion
de IGF-1R y el estadio tumoral se han relacionado en pacientes con cancer de
pulmén, aunque no se ha descrito la influencia de esta oncoproteina sobre las tasas
de supervivencia (Dziadziuszko et al. 2010). En nuestra opinién, la expresion de IGF-
1R puede tener relevancia en la prediccion del resultado clinico en pacientes con
OCSCC.
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La activacion de IGF-1R desencadena una cascada de reacciones que envuelve
diferentes rutas de transduccion: Ras, Raf, proteina kinasa activada por mitégenos
(MAPK) vy la fosfoinositol-3-kinasa (PI3K)/AKT/BAD (Bcl-xL/BCL-2) (LeRoith et al.
2003). La expresion de IGF-1R y su activacion se han vinculado a la progresion de la
enfermedad, al incremento de la resistencia a radioterapia y a un peor prondstico
(Rocha et al. 1997; Turner et al. 1997). Por otra parte, la adicion de oligbmeros
antisentido para mMRNA de IGF-1R, invierte el fenotipo radioresistente en los
fibroblastos (Turner et al. 1997). Recientemente, se ha especulado acerca de la
relacion del gen IGF-1R como diana de la ruta dependiente de Ataxia Telangiectasia
Mutada (ATM), la cual estd involucrada en la respuesta a la radioterapia (Peretz et al.
2001). El gen IGF-1R parece ser una de las Ultimas dianas de la ruta de respuesta a
dafios en el ADN, mediada por ATM. Asi, la desregulacién de la expresién del gen
IGF-1R, tras un evento de radiacion ionizante, puede estar relacionada con mayor
inestabilidad gendmica y una mayor capacidad transformante de las células tumorales
(Shahrabani-Gargir et al. 2004).

IGF-1R y el receptor para el factor de crecimiento epidermal (EGFR) se asocian
comunmente con carcinogénesis, progresion y prondéstico tumorales (Ludovini et al.
2009). Se ha demostrado que los entrecruzamientos entre estos receptores y sus rutas
de sefalizacion méas comunes juegan un papel fundamental en algunas de las
respuestas celulares a los diferentes ligandos (Gilmore et al. 2002). Dichos
entrecruzamientos pueden ocurrir entre los receptores para EGF e IGF-1, los cuales
son en ambos casos receptores tirosin-kinasa, y producirse asi una resistencia a
terapias basadas en inhibidores de tirosin-kinasa, ya que las células podrian encontrar
rutas alternativas para la estimulacion de proteinas antiapoptoticas, como la proteina
AKT.

Nuestra serie estaba compuesta por pacientes con OCSCC tratados con cirugia y
radioterapia. No se emplearon ni quimioterapia ni otras terapias neoadyuvantes en
ningln caso. La combinacién de radioterapia e inhibicibn de EGFR ha demostrado
recientemente un beneficio importante para la supervivencia durante la fase Il del
ensayo clinico en pacientes con cancer de cabeza y cuello (Bonner et al. 2006). Por
otro lado, la interrupcion de la sefial de IGF-1R parece ser terapéuticamente Gtil en
combinacion con la radioterapia en experimentos in vitro (Allen et al. 2007). Ademas,
los fragmentos de siRNA especificos para mRNA de IGF-1R humano son capaces de

aumentar la radiosensibilidad en cancer de colon (Yavari et al. 2010). De este modo,

$#<



CAPITULO IV

aquellos farmacos que potencialmente bloqueen a IGF-1R podrian inhibir las rutas
anti-apoptoticas y proliferativas desencadenadas por su activacion, conduciendo al
aumento de la muerte celular por radiacion (Chinnaiyan et al. 2006). La
sobreexpresion tumoral de IGF-1R no sélo puede utilizarse como indicador de peor
resultado clinico, sino que ademas, los pacientes con tumores que sobreexpresen
IGF-1R pueden ser seleccionados para tratamientos futuros que mejoren el potencial

clinico de dicha terapia (Tanno et al. 2006).

En resumen, los resultados presentes permiten definir un subgrupo de pacientes con
niveles bajos de IGF-1R los cuales, incluso presentando un estadio avanzado de la
enfermedad, muestran buenas figuras de supervivencia. Estos resultados preliminares

necesitan ser confirmados mediantes ensayos clinicos mas grandes.
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CAPITULO V

RESUMEN

Objetivos. Evaluar la expresion de MVP en pacientes con carcinoma de células
escamosas en la cavidad oral, su relacidon con otros factores prondosticos clinicos y
patologicos y su papel como factor predictivo clinico. Ademas, se estudid su relacion

con la expresion de IGF-1R en esta cohorte de pacientes.

Pacientes y Métodos. Se incluyd en la presente fase del trabajo a 131 pacientes
afectados de carcinoma de células escamosas de la cavidad oral, incluidos en este
estudio desde julio de 1989 a abril de 2005. El seguimiento de los pacientes fue
cerrado en julio de 2011. La media del seguimiento para los supervivientes fue de 123
+ 40.36 meses. Los pacientes fueron estadiados siguiendo la clasificacion TNM.
Aquellos pacientes con estadio de tumor | y Il fueron remitidos a cirugia. Los pacientes
con estadio llI- IV fueron tratados con radioterapia postoperatoria. La radioterapia fue
administrada a una dosis de 62.13 = 7.74 Gy en fracciones de 1.8-2 Gy/dia. La
expresion de MVP fue estudiada mediante inmunohistoquimica en tejidos tumorales

embebidos en parafina.

Resultados. MVP fue expresada en 112 pacientes (85.5%) y no se encontrd relaciéon
significativa alguna con las variables clinico-patolégicas. La sobreexpresiéon de MVP
aparecio asociada a la sobreexpresion de IGF-1R (P = 0.014). Como se ha expuesto
previamente, el estadio tumoral de la enfermedad fue el factor prondstico méas
importante relacionado con la supervivencia. Los tumores en estadios avanzados de la
enfermedad (IlI-1IV) que ademds presentaban sobreexpresion de MVP e IGF-1R,
tenian una menor supervivencia libre de enfermedad (P = 0.008, Exp (B) = 2.730, ClI
95% (1.302-5.724)) y supervivencia causa-especifica (P = 0.014, Exp (B) = 2.570, CI
95% (1.215-5.437)), en andlisis multivariante.

Conclusion. La expresion de MVP e IGF-1R parece estar relacionada en este tipo de

tumores confiriendo una menor supervivencia a largo plazo en pacientes que sufren

estadios avanzados de la enfermedad.
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SUMMARY

Oral carcinoma is commonly treated by surgery or radiotherapy. However, outcomes in
locally advanced cases remain suboptimal and there is a clear need for new prognostic
indicators. Major vault protein (MVP) has been classically associated to multidrug
resistance, although its overexpression has been associated to resistance to
radiotherapy. At the clinical level, the role of MVP in predicting response to
radiotherapy was recently addressed. The aim of this study was to assess the
expression of MVP in oral cavity squamous cell carcinoma patients, its relation with
clinical and pathologic prognostic factors and its role in predicting clinical outcome. One
hundred and thirty one consecutive were included in this study, and followed during
more than 20 years. MVP overexpression conferred reduced long-term survival in
patients suffering from advanced stages of the disease, highlighting this protein as a

predictive factor for survival in this tumour type.
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INTRODUCCION

El cancer de cavidad oral se trata principalmente mediante cirugia y radioterapia. En
las ultimas décadas se ha conseguido mejorar la supervivencia en este tipo de
pacientes. No obstante, el control local sigue siendo, en ocasiones dificil. Por ello, se
buscan factores pronésticos y marcadores tumorales que ayuden a prever las
recaidas, con la intencion de mejorar los tratamientos y prestar mas atencion

asistencial a aquellos pacientes de mayor riesgo.

Las particulas vaults son ribonucleoproteinas en forma de barril, compuestas
principalmente por tres proteinas diferentes, tal y como se ha detallado previamente en
esta Tesis Doctoral: la proteina vault mayor o major vault proteina (MVP), la vault
poly(ADP-ribose) polimerasa (VPARP) y la proteina-1 asociada a telomerasa o
telomerase-associated proteina-1 (TEP1). Ademas, el complejo se completa con la
presencia de pequefias particulas de ARN no traducible (VRNA) (Kickhoefer et al.
1999a). Clasicamente, la funcion de vaults ha sido asociada a los fenbmenos de
resistencia a drogas (Mossink et al. 2003). No obstante, debido a las complejas
interacciones que vaults tiene con otras importantes moléculas efectoras (PTEN, Erk o
EGF), se le han atribuido numerosas funciones mas, algunas de ellas determinantes
en la fisiologia celular. La sobreexpresion de MVP parece asociarse a algunos
fenotipos malignos de algunos tipos tumorales, lo que sugiere que esta proteina podria
ejercer alguna funcion en el desarrollo y la progresion de los tumores (Steiner et al.
2006a). La expresion de MVP se ha visto también asociada a fendémenos de
resistencia a la radioterapia (Fichtner et al. 2003), probablemente debido a su papel
como inhibidor de la apoptosis a través de la inhibicion del eje COP-1/p53 (Yi et al.
2005). Diferentes agentes dafinos para el ADN, entre ellos la luz ultravioleta, induce la
transcripcion de MVP y la sobreexpresion de esta proteina (Shimamoto et al. 2006).
Estos hallazgos indican que vaults podria ejercer algun tipo de funcion en relacion a
los fendbmenos de reparacion del dafio al ADN, lo que coincidiria con otras
publicaciones que reportan que aquellos ratones deficientes en VPARP y TEP-1
presentan un mayor riesgo de cancer de colon carnindégeno-inducido (Raval-
Fernandes et al. 2005). A nivel clinico, el papel de MVP en la prediccion de la
respuesta a la radioterapia ha sido recientemente reportado (Silva et al. 2007). En el
estudio de Silva y col., la sobreexpresion de MVP se asociaba a un peor prondstico en
78 pacientes con cancer de orofaringe tratados con radioterapia (Silva et al. 2007). El
efecto de la sobreexpresion de MVP era todavia superior en el subgrupo de pacientes

con carcinoma de lengua, donde MVP era un importante factor prondstico de
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supervivencia local y supervivencia causa-especifica (Silva et al. 2007). No obstante,
los mecanismos moleculares detrds de esa asociacion siguen siendo desconocidos, y
el papel que esta proteina tenga en los tumores de cavidad oral no ha sido estudiado,

méxime en combinacion con otro tipo de marcadores biologicos.

El receptor para el factor de crecimiento dependiente de insulina-1 (IGF-1R), es un
receptor transmembranal de tipo tirosina-quinasa, comunmente sobreexpresado en
diferentes tipos tumorales. La activacion de este receptor conduce a una ulterior
activacion de ras, raf y la via de las MAPK, lo que resulta en un incremento de la
proliferacion celular. Igualmente, la activacion de IGF-1R produce una activacion de la
via PI3K, que provoca una inhibicibn de la apoptosis. Como se ha comentado
previamente, la activacién de IGF-1R se ha asociado a un incremento de la radio-
resistencia, fundamentalmente debida a ese incremento de la proliferacion celular e
inhibicién de la apoptosis (Turner et al. 1997; Yu et al. 2003). Esa asociacion ha sido
observada en pacientes con cancer de cérvix (Lloret et al. 2007), y como se expuso en
el capitulo anterior de esta Tesis Doctoral, también en nuestra serie de pacientes con

cancer de cavidad oral.

Previamente, se ha publicado una asociacion a nivel clinico de la expresion combinada
de IGF-1R y MVP en el pronéstico clinico de pacientes con cancer de cérvix (Lloret et
al. 2008). Asi, la sobreexpresion combinada de ambas proteinas condiciona el
prondstico clinico de las pacientes, aun cuando hayan presentado respuesta completa

a los tratamientos (Lloret et al. 2008).

Los objetivos de esta parte del trabajo fueron, estudiar la expresién proteica de MVP
en tumores clinicos de cavidad oral, la relaciébn de la proteina con otros factores
prondsticos clinicos y moleculares, y su papel como factor predictivo de supervivencia
en estos pacientes. Ademas, explorar la relacion con IGF-1R y su papel combinado en

la prediccidn de la respuesta y la supervivencia.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes

La serie de pacientes ha quedado descrita suficientemente en capitulos anteriores.
Para esta parte del trabajo, realizamos una actualizacién del seguimiento, cerrando el
mismo en julio de 2011. La media de seguimiento para los supervivientes (n = 18, 15
hombres y 3 mujeres) fue de 123.11 + 40.36 meses (mediana 113.50, rango 72-204

meses).

Tratamiento

El tratamiento de estos pacientes ha sido extensamente descrito en capitulos
anteriores. Resaltar el hecho de que aquellos pacientes con estadios I-l1l fueron
sometidos a cirugia; aquellos pacientes con estadio IlI-IV recibieron, ademas,
tratamiento con radioterapia postoperatoria; aquellos pacientes en estadios iniciales
que tuvieran margenes afectos tras la cirugia recibieron igualmente radioterapia
adyuvante. Ningun paciente de esta serie recibié readioterapia neoadyuvante ni

gquimioterapia de ningun tipo.

Inmunohistoquimica

La expresion de MVP se estudié por inmunohistoquimica (IHC) en las 131 muestras de
tejido embebido en parafina de los pacientes, tal y como se habia descrito
previamente. El bloque tumoral méas representativo fue aquel usado para el analisis.
Se usaron cortes de tejido de 4 mm, que fueron incubados durante una hora en una
camara humeda con el anticuerpo primario (LRP/MVP Ab-2, Clon 1032, Neomarkers,
CA) a una dilucién 1:100. A continuacion, se realizé una incubacion durante 30
minutos con un anticuerpo secundario biotinado (Dako Detection kit, LSBA). El
revelado se realizO con sustrato de tetrahidroclorohidro-diaminobencidina (DAB
Chromogen, Dako) y rapido contraste con hematoxilina de Harris. La marcacion se
realizé por peroxidada-estreptavidina-biotina (Dako). En cada seccién de cortes se
omitié el anticuerpo primario, para usar dicha seccién como control negativo. Como
control positivo, se utilizé una seccion fuertemente positiva para la oncoproteina. La
valoracién de la IHC fue realizada de manera ciega, sin conocimiento de las
caracteristicas clinicas del paciente por parte del patélogo, en aquellas zonas de

maxima expresion (Figura 1).
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La tinciébn de MVP, observada en el citoplasma de las células, se valoré de manera
semicuantitativa de la siguiente forma: tinciébn negativa (-), débilmente positiva (+),
moderadamente positiva (++) y fuertemente positiva (+++). Aquellos tumores
clasificados como moderados/fuertemente positivos se consideraron con
sobreexpresion de MVP. Los datos referidos a IGF-1R fueron rescatados del trabajo
previo, siguiendo el mismo protocolo de tincion y cuantificacién especificado.

',} T’\
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Figura 1. Tinci6n inmunohistoquimica representativa de MVP valorada semicuantitativamente

(400X), mostrandose baja (a) y alta (b) expresién de la oncoproteina.

Andlisis estadistico

La correlacion entre variables categoricas clinicas y patoldgicas se realizO mediante
test de Chi cuadrado. Para la comparacion entre variables continuas de distribucién
normal se usaron los test de t-student y analisis de la varianza. Las asociaciones entre
las variables estudiadas y el pronéstico de la enfermedad se realizaron mediante
curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, y las diferencias entre grupos se analizaron
mediante test de log-rango. La regresibn de Cox se usO para los analisis

multivariantes. El pronostico de la enfermedad tras el tratamiento se realizd6 en
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términos de supervivencia libre de recidiva local (LDFS), supervivencia libre de
recidiva regional (RDFS), supervivencia libre de metéstasis a distancia (DMFS),
supervivencia libre de enfermedad (DFS), supervivencia causa-especifica (CSS) y
supervivencia absoluta (OS). El andlisis estadistico se realiz6 mediante el paquete
informético SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL).

RESULTADOS

La expresion de MVP se determiné para los 131 pacientes de la serie. MVP aparecia
sobreexpresado en 67 pacientes (51.1%). Como se ha expuesto previamente, IGF-1R
aparecia sobreexpresado en 60 pacientes (45.8%). Observamos una asociacion
positiva entre la expresion de ambas proteinas, de tal manera que aquellos tumores
que sobreexpresaban MVP sobreexpresaban también IGF-1R (P = 0.014) (Tabla 1).

Tabla 1. Asociacion de la expresién de MVP e IGF-1R

MVP
Bajo Alto Total
IGF-1R Bajo 42 29 71
Alto 22 38 60
Total 64 67 131

La expresion de las oncoproteinas se evalu6 de manera
semicuantitativa. Bajo, tincion negativa/débilmente positiva; Alto,
tincion moderada/fuertemente positiva. Test de Chi cuadrado, P =

0.014.

No se observaron otras asociaciones estadisticas con otras variables. La
supervivencia actuarial tras 15 afios de seguimiento fue la siguiente: 65.6, 70.2, 90.6,
49.6 y 57.1% para LDFS, RDFS, DMFS, DFS y CSS, respectivamente. Como se ha
descrito previamente, el grado histolégico (I vs. lI-111) y el estadio tumoral (I-1 vs. 1lI-1V)
fueron los factores prondsticos mas importantes en la serie completa, en analisis
multivariante (Exp(B) = 3.009, CI 95% (1.255-7.214), P = 0.014; Exp(B) = 3.085,
CI95% (1.565-6.083), P = 0.001, respectivamente). La expresion de MVP, ni tampoco

la de IGF-I, fue un factor prondstico de supervivencia en la serie completa.
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Dada la importancia del grado y el estadio, se exploré el papel de las oncoproteinas
segmentando a los pacientes segun estas variables. Asi, se observé que MVP era un
factor prondstico de supervivencia en pacientes con estadios avanzados de la
enfermedad (estadios IlI-1V). Veinte de los 30 pacientes (66.7%) con estadio IlI-IV y
baja expresion de MVP (tincibn negativa o débilmente positiva) estaban libres de
muerte causa-especifica; mientras que 12 de los 36 pacientes (33.3%) con tumores en
estadio Ill-IV y sobreexpresién de MVP estaban libres de muerte causa-especifica (P =
0.010). Los resultados del test de log-rank fueron significativos también para DMFS (P
= 0.030) y DFS (P = 0.020) (Tabla 2). En andlisis multivariante (regresién de Cox), la
sobreexpresion de MVP fue un importante factor pronéstico de DFS (P = 0.016, Exp(B)
= 2.584, CI95% (1.191-5.604)) y CSS (P = 0.011, Exp(B) = 2.916, CI95% (1.286-
6.629)) (Tabla 2). Los analisis realizados, segmentando a la poblacion segun el grado
histologico o la afectacion de los margenes quirargicos, no reportd resultados

significativos en ningun caso.

Tabla 2. Relacion de factores prondésticos y variables clinicas en el subgrupo de

pacientes con carcinoma de cavidad oral en estadios avanzados de la enfermedad (ll1-

IV), n = 66
LDFS RDFS DMFS DFS CSS

Sexo P=0683 P=0.744 P=0524 P=0707 P=0.485
Edad P=0882 P=0537 P=0.387 P=0574 P=0.866
Grado P=0.330 P=0.053 P=0.047 P=0.024" P=0.008"
Margenes quirdrgicos P =0.001° P=0.077 P=0.388 P=0.003 P=0.001
MVP P=0214 P=0.362 P=0.030 P=0.020° P=0.010°
IGF-1R P=0.016 P=0.153 P=0.898 P=0029 P =0.009

Los valores P en andlisis univariante fueron obtenidos mediante el test log rank.
Los superindices hacen referencia a los analisis multivariantes (regresion de Cox):
%P = 0.006, Exp(B) = 3.882, Cl 95% (1.474-10.226)

°P = 0.044, Exp(B) = 2.876, CI95% (1.030-8.035)

°P = 0.016, Exp(B) = 2.584, C195% (1.191-5.604)

‘P =0.017, Exp(B) = 3.952, CI95% (1.281-12.193)

°P = 0.011, Exp(B) = 2.916, CI95% (1.283-6.629)

Con la intencién de conocer el papel conjunto de IGF-1R y MVP en este contexto, se

procedié a realizar una serie de andlisis combinados con ambas proteinas. Estos
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CAPITULO V

analisis mostraron que 29 de los 48 pacientes (60.4%) con los tumores en estadio IlI-
IV que ademas presentaban una baja expresion de IGF-1R y/o MVP estaban libres de
muerte relacionada con la enfermedad; mientras que Unicamente 3 de los 18 pacientes
con tumores en estadio Ill-IV y sobreexpresion de ambas proteinas estaba libre de
muerte causa-especifica (P = 0.002). Estos resultados fueron también significativos
para LDFS (P = 0.005) y DFS (P = 0.001) (Figuras la-c). En analisis multivariante, la
sobreexpresion de IGF-1R y MVP (conjuntamente) fue un importante factor predictivo
para DFS (P = 0.008, Exp(B) = 2.730, CI95% (1.302-5.724)) y CSS (P = 0.014, Exp(B)
= 2.570, CI95% (1.215-5.437)).
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Figura 2. Asociacion entre la expresion de IGF-1R y MVP con la supervivencia, expuesta
mediante curvas de Kaplan-Meier, en pacientes con carcinoma de cavidad oral en estadios llI-

IV. Los valores de P se obtuvieron mediante el test de log-rank.

DISCUSION

La presente parte del estudio se llevd a cabo con la intencion de explorar el papel de la
expresion de MVP como factor pronéstico en tumores de cavidad oral tratados con

cirugia y radioterapia.

MVP aparecio sobreexpresado en 67 pacientes (51.1%). Solo un estudio ha reportado
niveles de expresion de esta oncoproteina en tumores de cabeza y cuello (Silva et al.
2007). Silva y col. reportaron una tincion positiva de MVP en 49 de los 78 pacientes
con carcinoma del tercio posterior de la lengua y las tonsilas que habian estudiado
(62.8%). No existen datos en la bibliografia referidos a la expresion de esta

oncoproteina exclusivamente en tumores de cavidad oral.

El estadio tumoral, tal y como se ha comentado previamente, se mostr6 como el factor

prondstico mas importante en nuestra serie de pacientes. Los ratios de recaidas
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locales reportados en la bibliografia para aquellos pacientes en estadios avanzados de

la enfermedad (11I-1V) esté en torno al 40%, dato similar al mostrado en nuestra serie.

La expresion de MVP no fue un factor prondstico de supervivencia en la serie
completa. No obstante, cuando los pacientes fueron segregados segun su estadio
tumoral (I-11 vs. 1lI-IV), la expresion de MVP fue un factor predictivo de LDFS, DFS y
CSS. MVP podria tener algun tipo de papel favoreciendo la inestabilidad genética
mediante la reduccién de los mecanismos de reparacion del dafio al ADN, a través de
la inhibicion de la expresion de Ku70/80 y por tanto de los mecanismos de reparacion
no homologa al ADN (Lloret et al. 2009). El principal dafio producido por la radiacién
ionizante al ADN es la rotura doble de cadena, que es reparada esencialmente por
mecanismos de reparacion no homoéloga (NHEJ). Ku70/80 son genes clave en la
reparacion NHEJ de las roturas doble de cadena de ADN radio-inducidas. Si vaults se
sobreexpresa, los mecanismos de NHEJ podrian ser inhibidos mediante diferentes
formas, lo cual produciria un aumento de la inestabilidad genética ya sea por la
ineficacia de NHEJ o por la participacion de mecanismos de reparaciéon homéloga,
inadecuados para reparar dafios de este tipo. PARP-1, parte del complejo vault,
promueve la reparacion homologa sobre la NHEJ, mediante la inhibicion de la
expresion de Ku70/80. Estos eventos se asociarian con la decisién de las células
dafadas de sobrevivir y proliferar, favoreciendo asi la progresion tumoral y reduciendo
la respuesta del tumor a los tratamientos oncolégicos mediante la aparicién de células
con fenotipos resistentes. Los resultados presentados aqui estan de acuerdo con los
reportados previamente por Silva y cols., donde la sobreexpresion de MVP aparecia
como un importante factor predictivo de supervivencia en 78 pacientes con carcinoma

de orofaringe tratados con radioterapia primaria e intencion curativa (Silva et al. 2007).

Los presentes resultados son los primeros que evidencian una relacion directa entre la
expresion de IGF-1R y MVP a nivel clinico en este tipo de tumores. No obstante, esta
asociacion habia sido observada en pacientes con cancer de cérvix (Lloret et al. 2008),
lo que parece indicar que ambas oncoproteinas necesitan estar sobreexpresadas para
conferir radio-resistencia y condicionar el prondstico y la supervivencia. Se ha sugerido
que tanto IGF-1R como MVP incrementan la proliferacion celular mediante la
activacion de Src, PTEN y ERK; e inhiben la apoptosis mediante la modulacién del eje
COP-1/p53, lo que resulta en un incremento de la resistencia tumoral a los
tratamientos oncoldgicos. Por su parte, la expresién de MVP se ha visto asociada con
otras moléculas también relacionadas con la proliferacién y la apoptosis (Lloret et al.

2009). Asi, la resistencia a la radioterapia derivada de la sobreexpresion de MVP a
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nivel clinico podria ser debida a ese aumento de la proliferacién e inhibicion de la
apoptosis, asi como por la regulacion de los procesos de reparacion del dafio al ADN,
fundamentalmente a través de la inhibicion de Ku70/80 (Lloret et al. 2009). IGF-1R
colaboraria con MVP en la prevencion de la apoptosis a través de la induccién de
BCL-2, asi como, en menor medida, la inhibicion de BAX (Lloret et al. 2009). Esto
afectaria a los mecanismos de reparacion no homéloga mediante la regulacion de la
via AKT/p38MAPK, principalmente a través de la modificacion de la expresion de Ku

(Cosaceanu et al. 2007).

La activacion de IGF-1R promueve la puesta en marcha de una serie de vias de
sefalizacién tales como ras, raf, MAPK o PISK/AKT/BAD. La sobreexpresién de IGF-
1R se ha asociado a fenbmenos de progresién de la enfermedad, incremento de la
resistencia a la radioterapia y peor prondstico (Rocha et al. 1997; Turner et al. 1997;
Lloret et al. 2007). Ademas, IGF-1R parece ser importante en relacién a los fenédmenos
de reparacién del dafio al ADN mediados por ATM (Peretz et al. 2001). Asi, la
desregulacion de la expresion de IGF-1R tras la radioterapia podria estar asociada con
el incremento de la inestabilidad genética y el aumento de la capacidad

transformadora de las células tumorales (Shahrabani-Gargir et al. 2004).

En conclusion, la expresion de MVP e IGF-1R esta relacionada en tumores de células
escamosas de cavidad oral, y ambas proteinas parecen conferir menor supervivencia
y peor pronostico entre aquellos pacientes con estadios mas avanzados de la
enfermedad. Segun esto, la expresion combinada de ambas oncoproteinas podria ser
relevante como factor predictivo en este tipo de pacientes. No obstante, se deben
disefiar nuevos estudios que incluyan a PTEN, p53, BCL-2 marcadores de
proliferacion (como Ki67) o PI3K, con el objeto de definir mas concretamente el papel
de estas oncoproteinas y entender los mecanismos moleculares que llevan a estos
pacientes a tener un peor pronostico. Ademadas, estos resultados deben ser

confirmados en series de pacientes mas grandes.
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CAPITULO VI

RESUMEN

Una vez establecido el papel predictivo de la expresion de las oncoproteinas IGF-1R y
MVP, se investigd la influencia de la apoptosis y la proliferacion celular en el
prondstico clinico de pacientes con carcinoma de cavidad oral tratados con
radioterapia post-operatoria. Se investigd la asociacion entre todos los marcadores
bioldgicos, su relacion con factores clinicos y patoldgicos y su papel predictivo en este

tipo de pacientes.

Ciento treinta y un pacientes con carcinoma epidermoide de la cavidad oral fueron
incluidos en el estudio tal y como se ha descrito previamente. Los pacientes en
estadios | y Il de la enfermedad fueron tratados mediante cirugia. Aquellos pacientes
en estadio IlI-1V se trataron con cirugia y radioterapia postoperatoria tal y como se ha
descrito en capitulos anteriores. La dosis de radioterapia administrada fue de 62.13 +
7.74 Gy en fracciones de 1.8-2 Gy al dia. La expresién de las oncoproteinas se estudio

mediante inmunohistoquimica en tejidos embebidos en parafina.

El estadio tumoral fue el factor prondstico mas importante para la supervivencia.
Aquellos tumores con sobreexpresion de IGF-1R y MVP tenian una menor tasa de
supervivencia causa-especifica en aquellos pacientes con estadios avanzados de la
enfermedad (lll-1V), tanto en andlisis univariante como multivariante. Entre aquellos
pacientes en estadio Ill-IV que ademas mostraron expresion negativa de BCL-2, todos
aquellos que ademas sobreexpresaban IGF-1R/MVP murieron por la enfermedad

durante los primeros 5 afios de seguimiento.

Estos resultados muestran un papel relevante de la apoptosis y la proliferacion celular
en relacion a la expresion de IGF-1R y MVP en tumores de cavidad oral, lo que hace
pensar que estas oncoproteinas estan intimamente relacionadas y condicionan el

prondstico de la enfermedad.
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SUMMARY

Objectives. To assess the expression of MVP, IGF-1R, BCL-2 and Ki67 in oral
carcinoma patients treated with postoperative radiotherapy, the association established
among the biological markers, the relation with clinical and pathological prognostic

factors, and its role in predicting clinical outcome.

Patients and Methods. One hundred and thirty one consecutive patients suffering from
oral cavity squamous cell carcinoma were included in this study from July 1989 to April
2005. Follow-up was closed in July 2011. The mean follow-up for survivors was 123.11
+ 40.36 months. Patients in tumour stages | and 1l were referred to surgery. Patients in
stage llI-IV were referred to surgery and postoperative radiotherapy. Radiation therapy
was administered up to a mean dose of 62.13 = 7.74 Gy in 1.8-2 Gy fractions.
Oncoproteins expression was studied by immunohistochemistry in paraffin-embedded

tumour tissue.

Results. Tumour stage was the most important prognostic factor for survival. Tumours
showing high IGF-1R and MVP expression were related to poor cause-specific survival
in those patients suffering advanced stages of the disease (lll-IV), in univariate and
multivariate analysis. Among those patients suffering from stages IlI-IV who showed
negative staining of BCL-2, patients overexpressing IGF-1R/MVP tumours died of the
disease within the first five years of follow-up (hazard ratio 4.738, 95% CIl 1.967-
21.414, P = 0.001).

Conclusion. These results show a role of apoptosis and cell proliferation in relation to

the expression of IGF-1R and MVP in oral cavity tumors, suggesting that these

oncoproteins are closely related and determine the prognosis.
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CAPITULO VI

INTRODUCCION

El tumor primario de cavidad oral de tipo epidermoide (OCSCC) es tratado
fundamentalmente mediante cirugia, con o sin diseccion cervical, 0 por terapia
combinada de cirugia y radioterapia (RT). No obstante, a pesar de esto, es comun
observar entre los pacientes, resistencias a los tratamientos y altos ratios de recaidas
locales. Aunque existen algunos factores prondsticos de supervivencia, se necesitan
nuevos factores pronosticos que puedan ser usados en el momento del diagnostico y
gque, consecuentemente, contribuya a seleccionar a los pacientes para recibir un tipo
de tratamiento u otro, en funcién del riesgo derivado de la presencia o no de esos

nuevos factores de riesgo.

Las particulas vaults son ribonucleoproteinas con una estructura en forma de barril y
compuestas por tres tipos de proteinas, tal y como se ha descrito anteriormente: la
proteina vault mayor (MVP), dos vault menores con actividad poly(ADP-ribosa)
polimerasa (VPARP) y una proteina asociada a telomerasa-1 (TEP-1). El complejo se
completa con la presencia de pequefias particulas de ARN no traducible (VRNA) de
funcionalidad no del todo conocida (Kickhoefer et al. 1999a). Clasicamente, las
particulas vaults se han asociado a fenbmenos de resistencia a drogas, relacionadas
con otras proteinas como la proteina de resistencia pulmonar (LRP) (Mossink et al.
2003). No obstante, los estudios realizados sobre vaults han demostrado una
interaccion de esta proteina con otras relevantes para diferentes mecanismos
celulares: PTEN (Minaguchi et al. 2006), Erk (Xiang et al. 2006), o EGF (Kim et al.
2006). Ademas, la expresion de MVP, la proteina de mayor tamafio del complejo vault,
se ha asociado a fenotipos de malignidad en algunos tumores, lo que sugiere que
estas proteinas podrian ejercer algun tipo de papel en el desarrollo y la progresion
tumoral (Steiner et al. 2006a). Se ha observado una participacion de MVP en la
resistencia a la radioterapia, probablemente debida a la inhibicién de la apoptosis a
través de la inhibicién del eje COP-1/p53 (Yi et al. 2005; Dornan et al. 2006). Es mas,
algunos agentes responsables de producir dafio al ADN, tales como la luz ultravioleta,
inducen los niveles de expresion de MVP (Shimamoto et al. 2006). A nivel clinico, el
papel de MVP en relacion a la radioterapia ha sido poco estudiado. La primera
evidencia se reporté en el afio 2007 por el grupo de Silva y col. En ese estudio, la
sobreexpresion de MVP se relacionaba con un peor prondstico en 78 pacientes con
carcinoma de orofaringe tratados con radioterapia. La mayor significacion clinica se
observaba entre los pacientes con tumores de lengua, que presentaban mayores

niveles de recaida local y muerte causa-especifica (Silva et al. 2007). No obstante, los
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mecanismos moleculares subyacentes a esta asociacion no son del todo conocidos, y
el papel de MVP en pacientes con OCSCC no es del todo conocido, ni sus

asociaciones con otras variables clinicas o moleculares!

La expresion del receptor para el factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-1R)
parece ser importante para la biologia de diferentes tumores. Su activacion parece
estar asociada a modificaciones de los mecanismos de respuesta a la RT (Turner et al.
1997; Peretz et al. 2001; Yu et al. 2003). En capitulos anteriores hemos reportado la
accion de IGF-1R en pacientes con OCSCC. Asi, aquellos pacientes en estadios
avanzados de la enfermedad que ademas presentaban sobreexpresidn de esta
oncoproteina, presentaban menores supervivencias. Debido al papel central que IGF-
1R tiene en relacién a la modulacién de la apoptosis y la proliferacion, y a otras
asociaciones con otras proteinas, es probable que exista algun tipo de interaccién de
IGF-1R no solo con MVP sino también con BCL-2, Ki-67 o Ku70/80 (proteina clave en
la regulacion de los mecanismos de reparacion no homoéloga de dafio al ADN). La
asociacion entre IGF-1R fue reportada por vez primera por Lloret y col. en pacientes
con céncer de cervix (Lloret et al. 2008), y ha sido observada igualmente en nuestra
serie de pacientes (ver capitulo V de esta Tesis Doctoral). Ambas proteinas aparecen
co-expresadas en el mismo tipo tumoral, y ambas tienen que estar sobreexpresadas
para mediar quimio-radio-resistencia. Mas aun, MVP, IGF-1R y BCL-2 parecen estar
relacionadas en tumores de cervix, y asociadas a una peor supervivencia, tal y como

se ha reportado recientemente (Henriquez-Hernandez et al. 2011).

La familia de proteinas BCL-2 se encuentra relacionada con procesos carcinogénicos
del OCSCC. Se ha sugerido que la expresion de moléculas apoptoéticas podria ser un
factor prondstico atil en este tipo de tumores (Coutinho-Camillo et al. 2010). La
sobreexpresion de BCL-2 no solo es relevante en la carcinogénesis oral (Kannan et al.
1998; Sulkowska et al. 2001; Loro et al. 2002), sino que también es esencial en la
progresion de la enfermedad, ya que incrementa los ratios de supervivencia de las
células neoplasicas, permitiendo la aparicion de nuevas mutaciones y el origen de
nuevos fenotipos resistentes a la quimioterapia y/o a la radioterapia (Saikrishana et al.
2002). La expresion de BCL-2 es un factor predictivo de supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia absoluta en tumores de tipo epidermoide de la orofaringe
(Nichols et al. 2010) y la nasofaringe (Chen et al. 2010). Es mas, se ha observado una
relacion entre BCL-2 y Ki67; la sobreexpresion de BCL-2 se ha asociado a un aumento

de la proliferacion celular a través de la sobreexpresién de Ki67 (Lloret et al. 2009).
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Tal y como se ha descrito previamente, la expresion de la proteina Ki67 es un
marcador de proliferacion celular (Scholzen et al. 2000) asociado a peor pronostico en
diferentes tipos de tumores, entre los que esta el OCSCC (Montebugnoli et al. 2009;
Motta Rda et al. 2009).

El objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar la expresion de MVP, en combinacién
con IGF-1R, y en asociacion a BCL-2 y Ki67, en pacientes con carcinoma primario de
cavidad oral de tipo epidermoide tratados con cirugia y radioterapia adyuvante;
establecer posibles asociaciones entre las distintas oncoproteinas, asi como entre
ellas y otras variables clinico-patolégicas; y su papel como factores predictivos de

supervivencia.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

La muestra estaba compuesta por 131 pacientes con OCSCC diagnosticados en el
Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin. Los pacientes fueron tratados con
cirugia y radioterapia adyuvante con intencién curativa. Tal y como se ha descrito
previamente, los pacientes fueron reclutados entre los afios 1989 y 2005. Todos los
pacientes recibieron un consentimiento informado que debia ser firmado. Asi mismo, el
estudio fue aprobado por el Comité Cientifico de la Institucién. El seguimiento se cerrd
en julio de 2011, registrandose una media de seguimiento de los pacientes vivos, n =
18, de 123.11 + 40.36 meses (mediana 113.50; rango 72-204 meses). Tal y como se
ha descrito, la mayoria de los pacientes era de sexo masculino (n = 116, 88.5%) con

una mediana de edad de 59 afos.

El estadiaje de los pacientes se realiz6 segun la clasificacion TNM de la Unién
Internacional Contra el Cancer (IUAC). El grado de diferenciacion tumoral se realizé de
acuerdo a los criterios establecidos por el sistema Broder. Diecinueve pacientes
presentaban estadio |, 46 estadio Il, 25 estadio Il y 41 estadio IV. El tumor de lengua
fue la localizacion mas frecuentemente observada (n = 64, 48.8%), y la mayoria tenian

tumores bien o moderadamente diferenciados (grados I-Il, n = 113, 86.2%).
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Tratamiento

Todos los pacientes fueron sometidos a cirugia: 71 pacientes sufrieron reseccion
simple del tumor (14 pacientes fueron sometidos a diseccion cervical funcional, 102
pacientes sufrieron diseccion cervical radical y un paciente fue sometido a reseccion

cervical bilateral). Catorce pacientes no sufrieron ningun tipo de reseccion cervical.

Todos los pacientes en estadios llI-IV recibieron radioterapia adyuvante con intencién
curativa. Ademas, aquellos pacientes con estadio I-1l que tras la cirugia presentaban
margenes quirargicos afectos, también fueron sometidos a este tipo de radioterapia.
Asi, se trataron con RT 84 pacientes, con una unidad de cobalto o con un acelerador
lineal segun la fecha del tratamiento. La dosis media de radiacion fue de 62.13 + 7.74
Gy en fracciones diarias de 1.8 a 2 Gy tal y como se ha explicado anteriormente (ver
capitulo 1l de esta Tesis Doctoral). Ningun paciente fue tratado con quimioterapia en

ninguna modalidad, ni con radioterapia heoadyuvante.

Inmunohistoquimica

La expresion de MVP, IGF-1R, BCL-2 y Ki67 se estudié por inmunohistoquimica (IHC)
en las 131 muestras de tejido embebido en parafina de los pacientes, tal y como se
habia descrito previamente (Lloret et al. 2009; Henriquez-Hernandez et al. 2011; Lara
et al. 2011). El bloque tumoral mas representativo fue aquel usado para el analisis. Se
usaron cortes de tejido de 4 mm, que fueron incubados durante una hora en una
camara humeda con el anticuerpo primario (Tabla 1). A continuacion, se realiz6 una
incubacién durante 30 minutos con un anticuerpo secundario biotinado (Dako
Detection kit, LSBA). El revelado se realiz6 con sustrato de tetrahidroclorohidro-
diaminobencidina (DAB Chromogen, Dako) y rapido contraste con hematoxilina de
Harris. La marcacion se realizé por peroxidada-estreptavidina-biotina (Dako). En cada
seccion de cortes se omitid el anticuerpo primario, para usar dicha seccion como
control negativo. Como control positivo, se utilizé una seccién fuertemente positiva
para la oncoproteina. La valoraciéon de la IHC fue realizada de manera ciega, sin
conocimiento de las caracteristicas clinicas del paciente por parte del patélogo, en
aquellas zonas de maxima expresion (Figura 1). La expresion de MVP, IGF-1R y BCL-
2 se realizé de manera semicuantitativa y se clasificé de la siguiente manera: negativo
vs. positivo para BCL-2; y baja (negativa o débilmente positiva expresion) o alta
(moderada o fuertemente positiva expresion) para MVP e IGF-1R. La tincién de Ki67

observada en el nucleo de las células se evalu6 de manera continua como el
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