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I. INTRODUCCION

1. ANATOMIA DE LA REGION DE LA CABEZA Y EL CUELLO

La region topografica de la cabeza y el cuello comprende una variedad de estructuras
anatémicas situadas por encima de la linea supraclavicular. La patologia tumoral de la
zona excluye a la piel, glandula tiroides, glandula paratiroides y al sistema nervioso
central por pertenecer a otras regiones anatémicas con distinto manejo terapéutico.
De esta manera, se engloban dentro de la patologia tumoral de la region de cabeza y
cuello a los senos paranasales, nasofaringe, orofaringe (amigdalas, paladar blando,
base de la lengua), hipofaringe, laringe, cavidad oral (mucosa oral, encia, paladar duro,

lengua y suelo de la boca) y glandulas salivales®.

2. EPIDEMIOLOGIA

Los ultimos datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), revelan una incidencia de cancer
mundial de 14,1 millones de casos nuevos en el aflo 2012, con una mortalidad de 8,2
millones de personas y una prevalencia de 32,6 millones de casos a 5 afios del

diagnéstico” (figura 1).

En Espaia, para el afo 2012, se observd una incidencia de 215.534 casos nuevos de
cancer, con una tasa de 249/100.000 habitantes, de los cuales 4,3% (9160 casos) eran

de cabezay cuello (figura 2).

Comparativamente al resto de drganos, el cadncer de cabeza y cuello (CCC) presenta
una baja incidencia y prevalencia si es considerado separadamente por las
localizaciones descritas previamente. Sin embargo, al agrupar dichas localizaciones,
alcanza la sexta posicion en incidencia nacional (4,3%), por detras del céncer
colorrectal (15,0%), prostatico (12,9%), pulmonar (12,4%), mamario (11,7%) y vesical
(6,4%).

La mortalidad alcanza el 37,0% (3.391 casos), siendo la comunidad de Cataluia la
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segunda comunidad con mds mortalidad (542 casos) sélo superada por Andalucia (608

casos) para el afio 20123 (figura 3).

Figura 1. Incidencia y mortalidad del CCC a nivel mundial para todas las edades. Ao 2012.
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Figura 2. Incidencia y mortalidad del CCC en Europa para todas las edades. Afio 2012.

Proporciones por 100.000 habitantes.
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Figura 3. Frecuencia de CCC segin comunidades en Espafia para ambos sexos. Afio 2011.
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Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia, Instituto de Salud Carlos Ill. Mortalidad por CCC. Disponible
en http://cne.isciii.es/morta/fTip.php

La localizacion mas frecuente del CCC es la laringe, seguido de la orofaringe, cavidad
oral y nasofaringe y se presenta con mayor tendencia en el género masculino con una

relacién de 2:1 a 4:1%>°

. Sin embargo, dicha tendencia se ha modificado en los ultimos
tiempos, secundario al aumento de factores de riesgo en las mujeres y a la asociacién
con el virus del papilomavirus. De igual manera, clasicamente ha sido considerado un
tumor cuya presentacion ocurre generalmente en individuos >50 afos, pero con los
cambios en el estilo de vida y factores de riesgo, se ha observado un descenso en las

edades de presentacién1’7’8.

30



Introduccion

3. CARCINOMA DE CABEZA Y CUELLO
3.1. TIPOS HISTOLOGICOS

Los tumores de cabeza y cuello son clasificados histolégicamente, al igual que en el
resto de drganos, de acuerdo al tipo celular afectado. De esta manera, se observa que
la mayor frecuencia de tumores son de etiologia epitelial (>90%), siendo una minoria

los tumores mesenquimales o de estirpe hematolinfoide®.

El carcinoma escamoso es el tipo histolégico mas frecuente, constituyendo
practicamente el 100% de los tumores epiteliales de cabeza y cuello. Este tumor se
origina en el revestimiento epitelial escamoso de la mucosa y sobre la metaplasia
escamosa del epitelio respiratorio de la zona. Puede ser catalogado segun sus
variantes histoldgicas en carcinoma escamoso de tipo verrucoso, basaloide, papilar,

fusocelular, acantolitico o adenoescamoso”.

3.2. GRADOS DE DIFERENCIACION HISTOLOGICA

El carcinoma escamoso es tradicionalmente clasificado segin el grado de
diferenciaciéon histolégica en bien diferenciado, moderadamente diferenciado y poco
diferenciado. Los tumores bien diferenciados presentan cierto grado de atipia
citoldgica y escasas figuras mitdticas con abundante queratinizacion, siendo los mas
similares al epitelio normal. Los tumores moderadamente diferenciados presentan
mayor pleomorfismo nuclear y actividad mitdtica, incluyendo figuras mitéticas atipicas
y menor queratinizacion que los carcinomas bien diferenciados. Por el contrario, en los
carcinomas escamosos poco diferenciados predominan las células escamosas
inmaduras con numerosas figuras mitéticas tipicas y atipicas con un minimo
componente de queratinizacion (figura 4). La mayoria de los carcinomas escamosos de
cabeza y cuello son clasificados como moderadamente diferenciados, por lo que el
valor prondstico del grado de diferenciacion tumoral es limitado en comparacién al

nivel y patrén de invasién tumoral®.
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Figura 4. Presentacion histolégica del carcinoma escamoso bien diferenciado (a),
moderadamente diferenciado (b) y poco diferenciado (c). Notese en el centro de la imagen (c)
un foco de invasién perineural (flecha). Tincién de Hematoxilina y Eosina.

La invasidon tumoral se manifiesta como una disrupcién de la membrana basal por las
células y nidos tumorales con la consiguiente invasiéon del tejido subyacente.
Generalmente se acompaia de una reaccion estromal tumoral (desmoplasia), que no
es mas que una proliferacidn fibroblastica periférica a la noxa tumoral. La presencia de
invasion perineural y/o invasién vascular angiolinfitica son consideradas

caracteristicas adicionales de malignidad (figura 4c).

El frente de invasidn puede ser de tipo expansivo y de tipo infiltrativo. En la invasién
de tipo expansivo, los nidos tumorales son de base ancha, bien delimitados y empujan
al tejido subyacente, rompiendo la membrana basal traspasando a otras capas. La

invasién de tipo infiltrativo se caracteriza por la presencia de nidos tumorales
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pequefios, cordones y células tumorales dispersas, cuyos margenes se encuentran mal
definidos, logrando traspasar la membrana basal y diseminarse en el tejido
subyacente. Generalmente, el patron de invasidén de tipo infiltrativo esta asociado a
mayor desmoplasia estromal y a mayor agresividad tumoral. Pueden verse patrones de

invasion mixtos en el mismo tumor®.

3.3. EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA

El carcinoma escamoso, al ser una tumoracién de estirpe epitelial, tiene una expresion
de citoqueratinas por inmunohistoquimica que varia de acuerdo al grado de
diferenciacién histolégica y puede cambiar durante el proceso de desdiferenciacion.
Por esto, los tumores bien diferenciados expresan citoqueratinas de medio y alto peso
molecular pero no de bajo peso molecular, situacién similar al epitelio normal. Por el
contrario, los tumores poco diferenciados pierden la expresion de citoqueratinas de
medio y alto peso molecular, siendo positivos para las de bajo peso molecular,

pudiendo a su vez expresar vimentina®.

3.4. CLASIFICACION DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO: SISTEMA DE ESTADIFICACION
TUMOR, GANGLIOS LINFATICOS Y METASTASIS (TNM)

Uno de los mayores inconvenientes a la hora de clasificar y estadificar los tumores de
cabeza y cuello es que, al incluir una variedad heterogénea de localizaciones
anatémicamente pequefias y con relaciones topograficas distintas, se han creado
sistemas de clasificacion para cada localizacién sin lograr un sistema Unico que las
agrupe a todas. Por esta razon, expondremos el sistema de clasificacion TNM para
cada una de las localizaciones de estudio (tablas 1-5), aunque se excluyen las
clasificaciones correspondientes a los senos paranasales, nasofaringe y glandulas

salivales por no formar parte de nuestro foco principal de estudio.
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Tabla 1. Estadificacion T en tumores de Cavidad Oral, Orofaringe e Hipofaringe (72 Edicion,

2010)

Tumor primario no puede ser precisado

T0

Tis

it

T2

13

T4

Fuente: Union for International Cancer Control (UICC), 2011. Disponible en www.uicc.org/tnm

T4a

T4b

Sin evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor <2cm de didmetro maximo

>2 cm y <4cm de didmetro maximo

>4cm de diametro maximo

(Labio) Invasién
de hueso cortical,
nervio alveolar
inferior, suelo de
la boca o piel
(nariz o barbilla)
(Cavidad oral)
Invasién de
hueso cortical,
lengua, seno
maxilar o piel
facial

Invasion de
espacio
masticatorio,
placa pterigoides,
base del craneo o
carotida interna

34

Invasion de
laringe, lengua,
pterigoides
medial, paladar
duro o mandibula

Invasion de
musculo lateral
pterigoideo, placa
pteriogoidea,
nasofaringe
lateral, base del
craneo o cardtida
interna

Invasion de
cartilago
cricoides/tiroides,
hueso hioides,
tiroides, esofago,
partes blandas
(compartimiento
central)

Invasion de fascia
prevertebral,
carotida o
mediastino
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Tabla 2. Estadificacion T en tumores de Laringe (72 Edicion, 2010)

Tumor primario no puede ser precisado

TO Sin evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Una localizaciéon Limitado a cuerda vocal, Limitado a
con movilidad movilidad conservada subglotis
normal

Tla Una cuerda
Tlb  Ambas cuerdas

T2 Mucosa de mas de Invasion de supraglotis, Invasioén de cuerdas
una localizacion subglotis, alteracion de vocales con/sin
adyacente a movilidad de cuerdas alteracion de
supraglotis o glotis, vocales movilidad
zona adyacente
externa a
supraglotis sin
fijacién
T3 Fijacion de cuerdas Fijacion de cuerdas Fijacidn de cuerdas
vocales o invasion vocales, invasion de vocales
de drea espacio paraglético o
postcricoide, tejido erosién de cartilago
pre-epiglotico, tiroides

espacio paraglético
o erosion del
cartilago tiroides

T4 T4a Invasién de cartilago tiroides (cricoides en hipofaringe), traquea,
partes blandas de cuello, lengua, tiroides, musculos cervicales o
esofago
T4b Invasion de espacio prevertebral, mediastino, carotida

Fuente: Union for International Cancer Control (UICC), 2011. Disponible en www.uicc.org/tnm

Tabla 3. Estadificacién N en tumores de Cabeza y Cuello (72 Edicién, 2010)

“ Estadificacion ganglionar

N1 Un ganglio ipsilateral <3 cm
N2 N2a Un ganglio ipsilateral >3 a6 cm
N2b Multiples ganglios ipsilateral <6 cm
N2c Ganglios bilaterales, contralateral <6 cm
N3 Ganglio >6 cm

Fuente: Union for International Cancer Control (UICC), 2011. Disponible en www.uicc.org/tnm
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Tabla 4. Estadificacion M en tumores de Cabeza y Cuello (72 Edicién, 2010)

“ Metastasis a distancia

Mx Metdstasis no pueden ser precisadas
M1 Sin evidencia de metastasis
M2 Metastasis a distancia

Fuente: Union for International Cancer Control (UICC), 2011. Disponible en www.uicc.org/tnm

Tabla 5. Estadificacién de tumores de Cabeza y Cuello segun clasificacion TNM (72 Edicién,

2010).

m Clasificacion TNM

Estadio 0 Tis NO MO0

Estadio | T1 NO MO

Estadio Il T2 NO MO

Estadio Ill T1, T2 NO MO

T3 NO, N1 MO

Estadio IVa T, 0213 N2 MO
v

T4a NO, N1, N2 MO

Vb Tab Cualquier N MO

Cualquier T N3 MO

Ve Cualquier T Cualquier N M1

Fuente: Union for International Cancer Control (UICC), 2011. Disponible en www.uicc.org/tnm
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4. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo mas importantes relacionados con el CCC son el tabaquismo y el
consumo de alcohol, con un efecto sinérgico entre ambos. Aproximadamente, el 75%
de los CCC estan asociados al consumo combinado de ambas sustancias, lo cual se ha
relacionado con la presencia de polimorfismos en genes involucrados en el

metabolismo del folato”*°

. Otro factor de riesgo relacionado con el desarrollo de CCC
es la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH), el cual también juega un

papel importante como factor prondstico en esta patologia.
4.1. Tabaco y Alcohol

El tabaco, conocido carcinégeno en cualquiera de sus formas de consumo, es el factor
de riesgo mas importante en el desarrollo de CCC, incrementando hasta 10 veces la
probabilidad de desarrollar CCC en comparacién a un individuo sin habito tabaquico.
Esta asociacion tiene ademas una relacion directa con la frecuencia y duracion del

consumo™®.

Uno de los mecanismos a través del cual se ha observado que el tabaco posee un
efecto carcindégeno estd ligada al metabolismo del folato, el cual es un nutriente
esencial para el humano con un papel de extrema importancia en la sintesis,
reparacion y metilacién del ADN. Los polimorfismos genéticos que se desarrollan a raiz
del consumo tabaquico en los genes codificadores de enzimas, pueden alterar estos
procesos y modular el desarrollo del cancer. Con respecto al CCC, se han descrito una
serie de polimorfismos en el folato como SHMT1 1420 CT / 1420 TT, que combinado
con el consumo tabaquico y edad >49 afos, adquieren un efecto sinérgico en relacion

directa con el desarrollo de ccc'%*?,

Adicionalmente, se ha evidenciado que la presencia de carcinégenos del tabaco, como
el NNK (Nicotine-derived nitrosamine ketone), pueden activar algunas vias de
transduccidn de sefales involucradas en procesos de desarrollo tumoral, incluida la via
de AKT (ver detalle mas adelante), tanto en tejido normal como en tejido tumoral de
. 13 . ..
pulmdén™. Se ha demostrado de la misma manera, que en los CCC y en el tejido sano

de cabeza y cuello, AKT se encuentra activado con una mayor frecuencia en los
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pacientes fumadores que en los no fumadores, observandose dependencia en cuanto

a la dosis y al tiempo de exposicion™.

Aunque el alcohol por si mismo no se ha probado que sea carcinogénico, se cree que
puede cambiar la permeabilidad de membrana y actuar como solvente para la entrada
de carcinégenos como el tabaco, potenciando el efecto carcinogénico del mismo e
induciendo el metabolismo de enzimas hepaticas y del epitelio de las mucosas.
Aproximadamente, el 75% de los CCC estan asociados a consumo combinado de

tabaco y alcohol®*.

4.2. Virus del Papiloma Humano (VPH)

En 1983, Syrjanen et al, asociaron por primera vez el CCC con la infeccidn por el virus
del VPH, ocasionando un interés masivo en el estudio de la biologia molecular del VPH

y su relacién con el desarrollo de CCC B

El VPH pertenece a la familia Papilomaviridae constituido por virus ADN pequefios, con
un genoma de aproximadamente 8.000 pares de bases nitrogenadas. Presentan
epiteliotropismo, dependiendo de la diferenciacién epitelial para completar su ciclo
celular. La infeccion es establecida cuando el virus tiene acceso a las células basales
epiteliales de la piel o mucosas a través de microabrasiones de la superficie. Las
particulas virales son desarrolladas progresivamente a medida que las células basales
maduran, siendo posteriormente liberadas al alcanzar las capas mas superficiales del
epitelio. Mas de 100 tipos virales han sido identificados, siendo clasificados segln su
potencial maligno, en alto riesgo y bajo riesgo®. EI VPH se encuentra presente en el
20% de los CCC, siendo el tipo VPH-16 el mds frecuentemente observado,
especialmente en el de localizacién orofaringea, donde se ha reportado una frecuencia
de hasta 87-90% de los CCC VPH positivos. El segundo tipo mas frecuente es el VPH-18,

el cual sélo se ha encontrado en el 2,8% de los casos®*%*’.

El VPH favorece el desarrollo del CCC a través de sus oncogenes E5, E6 y E7. La
oncoproteina E6 forma un complejo con una E3 ligasa de ubiquitina que degrada a la
molécula supresora p53 del nucleo celular con el consiguiente fallo en la supresidon de

la via de carcinogénesisy apoptosis celular. Su mecanismo consiste en causar un fallo
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en la regulaciéon del ciclo celular (G1/S y G2/M), dafiando el ADN vy originando una
inestabilidad gendmica. La oncoproteina E7 se une al complejo ligasa ubiquitina-culin-2
e induce la proliferacion celular por alteracidn del ciclo celular en la fase G1/S, a través
de la inhibicidon del gen del retinoblastoma (pRb), con la consiguiente liberacion del
factor de transcripcién E2F que activa la progresion del ciclo celular®’ (figura 5). La
oncoproteina E5 modula la expresion del Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR), inhibiendo la internalizacién y degradacién del receptorg.
Adicionalmente, diversos estudios han demostrado que las oncoproteinas E6 y E7
pueden unirse a multiples proteinas, diferentes de p53 y pRb, a través de la

ubiquitinizacién, contribuyendo a la mayor inestabilidad genética®’.

Figura 5. Mecanismo de accion de VPH. Las oncoproteinas E6 y E7 desregulan el ciclo celular
de la célula huésped al unirse e inactivar las proteinas de supresion tumoral, ciclinas y quinasas
dependiente de ciclinas.

Multiples estudios han demostrado que el VPH ha modificado la epidemiologia y
prondstico del CCC. En estos casos, el CCC aparece en pacientes mas jovenes, con

menor exposicion al tabaco/alcoholy con tumores primarios mas pequefios que los
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pacientes con tumores VPH-negativos. El aumento en las conductas de riesgo, tales
como la promiscuidad sexual y el mayor nimero de parejas con las que se mantiene
contacto sexual por via oral son factores relacionados con el aumento de la incidencia
de VPH®'. Otros estudios han observado una evolucion favorable de los casos de CCC
VPH-positivos comparados con los VPH-negativos, demostrando mejor control

locorregional y mayor tiempo libre de enfermedad y de sobrevida®®.
4.2.a. Proteina p16

La proteina pl6 es una proteina quinasa supresora tumoral ciclina-dependiente
codificada por el gen CDKN2A, implicada en la inhibicion de la progresion del ciclo
celular (transicion a G1). El virus del papiloma humano induce una supresién en la
proteina del retinoblastoma (pRb) por la oncoproteina E7, lo cual resulta en la

liberacion de p16 y su consiguiente expresi<5n1'5’17’19 .

4.3, Factores menores

Existen una serie de factores de riesgo adicionales con una relacién no muy clara con la
aparicién del CCC como la dieta, mala higiene bucal, infecciones (Epstein-Barr Virus),
.. .. . .9,6 ., ~ . .y
radiaciones ionizantes y anemia de Fanconi™”. También se ha senalado la exposicion al
asbesto como factor de riesgo en el CCC, aunque en estudios posteriores se ha
evidenciado que mas que la exposicidon al asbesto, el riesgo se asocia a la exposicién a
otras sustancias toxicas (hidrocarbonos aromaticos policiclicos, polvo de metal, polvo

de cemento, barniz, laca, diesel, acido sulfurico y gas mostaza)*?%*.

5. FACTORES PRONOSTICOS

Los factores prondsticos del CCC se pueden dividir de acuerdo a la relacion con el

paciente, el tratamiento y el tumor.

Dentro de los factores relacionados con el paciente se encuentra en primer lugar la
edad y las condiciones generales del mismo. En este sentido, a mayor edad, la

presencia de comorbilidades, asi como el pobre estado funcional del paciente, se
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asocian a un peor prondstico. Otras caracteristicas como la raza o el género no se han

encontrado asociadas al prondstico de los pacientes con CCC.

En cuanto a los factores relacionados con el tratamiento, la respuesta inicial al
tratamiento quirdrgico o quimio/radioterapia se considera uno de los factores mas
importantes. Este dato tiene una importancia fundamental debido a que menos del
20% de los pacientes que no responden a la quimioterapia de induccion responderan
posteriormente a la radioterapia, por lo cual en estos casos, deberia plantearse el

rescate con cirugia (ver mas adelante, en seccién tratamiento)®.

Finalmente, los factores prondsticos relacionados con el propio tumor estan
determinados principalmente por la estadificacion clinica al momento del diagndstico.
La extension tumoral asi como el compromiso ganglionar, sobretodo si hay afectacién
extracapsular, son los factores predictivos mas significativos en el CCC. La invasidn
vascular y la presencia de margenes positivos, luego de la cirugia, también tienen
prondstico desfavorable. Por el contrario, los tumores con bordes expansivos son
menos agresivos que los que tienen bordes infiltrantes, presentando un mejor
prondstico a largo plazo. La localizacién del tumor es también un factor prondstico
importante, mas que por la caracteristica tumoral en si, por el grado de resecabilidad
del mismo. Los tumores de cavidad oral, mas accesibles y de mas facil reseccion se
comportan mejor que los de otras localizaciones, salvo en estadios avanzados, donde
los tumores de laringe presentan un mejor pronéstico4’9. El grado histoldgico no se

correlaciona con el prondstico de la enfermedad (Tabla 5).

Otros factores, como el consumo de tabaco y la presencia de infeccion por VPH, han
demostrado recientemente tener importancia en cuanto al prondstico de Ia
enfermedad. El habito tabaquico confiere peor prondstico, mientras que la presencia
de tumores VPH positivos, especialmente en los tumores de orofaringe, se ha

observado una mejor sobrevida®*°.
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6. VIAS DE CARCINOGENESIS

La identificacion de alteraciones moleculares en las vias de carcinogénesis en el CCC,
permite identificar nuevas estrategias para subdividir los tumores segiun su

comportamiento biolégico y determinar nuevas dianas terapéuticaszz.

La sefializacion celular es parte de un proceso complejo de comunicacion que coordina
las funciones celulares, en donde se perciben estimulos y se responde acorde a las
necesidades del organismo con proliferacion celular, procesos reparativos, inmunidad
y homedstasis. Los errores en el flujo de las sefiales generan unas respuestas

incorrectas, algunas veces aberrantes, como ocurre en el caso del cancer.

Existen diversas vias de sefalizacion tumoral a través de las cuales se produce la
activacion de las proteinas de la cascada de carcinogénesis con la consiguiente
proliferacion celular desmedida. En el CCC, las cascadas de carcinogénesis secundarias
a la activacion de EGFR han sido identificadas y descritas ampliamente. Las vias
dependientes de EGFR que tienen mayor participacién en el desarrollo tumoral son
tres (figura 6). La via PI3K/AKT/mTOR favorece la supervivencia celular y los
mecanismos anti-apoptoéticos. La via RAS/RAF/MAPK favorece la proliferacion celular,
invasidn tumoral y metastasis y, por ultimo, la via JAK/STAT, la cual esta implicada en la
activacién de transcripcion de genes asociados a la supervivencia celular®?*2*%,
Recientemente se ha descrito una nueva via de desarrollo tumoral no dependiente de
EGFR, conocida como NOTCH1, ligada a multiples funciones biolégicas pro-tumorales

incluyendo la renovacion de células madre, proliferacién celular, angiogénesis tumoral

y el desarrollo de metastasis?®.
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Figura 6. Representacion de las vias de carcinogénesis dependientes de EGFR comunes en CCC.

EGFR es un receptor del tipo tirosina-quinasa que incluye a la familia del receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (HER), expresado en tejido epitelial normal
y sobreexpresado en numerosos tipos de cancer. La familia de EGFR esta formada por
cuatro receptores transmembrana conocidos como HER1 (erbB-1), HER2 (erbB-2/neu),
HER3 (erbB3) y HER4 (erbB-4). Estos estan constituidos a su vez por proteinas con tres
dominios funcionales principales: extracelular, transmembrana y el dominio
intracitoplasmatico, el cual tiene actividad intrinseca tirosina-quinasa que regula el

crecimiento celular cuando se produce la unidn del receptor con sus Iigandos”.

Existen distintos ligandos que se unen a EGFR como EGF, TGF-alfa, heparina-ligada a
EGF-factor de crecimiento-like (HBEGF), anfiregulinas (AREG), betacelulina (BTC),
epiregulina (EREG) y epigeno (EPGN). La unién del ligando con el receptor EGFR
desencadena la dimerizacidon y posterior activacién en el dominio intrinseco de la
tirosina-quinasa, con la consiguiente activacién de la cascada de eventos celulares
como la autofosforilacién y transduccion de seiial de las distintas vias de

23,28

sefializacion“™". La activacion de EGFR conlleva a la hidrélisis del fosfatidil-inositol 4,5

bifosfato (PIP2) en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), resultando en la
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activacion de la proteina-quinasa (PKC) y la proteina quinasa Ca2+/calmodulin-
dependiente (CaMK). La activacion de estos sistemas genera unos programas de
transcripcion que median en la respuesta celular y que incluyen la divisién celular,
motilidad, invasion, adhesion, reparacion celular y la supervivencia/muerte celular.
Después de la transduccién de la sefial, el complejo ligando-receptor puede ser

internalizado, inactivado o reciclado en la superficie celular.

La alteracién de EGFR mas frecuente es su sobre-expresion, que puede observarse en
tumores de mama, pulmoén, cerebro (glioblastoma multiforme), vejiga, cabeza y cuello,
ovario, colon, recto y prdstata. Su expresidén se correlaciona con la progresion de la
enfermedad, peor sobrevida y baja respuesta al tratamiento por resistencia a farmacos

citotéxicos?>%.

En las células tumorales existen otros mecanismos relacionados con la activaciéon de
EGFR y que conllevan al desarrollo tumoral, tales como el incremento de ligandos por
las propias células malignas o la expresion de una variante mutada del receptor

(EGFRvIII) capaz de activar por si sola su propia tirosina—quinasaao’al.

6.1. VIA DE PI3K / AKT / mTOR

La via de carcinogénesis de PI3K/AKT/mTOR es una de las vias cominmente activadas
en la patologia cancerosa general y en CCC, jugando un papel clave en la regulaciéon de
los procesos celulares, incluyendo la iniciacion tumoral, invasion, recidivas, metastasis
y resistencia al tratatamiento®*. En el CCC, la via de PI3K/AKT/mTOR es considerada
una de las vias mas frecuentemente activadas, con mayor frecuencia en alteraciones
moleculares incluyendo el oncogen PIK3CA y en el gen supresor PTEN*% El
conocimiento detallado de las proteinas que participan en esta cascada es esencial
para el éxito en el tratamiento de los tumores originados por la activacién de esta via®?

(figura 6).
6.1.a. PI3K

La familia de enzimas conocida como PI3K tiene como funcidn principal fosforilar el
grupo hidroxilo del fosfatidilinositol (PIP). Existen tres clases de PI3K descritas, siendo
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la IA-PI3K el tipo mas implicado en la patologia tumoral humana®.

El paso inicial de la cascada es la estimulacidon de IA-PI3K a través del receptor de
tirosinquinasa y, de manera indirecta, a través de RAS. Seguidamente se produce la
fosforilacion de PIP2 en la membrana citopldasmica, generando asi un segundo
mensajero, PIP3, el cual se une a unas proteinas dependientes de quinasa (PDK) y a la

proteina quinasa B (AKT), continuando asi la cascada carcinogénica.

El gen PIK3CA codifica la subunidad catalitica p110a de PI3K, constituyendo uno de los
oncogenes mas frecuentemente mutados en los tumores humanos, con una frecuencia
de 12% segun la base de datos del Catdlogo de Mutaciones Somaticas en Cancer
(COSMIC)**. Muchas de estas mutaciones se encuentran en los exones 9 y 20 que
corresponden al dominio helicoidal E545K y al dominio quinasa H1047R,
respectivamente. En CCC se han observado mutaciones en el gen PIK3CA,
sobreexpresion génica y mayormente amplificaciones cromosémicas entre el 10 y el

8,14 ,22,35
. Las

30% de los tumores, siendo mayores (20%) en la localizacién orofaringea
alteraciones genéticas de PIK3CA se correlacionan en CCC con un estadio avanzado,

invasion vascular y metéstasis ganglionar™,
6.1.b. PTEN

La proteina fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) es un regulador
negativo de la sefial de PI3K al desfosforilar PIP3 en PIP2 y detener la sefializacién
tumoral. Es el segundo factor supresor tumoral mas frecuentemente mutado en la

patologia cancerosa humana, superado sélo por p53%.

Se estima que la frecuencia general de mutaciones de PTEN en los canceres humanos
esporadicos alcanza el 12%, siendo alrededor del 3% en CCC**. Sin embargo, la pérdida
de expresion de PTEN en CCC se presenta hasta en un 30% de los casos, lo cual se

correlaciona con un peor prondstico de la enfermedad™”.

Los mecanismos a través de los cuales se produce la pérdida de expresién de PTEN son
aun desconocidos. Sin embargo, se ha descrito que las mutaciones en PIK3R1 y PIK3R2
afectan su estabilidad, asi como su regulacién post-transcripcional a través de mRNAs

necesarios para su expresion, tales como miR-21, miR-26a y miR-106b-25**%’,
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6.1.c. AKT

Una vez que PIP2 es fosforilado, PIP3 se une a PDK1 en la membrana plasmatica. Este
fosforila a AKT, el cual es una quinasa de serina/treonina que media en multiples
procesos celulares incluyendo supervivencia celular, proliferacion, angiogénesis,
metabolismo y traslacién protéica a través de variadas proteinas de sefializacion®®. Sin
embargo, estudios recientes sugieren que PI3K oncogénico puede continuar la
sefalizacidon de la via a través de una via independiente de AKT, afladiendo mayor

14,3940 | 3 activacion de AKT,

complejidad en el estudio y control de la carcinogénesis
puede ser secundaria a la activacion de PIK3CA o a la inactivacion de PTEN y
representa uno de los cambios moleculares mas frecuentes en la génesis del cancer,
proporcionando dianas estratégicas para el desarrollo de farmacos especificos

antitumorales.

Se han descrito tres isoformas de AKT (AKT1, AKT2 y AKT3) relacionadas con distintos
tipos tumorales, siendo las mutaciones en AKT1, especificamente la mutacion E17K, las
mas prevalentes, encontrandose en tumores de mama (5%), tiroideos, vesicales (3%,

14344142 | s mutaciones en

respectivamente) y en carcinomas escamosos de pulmén
AKT2 han sido descritas esporddicamente en carcinomas endometriales, también
relacionados a mutaciones en AKT3. Por otra parte, se describen sobreexpresiones de
las isoformas de AKT en distintos tumores, sin llegarse a determinar mutaciones, como
en tumores de ovario, pancreas, mama y colon (AKT2), tumores gastricos (AKT1) y

melanomas (AKT3).

A pesar de que en CCC no se han descrito mutaciones en las isoformas de AKT,
lamaroon et al, evidenciaron sobreexpresion de AKT2 en carcinomas escamosos de

cavidad oral®.

La activacion persistente de AKT en CCC es frecuente y suele ocurrir en estadios
iniciales, incluyendo displasia y carcinoma in situ, lo cual sugiere que la activacion de

AKT es un evento inicial en el proceso de tumorigénesis***°.
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6.1.d. mTOR

La proteina mTOR (mammalian target of rapamycin) es una quinasa de serina/treonina
gue se activa tras la fosforilacion de AKT. Esta proteina participa en la regulacién del
inicio de la transcripcion del ARNm y su respectiva traduccién a proteina y estd
asociado a dos complejos adicionales: mTOR-1/mTORC1 y mTOR-2/mTORC2. El
complejo mTOR-1/mTORC1 interactia con la proteina Raptor para formar otro
complejo, el mTORC1/raptor, el cual tiene como funcidn fosforilar sus efectores como
la quinasa S6 y 4EBP1 (factor de iniciacion eucaridtico de unién a proteina 1),
regulando de forma positiva el crecimiento celular, sintesis protéica, el tamafio celular
y la angiogénesis. El complejo mTOR-2/mTORC2 esta ligado a su vez a la proteina

Rictor. Dicho complejo mTORC2/rictor activa a su vez de manera ascendente a AKT

46,47,48

6.1.e. 4EBP1

En estado no fosforilado, 4EBP1 permanece unido a elF4E e inhibe la traduccion del
ARN-m cap-dependiente (proteina activadora de catabolitos). Por el contrario, la
fosforilacion de 4EBP1 por medio de la activacién del complejo mTORC1/raptor,
favorece la liberacidon de elF4E. De esta manera, se reestablece la traduccion del ARN-
m dependiente de cap, favoreciendo la sintesis de proteinas clave en la carcinogénesis
(c-myc, ciclina D1 y VEGF) que inducen a la proliferacién celular, tumorigénesis,

46,49,50

angiogénesis, invasion tumoral y desarrollo de metastasis Los niveles de

expresion de 4EBP1 y su efector elFAE se correlacionan con formas mas agresivas de

tumores incluyendo mama, ovario, préstata, cérvix, colon y CCC*"*%,

Algunos autores han propuesto a 4EBP1 como un factor embudo en las vias de
carcinogénesis, ya que, aunque es mayormente activado a través de la via de mTOR,
presenta otros 6 sitios de fosforilacion donde otras quinasas, como ERK1/2, quinasa
dependiente de ciclina 1, ATM y PI3K/AKT, pueden establecerse y desencadenar la

495354 De esta manera, la fosforilacion de

liberacion de su principal efector, elF4E
4EBP1 puede ser consecuencia de diversos eventos oncogénicos que ocurren en
distintas vias de sefalizacién, que incluyen amplificaciones y mutaciones de factores

de crecimiento, pérdida de funciones o mutaciones en PTEN, ATM, p53, PI3K, RAS u
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otros mecanismos colaterales de activaciéon oncogénica que resultan en su

activacion>>,
6.1.f. elFAE

El factor de iniciacidén eucariota 4E, también conocido como elF4E, es una proteina que
forma parte del complejo de iniciacién elF4F. Estd constituido por elF4E y elFAG y su
funcion es ligar el ARN-m (proteina activadora de catabolitos-cap dependiente) para
llevarlo al ribosoma y asi iniciar la sintesis protéica. Puede existir dentro del complejo
(elF4F) o de manera libre. En general, practicamente todas las proteinas celulares
requieren de elF4E para ser traducidas a proteinasss. La sobreexpresion de elF4E
genera un aumento en la translacion de ARN mensajeros que regulan distintos

oncogenes implicados en la progresion tumoral®®.

La expresion de elF4E por las células tumorales en los margenes de reseccion y en el
tejido sano de la periferia tumoral es considerado un factor predictor independiente
de recidiva en el CCC. De hecho, cuando elF4E se expresa en el tejido sano de la
periferia tumoral, el riesgo de recidiva tumoral es siete veces mayor a pesar de
presentar margenes quirurgicos de reseccidn negativos. Esta recidiva es independiente
del tamafio tumoral, afectacidn ganglionar, estadificacién, grado histolégico,
localizacion, niveles de expresion de elF4E intratumoral y del grado de displasia en los
margenes de reseccion®®. Asi mismo, se ha descrito correlacién entre los niveles de
expresion de elF4E y los grados de displasia, lo cual se considera esencial en la

progresién maligna del ccc®.
6.1.g. S6

La proteina p90 ribosomal S6 quinasa 2 (RSK2) es una quinasa implicada en la sintesis
protéica bajo la estimulaciéon de la via PI3K/AKT/mTOR que se expresa en algunas
lineas tumorales del CCC. Es considerada reguladora de la sefial que promueve el
desarrollo de metastasis al activar multiples sefiales efectoras pro-metastasicas cuya
fosforilacién y activacién potencian las propiedades de invasién y metastasis de las

células de CCC. Algunas de estas sefales estan constituidas por CREB, Hsp27, histona
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H3 (que contribuye al remodelamiento de la cromatina durante la mitosis y la

activacién transcripcional) y DAP quinasa (proteina asociada a la muerte celular)®’.
6.2. ViA DE RAS / RAF / MAPK

La cascada de RAS/RAF/MAPK es considerada una via lineal que se inicia por la
activacion del receptor de tirosina-quinasa de la superficie celular y acaba con la
regulacion de la transcripcion genética en el nucleo, dirigida por la quinasa regulada
por la sefal extracelular (ERK). Sin embargo, aunque es considerada lineal, se conocen
distintos mecanismos de interacciéon entre la via RAS/RAF/MAPK y otras vias de

carcinogénesis como la via PI3K/AKT/mTOR® (figura 6).

La activacion cldsica de la cascada ocurre al unirse un ligando al receptor de tirosina-
guinasa en la superficie celular. Sin embargo, las integrinas, receptor de serpentina,
proteinas G hetero-triméricas y receptores de citoquinas tienen la capacidad de

activarla de manera independiente®®>>*

. Asimismo, EGFR es capaz de activar el
receptor intracelular tirosina-quinasa, ocasionando la autofosforilacion del receptor y

activando las isoformas de RAS.
6.2.a. RAS

La familia de genes RAS es conocida por su activacion oncogénica en distintos tumores.
Poseen un papel significativo en numerosos procesos celulares normales que incluyen
la proliferacién, diferenciacién y muerte celular. Al poseer una funcién tan vital en la
sefalizacidn celular normal, es de esperar que cualquier mutacién ocasione un fallo en
su regulacién, con el consiguiente descontrol en su funcion. La importancia de la
sefializacion de RAS en la iniciacidn tumoral y su mantenimiento se enfatiza no solo por
la prevalencia en sus mutaciones sino por la desregulacion en sus activadores y

efectores que afectan su actividad dentro de la cascada.

Sus miembros mas conocidos, H-RAS, K-RAS y N-RAS, son los principales factores de
una superfamilia que incluye mas de 150 GTPasas y que, a su vez, estan divididos en
base a sus relaciones secuenciales en 5 subfamilias distintas (Ras, Rho/Rac, Rab, Arf y
Ran). Todas las proteinas comparten estructuras moleculares similares con la habilidad

de unirse e hidrolizar nucleétidos de guanina®. Las isoformas H-RAS, N-RAS y K-RAS
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son practicamente iguales en cuanto a su secuencia de aminodcidos (80%), estando las

diferencias entre una y otra en la regién hipervariable de su dominio c-terminal®"*>%,

RAS es expresado en todas las lineas celulares de 6rganos de mamiferos, donde se
expresan distintas isoformas en distintos drganos, lo que se conoce como especificidad
biolégica61. De esta manera, las mutaciones en distintas isoformas favoreceran la
aparicion de tumores en aquellas localizaciones donde presentan especificidad,
encontrandose en el 30% de los canceres humanos>®. En este sentido, las mutaciones
en H-RAS se observan preferentemente en tumores de piel (melanomas), vejiga,
tiroides, mama y cabeza y cuello. Las mutaciones en K-RAS se observan en tumores de
vejiga, ovario, tiroides, pulmdn, colon, recto, pancreas, neuroblastomas,
rabdomiosarcomas y leucemia aguda no linfocitica. Finalmente, las mutaciones en N-
RAS, se observan en melanomas, tiroides, teratocarcinoma, fibrosarcoma,
neuroblastoma, rabdomiosarcoma, linfoma de Burkitt, leucemia promielocitica aguda,

6164 Mas adn, se han observado

leucemia de células T y leucemia mieloide cronica
mutaciones simultaneas en K-RAS y N-RAS en casos de mieloma multiple, al igual que
se han descrito mutaciones en las tres isoformas principales (H-RAS, K-RAS y N-RAS) en
los tumores de tiroides, lo cual sugiere que cada isoforma contribuye a distintos

aspectos del crecimiento tumoral®.

La activacidn de RAS es el primer paso en la cascada de MAPK. Consecutivamente a la
activacion de RAS, el complejo RAF es reclutado de la mano de RAS a la membrana
celular y activado en un proceso complejo que incluye la fosforilacion de distintos

factores no conocidos en la actualidad.
6.2.b. RAF

RAF es una familia de proteina-quinasas especificas de serina-treonina con una funcién
importante en la transduccion de sefal en la cascada de MAPK. Tres isoformas de la
proteina se han identificado en los humanos con los nombres de A-RAF, B-RAF y C-RAF.
De éstas, B-RAF y C-RAF tienen un papel en la tumorigénesis, siendo las mutaciones en

B-RAF las que se asocian a un 8% aproximadamente de los canceres humanos®.

La practica totalidad de las mutaciones en B-RAF se han localizado en los exones 11 y
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15, los cuales son responsables de la codificacion del dominio quinasa de la proteina.
La sustituciéon de un uUnico nucleédtido en la posicion 1799 del exon 15 (GTG por GAG)
origina la mutacidn conocida como V600E en el dominio quinasa, la cual constituye la
mutacion mas frecuente del B-RAF que llega a aparecer en el 90% de los tumores que

presentan B-RAF mutado®>°®.

Los tumores solidos en los cuales se observa la mutacion V600E de B-RAF son el
melanoma (50%), carcinoma papilar de tiroides (38,4%) y carcinoma colorrectal (6-
15%)°’. Sin embargo, las mutaciones de B-RAF son también detectadas en 3% de los

CCC, siendo relativamente raras®”.

Las proteinas RAF activan directamente a MEK1 y MEK2 a través de la fosforilacidon de
multiples residuos de serina, continuando asi la activacion en cascada. Sin embargo, B-
RAF (V600E) es capaz de activarse por si mismo descontroladamente, traduciendo la
sefial a las proteinas siguientes de la cascada de una manera independiente de

EGFR/RAS.
6.2.c. MAPK

La activacion de RAS/RAF origina la fosforilacion de residuos de tirosina en MAPK (ERK)
a través de las proteinas MEK1 y MEK2, las cuales son quinasas especificas tanto para
tirosina como para treonina y serina, sin otra funcidon destacable en la biologia

tumoral.

MAPK (proteina quinasa activada por mitégeno) también es una familia de proteina
guinasas especificas para la tirosina, serina y treonina. Son cataliticamente inactivas en
su forma base. Para lograr su activacién, requieren de la fosforilacién en conjunto de
los residuos de treonina y tirosina. Tras su activacion, MAPK es capaz de traslocarse al
nucleo y activar una serie de quinasas que incluyen MNK1, MNK2, MSK1, MSK2 y RSK.
Es capaz también de fosforilar una serie de factores de transcripcién incluyendo ELK1,
PPARy, STAT1 y STAT3 , C-myc y AP13%% |3 activacién de estos factores de
transduccidon genera una transcripcion de genes, entre los que se encuentra la Ciclina
D1, involucrados en la proliferacion celular, supervivencia, mitosis y migracién

celular’®®,
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6.3. Via de JAK / STAT

La via de JAK/STAT también estd implicada en el proceso de carcinogénesis en los CCC
junto con la via RAS/RAF/MAPK vy PI3K/AKT/mTOR’®. Su rol es el de controlar la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular y la angiogénesis. Tiene la
capacidad de activar, de manera independiente, la via de RAS/RAF/MAPK y la via de

PI3K/AKT, al igual que puede ser activada a su vez, por RAS®"* (figura 6).
6.3.a. JAK

JAK (Janus quinasa) es una familia de tirosina quinasas no receptoras de localizacién
intracelular que incluye cuatro miembros JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2® Los cambios
conformacionales en el receptor conllevan a su transfosforilacién, lo cual resulta en la
adquisicion de la capacidad de reclutar sustratos activos como las proteinas STAT que
causan su dimerizacion y posterior activacion. Cuando STAT se encuentra activada,

puede traslocarse al nucleo y regular la expresién de distintos genes.

Diversos estudios han descrito la presencia de mutaciones en las proteinas de la via
JAK/STAT asociadas a algunos trastornos hematopoyéticos, tales como enfermedades
mieloproliferativas (mutacidon V617F en JAK2 ), leucemia magacarioblastica, leucemia

22727374 En tumores

linfoblastica y diversos linfomas (mutaciones en JAK1 y JAK3)
sélidos, se han detectado mutaciones en tumores de pulmén (JAK1) y mama (JAK1 y

JAK3) asi como en tumores gastricos (JAK3) y en CCC (JAK1 y JAK2)?*"!,
6.3.b. STAT

La activacion de JAK conlleva a la fosforilacién de las proteinas STAT en los residuos de
tirosina especificos. Los dimeros activados de STAT se traslocan al nucleo donde son

capaces de unirse a secuencias de ADN y transactivar genes diana’.

De los miembros de la familia STAT, STAT3 es la proteina mas frecuentemente
asociada a la desregulacion del crecimiento celular y a la aparicidon de neoplasias. Se
han descrito activaciones aberrantes de STAT3 en tumores de mama, pulman, tiroides

y cabeza y cuello, asi como en leucemias y linfomas’®.
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Se conoce que STAT3 se expresa en CCC, a diferencia del epitelio normal, en el cual no
se ha evidenciado su expresién®. Sin embargo, Nagpal et al, describieron una diferencia
en la expresidon entre tumores iniciales (T1-T2) y tumores avanzados (T3-T4), donde
demostré una mayor intensidad de expresién en los tumores iniciales. De esta manera,
sugiere que STAT3 juega un papel importante en los estadios iniciales tumorales,

probablemente estimulado por agentes carcinégenos como el tabaco””.

Sriuranpong et al, en el 2003, analizaron el estado de activacién de STAT3 en CCC,
encontrando que la practica totalidad de las lineas celulares estudiadas exhibieron
niveles elevados de STAT3 en comparacién con los queratinocitos normales, de los
cuales el 30% de los casos estudiados mostraron activacion de EGFR’’. Sin embargo, al
bloquear la estimulacién de EGFR por inhibidores especificos, observaron que no se
lograba inactivar a STAT3. De la misma manera, al bloquear la activacién de STAT3, se
inhibio el crecimiento celular y se promovid la apoptosis en las células de CCC. De esta
forma, concluyeron que STAT3 constituye un mecanismo regulatorio independiente de
la activacion de EGFR, proponiendo un mecanismo de activacidon autocrino/paracrino
mediado por los receptores de citoquinas gpl130 en el que IL6 juega un papel

protagdnico’.

6.4. VIANOTCH1

La via de NOTCH1 se ha descrito ligada a multiples funciones biolégicas, incluyendo la
regulacién de la capacidad de autorrenovacion, salida del ciclo celular y supervivencia

celular?®.

La activacion de la via comienza cuando una célula expresa el ligando apropiado
(Jag/Delta) y éste se une a un receptor NOTCH (NOTCH 1-4) en la membrana celular. El
complejo formado, es translocado al nucleo con la ayuda de una metaloproteasa y un
complejo secretasa. Una vez en el nucleo, interactua con los factores de unién del ADN
(CSL/CBF1/RBPjk), reclutando coactivadores (proteinas MAML) para activar

transcriptores en los genes diana®*%.
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Diversos estudios han sugerido que las mutaciones en NOTCH pueden tener tanto un
efecto oncogénico como un efecto supresor tumoral. De esta manera, se ha visto un
efecto pro-tumorigénico en la leucemia/linfoma linfoblastica aguda de células Ty un
efecto supresor en la leucemia mielomonocitica crénica, tumores cutaneos,

pulmonares y CCC?°,

Sun et al. reportaron en 2014 la presencia de mutaciones en NOTCH1 con una relativa
alta frecuencia (10-15%) en CCC. Algunas de estas mutaciones bloquean la proteina N-

terminal del dominio transmembrana con la consiguiente inactivacion del mismo?*2°.

Esta via ha demostrado tener potencial como diana terapéutica en oncologia. Krop vy
Tolcher et al, han realizado estudios de fase | en los que analizan dos potentes
inhibidores de la secretasa (MK-0752 y RO4929097), una enzima necesaria para la
activacion de NOTCH, y ha demostrado una buena tolerancia de la inhibicidn de la via

de NOTCH en tumores sélidos avanzados’®”’

. Por otra parte, existen otros estudios
clinicos en curso para una gran variedad de tipos tumorales incluyendo mama,
pancreas, prostata, sarcomas, melanomas, carcinoma pulmonar de células no

pequefias y leucemia/linfoma linfobléstica aguda de células T>*7%"7.

6.5. FACTOR SUPRESOR p53

El factor de supresidn tumoral p53 posee un rol critico en el ciclo celular, deteniéndolo
e induciendo la apoptosis o senescencia, por lo cual, la pérdida de su funcidn favorece
el proceso carcinogénico78. Las mutaciones de p53 se encuentran aproximadamente
en 60% de los CCC y también se hallan en las lesiones pre-malignas, lo cual sugiere su

participacion en el proceso de transformacion neoplasica®”.

Diversos estudios han planteado el comportamiento biolégico de los tumores de
cabeza y cuello en relacidn a la expresion de p53 e infeccidn por VPH. Se destaca un
patron VPH-positivo, donde se sobreexpresa pl16, con mutaciones infrecuentes de p53
y minima expresion de EGFR. Por el contrario, los tumores VPH-negativos, presentan

frecuentemente mutaciones en p53, con expresion de EGFRy minima o ausencia de
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expresion de pl16, causando inestabilidad gendmica global, resistencia al tratamiento

pro-apoptdtico y menor sobrevida tras la cirugia®*®% 78,

7. TRATAMIENTO
7.1. REVISION HISTORICA

Histdricamente, el tratamiento de los CCC comenzd su “era moderna” a principios del
siglo XX, cuando aparecieron una serie de publicaciones en torno a cirugias radicales
con intencion curativa. En 1905, G. Crile publica un procedimiento radical novedoso de
diseccién cervical en bloque con resultados alentadores y técnica reproducible”.
Entonces, el tratamiento estaba dirigido a identificar el tumor, tratarlo, fuese con
cirugia radical o radioterapia, y curar al pacienteg. No obstante, los pacientes
guedaban mutilados por la técnica quirurgica en si misma o morian en la cirugia o en el
postoperatorio. El desarrollo de la anestesia, asi como de nuevos medicamentos y
técnicas reconstructivas disminuyeron las muertes secundarias a las cirugias radicales y
mejoraron el prondstico de la enfermedad y la calidad de vida de los pacientes. El
descubrimiento de la estructura del ADN por Watson y Crick en 1953 abridé una nueva
“era bioldgica” en la medicina, originando el estudio de la biologia molecular de los
tumores y desarrollar asi tratamientos individualizados cada vez mas eficaces y con

menor toxicidad?®.

7.2. CONCEPTO DE TUMORES RESECABLES E IRRESECABLES

El carcinoma de cabeza y cuello localmente avanzado (CCCLA) puede ser dividido en
resecable e irresecable, siendo de vital importancia la distincion entre uno y otro por
las implicaciones en cuanto al control locorregional, supervivencia y actitud
terapéutica para cada uno. No obstante, no existe una definicién universalmente
aceptada para el término irresecable en tumores de cabeza y cuello, pudiendo variar
dependiendo de la institucion, experiencia del cirujano y del avance en las técnicas de

reconstruccion.
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7.2.a. TUMORES RESECABLES

En general, para los tumores de cabeza y cuello resecables, en estadios iniciales I y Il e
indistintamente de la localizacion presentada, el tratamiento sera con intencién
curativa. En funcion de la localizacion, se indica reseccion quirdrgica o radioterapia
radical. Si se busca una preservacion del érgano se puede plantear un tratamiento de
guimioterapia de induccién seguido de radioterapia. La cirugia radical con margenes
de seguridad se puede asociar o no a radioterapia post-operatoria. Ademas, la cirugia
suele ser individualizada, especialmente si existen factores de mal prondstico como
probabilidad de margenes afectados o invasidn extracapsular ganglionar. Si hay
persistencia de enfermedad tras la radioterapia o quimio-radioterapia, se plantea
cirugia de rescate complementaria (para mayor detalle consultar las Guias de Practica
Clinica para el Tratamiento del Cancer de Cabeza y Cuello del Grupo Espafiol de

Tratamiento de Tumores de Cabezay Cuello)*®°,

7.2.b. TUMORES IRRESECABLES

Se han acordado unos criterios de irresecabilidad entre de los cuales estan la presencia
de invasion vascular (grandes vasos), de la fascia prevertebral, mediastinica y de la
base del craneo. También deben considerarse como irresecables aquellos tumores
donde no haya posibilidad de lograr una exéresis completa del tumor con margenes de

seguridad®.

El término inoperable engloba a los tumores irresecables y a aquellos en los que se
sospeche una baja tasa de curabilidad quirdrgica, en donde las secuelas funcionales
y/o estéticas derivadas del tratamiento quirdrgico no sean aceptables o en aquellos

donde exista una contraindicacién médica para la cirugia®.

El manejo de los CCCLA irresecables se basa en la integracién de la quimiorradioterapia

(QRT), la quimioterapia de induccion (QTI) y la cirugia de rescate.

La administracion de quimioterapia (QT) y radioterapia (RT) concomitante ha
demostrado mayor control locorregional y beneficio en la supervivencia. Uno de los
problemas fundamentales al incorporar la QT de forma concomitante a la RT es el

incremento en la severidad y duracién de la toxicidad aguda.
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7.3. NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS

Con el surgimiento de nuevas tecnologias y el incremento en el conocimiento de los
mecanismos moleculares que participan en la carcinogénesis y en la progresidon
tumoral, se han desarrollado nuevos farmacos disefiados para actuar en moléculas
diana de la via carcinogénica, constituidas tipicamente por proteinas que tienen un rol
clave en el desarrollo y progresién tumoral. La identificacion de las dianas apropiadas
se basa en los conocimientos especificos de los cambios moleculares asociados a cada

tipo de cancer®.

El cetuximab es un anticuerpo monoclonal anti-EGFR aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) y la EMEA (Agencia Europea de Medicamentos) para el
tratamiento de CCCLA asociado a RT o en monoterapia como segunda linea de
tratamiento en los casos recurrentes o metastasicos, tras el fracaso de la QT con

2381 se produce in vitro en cultivos celulares y estd compuesto por las regiones

platino
variables del anticuerpo anti-EGFR murino y regiones constantes humanas de cadenas
pesadas IgG1 y ligeras kappa. Estd constituido por dos cadenas pesadas idénticas que
contienen 449 aminoacidos respectivamente y dos cadenas ligeras de 214 aminoacidos
respectivamente, con un peso molecular de 152 kDa®?. El cetuximab se une
especificamente al dominio extracelular de EGFR en células normales y tumorales con
gran afinidad (Kd= 0.1-0.2 nM) e inhibe competitivamente la unién a EGF y a otros

ligandos como TGF-alfa 83,84

El efecto del cetuximab se produce al bloquear la fosforilacién y activacién del
receptor asociado a proteina quinasas, interfiriendo con la activacién de la cascada de
sefializacion carcinogénica de las vias de sefializacion de la MAPK, PI3K/Akt y de

JAK/Stat’*® (figura 7).

Bonner et al. en 2006 publicaron datos de un estudio fase Ill que comparaban el
tratamiento Unico con RT vs. RT combinado con cetuximab. En este estudio, en el que
se incluyeron 424 pacientes con CCCLA, el tratamiento combinado fue superior en
cuanto a control locorregional y supervivencia. Estos beneficios fueron alcanzados sin

incrementar la toxicidad por la radioterapia, al compararlo con el grupo control, con la
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excepcion de las reacciones infusionales y rash acneiforme, el resto de las toxicidades

no difirieron entre ambos esquemas®®.

CETUXIMAB (C225)

EGFR

Membrana celular

/Citoplasma \

Cascada de seiales
Nucleo .
Progresién Detencidn del
RT Ciclo Celular Crecimiento
i i Apoptosis
QT Sintesis ADN pop
Factores de Factores de Factores

\ motilidad crecimiento angiogénicos /

Degradacién de la MEC Proliferacion Angiogénesis
Migracién tumoral e invasion Diferenciacion

Figura 7. Accion y efecto del cetuximab y radioterapia—quimioterapia en el proceso

carcinogénico.

El mecanismo antitumorigénico del cetuximab comienza al unirse y activar el receptor
EGFR. Numerosos estudios in vivo e in vitro han descrito distintas propiedades

bioldgicas atribuibles a cetuximab, como lo son:

1. Inhibiciéon directa de EGFR por medio de su actividad tirosina quinasa e inhibicién de

la progresion del ciclo celular.

Los estudios han demostrado que el cetuximab interviene en la detencidn del ciclo

celular de diversas lineas celulares tumorales. Se ha demostrado que las ciclinas
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dependientes de quinasas son unos reguladores selectivos de la progresidon del ciclo
celular, particularmente en la fase G1. El bloqueo de EGFR mediado por el cetuximab
induce una detencién en la fase G1 del ciclo celular con la consiguiente detencion de la

replicacion y divisién celular®®’.

2. Inhibicién de la angiogénesis

El cetuximab reduce la produccién de factores de crecimiento vasculares como VEGF
(Factor de crecimiento de endotelio vascular), bFGF (Factor de crecimiento
fibroblastico) e interleuquina 8 (IL-8). Su efecto no sélo reduce el desarrollo en el
numero de nuevos capilares sino que obstaculiza el crecimiento de los vasos hacia la

masa tumoral.

Por otra parte, el VEGF y la IL-8 actian como factores protectores de las células
endoteliales inmaduras, protegiéndolas de la apoptosis. Por lo tanto, al reducirse su
produccién por efecto del cetuximab, se origina una mayor apoptosis de células

endoteliales que contribuye a la reduccion de la neovascularizacion®.
3. Inhibicién de procesos de invasion tumoral y metastasis

El cetuximab tiene la propiedad de inhibir la expresién y la actividad de ciertas
metaloproteinasas (MMP), las cuales son endopeptidasas dependientes de zinc
liberadas por las células cancerigenas que producen componentes de la matriz
extracelular, proteinas de la superficie celular y moduladores inmunes. Al bloquear la
actividad de las MMP, se alteran las condiciones dptimas para el desarrollo tumoral y

se obstaculizan los procesos de invasién y metéstasis tumoral®.

4. Activacion de moléculas pro-apoptéticas activadas automaticamente después de la

detencion de la fase G1 del ciclo celular.
5. Induccion de citotoxicidad del sistema inmune

El efecto del cetuximab en el sistema inmune se cree que es producido por su actividad
antitumoral a través del efecto citotéxico mediado por células efectoras (monocitos y
células natural-killer), asi como por la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC). Sin embargo, los mecanismos especificos atin no han sido aclarados?®.
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6. Efecto citotdxico sinérgico con quimioterapia y radioterapia23’89.

El tratamiento combinado del cetuximab y RT en el CCCLA mejora el control de
enfermedad loco-regional y la supervivencia general, con una media de supervivencia
de 20 meses®. De igual manera, la combinacidn con QT basada en platino o
administrado en monoterapia, mejora la supervivencia global y progresion de la

enfermedad en pacientes con enfermedad recurrente o metastasica.

No obstante, a pesar de la evolucién de los tratamientos de QT y RT y el desarrollo de
la terapia dirigida con anticuerpos monoclonales, la sobrevida a 5 afios sigue siendo
del 50% aproximadamente. Por lo tanto, la creacion de nuevas estrategias de
tratamiento que mejoren la eficacia y reduzcan la toxicidad de los tratamientos en los

pacientes con CCC continua siendo una necesidad?*?.

7.3.a. EGFRvIII

La resistencia a la inhibiciéon de EGFR por el cetuximab es un evento frecuente. Uno de
los mecanismos propuestos para explicar dicha resistencia es la expresién de una

variedad mutante EGFR vlll, encontrado hasta en el 42% de los casos de CCC*%78,

EGFRvIII es una variedad truncada de EGFR, originada por una mutacion por delecién
en la base 801 del exdn 2-7 que se localiza en el dominio extracelular con actividad

tirosina quinasa independiente del Iigando78.

Se ha sugerido que EGFRvIll se presenta con mayor frecuencia en la enfermedad
recidivante/metastdsica y que podria ser responsable del fracaso terapéutico a la
terapia anti-EGFR. La expresion de EGFRVIII esta asociada a una menor sobrevida libre

de enfermedad en pacientes tratados con cetuximab y docetaxel®’®,
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1. JUSTIFICACION

Por todo lo descrito anteriormente, se desprende que el tratamiento de los CCC en

estadio avanzado sigue teniendo unos resultados pobres.

Dicho tratamiento estd basado en la combinacién de radioterapia y quimioterapia con
o sin anticuerpos monoclonales anti-EGFR como el cetuximab. El estudio de factores
gue pueden conllevar sensibilidad o resistencia a dichos tratamientos, incluyendo la
aplicaciéon del anticuerpo monoclonal cetuximab sigue siendo de enorme

trascendencia a la hora de poder seleccionar a los pacientes.

Dado que en los CCC, asi como en la mayoria de los tumores malignos humanos, se
describen alteraciones oncogénicas, en este trabajo nos planteamos estudiar
fundamentalmente las vias de sefalizacién que llevan la sefal proliferativa desde la
membrana al nucleo y a los ribosomas, independientemente de las alteraciones
oncogénicas especificas a nivel de receptores de la membrana celular. En este sentido
estudiamos la ruta de PI3K/AKT/mTOR/4EBP1 y S6 y la de RAS/RAF/MAPK/elF4E. Estas

vias, a través de los factores 4EBP1 y elF4E, controlan la sintesis protéica candnica.
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

La hipdtesis general del trabajo se centra en estudiar las mutaciones de los genes mas
relevantes en las vias de sefializacion celular y de caracterizar los niveles de expresién
de las proteinas implicadas en dichas vias, especialmente aquellas a nivel de los
denominados factores “embudo” desde el mTOR, MAPK, elF4E y 4EBP1. Dicha
hipdtesis plantea que la sefial oncogénica, que puede depender de multiples
alteraciones genéticas, tiene que pasar inexorablemente por la activacién funcional de
dichos factores y que por tanto sus niveles de expresidon pueden representar el nivel de

activacion de la via que desencadena la proliferacién tumoral.

Por tanto, dicha valoracion podria permitirnos asociar los niveles de expresién de las
proteinas, no solamente con el prondstico de los tumores, sino con la resistencia a los
tratamientos dirigidos contra receptores de membrana o factores constituyentes de

las vias implicadas.
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OBIJETIVOS

Objetivo Principal

Determinar la relacién existente entre la expresiéon y mutaciones de las distintas

proteinas de las vias de sefalizacién de EGFR y la respuesta al tratamiento con

guimioterapia o radioterapia en combinacidn con cetuximab en los tumores de cabeza

y cuello.

Objetivos Especificos

Determinar la expresion de las proteinas que participan en las vias de
carcinogénesis de EGFR (mTOR, 4EBP1 y elF4E) y sus formas fosforiladas
(PTEN, pS6, pMAPK y HER3) por inmunohistoquimica (IHQ) en tumores de

cabeza y cuello.

Determinar la expresion de los factores supresores p53, pl16 y el indice de

proliferacion celular Ki67 por inmunohistoquimica .

Determinar las alteraciones por estudio mutacional de proteinas implicadas

en la tumorigénesis (PI3K, B-RAF , KRAS y H-RAS).
Determinar la presencia de VPH, especificando los serotipos observados.

Correlacionar la expresion por inmunohistoquimica y estudio mutacional de
las proteinas implicadas con las caracteristicas patoldgicas de los tumores y

pronéstico de la enfermedad.

Correlacionar la expresion por inmunohistoquimica y estudio mutacional de
las proteinas implicadas con la presencia de factores prondsticos de

resistencia al tratamiento anti-EGFR (cetuximab).
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IV. METODOLOGIA

1. Poblacidn de estudio. Criterios de inclusion

Para el estudio de la presente tesis doctoral se seleccionaron los pacientes
diagnosticados con CCCLA en el Hospital Universitario Vall d’"Hebron entre los afios

1999 y 2010 que tuvieran como minimo 5 afios de seguimiento.
Los criterios de inlusion fueron los siguientes:

- Pacientes diagnosticados de carcinoma escamoso de cabeza y cuello de orofaringe
(amigdalas, paladar blando, base de la lengua), hipofaringe, laringe y cavidad oral

(mucosa oral, encia, paladar duro, lengua y suelo de la boca).

- Disponer de material histolégico previo al tratamiento recibido y en cantidad

suficiente para la realizacion de técnicas de inmunohistoquimica y biologia molecular.

- Disponer de informacion clinico-patolégica completa durante el periodo de

seguimiento.

- No haber fallecido en el acto quirurgico o en el postoperatorio inmediato.

2. Variables clinicas, anatomopatoldgicas y moleculares

Se revisaron retrospectivamente las historias clinicas de los pacientes incluidos

tomando en consideracién las siguientes variables clinicas:
- Sexo

- Edad

- Localizacion del tumor

- Fecha de diagnéstico
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-Fecha de recidiva, fecha del Ultimo seguimiento, o fecha del fallecimiento,

dependiendo de cada caso

- Habito tabaquico

- Habito alcohdlico

- Grado de diferenciacion tumoral (bien, moderadamente y poco diferenciado)
- Estadio TNM (segun la AJCC 2010)*°

- Presencia de metdastasis ganglionares (NO o N+)

-Tratamiento recibido (RT-Cetuximab, QT-Cetuximab, o RT-QT)

Se incluyeron como variables anatomopatoldgicas y moleculares:

- Grado de diferenciacion tumoral

- Expresion de las proteinas estudiadas (mTOR, pmTOR, 4EBP1, p4EBP1, elF4E, pelF4E,
pS6, PTEN, HER3, pMAPK, p53, Ki67 y p16) mediante el Histo-score

- Presencia de mutaciones de PI3K, KRAS, HRAS y BRAF

- Presencia de VPH

3. Seleccién de material histoldgico

El material estudiado fue obtenido a través de las muestras de biopsias diagndsticas o
exéresis quirurgicas de pacientes con tumores escamosos de cabeza y cuello previos al
tratamiento médico. Tras la fijacién en formaldehido, fueron incluidas en parafina para
la realizacién del bloque histolégico. En cada caso incluido se selecciond un bloque de
parafina representativo del tejido tumoral, previamente a la valoracién de su
correspondiente seccidn histoldgica teiiida con hematoxilina y eosina. La utilizacién de

material biolégico fue aprobado previamente por el comité de ética del hospital.
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4. Estudio inmunohistoquimico

Las técnicas de inmunohistoquimica fueron realizadas de manera automatizada sobre
secciones histolégicas de 3um utilizando el sistema Ventana Benchmark® XT
Automated IHC Stainer. Para su visualizacidn se utilizd el kit de deteccién Ventana
ultraView ™ Universal DAB detection kit (catalog no. 760-500). Se afiadieron controles

positivos y negativos apropiados para cada anticuerpo (tabla 6).
El procedimiento fue el siguiente:

1. Desparafinacion de las secciones histolégicas con la solucion Ventana EZ Prep

Solution (catdlogo N0.950-102).

2. Recuperacion antigénica con la solucién Ventana Tris-based buffer solution CC1

(catdlogo N0.950-124) a temperatura estandar durante 60 minutos.

3. Bloqueo de la peroxidasa enddgena con ultraView inhibitor con 3% de H,0, durante

4 minutos a 37°C.

4. Lavado e incubacidn con el anticuerpo primario durante 1 hora, mientras que para
Her3, Ki67, p53 y pl16 se emplearon 80, 16, 16 y 20 minutos de incubacidn,

respectivamente (ver condiciones especificas en tabla No. 6).

5. El complejo anticuerpo primario — HRP (horseradish peroxidase) se visualizd con el

cromoégeno diaminobenzidina tetrahidroclorhidrico (DAB).

6. Contra-tincion con hematoxilina durante 8 minutos y con Bluing reagent por 4

minutos.
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Tabla 6. Caracteristicas de los anticuerpos de proteinas utilizados.

m
Anticuerpo fosforilacién Secundario No.Catilogo

pMAPK policlonal Thr202/Tyr204 Conejo Cell Signaling
(9101)
pS6 monoclonal  Ser240/Ser244 1:100 Conejo Cell Signaling
(5364)
4EBP1 policlonal Ser65/Thr70 1:50 Conejo Cell Signaling
(9472)
p4EBP1 policlonal Thr70 1:50 Conejo Cell Signaling
(9455)
elFAE policlonal Ser209 1:100 Conejo Cell Signaling
(9742)
pelF4E monoclonal Ser209 1:100 Conejo Abcam (EP2151Y)
mTOR monoclonal Ser2481 1:50 Conejo Cell Signaling
(2983)
pmTOR policlonal Ser2448 1:100 Conejo Cell Signalling
(2971)
PTEN monoclonal 13866 1:50 Conejo Cell Signalling
(9559)
plé monoclonal - Prediluido Raton Ventana
(06695248001)
p53 monoclonal - Prediluido Raton Ventana
(05278074001)
Kie7 monoclonal - Prediluido Conejo Ventana
(05278384001)
HER3 monoclonal - 1:75 Conejo CIC Salamanca

Se realizaron para todos los casos incluidos las técnicas de inmunohistoquimica de
AEBP1, p4EBP1, elF4E, pelF4E, mTOR, pmTOR, PTEN, pMAPK, pS6, HER3, p16, p53 y
Ki67.

4.1. Valoracién de las técnicas de Inmunohistoquimica

Los marcadores del ciclo celular (p53, Ki67 y p16) fueron valorados como porcentaje

simple de células tefiidas (nuclear para p53 y Ki67; nuclear y citoplasmatico para p16).
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Los factores de crecimiento y transcripcion (mTOR, pmTOR, 4EBP1, p4EBP1, elF4E,
pelF4E, pS6, PTEN y pMAPK) fueron valorados con el método semicuantitativo de

Histo-score (Hscore)gl.

El Hscore evalla conjuntamente, el porcentaje de células tefiidas (nuclear para pMAPK
y nuclear/citoplasmatica para el resto de marcadores) y la intensidad de tincién en 10
campos de gran aumento (40X) representativos. La intensidad de tincion es valorada
como: 0 (sin evidencia de tincién), 1 (tincion débil), 2 (tincion moderada) y 3 (tinciéon
marcada). Para calcular el Hscore se debe multiplicar la intensidad de tincion por el

porcentaje de células teiiidas, con lo cual, se obtienen resultados entre 0 y 300.

Her3 fue valorado de la siguiente manera: 0 (ausencia de expresién), 1 (expresién débil
o moderada en <10% de las células tumorales), 2 (expresion moderada en >10% de las
células tumorales) y 3 (expresién intensa en >10% de células tumorales). Se
consideraron positivos los casos con score 3 y negativos, aquellos cuyo score fue de 0,

1o02.

5. Estudio Molecular
5.1. Extraccidn y cuantificacién del ADN

La extraccion del ADN fue realizada a través del protocolo del kit comercial Qiagen
DNA extraction FFPE QIAamp® para muestras parafinadas, cuyo protocolo es el

siguiente:

1. Incubaciéon durante 5 minutos con 100ul de xilol a temperatura ambiente.
2. Se centrifuga durante 2 minutos a 13200 rpm.

3. Se retira el xilol

4. Se repiten los pasos 1-3.

5. Se incuba durante 5 minutos con 1000 ul de etanol a temperatura ambiente.

6. Se centrifuga durante 2 minutos a 13200 rpm.
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7. Se retira el etanol.

8. Se repiten los pasos 5-7.

9. Se incuba en un termoblock a 372C durante 15 minutos.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se agregan 20 pl de proteinasa Ky 180 ul de Buffer ATL.

Se incuba toda la noche a 56°9C.

Se incuba 1 hora a 902C.

Se centrifuga brevemente.

Se agregan 200 pl de Buffer ALy 200 ul de etanol.

Se centrifuga brevemente.

Se recoge el sobrenadante y se coloca en una columna de precipitacion (QIAmp

MinElute)

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Se centrifuga durante 1 minuto a 800 rpm.

Se coloca la columna de precipitacion en un tubo limpio.

Se agregan 500 pl de Buffer de lavado nimero 1.

Se coloca la columna de precipitacidon en un tubo colector limpio.

Se centrifuga durante 1 minuto a 800 rpm.

Se agregan 500 pl de Buffer de lavado nimero 2.

Se centrifuga durante 1 minuto a 800 rpm.

Se coloca la columna de precipitacion en un tubo colector limpio.

Se centrifuga durante 3 minutos a 13200 rpm.

Se coloca la columna de precipitacion en un tubo eppendorf limpio.

Se incuba 5 minutos con 50 pul de Buffer ATE.
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28. Se centrifuga 1 minuto a 13200 rpm.
29. Se guarda el ADN a 42C hasta el momento de la cuantificacion.

La calidad y la concentracion de las muestras de ADN se evalué mediante la
absorbancia de las longitudes 260 y 280nm utilizando un espectofotémetro NanoDrop

2000.

5.2. Detecciéon de mutaciones de H-RAS, K-RAS, B-RAF y PI3K

Para la deteccidn de las mutaciones de los genes KRAS, BRAF y PIK3CA se siguieron las
instrucciones del kit comercial CLART® CMA KRAS-BRAF-PI3K de la casa comercial
GENOMICA®%. Dicho kit es capaz de detectar las mutaciones mas frecuentes de dichos

genes, las cuales se indican a continuacion:

KRAS: G12A, G12C, G12D, G12R, G12S, G12V, G13D, Q61H y Q61L.
BRAF: V600E y V600K.

PI3K: E542K, E545D, E545K y H1047R.

La deteccién de mutaciones de H-RAS fue realizada a través de una amplificacion de
los exones 2 y 3 del gen HRAS y posterior secuenciacién por método Sanger. Las
condiciones de la PCR fueron: 1x Mytaq Reaction Buffer, 0.12 uM primers forward and
reverse, 0.3 U de MyTaq DNA polymerase (Bioline) y 50 ng input de DNA. Se usaron
dos programas de amplificacién dependiendo del exdn amplificado, siendo en el caso
del exén 2 del gen 95°C 10 min, 40 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 57°C y 60 seg a
72°C y un paso final de 10 min a 72°C. En el caso del exdn 3 de HRAS se realizé el

mismo programa salvo que la temperatura de annealing se bajo a 552C.
Los primers utilizados fueron:

HRAS-2 Forward: AGGAGACCCTGTAGGAGGA

HRAS-2 Reverse: CGCCAGGCTCACCTCTATAGTG

HRAS-3 Forward: CTGCAGGATTCCTACCGGA
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HRAS-3 Reverse: ACTTGGTGTTGTTGATGGCA

Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador Mastercycler EP de la casa
comercial Eppendorf. Los amplicones de ADN fueron visualizados en geles virtuales
mediante el uso del Qiexcel y una vez comprobados fueron tratados con Exonuclease |
y Shrimp Alkaline Phosphatase (Exo sap, Affymetrix, Wooburn Green, Reino Unido).
Para eliminar restos de ADN monocatenario se afiadieron 2 pl de Exo sap y 5 pl de cada
amplicon tratandose durante 15 min., a 37°C y posteriormente se realizd una
incubacién durante 15 min a 80°C para inactivar la actividad enzimatica. Para realizar la
PCR de secuenciacién se afiadieron 2 pl ADN purificado, 1 pl Big Dye, 1 ul de 3.2 uM
primer forward o reverse y 1 ul de buffer secuenciador (Applied Biosystems). Las
reacciones de secuenciacién fueron realizadas en un termociclador Mastercycler EP de
la casa comercial Eppendorf con el siguiente programa: 96°C 2 min y 30 ciclos de 96°C
10 seg, 50°C 5 seg y una extension final a 60°C durante 4 min. Las secuencias fueron
purificadas siguiendo el protocolo X-Terminator (Applied Biosystems) para luego ser

analizados con Chromas Pro Software (version 2.4)

5.3. Estudio de secuencias del Virus del Papiloma Humano (VPH)

La infeccion por el virus de VPH se demostré mediante la presencia de secuencias de
ADN viral (VPH) a través de la amplificacion de un fragmento comun L1 y posterior
secuenciacion directa. El método utilizado (GP5/GP6) detecta 14 tipos de VPH de alto
riesgo (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y 6 tipos de bajo

riesgo oncogénico (tipos 6, 11, 40, 42, 43 y 44)%,

Una vez extraido el ADN, se realizé una amplificacion del ADN por PCR utilizando los

primers GP5-GP6:
Primer GP5: TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC

Primer GP6: GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
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6. Analisis estadistico

El estudio estadistico se realizd mediante el programa Statistical Package for Social
Science (SPSS 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas al tener un p-valor menor o igual a 0,05.
Se consideraron como variables cualitativas el sexo, la localizacidn, el habito tabaquico,
el habito alcohdlico, el grado de diferenciacion tumoral, el estadio TNM, el tratamiento
recibido, las proteinas valoradas segln grupos como positivas o negativas, el valor de
HER3, la presencia de mutacién de BRAF, PIK3CA, HRAS y NRAS, y la presencia de VPH.
Las variables cuantitativas fueron la edad, el H-score de las proteinas estudiadas y la

actividad proliferativa (Ki67), p53 y p16.

Para el estudio de las variables cualitativas se realizaron pruebas de Chi-cuadrado. Para
estudiar las variables cuantitativas con distribucién normal se realizaron pruebas de T-
student y correlacion de Pearson. Los tests no paramétricos de Rho de Spearman y U
de Mann-Whitney se utilizaron para aquellas variables cuantitativas con distribuciéon

no normal.

Se realizaron curvas de Roc para determinar el punto de mayor sensibilidad y
especificidad para peor prondstico sobre cada una de las proteinas estudiadas. La
supervivencia se analizé mediante las curvas de Kaplan-Meier, utilizando la prueba de
log-rank como estadistica de contraste. Se realizaron modelos de regresion logistica de
Cox para determinar las variables asociadas, de manera independiente, a peor

prondstico.
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V. RESULTADOS

1. PARAMETROS CLINICOPATOLOGICOS
1.1. Parametros generales

Un total de 90 casos de tumores de cabeza y cuello localmente avanzados fueron
incluidos en este estudio. La media de edad en el momento del diagndstico fue de 59,7
t+ 10,9 afios y se observd una mayor frecuencia del sexo masculino con 78 casos
(86,67%) que de mujeres (12 casos, 13,33%) con un ratio hombres:mujeres de 6,5:1.

(figura 8).

W<45
W 46-55
H56-65
u>66

B Masculino

H Femenino

Figura 8. Distribucion de casos segun la edad (afios) y género.

La localizacion tumoral mds frecuente fue en la boca (25,56%), seguido de laringe
(23,33%), lengua (20%), amigdala (15,56%), faringe (13,33%) y zona cervical (2,22%)
(Figura 9).
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Figura 9. Distribucién de casos segun la localizacion tumoral.
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En cuanto a la diferenciacién histolégica, no se observaron diferencias significativas
entre los 3 grupos, presentando 24 casos tumores bien diferenciados (26,67%), 39

moderadamente diferenciados (43,33%) y 27 poco diferenciados (30%) (Figura 10).

EBD
EMD
Epp

Figura 10. Distribucién de casos segun la diferenciacién histoldgica.

Los pardametros clinicopatolégicos generales estudiados se encuentran resumidos en la

tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas demograficas basales (n=90)*

Variable clinicopatolégica Frecuencia (%)

Edad® 59,7 (10,9DE)

Sexo Masculino 78 (86,7)
Femenino 12 (13,3)
Consumo Alcohol 60 (72,29)
Tabaguismo 70 (84,34)
Localizacion Boca 23 (25,6)
Laringe 21 (23,3)
Lengua 18 (20,0)
Amigdala 14 (15,6)
Faringe 12 (13,3)

Cervical 2(2,2)

Clasificacion T T1 5 (5,6)
T2 14 (15,6)
1! 31 (34,4)
T4 40 (44,4)
Clasificacidn N NO 25 (27,8)
N1 14 (15,6)
N2 48 (53,3)

N3 3(3,3)
Estadios TNM I 4 (4,44%)

Il 2(2,22%)
Il 20 (22,22%)

A% 64 (71,11%)
Diferenciacion BD 24 (26,7)
MD 39 (43,3)
PD 27 (30,0)

®Datos expresados como frecuencia (%) excepto cuando sea especificada.
b . . .y .
Media (Desviacion estandar).
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1.2. Clasificacion TNM

De acuerdo a la clasificacién global de TNM, se incluyeron 4 casos en estadio 1 (4,44%),
2 casos en estadio 2 (2,22%), 20 casos en estadio 3 (22,22%) y 64 casos en estadio 4
(71,11%).

804
70+
60+
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40+

Porcentaje
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204
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] L] v
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Figura 11. Distribucion de casos segun el estadio tumoral (Sistema de Clasificacion TNM de la

OMS, 2010).

Al desglosar dicha clasificacion, se observd una distribuciéon de tamafio tumoral
(estadificacion T del TNM) de 5,56% para T1, 15,56% para T2 , 34,44% para T3, y
44,44% para T4 (figura 12).

La estadificacion ganglionar fue evaluada como presente (N+) o ausente (NO) sin
desglosar los parametros del TNM (N1, N2 o N3), para facilitar los analisis estadisticos.
En el momento del diagndstico, 65 casos presentaban metastasis ganglionar (72,22%)

frente a 25 casos (27,78%) sin evidencia de afectacidn ganglionar (figura 12).
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Figura 12. Distribucidn de casos segun estadio T y N del Sistema de Clasificacion TNM de la

OMS (2010).

Globalmente, los pacientes que tenian diseminacién ganglionar presentaron una

supervivencia global significativamente menor en comparacion a los pacientes sin

metadstasis ganglionares (92 vs 215 sem, p=0.004). Por el contario, no hubo diferencias

significativas en el tiempo medio de supervivencia libre de enfermedad entre los

pacientes que presentaban o no diseminacién ganglionar.
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Figura 13. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Andlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la presencia de metdstasis ganglionares.
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Figura 14. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a la

presencia de metdstasis ganglionares.

1.3. Factores de riesgo

Se observé una mayor frecuencia en pacientes que presentaban habito tabaquico
(84,34%), al igual que habito alcohdlico (72,29%). El 65,55% de los pacientes

estudiados presentaban tanto habito tabaquico como alcohdélico a la vez (figura 15).

72,29% B Tabaco
HQOH

Figura 15. Proporcidn de pacientes con CCCy consumo de tabaco y alcohol.

En cuanto al estudio de supervivencia para valorar peor prondstico en relacién a la
supervivencia global y libre de enfermedad, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 16. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Andlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo al consumo tabaquico.
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Figura 17. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo al

consumo tabaquico.
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Figura 18. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Andlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo al consumo alcohdlico.
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Figura 19. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo al

consumo alcohdlico.

1.4. Tratamiento recibido

Del total de pacientes estudiados, el 57,77% fue sometido a intervencién quirdrgica

como primera opcién. El resto, 42,23%, f ue dirigido a tratamiento médico segun los
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criterios clinicos establecidos’. Se fijaron tres ramas segln el tratamiento recibido con
RT asociado a Cetuximab (21 casos; 23,33%), QT asociado a Cetuximab (25 casos;

27,78%) y tratamiento convencional con QT y RT (44 casos; 48,89%).

1.5. Supervivencia libre de enfermedad y global

El seguimiento de los casos se establecié como requisito minimo en dos afios, siendo la

mediana de 111,5 (58,75-214,5) semanas.

La mediana de supervivencia libre de enfermedad fue de 48,5 semanas (30-95,75).
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Figura 20. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Andlisis de Kaplan Meier.

La mediana de supervivencia global fue de 88 (51-135,75) semanas. Hubo 3 casos de
fallecimientos no relacionados con el CCC. Uno de ellos, con respuesta clinica completa
a las 18 semanas del tratamiento, fallecié por infarto agudo de miocardio. Otro
paciente fallecid por un carcinoma de pulmén (no relacionado con el CCC) a las 88
semanas del seguimiento, habiendo presentado una recidiva del CCC a las 54 semanas

del diagnostico. El tercer paciente fallecié por una insuficiencia respiratoria secundaria
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a una neumonia a las 120 semanas de seguimiento, habiendo presentado la primera

recidiva a las 51 semanas del diagndstico.
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Figura 21. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan- Meier.

2. ESTUDIO DE ViAS DE CARCINOGENESIS

2.1. Via de PI3K/AKT/mTOR

2.1.1. Estudio inmunohistoquimico

a. mTOR

La expresion de mTOR total fue citoplasmatica y de membrana con expresion uniforme
y homogénea en las células tumorales. El punto de corte obtenido mediante las curvas
Roc con mayor sensibilidad y especificidad para el estudio de la proteina, fue de
Hscore 125, tanto para la supervivencia libre de enfermedad como global, siendo la

mediana de expresién de la proteina de Hscore 140 (60-200).
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Figura 22. Expresion inmunohistoquimica de mTOR sobre tejido parafinado. 20X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva (H-score 200).

Se observé un mayor riesgo a presentar recidivas (HR 2,05) en aquellos tumores
considerados positivos a mTOR (p=<0,01) al igual que un menor tiempo a que
aparezcan dichas recidivas con respecto a los tumores considerados negativos (54

semanas frente a 102, p=<0,01).

En cuanto a la supervivencia global, se observé un mayor riesgo (HR: 1,88; IC 95%:
1,14-3,10) estadisticamente significativo (p=0,01) al compararlo con los tumores cuya
expresion fue considerada negativa (H-score <125). La supervivencia global fue
significativamente menor en aquellos casos con expresién de mTOR, con una media de
93 semanas frente a 149 semanas en aquellos tumores negativos (p=0,01) (tabla 8,
figuras 23-24).

Tabla 8. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion
inmunohistoquimica de mTOR.

mTOR (H-score >125)

SLE SG
HR 2,05 1,88
IC (95%) 1,23-3,43 1,14-3,10
P valor <0,01 0,01
p valor <0,01 0,01
Semanas a 54 (43-94) 93 (86-132)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 23. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de mTOR.
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Figura 24. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a la

expresion inmunohistoquimica de mTOR.

Al estudiar los casos segun el tratamiento recibido, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la expresién de mTOR y el prondstico de la

enfermedad, tanto en riesgo a muerte como a recidivas (figura 25).
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Recidiva HR (IC 35%)
RTCx 1.32 (0.37,4.72)
aTcx > 1.98 (0.80, 4.85)
RTQT — 1.73(0.79,3.78)

Muerte
RTCx 1.20(0.39,3.71)
aTcx - 1.62 (0.66, 3.96)
RTQT - 1.76 (0.80, 3.88)
T T )

0.25 05 1 2 4 a
Hazard ratic {IC 95%), escala log,

Figura 25. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresidn inmunohistoquimica de

mTOR y al tratamiento recibido.

b. pmTOR

La expresion de la forma fosforilada de mTOR (pmTOR) es citoplasmatica y de
membrana. Se observd una expresion leve de manera global con una mediana de
Hscore 40 (20-102). El punto de mayor especificidad y sensibilidad para pmTOR fue de
H-score: 65 para la supervivencia libre de enfermedad y 25 para la supervivencia

global.

Figura 26. Expresién inmunohistoquimica de pmTOR sobre tejido parafinado (20X y 40X).

a. Expresion negativa, b. Expresién positiva (H-score 120).
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Resultados

En el estudio univariante, se observd un mayor riesgo tanto a recidivas como a muerte
(HR: 1,52 y 1,37; respectivamente) en aquellos tumores que expresaban pmTOR,

aungque los hallazgos no fueron significativos estadisticamente.

De la misma manera, se observd en el estudio de supervivencia por medio de las
curvas de Kaplan Meier, la aparicién de recidivas a 45 (39-94) semanas del diagndstico
y muerte a 97 (86-171) semanas, aunque las diferencias no fueron significativas

estadisticamente (tabla 9).

Tabla 9. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de pmTOR.

pmTOR

SLE SG

>65 >25
HR 1,52 1,37
IC (95%) 0,92-2,52 0,80-2,36
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 45 (39-94) 97 (86-171)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 27. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Anadlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de pmTOR.
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Figura 28. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a la

expresion inmunohistoquimica de pmTOR.
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Al realizar el estudio segln los grupos de tratamiento, se observé un mayor riesgo a
recidivas en aquellos pacientes tratados con RT-QT convencional (p=0,03), no asi, en

los tratados con QT o RT asociados a Cetuximab.

En cuanto al mayor riesgo de fallecimientos, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los tratamientos recibidos.

HR {IC 85%)

Recidiva
RTCx 0.93 (0.11, 7.36)
QTcx —_— 1.58 (0.66, 3.80)
RTQT —— 2.30(1.07, 4.94)
Muerte
RTCx —— 1.01(0.37,2.71)
aTcx —— 1.61(0.59, 4.37)
RTQT —_— 1.64 (0.66, 4.10)
0.0625 0.125 025 05 1 2 4 8

Hazard ratio {IC 95%), escala log;

Figura 29. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresiéon inmunohistoquimica de

pmTOR vy al tratamiento recibido.

c. 4EBP1

La expresion de 4EBP1 en su forma no fosforilada fue encontrada en el citoplasma de
las células tumorales. El punto de corte fue de H-score 245, concidiendo con la
mediana de expresion (IC95% 180-300), para ambos eventos, tanto para la

supervivencia global como libre de enfermedad.
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Figura 30. Expresion inmunohistoquimica de 4EBP1 sobre tejido parafinado. 20X y 10X.

a. Expresion negativa, b. Expresidn positiva (H-score 300).

La asociacidon entre la expresion de 4EBP1 y el prondstico de la enfermedad, sea
supervivencia libre de enfermedad o global, no fue significativo estadisticamente. A
través de las curvas de Kaplan Meier, se observé un tiempo a recidivas de 58 (49-106)
semanas y un tiempo a muerte de 112 (91-213) semanas, respectivamente, sin

relacion estadisticamente significativa (tabla 10).

Tabla 10. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de 4EBP1.

4EBP1 (H-score >245)

SLE SG
HR 1,03 0,87
IC (95%) 0,63-1,67 0,54-1,41
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 58 (49-106) 112 (91-213)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 31. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Andlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de 4EBP1.
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Figura 32. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a la

expresion inmunohistoquimica de 4EBP1.

Tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto a la expresion de 4EBP1 y

el prondstico de la enfermedad segun el tipo de tratamiento recibido.
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Recidiva HR (IC 95%)
RTCx > 1.21(0.40, 3.65)
Qrcx 1.59 (0.69, 3.65)
RTQT 0.79 (0.37,1.68)

Muerte
RTCx - 1.14 (0.42 ,3.05)
QTCx > 1.13 (048, 2.64)
RTQT * 0.68 (0.31,1.47)

0.25 05 1 2 4

Hazard ratic (IC 95%), escala log;

Figura 33. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresidn inmunohistoquimica de

4EBP1 vy al tratamiento recibido.

d. p4EBP1

La forma fosforilada de 4EBP1 (p4EBP1) se observd mayoritariamente en los

citoplasmas de las células tumorales, con menor proporcidn en los nucleos tumorales.

La mediana de expresiéon fue de Hscore 60 (20-137,5), con un punto de corte de 50

para la supervivencia libre de enfermedad y 70 para la supervivencia global.

Figura 34. Expresidon inmunohistoquimica de p4EBP1 sobre tejido parafinado. 10X.

a. Expresion negativa, b. Expresidn positiva (H-score 260).
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Por medio del andlisis de Cox, se observd un mayor riesgo de recidivas (HR 1,32) y de
muerte (HR 1,37) para aquellos pacientes cuyos tumores expresaban p4EBP1, aunque

no fueron estadisticamente significativos.

De la misma manera, se observé una supervivencia libre de enfermedad (60 semanas,
46-103) asi como una supervivencia global (113 semanas, 88-146) menor en aquellos

tumores p4EBP1 positivos, sin ser hallazgos estadisticamente significativos (tabla 11).

Tabla 11. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de p4EBP1.

p4EBP1

SLE SG

>50 >70
HR 1,32 1,37
IC (95%) 0,81-2,15 0,84-2,22
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 60 (46-103) 113 (88-146)

evento (1C95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 35. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Anadlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de p4EBP1.
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Figura 36. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a la

expresion inmunohistoquimica de p4EBP1.

Al realizar el estudio por grupos de tratamiento, tampoco se hallaron diferencias
estadisticamente significativas, aunque de manera global se observé mayor riesgo

tanto a recidivas como muerte independientemente del tratamiento realizado.
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Recidiva HR (IC 95%)
RTCx > 1.32 (0.41,4.17)
Qrcx . 1.19 (0.47, 2.96)
RTQT —_— 1.06 (0.49, 2.25)

Muerte
RTCx 1.49 (0.52,4.27)
Qrcx . 1.87 (0.71,4.92)
RTQT > 0.93 (0.40, 2.14)
0.25 05 1 2 a 8

Hazard ratic (IC 95%), escala log;

Figura 37. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresidn inmunohistoquimica de

p4EBP1 y al tratamiento recibido.

e. elF4E

La técnica de inmunohistoquimica de elF4E demuestra expresion en las células
tumorales de predominio en membrana y citoplasma. La mediana de expresion fue de
Hscore 185 (80-245), siendo el punto de corte con mayor sensibilidad y especificidad
para su estudio de Hscore 115 para la supervivencia libre de enfermedad y Hscore 135

para la supervivencia global.

Figura 38. Expresion inmunohistoquimica de elF4E sobre tejido parafinado. 20X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva (H-score 180).
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Al realizar el estudio univariante de Cox, se observé un mayor riesgo (HR 1,67; 1-2,78)
de recidivas en aquellos pacientes cuyos tumores expresaban elF4E >115 (p=0,04). De
la misma manera se observd, por medio de las curvas de Kaplan Meier, un menor
tiempo a recidivas, presentdndose a las 54 semanas (45-102) frente a 66 semanas en

aquellos casos negativos a elF4E (p=0,04).

En cuanto a la supervivencia global, se observé un mayor riesgo de muerte (HR 1,50;
0,91-2,47) asi como menor tiempo de presentacion (102 semanas; 90-137 frente a 149

semanas) pero sin valor estadisticamente significativo (tabla 12).

Tabla 12. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de elF4E.

SLE SG
>115 >135
HR 1,67 1,50
IC (95%) 1,00-2,78 0,91-2,47
P valor 0,04 ns
p valor 0,047 ns
Semanas a 54 (45-102) 102 (90-137)

evento (1C95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 39. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresidon inmunohistoquimica de elF4E.
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Figura 40. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidn inmunohistoquimica de elF4E.
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Al realizar el estudio separando por grupos de tratamiento, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos establecidos.

Recidiva HR (IC 95%)
RTCx 3.74 (0.48, 28.61)
Qrex —_— 1.71(0.69,4.21)
RTQT —_— 1.20(0.57, 2.54)
Muerte
RTCx 0.99 (0.28, 3.53)
aTcx ——— 1.68 (0.72, 3.92)
RTQT —_— 1.22 (0.57,2.62)

Hazard ratio (IC 95%), escala log;

Figura 41. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de elF4E

y al tratamiento recibido.

f. pEIF4E

La expresioén de la forma fosforilada de elF4E (pelF4E) se observd principalmente en los
citoplasmas de las células tumorales. Se identificd en general una tincion moderada-
intensa, obteniéndose una mediana de Hscore 250 (185-287,5). El punto de corte para
el estudio de supervivencia libre de enfermedad fue de Hscore 275 y para la

supervivencia global fue de 235.
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Figura 42. Expresion inmunohistoquimica de pelF4E sobre tejido parafinado. 10X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva (H-score 280).

En cuanto al estudio de riesgos, tanto para recidivas como para muertes, no fue
significativo estadisticamente. De igual manera, el estudio de supervivencia mediante

las curvas de Kaplan Meier, tampoco fue significativo estadisticamente (tabla 13).

Tabla 13. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de pelF4E.

SLE SG
>275 >235
HR 0,91 0,67
IC (95%) 0,54-1,51 0,41-1,09
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 69 (43-202) 145 (97-213)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia
libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 43. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de pelF4E.
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Figura 44. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidon inmunohistoquimica de pelF4E.

Al separar por grupos de tratamiento, no se observaron diferencias significativas en

cuanto al riesgo a recidivas o muerte.
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Recidiva HR (IC 95%)
RTCx 0.92 (0.32,2.59)
QTcx * 2.20(0.84,5.78)
RTQT B ———— 0.76 (0.35, 1.62)
Muerte
RTCx —_— 0.77 (0.31,1.91)
QTcx —_—— 1.00 (0.43,2.33)
RTQT —_— 0.56 (0.26, 1.23)
T T 1

r T T
0.125 0.25 0.5 1 2 4 a
Hazard ratio (IC 95%), escala log;

Figura 45. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresidn inmunohistoquimica de

pelFAE y al tratamiento recibido.

g. pS6

La expresion inmunohistoquimica de la forma fosforilada de S6 (pS6) se observa en los
citoplasmas de las células tumorales. La mediana de tincién fue de Hscore 60, con
expresion bastante heterogénea entre los casos, presentando un intervalo de
confianza del 95% entre 0 y 180. El punto de corte por medio de las curvas Roc para

valorar la supervivencia global y libre de enfermedad coincide en Hscore 70.

Figura 46. Expresién inmunohistoquimica de pS6 sobre tejido parafinado. 10X.

a. Expresion negativa, b. Expresién positiva (H-score 140).
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El andlisis tanto para la supervivencia global como libre de enfermedad por medio de

la prueba de Cox, no demuestra ninguna relacion estadisticamente significativa.

Las curvas de Kaplan Meier demuestran menor tiempo a recidivas (56 semanas frente
a 92) y a muerte (89 semanas frente a 137) sin ser relaciones estadisticamente

significativas (tabla 14).

Tabla 14. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de pSé6.

pS6 (H-score >70)

SLE SG
HR 0,79 1,10
IC (95%) 0,48-1,30 0,68-1,80
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 56 (45-NA) 89 (66-213)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 47. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de pS6.
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Figura 48. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidn inmunohistoquimica de pS6.

Al realizar el estudio separando por grupos de tratamiento, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos establecidos.

Recidiva HR (IC 95%)
RTCx . 1.22 (0.39, 3.85)
QTCx - 1.17 (0.49, 2.81)
RTQT - 0.62 (0.28,1.34)

Muerte
RTCx - 1.45 (0.49, 4.22)
QTCx . 1.67 (0.68, 4.05)
RTQT > 0.85(0.39, 1.83)
T T T 1

T
0.25 0.5 1 2 4 8

Hazard ratio (IC 95% ), escala log;

Figura 49. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresiéon inmunohistoquimica de pS6

y al tratamiento recibido.
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h. PTEN

La expresiéon de la proteina supresora PTEN se observa en las membranas vy
citoplasmas de las células tumorales, con leve tincidon nuclear. La expresion en la serie
de casos estudiada fue baja, obteniendo una mediana de Hscore 10 (0-40). El punto de
corte fue establecido en Hscore 15, tanto para la supervivencia global como libre de

enfermedad.

Figura 50. Expresion inmunohistoquimica de PTEN sobre tejido parafinado. 20X y 40X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva (H-score 60).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al estudiar la
supervivencia tanto por el andlisis de Cox como por las curvas de Kaplan Meier (tabla

15).

Tabla 15. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de PTEN.

PTEN (H-score >15)

SLE SG
HR 1,42 1,04
IC (95%) 0,87-2,31 0,64-1,68
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 54 (38-105) 113 (91-180)

evento (IC95%)

Evaluado mediante andlisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia

libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 51. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Anadlisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de PTEN.
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Figura 52. Mediana de supervivencia global. Analisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a la

expresion inmunohistoquimica de PTEN.

Tras separar los casos segun el tratamiento recibido, no se observaron diferencias

significativas en cuanto al riesgo de recidivas o muerte.
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Recidiva HR (IC 95%)
RTCx - 0.88 (0.30, 2.60)
QTcx 1.60 (0.69, 3.74)
RTQT 1.40 (0.66, 2.94)

Muerte
RTCx 0.80(0.28,2.22)
QTcx 1.07 (0.46, 2.49)
RTQT 1.08 (0.50,2.32)

0.25 05 1 2 4

Hazard ratio (IC 95%), escala log,

Figura 53. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresidon inmunohistoquimica de PTEN

y al tratamiento recibido.

i. HER3

HER3 fue valorado segun la intensidad de expresion de predominio en membrana y en

menor grado en citoplasma. No se observo tincion nuclear de las células evaluadas.

Se obtuvieron dos grupos de acuerdo al nivel de expresion de HER3, agrupando los
casos considerados negativos, que incluyeron aquellos con tincidn 0: ausente (13%), 1:
leve (10%) y 2: moderada en <10% de células tumorales (14%) con un total de 37% de
casos (28 casos). Los casos considerados positivos con tincién 3: moderada e intensa

en >10% de células tumorales, constituyeron el 63% de los casos (49 casos).
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Figura 54. Expresion inmunohistoquimica de HER3 sobre tejido parafinado. 40X.

a. Expresion negativa (0), b. Expresidn positiva (3+).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al estudiar la
supervivencia global y libre de enfermedad de acuerdo a la expresién de HER3 (tabla

16).

Tabla 16. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la

expresion inmunohistoquimica de HER3.

SLE 5G
HR 0,89 0,80
IC (95%) 0,47-1,66 0,43-1,47
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 69 (49-106) 121 (90-180)

evento (1C95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia
libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 55. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de HER3.
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Figura 56. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidon inmunohistoquimica de HER3.

Al estudiar los casos segun el tratamiento recibido, tampoco se obtuvieron diferencias

significativas estadisticamente.
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Recidiva HR (IC 95%)
RTCx - 1.49 (0.31, 7.06)
QTCx - 0.59 (0.24, 1.46)
RTQT 1.29 (0.38, 4.32)

Muerte
RTCx 1.07 (0.28, 3.99)
QTCx . 0.56 (0.22, 1.43)
RTQT - 1.14 (0.34,3.83)

r T T 1

T
0.125 0.25 0.5 1 2 4 8

Hazard ratio (IC 95%), escala logs

Figura 57. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresidon inmunohistoquimica de HER3

y al tratamiento recibido.

2.1.2. Correlacion de las formas fosforiladas

Se estudiaron las formas fosforiladas de las proteinas de la cascada de carcinogénesis
para valorar el grado de correlacidn existente entre ellas. Se incluyeron las formas

fosforiladas de mTOR, 4EBP1, elF4E y S6.

Se obtuvo una relacion estadisticamente significativa y directamente proporcional

entre la expresion de pmTOR y p4EBP1y de p4EBP1 con pS6.

No se obtuvo una relacidn significativa entre pelF4E y las proteinas estudiadas.
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Tabla 17. Correlaciéon de las formas fosforiladas de las proteinas estudiadas de la via

PI3K/AKT/mTOR.

- 0,30 0,60

pmTOR 0,04

p4EBP1 0,04 - 0,67 0,01

pelF4E 0,30 0,67 ; 0,67
pS6 0,60 0,01 0,67 -

2.1.3. Estudio molecular (PIK3CA)

Del total de casos de la serie estudiada, se observaron 89 casos (98,89%) sin evidencia
de mutaciones en el gen PIK3CA, siendo variedad wild type. En un caso (1,11%) no

pudo realizarse el estudio dada la falta de ADN en el material extraido.

2.2. Via de RAF/RAS/MAPK
2.2.1. Estudio inmunohistoquimico
a. pMAPK

La forma fosforilada de MAPK (pMAPK) presentd tincién nuclear y citoplasmatica en
las células tumorales. La mediana de expresién fue de Hscore 90 (40-187,5). El punto
de corte se establecidé en Hscore 40 tanto para la supervivencia global como libre de

enfermedad.
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Figura 58. Expresion inmunohistoquimica de pMAPK sobre tejido parafinado.

4Xy 10X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva (H-score 240).

Se observd un mayor riesgo de recidivas (HR 1,11; 0,65-1,90), asi como mayor riesgo

de muerte (HR 1,5: 0,86-2,63), aunque no fueron estadisticamente significativos.

Al analizar los datos mediante las curvas de Kaplan Meier, se observd una tendencia
significativa (p=0,056) en cuanto a la supervivencia libre de enfermedad, donde la
mediana de presentacién de la primera recidiva fue a las 46 semanas (40-51) del
diagnodstico. De la misma manera, al analizar la supervivencia global, se observé una
mediana de 86 semanas (64-107) al fallecimiento, dato estadisticamente significativo

(p=0,008) (tabla 18).

Tabla 18. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de pMAPK.

pPMAPK (H-score >40)

SLE 5G
HR 1,11 1,50
IC (95%) 0,65-1,90 0,86-2,63
P valor ns ns
p valor 0,056* <0,01
Semanas a 46 (40-51) 86 (64-107)

evento (IC95%)

*valor p no significatiivo. Evaluado mediante andlisis univariante de Cox y

Kaplan Meier. SLE: supervivencia libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 59. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de pMAPK.
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Figura 60. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidon inmunohistoquimica de pMAPK.

Al realizar el andlisis por grupos de tratamiento, se observé un claro aumento del

riesgo a recidivar o fallecer en aquellos pacientes cuyos tumores expresaban pMAPK,

con HR 3,42 (1,15-10,15) y 7,15 (2,20-23,18), respectivamente, en el grupo que recibié
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Quimioterapia combinado con Cetuximab. Dichas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p=0,02 y <0,01, respectivamente). No se observaron diferencias en los
otros dos grupos de tratamientos (Radioterapia/Cetuximab y

Quimioterapia/Radioterapia convencional).

Recidiva HR (IC 95%)
RTCx 0.48 (0.10, 2.21)
Qrex —_— 3.42(1.15, 10.15)
RTQT —_— 0.75 (0.34, 1.61)
Muerte
RTCx 0.36 (0.07, 1.69)
Qrex —_— 7.15(2.20, 23.18)
RTQT —_— 0.97 (0.45, 2.09)

0.06250.125 025 05 1 2 4 8 16 32

Hazard ratio (IC 95%), escala log,

Figura 61. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresiéon inmunohistoquimica de

pMAPK y al tratamiento recibido.

2.2.2. Estudio molecular
a. BRAF

En la totalidad de casos estudiados (90 casos) no se detectaron mutaciones del gen

BRAF, siendo el 100% del tipo wild type.
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b. KRAS

Se detectd en uno de los casos estudiados (1,11%) la presencia de una mutacion G12V

del gen de KRAS. Los otros 89 casos (98,89%) fueron wild type.
c. HRAS

Se detectaron dos casos con mutaciones en el gen de HRAS, siendo una de ellas G12D

(1,11%) y la segunda G12S (1,11%). El resto de casos presenta un HRAS de tipo wild

type.

2.3. Indice de proliferaciéon tumoral (Ki67)

El indice de proliferacién tumoral (Ki67) es valorado como una tincidn intensa vy
nuclear en las células tumorales. Las tinciones que no sean intensas no son
consideradas en el cdlculo del porcentaje de células que proliferan. La mediana de
tincion fue de 70% (40-80), estableciéndose el punto de corte en 65% para la

supervivencia libre de enfermedad y 75% para la supervivencia global.

Figura 62. Expresion inmunohistoquimica de Ki67 sobre tejido parafinado. 20X.

a. Expresion negativa (1%), b. Expresidn positiva (80%).

Tras realizar el estudio estadistico, no se observaron diferencias significativas en la
supervivencia global o libre de enfermedad de acuerdo a la expresion de Ki67 (Tabla

19).
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Tabla 19. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de Ki67.

SLE SG
HR 0,90 0,78
IC (95%) 0,55-1,48 0,47-1,30
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 56 (51-143) 115 (88-NA)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia
libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Log rank p=ns

Figura 63. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de Ki67.
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Figura 64. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidon inmunohistoquimica de Ki67.

Al separar los casos por grupos de tratamiento, no se observaron diferencias

significativas en cuanto al comportamiento de la enfermedad de acuerdo al Ki67.

Recidiva HR (1C 95%)
RTCx 1.76 (0.55, 5.62)
QTCx —_— 1.75 (0.73, 4.16)
RTQT R of 0.57 (0.25, 1.30)

Muerte
RTCx - 0.74 (0.28, 1.93)
QTCx L ——— 1.93 (0.77, 4.86)
RTQT —_— 0.57 (0.25, 1.30)

0.125 0.25 0.5 1 2 4 8

Hazard ratio (IC 95%), escala log;

Figura 65. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de Ki67

y al tratamiento recibido.
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2.4. Factor de supresion tumoral (p53)

El factor de supresién tumoral p53 se observa por medio de la inmunohistoquimica en
los nucleos de las células tumorales. Su expresion es positiva cuando se observa

intensamente y negativa cuando es débil o ausente.

Figura 66. Expresién inmunohistoquimica de p53 sobre tejido parafinado. 10X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva intensa nuclear.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
supervivencia global o libre de enfermedad mediante el analisis de Cox ni las curvas de

Kaplan Meier (tabla 20).

Tabla 20. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de p53.

SLE 5G
HR 1,32 1,15
IC (95%) 0,81-2,16 0,70-1,87
P valor ns ns
p valor ns ns
Semanas a 55 (43-105) 117 (92-149)

evento (IC95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier. SLE: supervivencia
libre de enfermedad, SG: supervivencia global.
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Figura 67. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de p53.
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Figura 68. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidon inmunohistoquimica de p53.
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En el estudio por grupos de tratamiento, no se observaron diferencias significativas

entre ellos, tanto en la supervivencia global como libre de enfermedad.

Recidiva HR (IC 95%)
RTCx 0.75(0.26,2.14)
Qrcx —_—— 0.82 (0.36, 1.89)
RTQT ———— 1.78 (0.82, 3.83)

Muerte
RTCx - 1.27 (0.48, 3.34)
Qrcx —_—— 0.72 (0.31,1.70)
RTQT —_— 1.32 (0.61, 2.86)

0125 025 05 1 2 4 8

Hazard ratio (IC 95%), escala log,

Figura 69. Riesgo de recidiva o muerte de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de p53 y

al tratamiento recibido.

2.5. Asociacion entre las variables clinicopatoldgicas y la expresidon de proteinas

estudiadas

Se realizaron analisis que correlacionan las variables clinicas de Sexo (M/F), habito
alcohdlico (s/n), habito tabaquico (s/n) y presencia de metdstasis ganglionares al
momento del diagndstico (NO/N+) con cada una de las proteinas estudiadas de las
distintas vias de carcinogénesis de PI3K/AKT/mTOR y de RAF/RAS/MAPK. Los valores

de significacion (p) se resumen en la tabla siguiente.
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Tabla 21. Correlacion entre variables clinicas y proteinas estudiadas.

- a =

% o S E 4 ~

a8 g = £ = ©

< 2 £ o a £~
Sexo 0,75 0,97 0,15 0,15 1,00 0,15 0,17 0,15 0,44 0,15 0,15 0,02 0,15
N+ 0,81 1,00 0,87 1,00 0,74 0,13 0,92 0,03 0,60 0,94 0,15 0,84 1,00

Tabaco 028 100 014 0415 065 015 061 015 030 0,15 0,15 043 0,15

Alcohol 043 067 08 08 08 066 072 033 037 072 015 0,02 0,05

Se observa una relacidn estadisticamente significativa entre el sexo masculino y la

expresion de p53 (p=0,02).

La presencia de metdstasis ganglionares al momento del diagndstico se relaciona
directamente con la expresién de MAPK por las células tumorales, hallazgos

significativos estadisticamente (p=0,03).

De la misma manera, el habito alcohdlico presenta una relacidon estadisticamente
significativa con la expresion de p53 (p=0,02) asi como el indice de proliferacion

tumoral Ki67 (p=0,02).

3. ESTUDIO DE LA INFECCION POR VPH Y p16
3.1. Factor de supresion tumoral (p16). Estudio inmunohistoquimico.

La expresidn del factor de supresidon tumoral p16 por inmunohistoquimica es nuclear y
citoplasmatica, con expresion intensa y homogénea en las células tumorales. La
positividad fue considerada al presentar por lo menos un 70% de expresion intensa y

difusa en el tumor. Los casos con expresion <70% fueron considerados negativos.
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De esta manera, se obtuvieron 9 casos positivos para p16 constituyendo el 10% de la

muestra estudiada.

Figura 70. Expresion inmunohistoquimica de p16 sobre tejido parafinado. 4X.

a. Expresion negativa, b. Expresion positiva (>70%).

Al realizar el estudio de supervivencias, se observd que los casos pl6 positivos
presentaron un riesgo menor de recidivas (HR 0,53; 0,23-1,24), al igual que un mayor
intervalo de tiempo de aparicion de las mismas (240 frente a 54 semanas) al comparar
con los casos pl6 negativos, aunque dichas diferencias no fueron significativas

estadisticamente (tabla 22).

Tabla 22. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de acuerdo a la expresion

inmunohistoquimica de p16.

SLE 5G
HR 0,53 0,37
IC (95%) 0,23-1,24 0,13-1,04
P valor ns 0,05
p valor ns 0,05
Semanas a 54 (46-102) 97 (87-145)

evento (1C95%)

Evaluado mediante analisis univariante de Cox y Kaplan Meier.
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Figura 71. Mediana de supervivencia libre de enfermedad. Analisis de Kaplan Meier ajustado

de acuerdo a la expresién inmunohistoquimica de p16.

En cuanto a la supervivencia global, se observd un menor riesgo de muerte en los
pacientes cuyos tumores expresaban pl6, frente a los que eran negativos para la
proteina (HR 0,37; 0,13-1,04). De la misma manera, se observd a través del estudio
con las curvas de Kaplan Meier, un mayor tiempo a la muerte en aquellos tumores p16
positivos, con una diferencia de 198 semanas (295 semanas frente a 97 en los tumores
p16 negativos). Dichas diferencias fueron estadisticamente significativas con valores p

de 0,05 y log rank de 0,05, respectivamente.
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Figura 72. Mediana de supervivencia global. Andlisis de Kaplan Meier ajustado de acuerdo a

la expresidon inmunohistoquimica de p16.

3.2. Determinacion de la presencia de infeccidon por VPH

Se detectaron cuatro casos (4,44%) con presencia de infeccion por VPH. De ellos, los
genotipos fueron VPH 16 en 2 casos (2,22%), VPH 16 y 72 en 1 caso (1,11%) y VPH 35
en 1 caso (1,11%).

No se identificaron otros serotipos de VPH en la serie estudiada.

3.3. Correlacion VPH/p16

De la serie estudiada (90 casos), se observaron 9 casos p16 positivos. De éstos, 3 casos
(3,33%) tuvieron confirmacién molecular de la presencia del virus del Papiloma
Humano (VPH) (p16+/VPH+). En los otros 6 casos pl6 positivos, no se demostraron

fragmentos de ADN viral en el material estudiado (p16+/VPH-).

Se observd 1 caso con presencia de ADN viral de tipo VPH 16 pero sin expresién de p16

(p16-/VPH+).
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3.4. Correlacién p16/p53

De los 6 casos p16+/VPH-, se observaron 5 de ellos con expresion intensa de p53. Sin

embargo, los casos p16+/VPH+ fueron negativos para p53.

Se observa 1 caso p16+/VPH-, sin expresion de p53.

Tabla 23. Correlacion entre la expresion inmunohistoquimica de p16 y la presencia de VPH

determinado por PCR.

I

p16+/HPV+ 3(3,33%) -
p16+/HPV- 6 (6,66%) 5+ (5,55%)
1- (1,11%)
p16-/HPV+ 1(1,11%) +
p16-/HPV- 81 (90%) 50+ (61,7%)

4. ESTUDIO MULTIVARIANTE

Para estimar el efecto de las distintas variables clinicopatoldgicas sobre el tiempo de
supervivencia y el tiempo libre de enfermedad, se realizd un analisis multivariante
modelo de regresion de Cox. De esta manera, se puede observar si existe alguna
variable que de manera independiente sea factor de peor o mejor prondstico de la

enfermedad.
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4.1. Supervivencia libre de enfermedad

Se incluyeron todas las variables que en el analisis univariante presentaron
significacion estadistica, ajustando por edad y sexo, asi como también la presencia de

metadstasis ganglionares y factores de riesgo (hdbito tabaquico y alcohélico).

Se puede observar en la tabla 24, que la presencia de metdastasis ganglionares en el
momento del diagndstico (p=0,008), asi como la expresion de mTOR (p=0,028) y

pmTOR (p=0,020) son factores independientes de peor prondstico en la aparicion de

recidivas.

Tabla 24. Analisis multivariante de supervivencia libre de enfermedad.

Tabaco
Alcohol
mTOR
pmTOR
p4EBP1
elF4E
pS6
pMAPK
p53

pl6

1,39
1,65
1,81
1,84
9"
1,35
0,96
1,09
0,58

0,64

136

0,31-2,65
0,33-5,83
0,57-4,70
1,06-3,08
1,09-3,10
0,44-1,87
0,65-2,80
0,44-2,08
0,55-2,14
0,30-1,11

0,23-1,75

0,007
0,64
0,34

0,028

0,020
0,81
0,41
0,92
0,30
0,10

0,39
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4.2. Supervivencia global

Para el estudio multivariante de supervivencia global (tiempo a muerte), se incluyeron
todas las variables que en el analisis univariante presentaron significacidon estadistica,

ajustando por edad y sexo (tabla 25).

Se observé que las variables de metastasis ganglionares en el momento del diagndstico
(p=0,005) y la expresion de mTOR (p=0,0001), son factores independientes de peor
prondstico. Por el contrario, la expresidon de p16 (p=0,032) es factor independiente de

mejor prondstico de la enfermedad.

Tabla 25. Analisis multivariante de supervivencia global.

N+ 3,10

: 1,59-6,04 <0,001
Tabaco 0,57 0,29-1,12 0,10
mTOR 2,09 1,17-3,73 0,011
pmTOR 1,36 0,72-2,60 0,33
elFAE 1,40 0,71-2,77 0,32
p4EBP1 1,31 0,70-2,46 0,38
PMAPK 0,81 0,41-1,80 0,61
Ki67 0,77 0,44-1,35 0,37
pl6 0,60 0,31-1,18 0,032
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Tabla 26. Resumen de analisis de supervivencia (Cox y KM) incluyendo todas las proteinas

estudiadas.

Proteina

Cox p KM Cox p KM

mTOR 2,05 <0,01 <0,01 1,88 0,01 0,01
pmTOR 1,52 ns ns 1,37 ns ns
4EBP1 1,03 ns ns 0,87 ns ns
p4EBP1 1,32 ns ns 1,37 ns ns
elF4E 1,67 0,04 0,04 1,57 ns ns
pelFAE 0,91 ns ns 0,67 ns ns
pS6 0,79 ns ns 1,10 ns ns
PTEN 1,42 ns ns 1,04 ns ns
HER3 0,89 ns ns 0,80 ns ns

pMAPK 1,11 ns 0,056* 1,50 ns <0,01

p53 1,32 ns ns 1,15 ns ns
Ki67 0,90 ns ns 0,78 ns ns

plé 0,53 ns ns 0,37 0,05 0,05
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VI. DISCUSION

El CCC es una enfermedad que debido a sus caracteristicas anatémicas, el alto riesgo
de desarrollar recidivas, las comorbilidades asociadas (habito tabaquico y alcéholico) y
la toxicidad medicamentosa, confieren un manejo terapéutico complicado, sobretodo
en los casos localmente avanzados. Los pacientes que presentan enfermedad
recurrente o metastasica tienen un peor prondstico, limitando la oferta terapéutica. El
reciente progreso en la biologia molecular ha iniciado una era en la medicina mas
personalizada, en donde la investigacion de las alteraciones especificas en los
biomarcadores tumorales permite identificar dianas terapéuticas indispensables para
predecir la efectividad del tratamiento dirigido. De la misma manera, estudios
recientes han demostrado que la investigacion de dichos biomarcadores puede
predecir, a su vez, posibles resistencias a los diversos tratamientos disponibles y

conducir a modificaciones en el esquema terapéutico establecido.

1. Estudio de las variables clinicopatoldgicas como factores prondstico en CCC

Existen en la literatura una serie de factores clinicopatoldgicos clasicamente
relacionados con mejor o peor prondstico en CCC. Entre ellos, los factores de riesgo
ampliamente estudiados como el habito tabaquico y alcohdlico, han demostrado ser

de los factores clinicos mas importantes en relacién a una menor supervivencia.

El tabaco estd asociado a cambios estructurales en el ADN que inducen dafio oxidativo
y alteraciones en el metabolismo del folato. Dichas noxas pueden ser corregidas por el
sistema de reparacion del ADN celular conocido como “reparacién por escision de
nucledtidos y bases” (NER y BER, respectivamente). El sistema BER corrige el mayor
numero de lesiones de bases mutagénicas y citotdxicas removiendo las bases que han
sido metiladas, oxidadas o reducidas y las repara por medio de interrupciones simples
en la base afectada. De esta manera, las alteraciones individuales en el sistema
NER/BER secundarias al efecto carcindgeno del tabaco, son uno de los factores que
podrian estar en relacién con el riesgo de desarrollar CCC en pacientes fumadores™.
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El consumo de alcohol, por si solo, no ha demostrado ser un factor independiente de
riesgo de alteraciones genéticas o de desarrollo de CCC. Sin embargo, si se ha

demostrado tener un efecto sinérgico cuando esta asociado al tabaco”™.

En nuestra serie, como en la literatura, la gran mayoria de pacientes son fumadores
(84%), con habito alcéholico (72%) o ambos inclusive (65%). Sin embargo, no
observamos diferencias significativas en cuanto al prondstico de la enfermedad,. Esto
podria explicarse, probablemente, porque la muestra de pacientes sin dichos habitos
era pequena y porque la mayoria presentaba una enfermedad localmente avanzada,

los cuales ya tenian por si mismos un prondstico desfavorable.

Otro de los factores determinantes de peor prondstico en CCC es la presencia de
metastasis ganglionares en el momento del diagndstico. EI CCC presenta una alta
tendencia a diseminarse a través de vasos linfaticos con afectacion de los ganglios
linfaticos locoregionales, disminuyendo la supervivencia global en un 50%. De hecho,
se ha demostrado que en aquellos pacientes que no presentan evidencia de afectacion
ganglionar en el momento del diagndstico (estadio NO inicial), la incidencia de

metdstasis ocultas puede variar entre el 10 y el 50%°".

En nuestro estudio se demuestra, al igual que en la literatura, que la presencia de
metastasis ganglionares al momento del diagndstico es un factor de mal pronéstico, ya
gue se asocio de manera independiente a una peor supervivenvia libre de enfermedad
asi como a una peor supervivencia global. Dichos resultados han demostrado ser

independientes del tratamiento recibido, sea con RT/Cx, QT/RT o RT/QT.

2. Estudio de la expresion de las proteinas de la via PI3K/AKT/mTOR como factores

prondsticos clinico-patoldgicos y de resistencia a Cetuximab

La via de PI3K/AKT/mTOR se encuentra frecuentemente activada en el CCC, bien sea
de manera asociada a la activacion de EGFR o de manera independiente%. Igualmente,
se ha asociado la activacién de dicha via a un estadio tumoral mas avanzado y a mayor
progresiéon de la enfermedad, con una correlacion independiente e intensa,

especialmente en los casos de carcinoma laringeo y orofaringeo®. El estudio de las vias
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de carcinogénesis, en especial de la via de PI3K/AKT/mTOR, es necesario para
establecer marcadores moleculares efectivos y de facil reproduccion, que sirvan de

pronéstico, de dianas terapéuticas y como indicadores de eficacia de tratamientos.

La activacion de las proteinas mTOR y AKT ha sido observada en mas del 80% de los
CCC, correlacionandose con peor prondstico. La activacion de mTOR puede resultar a
su vez de la activacion de EGFR, asi como de la sobreexpresién o presencia de

mutaciones en PI3K o de la ausencia de actividad supresora de PTEN®.

Algunos autores han demostrado utilizando modelos animales, que el bloqueo de la
actividad de mTOR por un inhibidor especifico como la rapamicina (sirolimus,
temserolimus y everolimus) y sus analogos provoca una rdpida regresion del tamafio
tumoral y una disminucién de la progresion de las lesiones displdsicas, asi como un
enlentecimiento en el crecimiento tumoral sobre focos de tumor residual. Asimismo,
también se ha evidenciado que la inhibicion de mTOR disminuye la linfangiogénesis
tumoral y la diseminacién linfatica local®>*. En concordancia con estos resultados, en
nuestro estudio, hemos observado que mTOR y su forma fosforilada, pmTOR, se
encontraron asociados a un menor tiempo hasta la aparicién de recidivas y muerte, asi
como a un riesgo de 2,05 y 1,88 mayor de recidiva tumoral o muerte, respectivamente,
para aquellos tumores que expresaron mTOR, en comparacion con aquellos tumores
gue no lo expresaron. Curiosamente, nuestros resultados demuestran que la forma
fosforilada de mTOR no presenta diferencias significativas, al ser analizado por si solo,
en el estudio univariante. Sin embargo, al realizar la correlacidon entre las formas
fosforiladas de mTOR, 4EBP1, elF4E y S6, se observa una relacién coherente vy
significativa entre ellas, lo cual podria explicarse por el tamafio de la n de nuestro
estudio o por problemas con el procesamiento y reactivos de inmunohistoquimica, que
podrian conferir una tincion mas débil de lo que corresponderia realmente. La
capacidad de mTOR de mantener activada la via carcinégena y favorecer el
crecimiento tumoral, estableciéndose como un factor de peor prondstico de la
enfermedad, queda demostrada en el andlisis multivariante en donde se determina
gue es un factor independiente de peor prondstico a recidiva y muerte de manera

independiente al bloqueo de EGFR.
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En algunas lineas de CCC, la inhibicion de EGFR no ha tenido efecto en la activacién de
mTOR. Esto sugiere un potencial beneficio terapéutico si se utiliza un tratamiento
combinado anti-EGFR y anti-mTOR para los tumores que expresen dicha proteinag4. Tal
es el caso del inhibidor de mTOR rapamicina® y sus andlogos, los cuales pueden
reducir el tamafo y velocidad de crecimiento del tumor primario, prevenir la
angioinvasién, reducir la migracion hacia los ganglios linfaticos y la diseminacién

locoregional y metastasica de las lesiones primarias.

Por otra parte, la activacion de la via PI3K/AKT/mTOR esta implicada en los grandes
mecanismos de resistencia a los farmacos, incluyendo radioresistencia intrinseca,
proliferacion tumoral e hipoxia. Ademas, el bloqueo de la via PI3K/AKT/mTOR tiene un
gran potencial de mejorar la efectividad de la radioterapia en estos pacientes”. Du et
al., demostraron que la inhibicion de AKT induce la activacion retrograda de proteinas
superiores en la cascada como HER3, asi como la inhibicidn de mTOR induce la
activacion de la sefializacion de AKT y MAPK, concluyendo que la combinacion de
terapias contra PI3K asi como HER3, c-Myc o MAPK pueden ser mas beneficiosas para

el tratamiento en estos tipos de tumores™.

Los inhibidores de mTOR, incluyendo rapamicina (sirolimus) y sus analogos CCI-779
(temserolimus) y RADOO1 (everolimus), tienen la capacidad de reducir drasticamente el
volumen tumoral en CCC de modelos murinos. Los estudios emergentes, sugieren que
la rapamicina puede ejercer su actividad antitumoral en multiples areas. Puede reducir
el tamano y velocidad de crecimiento del tumor primario, prevenir la angioinvasion y
reducir la actividad migratoria hacia ganglios linfaticos, previniendo asi la diseminacién

locoregional y metastasica de las lesiones primarias’.

En nuestro estudio, pudimos determinar que los pacientes que recibieron QT-RT como
tratamiento y que expresaban pmTOR, tuvieron mayor riesgo de presentar recidivas
gue aquellos que recibieron RTCx o QTCx por separado, pudiendo estar en relacion al
hecho de que hayan recibido cetuximab asociado. Esto permite plantear un posible
efecto inductor o sensibilizador del cetuximab al tratamiento, similar a lo que ocurre

con la radioterapia. Este efecto parece ser independiente de la expresion de pmTOR y
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podria permitir ademas un mejor control locoregional de la enfermedad. No obstante,

se necesitan mas estudios que puedan corroborar dicho planteamiento.

La expresion de 4EBP1 y de su forma fosforilada, se ha demostrado que presenta peor
prondstico en tumores de distintas localizaciones, como es el caso de mama, ovario,
prostata, colon y SNC. En mama y ovario, se ha descrito peor prondstico independiente
del estado de HER2, y de las proteinas de la via PI3K/AKT/mTOR. Se ha relacionado su
expresion con presencia de mayor tamafio tumoral, metastasis ganglionares y mayor

¥/, En préstata se ha observado una mayor expresion de

recurrencia loco-regiona
p4EBP1 en los casos que progresan de neoplasia intraepitelial de alto grado a
carcinoma®>. De la misma manera, en SNC, se ha observado una correlacién con la

progresiéon tumoral de astrocitomas a glioblastomasgg.

La sobreexpresion de la forma fosforilada de 4EBP1 se ha asociado con una
presentacion mas agresiva del CCC. Asimismo, 50% de los tumores de cabeza y cuello
expresan 4EBP1, la cual es la forma no fosforilada o inactiva presente en la cascada de
carcinogénesisSO. En nuestro estudio observamos peor supervivencia tanto global
como libre de enfermedad en los tumores que expresaban 4EBP1 y su forma
fosforilada. Sin embargo la asociaciéon no fue estadisticamente significativa. No
obstante, se observd una correlacion significativa con las formas activas de mTOR y S6,
proteinas activadoras y efectoras de p4EBP1, lo cual demuestra su participacién e

importancia en la continuidad de la cascada de carcinogénesis.

En cuanto a elF4E y coincidiendo con la Iiteratura99, en nuestro estudio se observd un
mayor riesgo de presentar recidivas en aquellos tumores que expresaban elF4E, asi
como menor tiempo hasta la aparicion de las mismas. En cambio, la forma fosforilada
de elF4E, no se asocid significativamente, probablemente por problemas en el
procesamiento de la inmunohistoquimica y por el tamafio muestral. De forma similar,

tampoco se asocid significativamente a un mayor riesgo de muerte.

Diversos analisis a través de técnicas de inmunohistoquimica han demostrado que la
expresion de pS6 exhibe un patrén de expresion similar al de AKT, lo cual se
correlaciona con la progresion tumoral®. La expresidon de pS6 puede observarse en

células aisladas del epitelio normal, aumentando progresivamente en casos de
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hiperplasia, displasia y carcinoma. Inclusive la expresién varia significativamente segun
el grado de diferenciaciéon tumoral, siendo menor en los tumores bien diferenciados y
mayor en los poco diferenciados. En el caso concreto de los CCC, algunos autores han
demostrado que la acumulacion aberrante de pS6 (una de las proteinas finales de la
via AKT/mTOR) se encuentra frecuentemente en lesiones displasicas, persistiendo
durante la progresion tumoral hasta carcinomas. También demostraron, que la
activacion de la proteina ribosomal disminuia en las lineas celulares tratadas con
rapamicina, sin evidencia de re-crecimiento durante el periodo de observacidn al final

del tratamiento™®.

En nuestro estudio, se observd una correlacién entre pS6 con la forma fosforilada de
4EBP1 demostrando la activacidn de la cascada carcinogénica. Se observd a su vez, un
ligero aumento del riesgo de muerte en los tumores que expresaban pS6 (HR: 1,10),
aunque dicha asociacion no fue estadisticamente significativa. Sin embargo, el
pequefio tamafio muestral representa una limitacion considerable que obliga a tomar

con precaucion este hallazgo.

PTEN es un factor de supresién tumoral de suma importancia en la via de
PI3K/AKT/mTOR, que se ha relacionado con una activacién persistente en caso de

pérdida de funcién o mutaciones’®.

El efecto de la expresion de PTEN en la sensibilidad a Cetuximab, ha sido estudiada en
diversos érganos”. En CCC, los datos contrastan con los observados en colon y
prostata. Se ha descrito que los tumores PTEN negativos de lineas celulares conducen
a una activacion de la via de sefializacion tumoral, aumentando la expresion de pAKT y
PERK1/2. Sin embargo, no han demostrado estar asociados con cambios significativos
en la proliferaciéon o viabilidad celular. Ademas, cetuximab logrd la inhibicion de pAKT y
pPERK1/2, con la disminucién en la proliferacion celular. Dichos resultados sugieren que
la pérdida de PTEN no estd asociada a la resistencia a cetuximab en CCC®. En linea con
estos datos, la expresidn de PTEN en nuestro estudio fue globalmente baja, sin
observarse diferencias significativas en cuanto a la supervivencia de la enfermedad, o

en la respuesta al tratamiento recibido.
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Por otra parte, otro mecanismo propuesto que podria causar una resitencia adquirida
al tratamiento antiEGFR es la activacidon persistente de la via RAS/RAF/MAPK como
consecuencia del aumento de heregulina. La heregulina es un ligando que se une a
HER3 y HER4 en la membrana celular. Troiani et al., describieron niveles aumentados
de heregulina en tumores colorrectales metastasicos resistentes a Cetuximab, con lo
cual, infieren que tanto la amplificacion de HER2 como el aumento de heregulina

190 En nuestro estudio no

podrian causar resistencia adquirida al tratamiento antiEGFR
observamos sobreexpresion de HER3 en las células tumorales, sin obtener diferencias

significativas en el estudio de supervivencias.

Las mutaciones en la proteina PIK3CA, gen que codifica a PI3K en CCC se encuentran
en torno al 10% y estan asociadas a la activacion persistente de AKT. Boeckx et al.,
describieron que el tratamiento con Cetuximab en los tumores resistentes, no
demuestra disminucidn de los niveles de pAKT cuando presentan mutaciones en el gen
PIK3CA. Por el contrario, si no existen mutaciones en PIK3CA, si se observa una

disminucion de pAKT al tratar con Cetuximab’®.

Se ha descrito que la actividad de PI3K requiere de la activacion de RAS, incluso en
presencia de EGFR activo. Ambos, PI3K y RAS son proteinas fundamentales para la
consecucion de activaciones en las vias de sefalizacion que coordinan la proliferaciéon
tumoral, supervivencia y migracion de células tumorales. Esto sugiere que la activacién
de PI3K, de manera independiente, no es suficiente para promover su actividad
oncogénica en ausencia de RAS en las células tumorales de cabeza y cuello™. En
nuestra serie de 90 casos, no se detectd ninguna mutacién del gen PIK3CA, con lo cual

el valor prondstico de esta proteina no es representativo.
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3. Estudio de la expresion de las proteinas de la via RAF/RAS/MAPK como factores

prondsticos clinico-patoldgicos y de resistencia a Cetuximab

La via de RAS/RAF/MAPK ha estado recientemente ligada a procesos de resistencia a la
terapia dirigida. Numerosos estudios retrospectivos han demostrado que uno de los
mecanismos de resistencia primaria a los inhibidores de EGFR en distintos érganos, es
secundario a mutaciones en las proteinas efectoras de EGFR como KRAS, HRAS, NRAS,

BRAF y PIK3CA'®.

Las mutaciones puntuales en KRAS se presentan en una variedad de tumores
humanos, siendo las mas frecuentes en carcinoma pancreatico, carcinoma de células
no pequeiias pulmonar y carcinoma colorrectal. Estas mutaciones confieren
resistencia a la terapia con anticuerpos monoclonales antiEGFR utilizados como
Cetuximab y Panitumumab, siendo considerado como el principal factor predictor

b’®'%. Por el contrario, en CCC, las mutaciones en

negativo de respuesta a Cetuxima
KRAS son infrecuentes, oscilando entre 0 y 9,1%, con lo cual, el valor predictivo del
estado mutacional de KRAS en CCC es bajo78. En nuestra serie, se detectdé una
mutacion de tipo G12V, en un carcinoma localizado en lengua, que presento recidiva a
las 42 semanas y fallecid a las 86 semanas, estando un poco por debajo de la mediana

de la serie (48,5 y 88 semanas, respectivamente).

Las mutaciones en HRAS, otro miembro de la familia RAS, son un poco mas frecuentes
gue KRAS, oscilando entre 0 y 22%’8. Los estudios de modelos animales con carcinoma
oral, han mostrado que silenciando el gen mutado de HRAS, las lineas celulares de CCC
restablecian la sensibilidad al cetuximab y se disminuia la activacion de ERK.
Curiosamente, al silenciar HRAS mutado, también se observaba una disminucidon de
AKT, demostrando que las vias PI3K/AKT/mTOR y RAS/RAF/MAPK estan
interconectadas en CCC. Por lo tanto, se demostré que el grupo de tumores con
mutaciones de HRAS se asociaban a una menor probabilidad de respuesta a la terapia
basada en cetuximab que el grupo no mutado, el cual presentaba mas probabilidad de

responder parcial o completamente al cetuximab™*.

En nuestro estudio, hemos detectado dos mutaciones en el gen HRAS, constituyendo

el 2,22% de frecuencia de nuestra serie. Uno de los casos, con mutacién G12S de HRAS

148



Discusion

en el carcinoma de mucosa oral, presenté recidiva a las 31 semanas del diagndstico y
fallecid a las 61 semanas, estando dentro del grupo de tratamiento de QT/Cx. El
segundo caso con mutacién G12D, en carcinoma de amigdala, no presentd recidivas ni
fallecié durante el tiempo de seguimiento del estudio. De acuerdo con la literatura, se
puede inferir que en el primer caso con HRAS mutado, podria haber existido
resistencia al tratamiento con cetuximab, lo cual derivd en la primera recidiva y
posterior fallecimiento secundario a la progresién de la enfermedad, al poco tiempo de
haberse iniciado el tratamiento. En el segundo caso, hubo respuesta completa al
tratamiento recibido, independientemente de la mutacion de HRAS, con lo cual dicha
mutacion podria no repercutir en el grado de respuesta al tratamiento anti EGFR. Sin
embargo, se tratan de apenas dos casos, por lo que es dificil establecer conclusiones
validas en cuanto a la implicacion de estas mutaciones en la respuesta al tratamiento
con cetuximab. Por esto, se recomienda la realizacién de nuevos estudios que evaluen

estas mutaciones.

BRAF pertenece a la familia de proteinas-quinasas de RAF. La mutacion mas
frecuentemente observada en distintos tumores humanos es V600E, relacionandose
con tumores no respondedores al tratamiento. En CCC la frecuencia de mutaciones es
menor al 3%, siendo relativamente rara®. En nuestro estudio, no se detectd ningun

tipo de mutaciones en el gen BRAF, siendo los 90 casos estudiados, del tipo wild type.

Los ultimos estudios realizados en la literatura definen a la via de RAS/RAF/MAPK
como una de las vias clave para determinar los mecanismos de resistencia primaria y

adquirida al tratamiento antiEGFR'®

. Mediante observaciones realizadas en patologia
tumoral de distintos érganos, se ha postulado que la activacion de MEK/MAPK esta
relacionada con la resistencia primaria y adquirida al tratamiento con cetuximab de
manera independiente a la activaciéon de EGFR, pudiendo corresponder con un punto
de convergencia de distintas vias de sefalizacién tumoral para carcinomas resistentes
a inhibidores de EGFR. De hecho, se ha evidenciado que la inhibicion directa de MEK
en casos resistentes a cetuximab, tenia un efecto antiproliferativo tumoral y se
restablecia la sensibilidad al farmaco, sugiriendo que la combinacién de inhibidores de

EGFR y MEK podria representar una buena estrategia de tratamiento en casos de

resistencia al cetuximab en carcinomas colorrectales metastasicos'®.
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Por otra parte, en modelos de carcinoma de células no pequefias pulmonar y CCC, la
sobreexpresion del receptor de tirosina-quinasa AXL, el cual esta en relacion estrecha
con la expresion de EGFR con un mecanismo regulatorio dependiente de éste, es
suficiente para originar una resistencia adquirida al cetuximab en las células
tumorales'®. La activacién de dicho receptor estimula la proliferaciéon celular,
activacion de EGFR y la sefial de MAPK en las células tumorales resistentes a
cetuximab, pudiendo formar parte de uno de los mecanismos de activacion paralela de
MAPK y su via de sefalizacidon tumoral que no es bloqueado por el cetuximab. En este
estudio se demostré que la resistencia seguida de un tratamiento prolongado con

cetuximab estaba asociada a la hiperactivaciéon de AXL y su asociacion con EGFR'

En nuestro estudio, observamos un menor tiempo de supervivencia y menor tiempo
libre de enfermedad en aquellos tumores que expresaban pMAPK. De igual forma, al
separar por grupos de tratamientos, se observé un mayor riesgo de recidiva y de
muerte en los pacientes que fueron tratados en el grupo de QT-cetuximab. Estos
resultados pueden deberse a que la activacion persistente de la via de pMAPK conlleva
a una probable resistencia al tratamiento recibido, lo cual se demuestra por la falta de
respuesta clinica. A pesar de haber encontrado sélo un 2% de mutaciones de HRAS y
1% de mutaciones en BRAF, debe existir otro mecanismo no demostrado aun, que
mantenga la activacion de la via independientemente del estado de activacion de
EGFR. En los casos en que se determine la expresiéon de pMAPK en las células
tumorales, la combinacion de QT convencional y cetuximab puede no ser del todo
efectiva. Se deben ampliar los estudios para probar en estos casos la efectividad de

afadir al tratamiento basal un farmaco dirigido contra MAPK.

Nuestro estudio también demostré una relacion entre la expresiéon de pMAPK vy la
presencia de metastasis ganglionares al momento del diagndstico. Se conoce que en el
CCC existe una probabilidad de presentar metastasis ganglionares ocultas en el 10-50%
de los casos™, por lo cual la expresiéon de pMAPK, podria ser tomada en cuenta a la
hora de valorar los factores prondsticos en el momento del diagndstico y su posible

implicacion en la evolucién de la enfermedad.
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4. CCCy VPH. Papel del factor de supresion tumoral p16

La presencia de infeccién por VPH en CCC ha demostrado ser un factor prondstico
significativo en la evolucion de la enfermedad, confiriendo un efecto “protector” de
mejor sobrevida. Las caracteristicas del genotipo y el perfil molecular de los CCC
asociados a VPH podrian ser los responsables de la radiosensibilidad de estos tumores

que, en definitiva, confieren un mejor control locoregional®.

Los genotipos de alto riesgo de VPH (16 y 18) asociados a CCC, especialmente aquellos
de localizacién orofaringea, alteran las vias de sefalizacién para activar el crecimiento
y desarrollo celular e inhibir la apoptosis. La transformacién maligna comienza con la
inactivacion del gen de supresiéon tumoral p53 por la proteina constitutiva del virus E6,
mientras que una segunda proteina viral E7 inactiva la proteina supresora de
retinoblastoma (Rb). Funcionalmente ambas proteinas (E6 y E7) alteran la regulacién
del ciclo celular y los mecanismos de reparacion del ADN, ocasionando cambios
genéticos que conllevan a la progresion de CCC. La proteina E6 inicia un proceso de
degradacion de p53 y E7 promueve el inicio de una division celular incontrolada,

activando posteriormente a ciclina D1, la cual es inhibida por p16”*.

Lassen et al., estudiaron el estatus de infeccién por VPH en una cohorte de pacientes
con CCC, expresados a través de p16, demostrando que la expresidon de esta proteina
era el factor determinante e independiente mas sdlido de control tumoral
locoregional, asi como de supervivencia global y permanencia libre de enfermedad

relacionado directamente con la infeccién por VPH.

Coincidiendo con Lassen et al, en nuestro estudio, se observé un efecto “protector” del
VPH con una mayor supervivencia global en los pacientes cuyos tumores expresaban
p16, siendo un factor independiente en el estudio multivariante asociado a una mejor

respuesta terapéutica.

La razén por la cual los CCC-VPH+ presentan una mejor respuesta al tratamiento no
esta clara. Kimple et al., han sugerido que se debe a que la proteina p53 en las células
tumorales podria seguir siendo parcialmente funcional, a pesar de encontrarse con

niveles bajos, condicionando mejor sensibilidad a la radiacion. Como consecuencia,

151



Discusion

tendrian la capacidad de reactivarse e inducir la apoptosis celular tras recibir RT®,

Otra posible causa se atribuye a la ausencia de cambios genéticos iniciales inducidos
por carcinégenos en el epitelio y el desarrollo de tumores multifocales, con el
consiguiente mejor control de la enfermedad. En este mismo sentido, Goodwin et al.
han demostrado en lineas celulares de carcinoma de cérvix asociado a VPH, que el
blogueo de la expresion de E6 y E7 conlleva la restauracion de los niveles de pRb y p53,
lo cual suele ser suficiente para detener el crecimiento celular y reactivar el control de

la apoptosis celular’®.

Las mutaciones en p53 son unas de las alteraciones mas iniciales y frecuentes en CCC,
pudiendo ser detectadas de igual manera en lesiones displasicas y en margenes de
reseccion negativos. En un estudio mutacional en el que se evaluaban 12 tipos de
cancer, se describieron mutaciones de p53 en aproximadamente 70% de los casos de
CCC, siendo junto al carcinoma de ovario y pulmoén, los mas frecuentes con mutaciones
de p53105. La incidencia de mutaciones de p53 estdn en relacion a su vez, con el
consumo de alcohol y tabaco, descrito como factor de riesgo en la mayoria de

pacientes con ccce,

En nuestro estudio se observé un 43% de casos positivos,
resultados ligeramente por debajo de la literatura, que pueden ser mejorados

probablemente si se aumentase el tamafio muestral.

En los tumores con p53 wild type, la funcidon puede estar inactivada a través de otros
mecanismos como infeccion por VPH, sobreexpresion o amplificacion de MDM2 o

19 'Syuh et al., demostraron que la combinacién de la mutacién

delecién del gen p14ARF
de p53, la pérdida de pl6 y la sobreexpresion de ciclina D1 estan asociados con
disminucion en la sobrevida. Adicionalmente, las mutaciones de p53 son predictivas de

peor respuesta a la QT y RT, asociados a mayor frecuencia de recidivas®®,'®. L

a
presencia de una respuesta apoptotica mediada por el factor de supresion tumoral p53
intacto, a un dafo del ADN inducido por la radiacién, ha sido propuesto como una
posible explicacion a la buena respuesta en los casos de CCC asociados a VPH, pero los

mecanismos exactos no estan claros®®.

En nuestra serie, observamos 9 casos que expresaban p16 de manera intensa y difusa

en las células tumorales. De éstos, se pudo comprobarla presencia de VPH en 3 de
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ellos, siendo el serotipo VPH16 el mas frecuente, tal y como se describe en la

literatura®?®’

. De los 6 casos restantes, se pudo evidenciar que en 5 de ellos la proteina
supresora p53 estaba marcadamente expresada en las células tumorales, lo cual
podria corresponder a que el cancer sigue otra via de sefalizacion distinta al VPH,
como las descritas anteriormente. Hubo un caso en donde no se pudo detectar la
presencia de VPH ni la expresion de p53, lo cual podria explicarse de diversas maneras.
En primer lugar, podria corresponder a un serotipo viral no detectado con el método
utilizado, aunque no seria de los mas frecuentes en CCC. Por otra parte, podria ser un
problema técnico en la realizacién y procesamiento de la muestra y técnica de

inmunohistoquimica, o podria corresponder a un cancer que sigue una via de

sefnalizacion distinta a la de EGFR, sin relacion con VPH ni p53.

Boeckx et al., describen que las células sensibles a cetuximab pueden disminuir su
respuesta al silenciar p53 en dichas células, mientras que si se restablece la funcién de
p53, volverian al estado inicial de sensibilidad al cetuximab. En un estudio sobre lineas
celulares resistentes a cetuximab se indujo la funcion de p53, observando un
restablecimiento de la sensibilidad al cetuximab. Adicionalmente, el cetuximab fue
capaz de inhibir el crecimiento celular en las células con p53 wild type, pero no en las
p53 mutadas’®. En otro estudio, se reportd que no existian beneficios en el control y el
prondstico de la enfermedad al anadir cetuximab al tratamiento convencional de RT-

QT en casos de CCC-VPH+7.

En nuestro estudio, la expresidn de p53 no se encontrd asociado al riesgo de recidiva y
muerte. Sin embargo, se observd una relacién entre la expresién de p53 en hombres y
en pacientes con habito alcohdlico, sugiriendo un probable mecanismo oncogénico
asociado al metabolismo del alcohol. En general, existe poca evidencia experimental
gue indigue que la pérdida de funcién de p53 puede predecir algun tipo de resistencia
al tratamiento antiEGFR. No obstante, son necesarios mds estudios que dirijan la

atencidn a este punto para aclarar los datos hasta ahora descritos.

En resumen, las diferencias en prondstico y respuesta al tratamiento en los CCC/VPH+,
implican una revision personalizada del paciente para valorar la aplicacion de un

tratamiento menos agresivo con similar respuesta y asi disminuir la morbilidad del
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paciente. Sin embargo, todavia quedan algunas dudas en los mecanismos de accién y
control del VPH, con lo cual el tratamiento actual de estos pacientes sigue siendo el
convencional para los CCC, en espera de nuevos avances que logren aportar nuevos

datos para el tratamiento y seguimiento de estos pacientes.

El CCC ha demostrado ser de las neoplasias con mayores desafios en el manejo
médico. La era de la medicina personalizada ha permitido estudiar cada caso en
particular para ofrecer el tratamiento que obtenga mejores resultados. Se ha
demostrado que existen distintas vias de sefializacién tumoral en el CCC, siendo las
vias derivadas de la activacién de EGFR las mas frecuentes. Los estudios exhaustivos de
las proteinas que constituyen dichas vias han permitido identificar mecanismos de
resistencia a los tratamientos y probables alteraciones moleculares que conllevan al
fallo en la respuesta. Es asi como, en nuestro estudio, hemos podido determinar que
tanto la via de PI3K/AKT/mTOR y RAS/RAF/MAPK, participan en los probables
mecanismos de resistencia al tratamiento. El cetuximab, a pesar de haber tenido muy
buenos resultados al comienzo, presenta un alto indice de resistencia primaria y
secundaria, en probable relacidn con la persistencia de la activacién de las distintas
proteinas de las vias de carcinogénesis dependientes de EGFR, las cuales mantienen su
sefalizacidn a pesar de ser bloqueadas en distintos puntos asi como de probables vias

alternas a EGFR.

Durante la realizacion del trabajo, no pudieron ser evaluados otros factores
clinicopatolégicos que afectan el prondstico de los pacientes con CCC, tales como la
afectacion de los margenes de reseccidn, invasién vascular y linfatica y la displasia del
epitelio adyacente. De la misma manera, la heterogeneidad de la expresion en las
proteinas estudiadas, limita la valoracion al hacer el estudio sobre biopsias
diagndsticas previas al tratamiento en la mayoria de casos y no con las piezas de
reseccion quirdrgica donde se podria haber observado la expresidn en la totalidad del

tumor.
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VII. CONCLUSIONES

1. La presencia de metastasis ganglionares al momento del diagndstico es un factor
independiente de mal prondstico en cuanto a la supervivencia global y libre de

enfermedad, siendo de igual manera independiente al tratamiento recibido.

2. pl16 constituye un factor predictor de mejor respuesta al tratamiento de manera
independiente con mejor supervivencia global y control locoregional relacionado

directamente con la infeccion por VPH.

3. La expresion de elF4E intratumoral se correlaciona con peor control locoregional de
la enfermedad al aumentar el riesgo de presentar recidivas en un menor intervalo de

tiempo.

4. La expresion de mTOR/pmTOR constituyen factores de peor prondstico en cuanto a
la supervivencia global y libre de enfermedad de manera independiente al bloqueo de

EGFR.

5. La expresion de pMAPK intratumoral podria ser considerada como factor predictor

de la aparicion metastasis ganglionares.

6. La activacién persistente de la via de pMAPK conlleva a una probable resistencia al
tratamiento recibido con antiEGFR/Cetuximab, pudiendo corresponder con un factor
clave en los mecanismos de resistencia primaria al tratamiento. Podria haber beneficio

terapéutico el conocer su estado de activacion previo a la indicacién del tratamiento.
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7. Cetuximab podria tener un probable efecto inductor o sensibilizador al tratamiento
con RT y QT, en aquellos pacientes cuyos tumores expresen pmTOR con el

consiguiente mejor control locoregional de la enfermedad.

8. Los mecanismos de resistencia a Cetuximab se encuentran en probable relacidén con
la persistencia en la activacion de las distintas proteinas de las vias de carcinogénesis
como mTOR y MAPK, dependientes de EGFR, asi como de probables vias alternas a

EGFR.

9. En resumen, se plantea que la combinacién de inhibidores de mTOR puede tener un
efecto sinérgico con el tratamiento antiEGFR en el CCC. Se deben continuar los
estudios valorando dichos tratamientos junto a la activaciéon de las distintas vias

carcinégenas descritas, para validar el beneficio terapéutico de nuestros resultados.
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