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1. INTRODUCCION.

Las quimioquinas, una familia de pequenas citoquinas proinflamatorias, son las
principales responsables de la direccion migracional o quimiotaxis de los leucocitos a
los tejidos linfoides y del reclutamiento de los leucocitos hacia los lugares de infeccion
o dafio tisular. "**

Sin embargo estas quimioquinas, como el SDF1 (Stromal — Derived - Factor -1) estan
implicadas en otros procesos bioldgicos como la angiogénesis, angioestasis,
embriogénesis, hematopoyesis, linfopoyesis y en la patogénesis del VIH.

Mas recientemente se ha establecido que las células cancerigenas aprovechan estas
sefiales a través de las citoquinas, valiéndose de diferentes mecanismos, para la
iniciacién y progresion de las metdstasis primarias.*”

Los receptores de quimioquinas son proteinas transmembrana con siete dominios, que
pertenecen al grupo de las proteinas G que ejercen su accion a través de sus subunidades
Ba que activan e inhiben diferentes enzimas como la fosforilasa fosfatidil inositol kinasa
o la adenilato-ciclasa. A través de estas acciones ejercen su funcion enviando sefales
intracelulares.® Teleologicamente estos receptores interactian con mensajeros quimicos
solubles (las quimioquinas) atrayendo globulos blancos a las reas de inflamacion. "2
En la siguiente figura estan representadas las diferentes fases de la quimiotaxis en la

migracion leucocitaria elaborada por Muller y Homey en 2002 donde se aprecia el

papel de las quimioquinas, destacadas en la fase previa a la adhesion, la activacion.’
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Los diferentes tumores expresan diferentes receptores de estas quimioquinas, sin

embargo, solo el receptor de quimioquinas CXCR4 aparece expresado en la mayoria de

los tipos de cancer. Células de al menos 23 tipos diferentes de cancer expresan este

receptor

hematopoyética.®

independientemente
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En la figura publicada en 2008 por Schimanski y col. podemos apreciar como la célula
tumoral a través del eje SDF-1/ CXCR4 no solo produce neoangiogénesis, migracion e
invasion, sino que reduce el riesgo de rechazo de las células tumorales a través de un
mecanismo indirecto mediado por las células T (CD8 +) que produce una apoptosis de

las mismas e incluso permite la fuga de las células tumorales del sistema inmune. °

La importancia del eje SDF1/CXCR4 en el desarrollo ha sido ademas demostrada

neutralizando la interaccidn entre estas dos moléculas mediante polipéptidos sintéticos.

CXCR4 ha sido implicado también en la progresion tumoral y el desarrollo de varios
tumores como el cancer de mama, de prostata y carcinoma de células clara de rifion."

El mecanismo por el cual CXCR4 regula la progresion tumoral todavia no esté claro. Se
ha propuesto un mecanismo a través de la interaccion con CCR6 /CCL20 dado que este

eje promueve la proliferacion y adhesion al colageno de diferentes tipos de células

tumorales, dado que CXCR4 promueve la expresion de CCL20. La expresion de CCL20



es aumentada mediante diferentes estimulos proinflamatorios comolL-1p3, TNF-a y
LPS. Ademas esta quimioquina atrae de forma selectiva a las células que expresan
CCR6: Linfocitos T memoria, células NK (natural Killers), células TH 17(Linfocitos T
helper que producen I1-17, implicada en el reclutamiento de neutréfilos) y células

dendriticas a los lugares donde se produce invasion por patdogenos.

Asi pues CXCR4 ha sido extensamente estudiado por su implicacion en los diferentes
tipos de tumores. Por otra parte, en los tumores epiteliales no se expresa de forma
incrementada con SDFI1, el unico ligando de CXCR4 y se expresa en grandes
cantidades en otros distritos corporales especificos. Sustentando esta hipodtesis ha sido
demostrado que SDFI1 se produce en mayor cantidad en los lugares de metéstasis.
Recientemente, se ha sugerido que en el estroma tumoral se secreta en grandes
cantidades SDF1 apoyando el concepto de que esta quimioquina es fundamental es el
soporte de los eventos protumorogénicos locales, como el crecimiento y supervivencia
de las células tumorales. Ademas la expresion de SDFI en las células del estroma

tumoral recluta progenitores endoteliales para la angiogénesis. 4

Niveles disminuidos de SDF1 en los tejidos tumorales han sido detectados en tumores
en varias localizaciones y también en tumores de distintas estirpes celulares incluidos en

carcinomas de laringe y orofaringe."

El papel de SDF1 en los tejidos es similar al de un “guia quimico”, indicando donde
deben desplazarse o donde deben quedarse las células que expresan su receptor CXCR4.
Asi es bien conocido su papel en la migracion celular paras la formaciéon de los

diferentes 6rganos en diversos animales durante la embriogénesis. '

5



También es importante su papel en el mantenimiento de las Stem cells o células madre
del sistema Hematopoyético en su lugar, como en la médula dsea. En estas

localizaciones la concentracion de SDF1 es elevada.

Debido a esta funcién el eje SDF1 /CXCR4 se considera clave en la capacidad
metastasica de los tumores so6lidos. Las células tumorales expresan en su membrana el
receptor especifico de SDF1: CXCR4. Asi mismo las localizaciones mas frecuentes de

metastasis presentan elevados niveles de SDF1.

La principal via de diseminacion de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello son
las metéstasis de los ganglios linfaticos regionales. Ademas, la presencia de enfermedad
metastasica en los ganglios cervicales es el factor mas importante que determina el
tratamiento y el prondstico de estos pacientes. 2

Por tanto, es fundamental conocer los mecanismos implicados en el desarrollo de las
metastasis si queremos avanzar en el control de la enfermedad.

El proceso de metéstasis es complejo. Las células metastdsicas deben abandonar e
tumor primario, migrar a través de los tejidos adyacentes, invadir los vasos sanguineos
y/o linféaticos, sobrevivir dentro de ellos, ser capaces de instalarse y proliferar en los
ganglios linfaticos o en los 6rganos a distancia. '*'*

Para llevar a cabo estos pasos las células tumorales deben poseer una serie de

caracteristicas adquiridas a través de sucesivas alteraciones genéticas. También hay que

. ., , . .. 15
tener en cuenta la interaccion con las células vecinas y el tejido adyacente.



2. REVISION Y ACTUALIZACION BIBLIOGRAFICA.

a) Papel del eje SDF-1/CXCR4 en la sefializacién, locomocion, quimiotaxis y

adhesion. 1

El eje SDF-1/ CXCR4 fue ampliamente estudiado de forma inicial en el sistema
hematolinfopoyético. Posteriormente se conocid el papel del eje en las células
progenitoras o Stem cells de varios tejidos del organismo como los progenitores de las
células pigmentarias de la retina, las stem-cells neuronales o las células germinales
primordiales, dado que estas expresaban en superficie el receptor CXCR4. Ademas el
eje es un regulador del “trafico celular” dado que estd presente en la induccion de
motilidad, respuesta quimiotactica, adhesion y secrecion de metaloproteinasas y factores

angiopoyéticos.

Otra de las acciones en las que ha demostrado estar implicado el eje SF-1/ CXCR4 es en
la proliferacion y supervivencia celular. Se ha postulado una accién secretora de SDF-1
no solo del estroma, sino también de las propias stem-cells que podrian secretarlo a su

vez, ejerciendo un papel paracrino y autocrino en su propia supervivencia y desarrollo.

Por una parte, SDF-1 puede inducir apoptosis de los linfocitos T y a la vez no afecta a
las células progenitoras hematologicas de la médula 6sea. El efecto de SDF-1 en las
células prognitoras podria ser mas indirecto y afectar de una forma mas significativa a

las moléculas de adhesion favoreciendo su desarrollo.

Es bien conocido que SDFImodula la adhesion celular a fibrindgeno, fibronectina,
estroma y endotelio. Este mecanismo estd en relacion directa con la expresion “de
novo” de integrinas celulares en la superficie de las mismas células. Asi mismo la
expresion del receptor CXCR4 en la superficie celular parece favorecer la interaccion de

la célula con las moléculas de adhesion en el estroma.

En cuanto al efecto en la vasculogénesis tumoral se conoce bien que SDF-1 se expresa
en niveles mas elevados cuando existe hipoxia e isquemia. Las células progenitoras del

endotelio poseen también el receptor CXCR4.



Varias quimioquinas estan en relacion con la proliferacion y supervivencia celular
regulando estas de una forma negativa o positiva segiin cada molécula. Sin embargo el
papel de SDF-1 continta siendo controvertido. Su comportamiento en los diferentes
tipos celulares mediado a través de diferentes quinasas (MAPK, AKT) es contradictorio
dado que no todos los tipos de tumor presentan una mayor proliferacion o incremento

de la supervivencia a mayor concentracion de SDF-1.

b) SDF-1 en el cancer de cabeza y cuello. 911,14

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello metastatiza de forma predominante a los
nédulos linfaticos. En un estudio realizado con ARNm detectando CXCR4 y su
expresion en la superficie de las células tumorales en cinco lineas celulares diferentes y
en tejido tumoral de forma directa, SDF1 induce movilizacion répida de calcio
intracelular en la linea de células metastasicas asi como una rapida fosforilacion de
ERK-1/2. Ademas la adhesion celular a fibronectina y coldgeno se vio aumentada en
las células tratadas con SDF1 mientras que en células tratadas con inhibidores de ERK-
1/2 se reducia el efecto de SDFI1. Se comprobd ademas que SDF1 aumentaba la
secrecion de la MMP-9 (matrix metalloprotteinasa 9). (16) El tratamiento de una linea
de células cancerigenas (carcinoma de cavidad oral) con SDF1 demuestra que se eleva
la MMP13 y se eleva el potencial invasivo de estas células de manera autocrina-
paracrina activandose el receptor CXCR4 (17). Estas teorias de la progresion tumoral y
la remodelacion tisular en la matriz extracelular mediado por MMP se apoyan también
en estudios comparativos con las enfermedades autoinmunes donde MMP1 (que tiene
como funcién principal la de degradar el colageno intersticial extracelular) interactua
con las proteinas G transmembrana y entre ellas con CXCR4 y PAR-1 (Protease

activated receptor) que influencian significativamente en la activacion de los



fibroblastos en la Artritis Reumatoide y en el cancer. (18) En otro estudio publicado por
Daly et al. en 2008 se demuestra que los fibroblastos y miofibroblastos que rodean el
tejido tumoral tienen un rol principal en la secrecion de HGF (Hepatocyte grow factor,
también implicado en el desarrollo de metéstasis) y SDF-1 y su interacciéon con las
células del carcinoma de cavidad oral. Afiadiendo anticuerpos bloqueadores de HGF y

. . ., 1
SDF se reduce el nivel de invasion.

En 2004 Almofti y col. Realizaron un estudio en 61 pacientes con Carcinoma escamoso
de cavidad oral correlacionando los datos clinico-patolégicos. No se hallo correlacion
entre la expresion de SDF-1 en las células tumorales y si se asocio la mayor expresion
de su receptor CXCR4 con peor pronodstico y metastasis linfaticas con alta significacion

estadistica. 2°

Estudios comparativos con Carcinoma Escamoso versus Carcinoma Adenoide Quistico
se han encontrado diferencias de expresion de receptores de quimioquinas.®' El
Carcinoma Escamoso expresa receptores CCRS / CCR7 y su tendencia es a la
diseminacion Linfoégena dando lugar a metastasis locorregionales.

El Carcinoma Adenoide Quistico expresa receptores CXCR4 y su tendencia es a la
diseminacion Hematégena dando lugar a metéstasis a distancia con mayor frecuencia
que el carcinoma escamoso.

Las células de Carcinoma Escamoso tras el tratamiento con Cisplatino expresan de
forma mas acusada el receptor CXCR4 (up-regulation) en superficie. Asi parece que las
células responden al SDF-1.

SDF-1 reduce el numero de apoptosis en el tumor por lo que el eje CXCR4/SDF1

parece estar en relacion a la supervivencia de las células tumorales 2.
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El polimorfismo de SDF1-3 y su receptor en pacientes con carcinoma de cabeza y
cuello se asocia a peor pronostico en el cancer de cavidad oral. 2
En otro estudio el polimorfismo (G801A) en el gen de SDF-1 se asocia a estadios

avanzados de Carcinoma oral en un estudio caso-control con 159 pacientes, asociandose

., . . 24
también especialmente a los mayores consumidores de alcohol.

c) CXCR4 y Carcinoma de cabeza y cuello.

Es poco conocida la implicacion de este receptor en este tipo de tumores. La expresion
de este receptor parece beneficiar no solo la migracion y proliferacion si no también las
metastasis.

Sin embargo se sabe poco sobre como regulan las citoquinas la expresion de CXCR4 en
las células cancerigenas. La expresion de este receptor en los leucocitos y las células
epiteliales es regulada por multiples citoquinas como INF, IL, TNF... Pero la expresion
de estas citoquinas parece no ser uniforme.

Se han publicado estudios sobre el carcinoma de la mucosa oral en relacion al eje
CXCR4 / SDF1.

En el Carcinoma escamoso sabemos que se produce primariamente un cambio genético
y también fenotipico en las células de las mucosas denominado metaplasia. Se ha
propuesto que estos cambios estan en relacion a lo que se denomina EMT: Epithelial
mesenchymal transition que podria explicar la metaplasia como la adquisicion de
caracteristicas mesenquimales en un epitelio. *

C¢lulas pre-tumorales en la mucosa con fenotipo similar al fibroblasto expresan SDF-1.

26
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En un estudio polaco publicado en octubre de 2009 se evidencia que cierto
polimorfismo en el gen SDF-1 se asocia a un mayor riesgo de padecer cancer de

laringe.”’

d) Cancer stem cells y el eje CXCR4/SDF1. 2829

La regulacion del trafico de las diferente células hematopoyéticas normales y su
permanencia en la médula 6sea se produce a través del eje SDF1/CXCR4. Ademas este
receptor también se expresa en otras células madre no hematopoyéticas.

Recientemente varios estudios sugieren la presencia de células cancerigenas que
comparten ciertas caracteristicas con las Stem Cells que se denominan Cancer Stem
cels. Ellas constituyen un reservorio de células autosuficientes capaces de mantener el
crecimiento tumoral. En particular, la mayoria expresan el receptor CXCR4 que
responde a sefiales mediante gradiente de SDF1 sugiriendo que esta subpoblacion

. . e , . 28
celular es capaz mediante este eje de iniciar una metastasis.

e) Nuevos farmacos: Antagonistas de CXCR4.

Inicialmente se desarrollaron los antagonistas de CXCR4 en el tratamiento del VIH,
subsecuentemente se aprecid que inducian leucocitosis y se utilizan de forma habitual
para movilizar células madre hematopoyéticas. Ademas, debido a que CXCR4 tiene un
papel en la interferencia de las células de la leucemia, su desarrollo y tratamiento, asi
como en otros tipos de cancer estos pueden tener una aplicacion nueva. Uno de estos

farmacos que se utiliza en la actualidad es el Plerixafor (AMD 3100, - Genzyme

11



Corporation) Es una molécula “Byciclam” que antagoniza con SDF1. Actua de forma
sinérgica en la médula 6sea a G-CSF movilizando células madre a la circulacion
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El rol del eje SDF-1/CXCR4 en la migracion y circulacion de las células y las
metastasis de las células pluripotenciales malignas (CSC: Cancer Stem cells). La
migracion de las células normales y las células malignas pluripotenciales es un proceso

de multiples pasos en las que:

1- Las células dejan su nicho habitual o el tumor primario (CSC y células madre
pluripotenciales) y entran en la circulacion periférica.

2- La llegada a su destino (células normales pluripotenciales) o al lugar de
metastasis (CSC) por via de la sangre periférica o via linfatica.

3- Adherencia al endotelio.

4- Invasion de los tejidos.

5- Proliferacion y expansion en la nueva localizacion que proporciona soporte para
el desarrollo de las células.

Es la descripcion del proceso fisioldgico de la hipotesis de que SDF-1 juega un papel

primordial en la migracion de estas células CXCR4+ (normales o tumorales).

SC: Stem cell; SDF: Stromal derived factor. *
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3. HIPOTESIS DE TRABAIJO.

La expresion de los genes del eje SDF1/ CXCR4 esta implicado en los mecanismo s de

carcinogénesis en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello, pudiendo contar con

capacidad pronostica.

4. OBJETIVOS DEL TRABAJO.

1- Evaluar la expresion de los genes del eje SDF1/ CXCR4 en carcinomas de
cabeza y cuello, y compararlos con la expresion en mucosa sana.
2- Evaluar la capacidad pronoéstica de la expresion de los genes del eje SDF1/

CXCR4 en carcinomas de cabeza y cuello.

5. MATERIAL Y METODOS.

Nuestro estudio se llevo a cavo en el Hospital de a Santa Creu i1 Sant Pau (Barcelona),
con muestras obtenidas de las piezas quirurgicas y biopsias de 76 pacientes con Ca.
Escamoso de Cabeza y Cuello del Servicio de Otorrinolaringologia desde el afio 2003
hasta el ano 2010. Se obtuvieron muestras representativas del tumor, asi como de
mucosa sana para cada uno de los pacientes incluidos en el presente estudio. El estudio
fue aprobado por el comité de ética del Hospital y todos los pacientes fueron

informados y firmaron el consentimiento.
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La siguiente tabla muestra las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el

estudio.

Tabla

LOCALIZACION | CAVIDAD ORAL |26 34.2%
OROFARINGE
LARINGE 50 65.8%
HIPOFARINGE

T T1-2 36 47.4%
T 3-4 40 52.6%

N NO 48 63.1%
N+ 28 36.9%

TRATAMIENTO | RADIOTERAPIA |37 48.7%
CIRUGIA + 139 51.3%
RADIOTERAPIA

Se llevo a cabo una determinacion de los niveles de expresion de los genes SDF1 y
CXCR4 en las muestras de tumor y de mucosa sana mediante una técnica de PCR
cuantitativo.

Las muestras fueron inmediatamente estabilizadas por inclusion en RNA-later®
(Quiagen GmbH, Hilden, Germany) tras la biopsia y fueron conservados a -80°C hasta
su procesamiento.

Tras procesar las muestras con Trizol® reagent segun las instrucciones de la

15




manofactura.

Se realiza la extraccion de ARN segin nuestro protocolo. La Transcripcion Inversa se
realiza con 2ug de RNA por 40ul de reagente. La mezcla de reaccion contiene 1 X PCR
buffer, MgCL2 (5mM), dNTPs (250 uM cada uno), Inhibidor de RNasa (1 unit/ul),
Trasncriptasa Inversa MultiScribe (2.5 U/ ul), Hexameros Random (2.5 puM) (Toso dde
Applied Byosistems, Foster City, California, USA.)

Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos a 42°C y posteriormente calentadas
hasta 99°C. La expresion de mRNA de los genes seleccionados fue estudiado por real-
time PCR en ABI Prism 7000 usando ensayos predisefiados (TagMan Gene Expression
Assays; Applied Biosystems). Dos pl de reaccion de real-time fueron amplificados
usando TagMan Universal PCR Master Mix y los parametros universales de la
Termocicladora. La expresion de mRNA fue cuantificada usando en método
compatativo Ct (User bulletin 2, Applies Biosystems) y normalizado con controles
enddgenos de B- actina.

Los resultados cuantitativos de los distintos mRNA en tumor y mucosa se expresan con
valores relativos obtenidos de fibroblastos dérmicos, expuestos como 10 U/mL IL-1B

por 24 horas (sistema de calibracion).

Se evaluo la supervivencia ajustada correspondiente a cada uno de los pacientes
incluidos en el estudio, considerando como causa de censura la muerte como

consecuencia del fracaso a nivel local, regional o a distancia de la enfermedad.

Se llevo a acabo un estudio comparativo de los valores de expresion de los genes SFF1

y CXCR4 correspondientes a las muestras de tumor y mucosa sana mediante un analisis

16



de T de student para caso apareados.

Para la evaluacion de la capacidad pronostica de los genes SDF1 y CXCR4 se utilizé un
método de clasificacion por andlisis de particion recursiva (RPA) de acuerdo con el
método CHAID, considerando como variable dependiente la supervivencia ajustada, y
como variables independientes los niveles de expresion de SDF1 y CXCR4. A partir de
los resultados obtenidos mediante este método de analisis, se definieron diferentes
grupos de pacientes en funcion de los niveles de la expresion de los genes evaluados.

Se evaluo la funcién de supervivencia ajustada correspondiente a cada uno de los
grupos definidos mediante la técnica RPA con el método actuarial de Kaplan_ Meier.
Finalmente, se procedi6 a la realizaciéon de un analisis multivariante de acuerdo con el
método de riesgos proporcionales de Cox, incluyendo como variable dependiente la
supervivencia ajustada, y como variables independientes las caracteristicas clinicas de
los pacientes incluidos en el estudio (localizaciond el tumor, categoria de extension
local T y regional N, y el tipo de tratamiento utilizado), asi como la categoria de
expresion del eje SDF1-CXCR4 definida a partir del analisis RPA.

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa SPSS version 17.0.

17



6. RESULTADOS

a) Comparacion de la expresion de SDF1 — CXCR4 entre tumor y mucosa sana.
La siguiente grafica de cajas muestra los valores correspondientes a los niveles de

expresion de SDF1 en tumor y mucosa sana.

Figura.
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La siguiente tabla muestra los valores correspondientes a los niveles de expresion de
SDF1 en tumor y mucosa sana, asi como el resultado del analisis de T de student para

caso apareados.

Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Pair 1 sdfl T ,00389431606 ,013666376225 ,001588683966
sdfl S ,01878261420 ,142152839526 ,016524931936
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Correlation Sig.

Pair 1 sdfl T & sdfl_S ,033 178

No aparecieron diferencias significativas en los niveles de expresion de SDF1 entre

tumor y mucosa sana (P=0.778).

La siguiente grafica de cajas muestra los valores correspondientes a los niveles de

expresion de CXCR4 en tumor y mucosa sana.
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La siguiente tabla muestra los valores correspondientes a los niveles de expresion de

CXCR4 en tumor y mucosa sana, asi como el resultado del analisis de T de student para

caso apareados.

Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Pair1  cxcrd T |,07456938785 ,110111601550 ,012800213678
cxcerd S 1,02923466348 061029331655 ,007094515699
Correlation Sig.
Pair 1 cxcrd T & cxerd4 S -,086 ,464

Los valores de expresion de CXCR4 en las muestras de mucosa fueron superiores a los

correspondientes a los hallados en mucosa sana, si bien las diferencias quedaron al

limite de la significacion estadistica.

La siguiente figura muestra el resultado obtenido al realizar el estudio de RPA

considerando como variable dependiente la supervivencia ajustada y como variables

independientes los niveles de expresion de los genes de SDF-1 y CXCRA4.

Figura.
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CE_COD

Mode O
Category % n
B 0,000 72,4 485
B 1,000 27 5 21
Total 1000 FG
-—— -1
| ® 4,000 !
e |lllll1!_
=df1_T
Adj. P-walue=0,025, Chi-square=8&,
221, d=1
<= 0,0005918540 = 0,0005918540
Mode 1 Mode 2
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Se clasificaron los pacientes de acuerdo con los niveles de expresion de SDF1 y
CXCRA4, obteniéndose 3 grupos de pacientes:

Grupo 1: Pacientes con niveles bajos de expresion de SDF-1 y receptor CXCR4 (n=29).
Grupo 2: Pacientes con niveles bajos de SDF-1 y niveles elevados de receptor CXCR4
(n=17).

Grupo 3: Pacientes con niveles elevados de SDF-1 (n=30).

La supervivencia actuarial ajustada a los 5 afios para cada uno de los grupos fue del
86% en el Grupo 1, del 61% en el Grupo 2 y del 29% en el Grupo 3. Existieron
diferencias significativas en la supervivencia en funcidon de los niveles de expresion de

SDF-1y CXCR4 (p= 0.004)

La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia actuarial ajustada de acuerdo
con la clasificacion obtenida al aplicar el método de clasificacion RPA.

FIG SUPERVIVENCIA.

100%-
Grupo 1

75%
Grupo 2

50%
5% Grupo 3
0 % 2 3 4 :

superviv

22



Finalmente, se llevo a cabo un estudio multivariante incluyendo como variable
dependiente la supervivencia ajustada y como variables independientes variables
clinicas con capacidad pronostica como la categoria de extension local y regional, la
localizacion del tumor y el tipo de tratamiento, asi como la categoria de clasificacion

obtenida de la aplicacion del método RPA.

95,0% CI for Exp(B)
Sig. Exp(B) [Lower Upper
Grupo 1 1
2 ,023 13,641 1,435 129,666
,009 16,768 2,000 140,574
Trat RT 1
Cir +- RT ,369 1,510 ,615 3,707
T 1-2 1
3-4 ,249 2,017 ,611 6,654
N 0 1
+ ,657 1,240 ,480 3,207
Localizacion |Laringe- 1
hipof.
Cav oral-|,015 3,721 1,287 10,771
orof.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la categoria de clasificacion de acuerdo con
los niveles de expresion de SDF1-CXCR4 fue la variable que cont6 con una mayor
capacidad pronoéstica. En relacion a la categoria de referencia, los pacientes con unos
niveles de expresion baja de SDF1 y de CXCR4 (grupo 1), los pacientes con niveles de

SDF1 baja pero CXCR4 elevados contaron con un riesgo relativo de mortalidad 13.6
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veces superior (IC 95% 1.4-129.6), y los pacientes con niveles de expresion de SDF1
elevados (grupo 3) con un riesgo 16.7 veces superior (IC 95%: 2.0-140.5).

Solo la localizacion del tumor aparecid como variable con capacidad prondstica, con
una peor supervivencia correspondiente a los pacientes con tumores localizados en la
cavidad oral-orofaringe. La categoria de extension local T, regional N y el tipo de
tratamiento realizados no aparecieron como variables con capacidad pronoéstica

independiente en este modelo de supervivencia.

7. DISCUSION.

En los ultimos afios se ha avanzado de forma amplia en el conocimiento de
biomarcadores o “targets” que puedan predecir la actividad bioldgica del tumor, la
sensibilidad o resistencia a quimioterapéuticos y a la radioterapia, y ademas la
posibilidad de metastasis o recurrencia de la enfermedad partiendo de las caracteristicas
bioldgicas de las células tumorales.

Este campo nos aporta dia a dia nuevos datos sobre las diferencias entre los tumores de
una misma estirpe celular e incluso las semejanzas entre los diferentes tipos de tumor y
su comportamiento. Asi pues es interesante tanto la vision global de los tumores como
la caracterizacion particular de cada subtipo hasta llegar a la individualidad.

El estudio de las quimioquinas y su papel en el cancer tiene una larga trayectoria, pero,
en el caso de los tumores del area ORL todavia no existen estudios consistentes que
demuestren un papel esencial de las mismas en la biologia estos tumores.

De forma concreta existen pocos estudios de investigacion bésica de los carcinomas del
area ORL que incluyan el eje SDF-1/CXCR4.

En nuestro estudio destaca la asociacion de la supervivencia con los niveles de SDF-1,

aun cuando comparando las muestras pareadas de mucosa sana y tumor no existan
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diferencias estadisticamente significativas de una forma cuantitativa al realizar el
analisis del ARNm mediante PCR. El grupo de pacientes en cuyo tumor se expresan
niveles elevados de SDF-1 present6 una supervivencia mucho menor (riesgo relativo de
muerte 16 veces superior) que los grupos con SDF-1 disminuido. Asi pues los niveles de
esta molécula en el tumor parecen ser un factor prondstico en nuestro estudio.

Como apoyan otros estudios, SDF-1 podria tener un papel no solo a nivel de metastasis
a distancia, sino también a nivel tumoral en el crecimiento local y la proliferacion “in
situ”. Dado que solo analizamos las muestras obtenidas del tumor primario, se puede
reconocer una tendencia a un mayor crecimiento tumoral en aquellos tumores con SDF-
1 elevado.

En cuanto a la supervivencia, se debe destacar que en los Carcinomas de cabeza y
cuello, una categoria N mayor (metastasis a nivel ganglionar) se asocia a peor
prondstico y disminucion de la supervivencia. SDF-1 podria tener un papel crucial en
este punto de la historia natural de esta estirpe tumoral, dado que es uno de los
principales sefiuelos bioquimicos para la metastasis. En la literatura se describe una
correlacion entre aumento de las metastasis ganglionares y la elevacion de la expresion

de CXCR4 en los estudios de carcinomas de cabeza y cuello de Almofti et al 2,

1. ¥y Lee et al. * Sin embargo, la falta de estudios

Katayama et al "', Ishikawa et a
amplios en esta drea nos impide relacionar otros aspectos clinicopatoldgicos de estos
tumores con la expresion elevada de CXCR4.

Se debe destacar también que la determinacion de mayores niveles de expresion de los
genes de CXCR4 (receptor de SDF-1) en las muestras de tumor y de mucosa sana
mediante una técnica de PCR cuantitativo, mostrd una asociacion con peor prondstico

en funcion de la expresion disminuida de SDF-1. Esta subdivision en dos grupos resulta

interesante de cara a la caracterizacion de los diferentes tumores. La posibilidad de
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bloquear el receptor CXCR4 con los diferentes farmacos ya existentes en el mercado y
utilizados en otras estirpes tumorales, hace de este receptor una potencial diana
terapéutica.

Los primeros péptidos antagonistas de CXCR4 (llamados T22, T134, y T140) fueron
descubiertos buscando compuestos con potencial anti-VIH-1 (CXCR4 también actia
como hemos mencionado como correceptor en las Células T en la infeccion). En
particular los T22 bloquean la accion de CXCR4 uniéndose a una region del receptor
que permite la entrada del virus a la célula. *>*® T140 es el antagonista mas activo, es un
péptido de 14 residuos con la limitacién mas importante en su baja estabilidad en el
suero. > Debido a este T14012. Recientemente, se ha sintetizado un péptido ciclico
nuevo antagonista denominado POL3026 * con mejores propiedades farmacocinéticas
y actividad antagonista potente sobre CXCR4. En cancer, la eficacia de T140 como

bloqueante de CXCR4ha sido publicada en vivo e in vitro incluyendo leucemia *°,

41 ) ;42 . 4
mama *' y cancer de pulmoén ** y melanoma maligno.*
Dentro de otras pequefias moléculas no peptidicas, Byciclam y Cyclams como

AMD3100 tienen propiedades antagonistas de CXCR4 y una pequefia actividad

44,45,46,47

agonista.

La capacidad antitumoral de AMD3100 se ha demostrado en el cancer de mama

bloqueando la produccion de CXCL12inducido (SDF1 inducido) por la activacién “in
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vitro” de HER2/neu ** e inhibe in vivo e crecimiento tumoral. * Esta actividad
antineoplasica ha sido demostrada en las células cancerigenas pancreaticas, cancer

05152 A demas CXCR4 juega un papel fundamental en las

colorrectal y glioblastoma.
células de la leucemia y su microdesarrollo. El uso potencial de este farmaco en los
canceres de origen hematologico ha sido estudiado ampliamente y también en la
movilizacion de las células madre hematopoyéticas. >>* Incluso se ha visto que en las
neoplasias hematologicas, las células tumorales utilizan CXCR4 para la diseminacion y
progresion de la enfermedad dado que el eje SDF1/CXCR4 es crucial para el trafico de
permanencia y migracion de las células de esta estirpe a los tejidos linfaticos >> Como se
ha expuesto previamente, las células estromales de la médula 6sea producen de forma
fisiologica SDF1 y la activacion de las células a través de su receptor CXCR4 induce a
las células de leucemia a la migracion hacia la propia médula dsea proporcionando asi
crecimiento y resistencia a los farmacos *°*. AMD3100 es capaz de movilizar las células
leucémicas de su microdesarrollo en el estroma e inhibe las interacciones de adhesion
tumor-estroma, esto hace que las células leucémicas sean accesibles para los farmacos
convencionales. °* AMD3100 ha sido utilizado como un agente en la disrupcion de la
interaccion entre las células del mieloma y el estroma de la médula 6sea y las células del

linfoma del manto. "%

Por tanto, el control el eje SDF1 / CXCR4 es una aproximacion
terapéutica ideal en los pacientes con leucemia. Se ha demostrado que en las células
leucémicas, estdn implicados varios factores, entre los que se incluye la activacion de
CXCRA4, que inducen la activacion de PI3K. Asi, la actuacion de inhibidores selectivos
de PI3K ha sido investigada para bloquear de forma indirecta el eje de SDF1/CXCR4 en
la leucemia linfatica crénica donde regulan la migracion, la adhesion al estroma y su

resistencia inducida por las células del estroma y su interaccion. > AMD3100 fue

utilizado con éxito en experimentos in vivo e in vitro con éxito en ambos haciendo
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regresion de de cancer de ovario. ® Han sido publicados resultados positivos en el
tratamiento de la infeccion por VIH1 y la migracion de las células cancerigenas con
Anticuerpos contra CXCR4. ®' La limitacion en el uso de estos anticuerpos es la alta
frecuencia de receptores CXCR4 que son heterogéneos en su conformacién y su
modificacién postranslacional reduce la funcion y especificidad por parte de estos
anticuerpos.

La interaccion de SDF1 y sus receptores se basa en la actuaciéon como un atrayente o
“sefiuelo” dependiente del tipo celular. Se aumenta asi la evidencia que CXCR4 esta
implicado en los diferentes caminos de la tumorogénesis y puede convertirse en una
diana terapéutica importante para nuevos farmacos, tanto antimetastisicos como anti
cancerigenos en general. *

Asi pues, no deberia hacerse una monoterapia de anticuerpos contra uno de los
receptores de forma aislada, o al menos, se debe valorar el tipo de receptor que existe de
forma mayoritaria en el tejido que queremos tratar. Aun no existen estudios en la
literatura que expliquen la apetencia de los diferentes tumores para metastatizar en
diferentes tejidos. En el caso de los carcinomas de cabeza y cuello es poco frecuente la
metastasis cerebral, en los carcinomas pulmonares es una localizacion frecuente a pesar
de que estd espacialmente mds distante. Estas incdgnitas en cuanto a la localizacion
heterogénea de las metdstasis podrian tener una respuesta en los mecanismos de
quimiotaxis mediados por las quimioquinas y sus receptores. Por otra parte se debe
estudiar a fondo el papel del eje SDF1/CXCR4 en las metastasis de tipo linfogeno y las
de tipo hematdgeno, dado que las sefiales que reciben, asi como los receptores de estas
células deben ser diferentes para migrar por uno u otro camino. Es claro, que otras
quimioquinas deben estar implicadas en este proceso y serd un largo camino para llegar

a esclarecer estas interacciones.
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La expresion de los genes que codifican el eje SDF-1/CXCR4 cuenta pues con

capacidad pronostica en los Carcinomas de cabeza y cuello.

8. CONCLUSIONES.

Existe una correlacion estadisticamente significativa entre la expresion aumentada de
CXCR4 en las células tumorales de los carcinomas de cabeza y cuello y una
disminucién de la supervivencia.

Existe una correlacion que asocia una mayor expresion de SDF1 en las células del tejido
tumoral del carcinoma de cabeza y cuello a una peor supervivencia de forma
significativa, a pesar de no demostrarse una diferencia significativa en la expresion de
SDF-1 en tumor frente a mucosa sana.

En este estudio se demuestra que los pacientes que muestran un peor prondstico son
aquellos cuyas muestras analizadas presentaban una mayor expresion de SDF1.

La expresion de los genes que codifican el eje SDF-1/CXCR4 cuenta con una capacidad
pronostica significativa en pacientes con Carcinoma Escamoso de Cabeza y Cuello.

Para poder aclarar las posibles aplicaciones del manejo del eje SDF-1/ CXCR4 se deben

realizar estudios mas amplios en este campo a nivel de los Carcinomas de cabeza y
cuello.
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