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SIGLAS Y ABREVIATURAS

AP-1: proteina activadora - 1

CCR: Receptor de quimioquina

CECC: Carcinoma escamoso de cabeza y cuello
COX-2: Cicloxigenasa - 2

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EMT: Transicién epitelial mesenquimal

FAK: Quinasas de adhesion focal

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos — macrofagos
ICAM: Molécula de adhesion intercelular

IL: Interleuquina

IL-1Ra: Receptor antagonista de IL-1

IL1R1 o 2: Receptor tipo 1 0 2 de interleuquina

iNOS: Oxido nitrosintetasa inducible

M-CSF: Factor estimulante de colonias de macréfagos
MEC: Matriz extracelular

MMP: Metaloproteinasas

mPGES: Prostaglandina E sintetasa microsomal
MVEC: Células endoteliales microvasculares

NFkB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGE;: Prostaglandina E,

SCC-4: linea celular de carcinoma escamoso 4
SCC-9: linea celular de carcinoma escamoso 9

TGF: Factor de crecimiento transformante

TNF: Factor de necrosis tumoral

TLR: Receptor Toll like

VCAM: Molécula de adhesion celular vascular

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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1. INTRODUCCION

Los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC) son un grupo heterogéneo de
tumores que se originan en el epitelio del tracto aerodigestivo superior; incluyendo la
cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe. De los 500.000 casos de tumores de
cabeza y cuello diagnosticados anualmente en el mundo, los carcinomas escamosos
representan el 90% y corresponden al quinto tumor maligno mas frecuente en humanos’
®. Las variables prondsticas de estos tumores son la localizacién, tamario, afectacion de

ganglios linfaticos regionales y la presencia de metastasis a distancia”"°.

Los CECC producen principalmente enfermedad loco-regional. A diferencia de los
tumores de pulmén, mama, pancreas, rinén o estbmago cuya incidencia de metastasis a
distancia es alta, los CECC presentan tasas relativamente bajas de metastasis que varian
entre el 4 y el 26% segun las series publicadas’". La frecuencia de metastasis reportada
en la literatura depende del tipo de estudio y de las caracteristicas de los pacientes
incluidos. En el momento del diagnéstico del tumor es menor al 5%'®, mientras que en
estudios realizados en autopsias, los porcentajes ascienden hasta el 40-50%'*"°. En la
mayoria de casos la diseminacion ocurre en los primeros dos afios del diagndstico. Los
principales érganos afectados son los pulmones (70-85 % de casos), seguido de hueso
(15-39%) e higado (10-30%)" "**°.

El control loco-regional de los pacientes con CECC ha mejorado en los ultimos 50 afos
gracias a la introduccion de nuevas técnicas quirurgicas, a la optimizacion en los
tratamientos de radioterapia y quimioterapia, y a la estandarizacion de los esquemas
terapéuticos. A pesar de ello, no se ha observado un incremento en la supervivencia
global, exceptuando los tumores de orofaringe los cuales se relacionan en un alto
porcentaje con el virus del papiloma humano” '*. Una justificacién de la ausencia de
paralelismo entre la mejoria en el control loco-regional de la enfermedad y la
supervivencia global, estaria en la persistencia o aumento en la frecuencia de metastasis

7, 1

a distancia y la aparicion de segundas neoplasias™ ''. El desarrollo de metastasis a

distancia disminuye la posibilidad de curacién y ocasiona un descenso dramatico en la

supervivencia” .
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INTRODUCCION

Ademas de los factores clinicos, estudios moleculares sugieren que la biologia tumoral y
susceptibilidad de los tejidos del huésped —mediadas por la expresién de determinados
patrones de genes y proteinas— son determinantes en la aparicion de metastasis linfatica
y hematogena''. Se ha demostrado que los pacientes con CECC tienen alteraciones
significativas en la respuesta inmunoldgica, inflamatoria y en la angiogénesis, las cuales
estimulan el crecimiento tumoral y desarrollo de metastasis'®. Aunque el origen de las
sefales y los mecanismos subyacentes iniciales no son del todo conocidos, se cree que
las citoquinas pro-inflamatorias producidas en el microambiente tumoral son importantes

en la progresion e invasion'®"®.

Con el descenso en la mortalidad por recurrencia loco-regional y complicaciones
perioperatorias, el fracaso en el tratamiento de las metastasis a distancia se ha
convertido en un predictor mayor de mortalidad en pacientes con CECC, y ha llevado a
que uno de los objetivos actuales en la oncologia de cabeza y cuello sea desarrollar
agentes antimetastasicos para uso clinico. El entendimiento de los mecanismos
moleculares responsables de la invasion tumoral y de la metastasis, permitiria identificar
marcadores bioldgicos con capacidad predictiva sobre el comportamiento de los CECC y

seria el punto de partida para crear agentes terapéuticos con dianas especificas.

18



INTRODUCCION

1.1. FACTORES PREDICTIVOS DE LA APARICION DE METASTASIS EN
CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO

Los factores de riesgo clinico-patologicos de aparicion de metastasis a distancia han sido
estudiados por multiples autores con el objetivo de identificar a los pacientes de alto
riesgo que se puedan beneficiar de tratamientos adyuvantes. En estudios de d6rgano-
preservacion en neoplasias de laringe, se ha visto que la quimioterapia reduce la
aparicion de metastasis a distancia” '°. Debido a que la proporcién de pacientes con
CECC que desarrolla metastasis a distancia es reducida y el tratamiento con agentes
quimioterapéuticos implica toxicidad importante, no parece adecuado aplicar protocolos

de tratamiento sistémico en todos los pacientes.

Se han identificado factores predictivos clinicos con un nivel de significacion variable
segun las series, dentro de los cuales destacan la localizacién del tumor primario, el
estadio tumoral, el control loco-regional, la presencia de metastasis ganglionares y el

grado de diferenciacion del tumor.

Los pacientes con buen control loco-regional tienen menor riesgo de aparicion de
metastasis a distancia®®?°. En un estudio realizado en 1880 pacientes con CECC en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau se encontr6é una tasa de metastasis del 10% (179
pacientes); en el grupo de pacientes con recaida loco-regional fue del 18%, mientras que
en pacientes con buen control loco-regional la frecuencia de metastasis fue del 5%
(p<0.0001)%. En otras series se han encontrado tasas de metastasis hasta del 23% en
pacientes que mantienen control loco-regional posterior al tratamiento'" 2?2 El desarrollo
de metastasis en este grupo de pacientes se genera por una diseminacion subclinica
presente desde el momento en que se realiza el tratamiento loco-regional del tumor;
estos focos metastasicos contindan su crecimiento durante el seguimiento hasta que se
hacen clinicamente evidentes®. La principal conclusién que puede obtenerse de la
valoracion de estos estudios es que el control loco-regional es necesario pero no

suficiente para asegurar supervivencia libre de enfermedad a largo plazo'".

La mayor incidencia de metastasis a distancia se observa en tumores primarios
localizados en hipofaringe’® ', Los tumores de supraglotis y orofaringe tienen un riesgo
intermedio de metastasis, y los de glotis y cavidad oral son los de menor riesgo® °. En el

analisis multivariante del estudio mencionado en el Hospital Sant Pau, la localizacion del

19



INTRODUCCION

tumor en hipofaringe y supraglotis fue un factor de riesgo independiente para el desarrollo

de metastasis®.

La extension ganglionar es un factor de riesgo significativo en todos los estudios. La
presencia de ganglios linfaticos (pN+), el numero de ganglios positivos, la afectacion
linfatica bilateral o contralateral y la localizacion de adenopatias en la parte inferior del
cuello son factores prondsticos que influyen en la aparicién de metastasis’'% '>2024 | g
presencia de metastasis ganglionares con ruptura capsular es un factor conocido de mal

prondstico aun en pacientes con ganglios menores de 3 cm o en cuellos clinicamente
N08, 9, 20, 25

El grado de diferenciacion tumoral también influye en la tendencia a metastatizar, siendo
los tumores mal diferenciados o de alto grado los de mayor riesgo”'” ?°. Los tumores
pobremente diferenciados representan células tumorales que han perdido las
caracteristicas epiteliales y son de naturaleza mas primitiva. Se correlacionan con la
transicion epitelio a mesenquima que implica el paso de células epiteliales a células
mesenquimales individuales y moviles. Lo anterior explica por qué los tumores mal
diferenciados tienen mayores tasas de extension extracapsular, invasion perineural y

linfovascular™.

A nivel molecular se han descrito factores relacionados con el riesgo de aparicion de
metastasis a distancia en pacientes con CECC como la pérdida de expresion de E-
cadherina®, la baja expresion de desmoplakina®’, la sobre-expresién de vimentina®® y el
aumento de ap-cristalina (HspB5), una proteina con capacidad de caperona frente al
VEGF . La mayoria de estas moléculas estan relacionadas con la transicién epitelial —
mesenquimal. Por otra parte, se ha estudiado la influencia de las citoquinas pro-
inflamatorias en la angiogénesis tumoral e invasion del endotelio vascular. Destaca la
interleuquina-1 (IL-1) por su sobreexpresidon en carcinomas invasivos. En modelos
experimentales de tumores pancreaticos y melanoma, la IL-1 estimula la proliferacion
tumoral y el desarrollo de metastasis a distancia mediante la induccion de angiogénesis y
el aumento de moléculas de adhesion'® ", En relacién a la influencia de la IL-1 en los
CECC, hay pocos estudios concluyentes. Se sugiere una asociacion entre la produccion

elevada de IL-1 y la aparicién de metastasis'® *4°,
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INTRODUCCION

1.2. MEDIADORES MOLECULARES Y DESARROLLO DE METASTASIS EN
CECC

En los ultimos afios el estudio del microambiente tumoral ha adquirido mayor relevancia;
se ha enfocado la atencién en los componentes del estroma y en las moléculas que en él
se producen ya que han demostrado ser determinantes en la proliferacion y adquisicion

de invasividad tumoral.

La diseminacion metastasica de un tumor no se deriva del drenaje pasivo de las células
tumorales hacia el torrente linfatico o vascular, sino que implica un proceso dinamico
dependiente de la biologia tumoral, basado en interacciones entre las células neoplasicas

y las células de los tejidos del huésped* " *".

Los CECC estan constituidos por una amalgama de tipos celulares y de mediadores
solubles que determinan en gran medida la evolucién del tumor. Ademas de las células
tumorales, lo constituyen células mesenquimales (fibroblastos, miofibroblastos y células
vasculares) e inmunoloégicas (leucocitos), las cuales se comunican a través de citoquinas
y factores de crecimiento*'. Las evidencias acumuladas indican que la interaccion entre
las células tumorales y las células del estroma y los leucocitos son particularmente
relevantes en la progresion del tumor*'™. El didlogo que se establece entre los distintos
tipos celulares constituyentes de la masa tumoral se realiza principalmente a través de
mediadores solubles. Estos inducen la activacion de factores nucleares que regulan la
expresion génica en las células presentes en el tumor. Gran parte de estos mediadores
se puede clasificar como mediadores inflamatorios a tenor de sus actividades bioldgicas y

a su invariable presencia en cualquier proceso inflamatorio.

Entre las células del estroma cabe destacar a los fibroblastos asociados al tumor y a las
células del endotelio vascular. Los mecanismos moleculares que subyacen en las
acciones protumorales de dichos tipos celulares incluyen la liberacion de citoquinas,
factores de crecimiento, prostanoides y proteasas que actian promoviendo el crecimiento
tumoral, la angiogénesis, el ataque inmunolégico y la migracién de las células tumorales
41,4448 | as células tumorales son fuente de factores que actlian sobre las células vecinas
del estroma, modificandolas hacia fenotipos que por un lado podrian considerarse pro-

49-51

inflamatorios mediante la induccién de quimioquinas y prostanoides , 'Y por otro lado

anti-inflamatorios reduciendo el ataque inmunolégico® *°.
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En el desarrollo de la metastasis se ponen en marcha una serie de pasos secuenciales,
empezando por la separacion de las células tumorales del tumor primario, seguido de la
migracion de las mismas a través de la matriz extracelular (MEC) y la membrana basal, el
paso a los conductos linfaticos y sanguineos, su supervivencia en la circulacién regional o
sistémica y finalmente la extravasacion e implantacion en ganglios regionales o en

érganos parenquimatosos a distancia * "’

. Sélo una proporcién de células tumorales con
propiedades invasivas consigue sobrevivir hasta llegar a un érgano a distancia. Para
pasar todas las etapas mencionadas, se requieren adaptaciones moleculares selectivas
que involucran la adhesion, protedlisis, angiogénesis y resistencia a la apoptosis'. En la

siguiente figura se representan los principales pasos de la metastasis.

Individual

. ©@!
Primary Tumor O —»
Y Q:ﬂ@ Tumor Cell

Q
i G:‘ Basement
O Membrane

Extracellular Matrix

". sasssssssss oy ......— Basement Membrane
Endothelial Cells

@ Vessel Lumen

éO Basement

“* Membrane

®
0::% Metastatic Tumor

Pasos secuenciales de la metastasis

Tomado de: Molecular mediators of metastasis in head and neck squamous cell carcinoma®

Los estudios realizados sobre los mecanismos moleculares de la metastasis buscan
determinar los niveles de expresion de las proteinas involucradas. Los mediadores
biolégicos que se han descrito se pueden estudiar dentro del papel que juegan en los

pasos de la cascada metastasica. A continuacion se describen los mas estudiados.
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MOLECULAS DE ADHESION:

* E-Cadherina/Cateninas

El proceso de metastasis se inicia cuando las células tumorales se desprenden del tumor
primario. Para esto se requiere una pérdida o disfuncion de los mecanismos de adhesion
célula-célula. En los tejidos epiteliales la adhesién celular esta mediada por la familia de
las cadherinas, glucoproteinas transmembrana dependientes de calcio responsables de
mantener la integridad tisular. La E-cadherina (o cadherina epitelial) es la principal
molécula implicada. La region intracelular que se encuentra en el citoplasma conecta el
citoesqueleto de actina a las cadherinas mediante un complejo de proteinas llamadas
cateninas. La disminucion o disfuncion de la E-Cadherina y de las cateninas conlleva a la
pérdida de adhesién celular con la consiguiente disociacion de células tumorales de la
masa tumoral. En varios tipos de tumores epiteliales incluyendo los CECC, se ha
observado una relacion entre la expresion reducida de E-Cadherina y la presencia de
metastasis* ?® °***°_ Esta relacién se ha verificado de dos maneras: baja expresién de
cadherina en el tumor primario en pacientes N+, y niveles significativamente menores de
cadherina en las metastasis ganglionares comparadas con los niveles del tumor
primario®* %8,

Dado que la adhesion celular mediada por la E-Cadherina depende de la integridad del
sistema de cateninas, la expresion alterada y localizacion aberrante de algunos subtipos
de cateninas se ha propuesto como predictor de metastasis®™ °**®. La baja expresion de
E-cadherina en los carcinomas también se ha relacionado un menor grado de

diferenciacion®.

* Integrinas
Para que ocurra la migracion de las células tumorales se debe establecer una adherencia
y contacto temporal entre estas y la MEC. Las moléculas de adhesion que se han

relacionado con la aparicion de metastasis son las integrinas y el receptor CD44.

Las integrinas actuan como un puente directo entre las células tumorales y la MEC. De
esta manera transducen senales captadas de los componentes de la MEC hacia las

células tumorales y dirigen la degradacién de barreras para permitir la migracion tumoral.

La familia de las integrinas esta constituida por mas de 20 proteinas transmembrana

formadas por dos cadenas (a y ) que interaccionan con componentes de la MEC. A nivel
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INTRODUCCION

intracelular interactian con proteinas que las conectan funcionalmente con el
citoesqueleto y con enzimas que desencadenan cascadas de sefalizacidén. La expresion
aberrante de integrinas se ha implicado en la invasién tumoral y en la aparicion de
metastasis en CEEC. Varios autores han encontrado niveles elevados de integrina av-6
en CEEC con diseminacién. El aumento de la integrina av-p6 ha demostrado aumentar la
movilidad celular en CEEC, asi como incrementar el crecimiento tumoral y activar vias de

degradacién de la MEC (a través de metaloproteinasas)® °" 2.

» CD44

La familia de CD44 esta formada por glicoproteinas transmembrana implicadas en la
adhesién entre células y los diferentes componentes de la MEC. Actuan como receptores
de superficie para el acido hialurénico. Hay multiples isoformas de CD44. Existe
controversia sobre la relacién entre los niveles de expresién de los CD44 y el pronéstico
de los CECC* ®. Algunos autores coinciden en que hay una expresion disminuida de
determinadas isoformas de CD44 (CD44s, v4, v5, v6, v7 y v9) durante la progresién

|58, 64, 65

tumora , mientras que otros sugieren que los CECC que expresan CD44s y

CD44v6 tienen menor supervivencia®.

ENZIMAS PROTEOLITICAS

Para que las células tumorales puedan invadir el estroma, entrar y salir del torrente
hematico/linfatico e invadir los 6érganos a distancia, se requiere la accion de enzimas
proteoliticas que degraden los componentes de la MEC y la membrana basal. Existen
cuatro tipos de enzimas proteoliticas: metaloproteinasas de la MEC (conocidas como

MMP), cistein-proteasas, serin-proteasas y aspartato-proteasas.

Las MMP son endopeptidasas dependientes de zinc capaces de degradar diversos
componentes de la MEC y la membrana basal. La expresion y actividad aumentada de
estas enzimas, en particular la MMP-1, MMP-2 y MMP-9 se ha visto relacionada con
mayor invasion, metastasis y peor pronéstico en CECC. La co-expresion de la MMP-1 y
MMPP-2 en la superficie de células de CECC parece tener un papel importante en el

desarrollo de metastasis %

. En un estudio de pacientes con CECC tratados con
radioterapia o quimio-radioterapia, el aumento en la expresiéon de MMP-9 se relaciono

con menor control local de la enfermedad y disminucion en la superviviencia®.
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Uno de los mecanismos para controlar la accién proteolitica de las MMP es la produccion
de inhibidores tisulares de metaloproteinasas (conocidos como TIMP). Los TIMP
teéricamente tendrian un efecto “anti-invasivo” y seria logico relacionar niveles elevados
de TIMP con bajo riesgo de mestastasis, sin embargo los resultados no son

concluyentes® .

Las vias de sefializacion responsables del aumento de expresién de las MMP, involucran
al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y a diversas integrinas. Niveles
elevados de EGRF en CECC se han correlacionado con el incremento de MMP

(especialmente la MMP-9)"" ",

RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) pertenece a la familia de
receptores transmembrana con actividad tirosin quinasa, compuesta por cuatro
miembros: erbB1,2, 3y 4.

Su presencia en cantidades elevadas se ha relacionado con la progresién y metastasis
en los CECC' La expresion de EGFR ha demostrado predecir la supervivencia y recaida
locorregional”” > . EI EGFR promueve la invasién y metastasis mediante el aumento de
movilidad celular, cambios en el citoesqueleto y en la adhesion celular, control de la

produccién de enzimas proteoliticas de la MEC y el estimulo de la angiogénesis.

Una de las principales enzimas activadas por el EGFR es la Fosfolipasa C Gamma1 (PLC
v-1). La PLCy-1, inducida por multiples factores de crecimiento, es importante en la
regulacién de la movilidad celular. Se cree que la sobreexpresion del EGFR en CECC
estimula a la via de la PLCy-1, la cual desencadena una migracién celular alterada propia
de los tumores en progresion. En diversos tipos de tumores, incluido el CECC, los niveles
de PLC y-1 son significativamente mas altos comparados con tejido sano. Thomas y cols
demostraron mediante experimentos in-vitro con lineas celulares de CECC que al inhibir
la sefalizacion de la PLC y-1, se disminuia la invasién de las células tumorales a través

de las barreras de la MEC°.

En la siguiente figura se presenta la via de senalizacion del EGFR con los elementos

implicados en la invasion y metastasis.
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Elementos implicados en vias de sefializacion de invasion y metastasis en CECC.

o  Launion del ligando al EGFR induce fosforilaciéon de PLC y-1 que activa la movilizacién de proteinas
modificadoras de actina mediante la hidrélisis de PIP2 (fosfoinositido bifosfato) a DAG (diacilglicerol) e IP3
(inositol trifosfato). Lo anterior conlleva al aumento de movilidad y migracion celular.

o Las integrinas presentes en la superficie celular interactian con elementos de la MEC como la fibronectina,
induciendo activacion de metaloproteinasas (MMP) que degradan la MEC vy facilitan la invasién tumoral.

Tomado de: Molecular mediators of metastasis in head and neck squamous cell carcinoma*

QUINASAS DE ADHESION FOCAL

Las quinasas de adhesién focal (FAK) son proteinas intracelulares con actividad tirosin-
quinasa que interactuan con las integrinas dentro de los complejos de adhesién focal. Su
fosforilacion esta mediada por vias de sefializacion del EGFR. Las FAK se encuentran
sobre-expresadas en CECC, generando disociacion o separacion de las células
tumorales, aumento de movilidad de las mismas e invasion* . Su sobre-expresion se

relaciona con comportamiento tumoral agresivo y afectacion ganglionar’”.

FACTORES ANGIOGENICOS

Los tumores sélidos no pueden crecer mas de 2 o 3 mm de diametro sin formar vasos
sanguineos. El desarrollo de neovascularizacion es un hecho critico para la progresion
tumoral y aparicion de metastasis'. Los protagonistas de la angiogénesis son el VEGF y
la IL-8, factores inducidos por la hipoxia y por la IL-1'®. Hay otras moléculas con

capacidad angiogénica como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y los factores transformantes o y  (TGF-a vy
TGF-B). El VEGF se encuentra sobre-expresado en la mayoria de tipos tumorales' .
La co-expresion de VEGF e IL-8 en niveles elevados se asocia a mayor agresividad del
tumor y menor supervivencia en CECC'® 7® ™ Actualmente existen tratamientos que
bloquean al VEGF o regulan su via de sefializacion' ®. El Bevacizumab, un anticuerpo
monoclonal frente al VEGF aprobado para el tratamiento de cancer de colon en
combinacién con quimioterapia, ha demostrado mejorar la respuesta al tratamiento asi

como aumentar la supervivencia global.

RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS

Las quimioquinas son una superfamilia de moléculas proinflamatorias inducibles y
secretadas, involucradas en un amplio espectro de respuestas inmunolégicas. Actuan

como quimiotacticos que activan tipos especificos de leucocitos.

La predilecciéon del desarrollo de la metastasis en un érgano especifico depende de una
variedad de factores. Una de las hipotesis mas recientes propone que los factores
quimiotacticos producidos por las células estromales e inmunolégicas llevan a las células

invasoras al tejido de potencial crecimiento secundario®’.

Dos de las quimioquinas expresadas de forma constitutiva en los ganglios linfaticos (CCL-
19 y CCL-21) comparten el receptor de quimioquina 7 (CCR7). Estudios en cancer de
mama han reportado un aumento en la expresién de CCR-7 en tumores con metastasis®.
Wang y cols®' estudiaron la expresion de receptores de quimioquinas en lineas celulares
metastasicas de CECC, encontrando de manera consistente una expresion elevada de
CCR-7 asociado a niveles de expresion disminuidos o nulos de CCR-6. Este patréon es
similar al manifestado por las células inmunolégicas durante el proceso de maduracion
normal y migracion a ganglios linfaticos desde sitios periféricos de inflamacién.
Concluyeron que el gradiente de expresion de estos dos receptores de quimioquinas,

permite a las células de CECC acceder a los ganglios linfaticos cervicales.

La siguiente tabla recoge las principales moléculas implicadas en la metastasis de CECC.
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Molécula Nivel de expresion Rol en la metastasis de CECC
E-Cadherina Disminuido Promueve disociacién de células tumorales
Cateninas Disminuido o aberrante Promueve disociacién de células tumorales
Integrinas Elevado o aberrante Promueve migracion de células tumorales
CD44 Controvertido Promueve movilidad-migracion de células tumorales
Metaloproteinasas Elevado Promueve movilidad de células tumorales a través
(MMP-1,2, 9) de la MEC y membranas basales
EGRF Elevado Promueve todos los pasos de la metastasis.

Induce a PLC y-1, FAK y MMP

PLC v-1 Elevado Promueve movilidad celular (inducido por EGFR)

FAK Elevado Promueve disociacion y movilidad de células

tumorales (inducido por EGFR)

VEGF e IL-8 Elevado Inducen angiogénesis, necesaria para la progresion

e invasion tumoral.

Receptores de CCR-6: Disminuido Dirigen a las células tumorales a los ganglios
quimioquinas CCR-7: Elevado linfaticos y tejidos de potencial crecimiento
(CCR-6y7) secundario.

Mediadores moleculares en la metastasis de CEEC

Modificado de Howell y cols*

MICROMETASTASIS Y CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

El modelo tradicional y secuencial de la diseminacion metastasica ha sido cuestionado
por algunos autores, argumentando que los sistemas vascular y linfatico estan
intimamente relacionados entre si en el tumor primario asi como en los ganglios
regionales, y por lo tanto las células tumorales tienen igual oportunidad de pasar a un
sistema u otro. Este hecho se refleja en algunas series en donde las tasas de metastasis
son similares en pacientes NO y N+ y pone en duda que la afectacion de ganglios

linfaticos cervicales sea un paso intermediario en la cascada metastasica'".

Estudios recientes objetan el concepto de metastasis como evento tardio en el cancer. En
pacientes con diversos tipos de tumores — incluidos los CECC — se ha documentado la
presencia de células tumorales circulantes con capacidad de diseminacion temprana'" .

La deteccidon de células tumorales circulantes en sangre periférica se ha relacionado con
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peor prondstico® y en algunos casos con la presencia clinica de metastasis a distancia®*
85

Sélo 0.01% de células tumorales circulantes son capaces de desencadenar crecimiento
tumoral en una localizacién a distancia’. Se desconoce la biologia intrinseca de la célula
tumoral y del huésped que permite que la célula tumoral circulante se deposite en un
tejido convirtiéendose en una micrometastasis a distancia y eventualmente en una
metastasis clinicamente detectable®*®®. En tumores de mama y colon, la presencia de
células micrometastasicas circulantes se relaciona con peor prondstico®”. En un estudio
realizado en 162 pacientes con CECC tratados quirdrgicamente, se estudio la presencia
de micometastasis en médula dsea encontrando una menor supervivencia libre de
metastasis en pacientes que presentaban micrometastasis y >2 adenopatias en el

momento de la cirugia®’.

La diseminacion de las células tumorales circulantes puede darse incluso antes de la
consolidaciéon del tumor primario. La progresion de estas células podria explicar el
desarrollo de carcinomas con primario desconocido (CUP) o N sin T%*. En pacientes que
han recibido tratamiento por cancer de mama, la presencia de células tumorales
circulantes en médula ésea se correlaciona con recaida local, lo cual sugiere que la re-
circulacion de células tumorales desde localizaciones a distancia hacia el tumor primario

contribuye a la recurrencia tumoral®.

El fallo en el control de la enfermedad metastasica puede deberse a que las
micrometastasis presentes en el momento del diagnéstico del tumor primario no son
clinicamente evidentes y por lo tanto no son tenidas en cuenta en el tratamiento inicial de
estos pacientes’’. El significado clinico de las micrometastasis debe ser estudiado con
mayor profundidad. Su presencia en determinadas situaciones clinicas apunta a que el
desarrollo de metastasis a distancia depende de la biologia tumoral mas que de la

progresion de la enfermedad a través de los linfaticos regionales'”.
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1.3. PERFILES GENETICOS RELACIONADOS CON METASTASIS A
DISTANCIA EN CECC

El proceso de la carcinogénesis resulta de la acumulacién de alteraciones genéticas y
epigenéticas que le confieren a la célula tumoral propiedades selectivas para su
crecimiento y conllevan en ultimo término al desarrollo de metastasis®®. Mas que la
alteracién en regiones aisladas de genes, la diseminacién tumoral a distancia se debe a
la suma de aberraciones en varios genes y se traduce en la desregulacion de diversas

vias moleculares®.

El potencial metastasico parece estar codificado en el material genético del tumor
primario. Asumiendo que hay cambios genéticos especificos en la célula tumoral que le
confieren capacidad de diseminacion, el estudio del tumor permitiria detectar diferencias
entre la expresion génica de tumores mestastasicos y no-metastasicos. La identificacion
de estos perfiles ayudaria a mejorar la estadificacion del TNM y a instaurar tratamientos
sistémicos apropiados®. Se han publicado varios estudios sobre las “huellas o firmas
metastasicas”, en referencia a los perfiles genéticos responsables del fenotipo
metastasico. En neoplasias de mama y prostata los resultados son prometedores; de
hecho actualmente existen perfiles genéticos en cancer de mama validados y disponibles
en el mercado®. Las tecnologias que se emplean para encontrar dichos perfiles son los
microarrays de ADN que determinan la expresion de miles de genes y la qPCR-RT
(Reaccion en Cadena Polimerasa Cuantitativa con Transcriptasa Reversa) que permite
cuantificar de manera mas precisa la expresidon de un numero mas limitado de

fragmentos de ADN.

En un estudio de 70 muestras de CECC, Colella y cols®® encontraron una correlacion
entre el perfil genético presente en la muestra de tumor primario y la muestra de tejido
metastasico (en cada individuo), indicando que el potencial metastasico viene codificado
en el tumor primario. Ademas identificaron 46 genes con expresion desregulada
relacionados con la aparicién de metastasis. Estos genes estan involucrados en procesos
de adhesién celular, remodelacién de la matriz extracelular y regulacién del ciclo celular.
Algunos de ellos han sido relacionados con el comportamiento metastasico en otras
neoplasias de origen epitelial®®. Giri y cols? encontraron que los pacientes con metastasis

a distancia expresan genes que reprimen la apoptosis y estimulan la replicacion y
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reparacion de ADN, ademas de genes relacionados con la angiogénesis y la interaccion

de la célula con la matriz extracelular tales como las cadherinas.

Roepman vy cols® compararon 45 muestras de carcinoma escamoso de cavidad oral y
orofaringe en pacientes pN+ y 37 muestras de pNO, encontrando un perfil de 102 genes
predictores de metastasis ganglionar. En la validacion independiente de 22 muestras, el
perfil predictor alcanzé una precision del 100% para los casos NO y de 77% para los N+.
En un estudio que pretendia determinar la expresién de genes implicados en metastasis
a distancia, se compararon 11 muestras de CECC de pacientes que desarrollaron
metastasis con 8 muestras de pacientes que no desarrollaron metastasis en un
seguimiento de 3 afios®. Sélo 150 genes de los mas de 17.000 estudiados presentaron
expresion diferenciada entre los dos grupos, sin que llegase a demostrarse un perfil
especifico asociado a la aparicion de metastasis. En otro estudio se analizé la expresion
de genes relacionados en la adquisicidon de metastasis a distancia en 34 muestras de
tumores primarios de hipofaringe®. Los autores identificaron 164 genes potencialmente
involucrados. Sin embargo aclararon que no se pueden considerar predictores de
metastasis debido al tamafio reducido de la cohorte y la falta de validacion cruzada de

datos.

Chung y cols' estudiaron 60 muestras de CECC mediante microarrays, las cuales fueron
divididas en cuatro subtipos con distinto comportamiento. El subtipo tumoral con peor
prondstico se caracterizé por expresar altos niveles de TGF-a y activar la via del EGFR.
Concluyeron que esta huella genética podria servir para predecir la aparicion de
metastasis y seleccionar pacientes que se pudiesen beneficiar de tratamiento con
inhibidores del EGFR. Varios de los genes identificados en el grupo de peor prondstico
(antigeno 1 del penfigoide bulloso, P-cadherina, Laminina gamma 2 y colageno XVII-a)

también han sido descritos en tumores agresivos de mama y pulmon.

Al superponer las diferentes listas de genes desregulados en CECC, la proporcion de
genes en comun es baja’. Las discrepancias en la significancia de los genes
identificados se deben a que las muestras tumorales estudiadas son de diferentes
localizaciones, al uso de diferentes plataformas de microarrays y al empleo de analisis
bioestadisticos heterogéneos. El descubrimiento de perfiles de expresién génica en los
CECC supone un gran avance en la oncologia, sin embargo se requiere de estudios que

validen su relevancia clinica.
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1.4. PAPEL DE LA IL-1 EN LA CARCINOGENESIS Y METASTASIS

Los pacientes con CECC se caracterizan por presentar alteraciones en la respuesta
inmunolégica, inflamatoria y en la angiogénesis, lo cual se traduce clinicamente en
fenotipos tumorales agresivos y de peor pronéstico'®. Estos procesos estan mediados por
citoquinas pro-inflamatorias producidas en el microambiente tumoral cuya principal

exponente es la Interleuquina 1.

1.4.1. Descripcion de la IL-1

La interleuquina 1 (IL-1) es una molécula con un interés particular por su papel
orquestador de la respuesta inflamatoria. Se trata de una citoquina pleiotropica con
funciones determinantes en la inflamacién, inmunidad y hematopoyesis®®*. Desempefia
funciones fisioldgicas diversas; desde la induccién de la permeabilidad vascular durante
la sepsis, hasta la produccion de hormonas hipofisarias o estimulacién de procesos
autoinmunes. Su produccion debe estar regulada para evitar efectos negativos sobre el

sistema vascular, endocrino, inmunolégico, hematopoyético y sobre el tejido conectivo®™
95

Los principales miembros de la familia de la IL-1 son dos proteinas agonistas: IL-1a. e IL-
1B y una antagonista: el receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra); un inhibidor fisiolégico que

se une al receptor de la IL-1 sin transmitir la sefal de activacion.

Ligandos Agonistas Ligando Antagonista

Lo g IL1Ra
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Moléculas agonistas: IL-1a e IL-1f y receptor antagonista de IL-1: IL-1Ra
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Las 11 moléculas que constituyen la familia de la IL-1 estan codificadas por 11 genes
diferentes que se localizan en el brazo largo del cromosoma 2, en la regién 2q12-q21%°.
Los genes de la IL-1a, IL-18 e IL-1Ra estan separados 430 kb. La IL-1a y la IL-1p son
codificadas por dos genes de longitudes diferentes pero con organizacién similar que
comprenden 7 exones. A nivel de DNA ambos genes muestran una homologia de
aproximadamente 45%%. Los loci polimérficos de estos genes estan implicados en una

amplia gama de enfermedades.®’
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El esquema representa los brazos corto (p) y largo (q) del cromosoma 2. La linea indica la regién del brazo largo que se describe en detalle.
Los genes de la IL-1a, IL-18, e IL-1Ra estén separados aproximadamente 430 kb. El gen de IL-18 estd localizado entre 40 y 110 kb de
IL-1a. La distancia entre IL-1a e IL-1Ra es entre 330 y 430 kb.

Localizacién de genes de la IL-1.

Tomado de: Bases moleculares de la familia de la interleuquinag7

1.4.2. Estructura y Secrecion de la IL-1

Diversos tipos de células producen y secretan IL-1 ante inflamacién, estrés u otros
estimulos ambientales. La principal fuente de IL-1 son las células del sistema inmune
innato (macréfagos y monocitos), sin embargo las células epiteliales, endoteliales y
fibroblastos también la pueden producir. La produccién de la IL-1 es inducida por
productos bacterianos como los lipopolisacaridos y otras citoquinas como el TNF, IL-2, IL-
3, IL-12, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de células madre y factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Otros inductores de la secrecién de IL-1
son el dafo tisular (hiperosmolaridad, isquemia), sustancias neuroactivas (sustancia P,
anfetaminas), moléculas inflamatorias (PCR, a -1-antitripsina, cristales de urato y de

pirofosfato de calcio), factores de la coagulacion (plasminégeno, trombina), lipidos (factor
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activador de plaquetas, LDL oxidadas) y algunos medicamentos como anfotericina-B,

bleomicina y colchicina®" %,

La IL-1p no esta presente en condiciones homeostaticas. Es producida y secretada sélo
en contexto de inflamacién. Los pacientes con procesos infecciosos e inflamatorios
presentan concentraciones plasmaticas elevadas de IL-1p, sugiriendo un rol sistémico de
esta molécula. Por el contrario la IL-1a, presente dentro de la célula en condiciones

fisioldgicas, es indetectable en fluidos del cuerpo %% %% %

Tanto la IL-1a como la IL-18 son sintetizadas como precursores de 31 KDa vy
posteriormente procesadas por proteasas para adquirir su forma madura de 17 KDa*®. La
prolL-1a es procesada por la calpaina y la IL-18 por la caspasa-1 o enzima convertidora

de IL-1p .

El precursor de la IL-1a (prolL-1a) tiene 271 aminoacidos y es sintetizado en los
ribosomas asociados a microtubulos. La prolL-1a es biolégicamente activa y permanece
en el citosol y en la superficie celular. Cuando las células mueren se libera pro-IL1a, que
puede ser clivada por proteasas extracelulares ®. La forma madura de 159 aminoacidos

se produce por accion de proteasas de membrana llamadas calpainas.

La IL-1B después de ser sintetizada, permanece inicialmente en el citosol hasta ser
clivada y transportada fuera de la célula. Para ser funcional debe ser procesada por la
enzima convertidora de IL1-p (ICE). Al parecer la pro-IL1-$ es liberada y procesada por
proteasas extracelulares (gelatinasa-B, MMP-2, 3 y 9) dando lugar a la forma madura

biolégicamente activa " %,

El IL-1Ra también es traducido como una proteina de 17 kDa. Después de su
procesamiento, es secretado al ambiente extracelular. La homologia en la secuencia
proteica de las formas maduras de IL-1B y de IL-1Ra es del 26%, similar a la existente

entre IL-1a e IL-1 B (23%) ¥'.
Como se ha mencionado, la IL-1a y p difieren en su localizacién dentro del

compartimiento celular y ambiental: la IL-1p es activa unicamente en forma de molécula

secretada, actuando de manera paracrina o sistémica, mientras que la IL-1a es activa
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dentro del nucleo, en el citosol o asociada a la membrana celular, su secrecidon es muy

limitada, por lo tanto actua principalmente por mecanismos autocrinos o yuxtacrinos % %.

1.4.3. Receptores y via de senalizacion de la IL-1

Los receptores de IL-1 pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulinas, cuyos
miembros participan en la respuesta inmune innata y en la inflamacion® '®. La
superfamilia de receptores IL-1/Toll like (TLR) incluye también receptores para la IL-18 y
para productos bacterianos. Todos ellos comparten secuencias similares en sus regiones
citosolicas; a estas regiones se les conoce como dominio TIR (receptor de interleuquina

Toll)'.

The mammalian
Toll-like receptor
signaling pathway
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Estructura y via de sefializacion de los IL-1/Toll-like receptors

Tomado de: Immunobiology: The immune system in health and disease '’

La IL-1 se une a dos tipos de receptores de membrana con consecuencias diferentes
para la célula blanco. La union al receptor tipo 1 (IL-1R1) produce un cambio
conformacional del receptor que genera la transduccién de una sefial, por lo tanto es el
receptor bioldgicamente activo. Por el contrario, el receptor tipo 2 (IL-1R2) capta a la IL-1
pero no transduce la sefal, actia como antagonista o decoy vy reduce los niveles

elevados de IL-1 %%,

El IL-1R1 es una glicoproteina transmembrana de 80 kDa que se expresa de forma
constitutiva en la mayoria de células y se une principalmente a la IL-1a. La transduccion
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de la sefal a través del IL-1R1 requiere el reclutamiento de la proteina accesoria (IL-
1RACP).

El antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) se une con afinidad al IL-1R1, sin embargo
no activa el reclutamiento de la proteina accesoria y por consiguiente no desencadena

transduccion de la sefial. La IL-1p es el ligando con menor afinidad al IL-1R1 ®" 7 1%,

El receptor tipo 2 (IL-1R2) es una glicoproteina de 68 kDa expresada en las mismas
células que el IL-1R1 con excepcion de las células endoteliales. IL-1R2 no es capaz de
transducir la sefal pues carece de un dominio citoplasmatico necesario. La accion
inhibitoria o neutralizadora del IL-1R2 se explica por dos vias: por un lado “secuestra” a la
proteina accesoria (IL-1RAcP) e impide que ésta interactie con el receptor activo (IL-
1R1), y por otra parte se une a la IL-1 sustrayéndola de los complejos de sefializacion IL-
1/IL-1R1 %,

La via de sefalizacion de la IL-1 inicia con la unién de ésta al IL-1R1. Se requiere el
reclutamiento de una proteina accesoria (IL-1RAcP) que actia como co-receptor para
formar un complejo heterodimérico. La asociacion de estas dos moléculas permite el
reclutamiento de las protein-quinasas asociadas a IL-1R1: IRAK-1, IRAK-2 e IRAK-M y de
la proteina adaptadora MyD88 (factor de diferenciacion mieloide 88). Posteriormente
IRAK se disocia de este complejo y se une a TRAF-6 (factor 6 asociado al receptor de
TNF) 94,103

Una secuencia compleja de eventos de fosforilacion/desfosforilacién y ubiquitinacion de
diferentes quinasas conlleva a la activacion de proteinas que participan en la
transduccién y translocacion de factores transcripcionales al nucleo, principalmente el

NF«B (factor nuclear kB) y la AP-1 (proteina activadora -1)'%.

A través de la proteina asociada a TRAF conocida como ECSIT (intermediario de
sefnalizacién evolutivamente conservado en las vias Toll), se produce una sefal que lleva
a la activacion de c-jun mediante el sistema de sefalizacion MAP quinasa/JNK (protein
quinasa activada por mitégeno / quinasa c-jun N-terminal). Toda esta compleja cascada
lleva a la induccién de los genes blanco de la IL-1 tales como IL-6, IL-8, MCP-1, COX-2,

lBa, IL-1a, IL-1p, MPK-1 "%,
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El siguiente esquema resume la via de sefalizacién de la IL-1.

-

IL6, TNF,
IFN 1, IFNJ,
TGF|

Via de senalizacion de la IL-1
La unién de la IL-1a e IL-1p desencadena la dimerizacién del receptor y una consecuente cascada de quinasas asociadas
al receptor de la IL-1 (IRAK) con fosforilacion de varios intermediarios proteicos de la via de sefalizacién, que finaliza con
la activacion de factores de transcripcion (principalmente NF«xB y AP-1) responsables de los efectos bioldgicos en la célula
diana. La unién del antagonista del receptor (IL-1Ra) no desencadena sefial.

Tomado de: Biocarta® IL-1 signaling pathway

1.4.4. Funciones biolégicas de la IL-1

Una de las principales actividades biolégicas de la IL-1 es la regulacién de la inflamacién.
Al igual que el TNFa, la IL-1 es considerada una citoquina “de alarma” pues da inicio a la
respuesta inflamatoria mediante la inducciéon de una cascada de genes pro-inflamatorios,
dentro de los que destacan la COX-2 (ciclooxigenasa 2), la iINOS (oxido nitrico sintetasa
inducible), la mPGES-1 (prostaglandina E sintetasa microsomal), metaloproteinasas,
quimioquinas y citoquinas °* % % La reaccién es amplificada gracias a la induccién de
sus propios genes (feedback positivo) y a la expresion de factores de adhesiéon como la
ICAM-1 (molécula de adhesién intracelular-1) e integrinas endoteliales para permitir el

paso de leucocitos del torrente sanguineo a los tejidos % %°.

En células sometidas a hipoxia aumenta la expresion de pro-IL1a. Posterior a la muerte
celular por necrosis, la pro-IL1a liberada genera una respuesta inflamatoria “estéril”. Por

el contrario, en la muerte celular por apoptosis, la IL-1a se concentra en focos nucleares
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densos y no se libera al ambiente. Esto explica porque no se genera respuesta

inflamatoria ante la apoptosis®.

En cuanto a la accion sobre el sistema inmunoldgico, se sabe que la IL-1 estimula la
proliferacion y diferenciacion de células tanto del sistema innato (fagocitos, natural killers,
granulocitos, etc) como del adquirido (linfocitos T y B). Sus efectos son mas pronunciados
sobre los linfocitos T, reflejados en la expansion de los CD4+ ante estimulos de

antigenos y en una respuesta potenciada de los mismos *.

La IL-1 también cumple un papel importante en la hematopoyesis, promueve la formacién
y maduracién de elementos formes de la sangre mediante la produccion de factores

estimuladores de colonias®™ %°.

En el cancer y la inflamacion crénica, diversas citoquinas
proinflamatorias incluyendo la IL-1f inducen la expansion de células mieloides inmaduras
dentro de la médula 6sea. Estas células salen inmaduras a la circulaciéon sistémica y
migran hacia la zona del tumor, focos inflamatorios, ganglios linfaticos y bazo.
Posteriormente las células mieloides inmaduras son activadas por productos inflamatorios

y adquieren propiedades inmunosupresoras e invasivas *.

1.4.5. IL-1 y Carcinogénesis

Estudios realizados en modelos murinos han encontrado que la sobre-expresion de IL-1 a
nivel gastrico y hepatico esta relacionada con la presencia de inflamacién espontanea, el
desarrollo de lesiones pre-neoplasicas y en algunos casos la aparicion de tumores. En
ratones con aumento de expresion de IL-1p en células epiteliales gastricas se observo
una respuesta inflamatoria local exacerbada, desencadenada por activacién del NK-kB,
que llevé al desarrollo de hiperplasia y carcinogénesis de las células gastricas'™. De
forma similar, la sobre-expresion de IL-1a en hepatocitos generd una cascada de eventos

que contribuyeron al desarrollo de carcinoma hepatocelular'®.

Krelin y cols'® demostraron una relacién entre la inflamacién desencadenada por la IL-1
y la induccién de carcinogénesis quimica en ratones tras la administracion de 3-
metilcolantreno (3-MCA), un carcindégeno implicado en la iniciacion y progresion tumoral.
Concluyeron que la carcinogénesis por 3-MCA esta sujeta a fendmenos inflamatorios

dependientes de la expresion de IL-1.
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La IL-1 se encuentra en concentraciones elevadas en el ambiente tumoral donde es
producida por las células inmunoldgicas, estromales y por las mismas células malignas.

La evidencia indica que la IL-1 promueve el crecimiento e invasividad del tumor'® 740 107.

% no obstante podria estar involucrada en mecanismos de inmunidad anti-tumoral®.

La localizacion de la molécula de IL-1 dentro del compartimiento celular determina sus
funciones biolégicas. La IL-1a asociada a la membrana tiene una accidn
inmunoestimuladora, actia como molécula de adhesion permitiendo interaccién con
células efectoras del sistema inmune. La IL-1a citosdlica, también conocida como Pro-
IL1a, ejerce control sobre la proliferacién celular, regula el ciclo celular y la apoptosis.
Pertenece al grupo de “citoquinas con funciéon dual” ya que puede entrar en el nucleo e
inducir las funciones homeostaticas y por otra parte liberarse al microambiente ante la

necrosis iniciando la reaccion inflamatoria®.

La IL-1 secretada (principalmente IL-1B) tiene acciones antagonicas segun su
concentracion: en bajas dosis parece inducir inflamacion y activacion de inmunidad
protectora, mientras que en altas dosis genera reacciones inflamatorias extensas con
dafio tisular, necrosis y aumento de invasion tumoral . En la siguiente figura se
resumen los efectos biolégicos de la IL-1 en el microambiente tumoral en funcion del

patréon de expresion de la molécula.

Secreted IL-18 Membrane-associated IL-1a | Cytosolic IL-1a
0. |
. @ —
. . o ] <
. -
o & s + %
/\
Differentatior
Broad Local
i""“’“'""‘\i:" inflammation - —
B K | Gene expression|
hO N Mo - B :
. W Non-adaptive Anti-tumor immunity
EC immunity
¢ | Growth control |
Growth factors Specific immunity

Metalloproteinase
Adhesion molecules S
Angiogenesis | Tumor cell eradication

I's

Tumor invasiveness } [Tumor cell eradication

Patrén de expresion de IL-1 y efectos biolégicos en el ambiente tumoral.

Tomado de: Interleukin-1 a major pleiotropic cytokine in tumor-host interactions®®
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El efecto que predomina en determinada red de citoquinas esta influenciado por diversos
factores tales como el tipo de interleuquina, la concentracion, forma y localizacion de la
molécula dentro del compartimiento celular, el tipo de neoplasia y el estadio tumoral *°. El
tipo de IL-1 que predomina en un tumor varia en funcién de la histologia y localizacién del
mismo. Eralaj y cols'® encontraron que las lineas celulares de carcinoma escamoso y
melanoma presentaban un incremento de IL-1a, mientras que tumores de colon y

pulmén presentaban mayor cantidad de IL-1p.

La IL-1 promueve la expresidn de genes pro-metastasicos como metaloproteinasas,

factores angiogénicos (VEGF), factores de crecimiento, citoquinas (IL-6, IL-8, TGF- vy

95,94

TNF-a) y moléculas de adhesion™™". La estimulacion de factores angiogénicos y factores

de adhesién es determinante en el crecimiento del tumor y en el desarrollo de

95,94,93

metastasis En el siguiente esquema se representa el modelo de crecimiento

tumoral y metastasis inducido por la IL-1.

Endothelial Cell

Transcription Factors

t NF-xB
Pe
Tumor Cell haT=l

Stromal Cell Proliferative & Tumor
Angiogenic Proteins Growth

t VEGF
e N —0 1L
tIL-8

t MMPs

t MIP-1 » Metastasis
t bFGF
IL-1 t Tissue Factor

Adhesion Molecules
t E-selectin
t vCAM
Infiltrating Cell

Modelo de crecimiento tumoral e induccién de metastasis mediado por IL-1.
Tomado de: Interleukin-1 and cancer progression: the emerging role of interleukin-1 receptro antagonist as a novel

therapeutic agent in cancer treatment **

En modelos experimentales de melanoma se ha visto que la administracion de IL-1 tras la
inyeccion de células tumorales incrementa el nimero de metastasis®'. Por otra parte, la
intervencion farmacoldgica con bloqueantes del receptor de la IL-1 o la supresién de la

IL-1, reduce las metastasis en diversos modelos '® 3" 94199,
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La IL-1 induce la expresion de moléculas de adhesion como la VCAM-1 (molécula de
adhesiéon celular vascular-1) y la ICAM-1 (molécula de adhesién intercelular-1) en el
endotelio vascular, y promueve la formacién de prostaglandina E, (PGE,)** %" 11011 | g
PGE; es un prostanoide con actividad pro-tumoral que a su vez induce la proliferacion e
inhibe la apoptosis de las células tumorales; promueve la metastasis y la angiogénesis
mediante la induccion de MMPs, VEGF y FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), la

supresion del ataque inmune vy la inflamacion crénica®> "2,

La habilidad de la IL-1 para promover la proliferacién tumoral y metastasis esta mediada
en gran parte por el desarrollo de neovascularizaciéon'®. La IL-1 junto con la hipoxia son
los principales reguladores de la expresién de VEGF, que es a su vez el factor
angiogénico de mayor relevancia'® ' % 1% Otros factores pro-angiogénicos como el
1%,

FGF, la IL-8 o la PGE, también estan regulados por la IL- La supresion de la

expresion de la IL-1 o la incorporacion al medio del antagonista del receptor de la IL-1,
reduce la angiogénesis experimental in vitro promovida por células tumorales'” ** %, En
ensayos de permeabilidad endotelial in vitro en lineas de melanoma se observé que solo
las lineas con produccion de IL-1 presentaban aumento en la permeabilidad, la cual se

inhibia mediante la aplicacién de IL-1Ra’®.

En los tumores en progresion se producen citoquinas inducidas por la hipoxia como la IL-

16. 113 realizaron

1, IL-6, IL-8, el VEGF vy el factor de necrosis tumoral'®*. Chen y cols
estudios en modelos murinos de carcinoma escamoso oral y cutaneo en progresion, asi
como en tejido tumoral de pacientes con CECC, encontrando expresion incrementada de
IL-1a, IL-6, IL-8, GM-CSF y VEGF. En pacientes con CECC observaron un aumento
significativo en los niveles séricos de IL-6, IL-8 y VEGF, comparado con controles sanos y
con pacientes con papilomas escamosos benignos. Un 75% de los pacientes que
desarrollaron enfermedad progresiva, presentaba aumento de alguna de las citoquinas

proinflamatorias.

Hay evidencias que demuestran la presencia incrementada de citoquinas pro-
inflamatorias en diferentes tumores sdlidos en progresiéon. Los pacientes con tumores
productores de IL-1 tienen en general mal prondstico’® * % "'* Concretamente la IL-1

esta sobre-expresada en varios tipos de tumores metastasicos. La mayoria de estudios

35-37 30-34, 94

han sido realizados en tumores invasivos de pancreas y melanoma , aunque

y

38-40 30, 115 18, 116
C

también se ha reportado su rol en CEC , neoplasias de mama , pulmon

prostata®. Otras citoquinas como la IL-6 se han correlacionado con el estadio tumoral en
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117, 118

pacientes con tumor epitelial ovarico , carcinoma renal metastasico''®, carcinoma

12
IO

colorrecta y carcinoma escamoso de eséfago’?’. Se ha observado aumento en la

expresion de IL-8 en cancer colorrectal’®, carcinoma hepatocelular'?’, melanoma
metastasico'®® y cancer de endometrio’®*. Los pacientes con carcinoma invasivo de

mama y cancer pulmonar de célula pequefia presentan aumento de VEGF sérico'® '%°.

1.4.6. Mecanismos potenciales de bloqueo de laIL-1 en CECC

Existe una relacion entre la inflamacion crénica y la carcinogénesis. La respuesta
inflamatoria autolimitada que se desencadena ante injurias tisulares, se ve descontrolada
en procesos neoplasicos donde el estimulo continuo de las células tumorales genera una

produccién exagerada de citoquinas y quimioquinas®’*.

Teniendo en cuenta el rol de la IL-1 en la progresion del cancer, los mecanismos de
bloqueo de IL-1 estudiados para frenar el curso de enfermedades inflamatorias podrian
extrapolarse a los tumores de cabeza y cuello. Hasta le fecha, se han aprobado 3
agentes para bloquear la actividad de la IL-1 en enfermedades inflamatorias: el receptor
antagonista de IL-1: Anakinra (Kineret®), el receptor decoy soluble: Rilonacept

(Arcalyst®) y el anticuerpo monoclonal anti-IL1p: Canakinumab (llaris®)®.

La forma recombinante del receptor antagonista de la IL-1 (IL-1Ra) conocido como
Anakinra, fue el primer tratamiento biolégico anti IL-1 aprobado para la artritis reumatoide
asi como para otras enfermedades reumatoldégicas y sindromes inflamatorios
sistémicos®™. IL-1Ra es una proteina presente de manera fisioldgica que bloquea
competitivamente los receptores de IL-1 en linfocitos T y fibroblastos, por lo tanto inhibe
la actividad de la IL1-a y B. ElI Anakinra tiene buena absorcién en humanos, excelente
perfil de seguridad y se puede administrar por diversas vias®. Su vida media corta (4-6
horas) implicaria una administracién diaria en pacientes con cancer. Los receptores de IL-
1 se regeneran rapidamente por lo tanto seria necesario administrar dosis elevadas para
conseguir niveles sostenidos de IL-1Ra capaces de saturar los receptores de IL-1 y

neutralizar tanto el crecimiento tumoral como la angiogénesis'® *.

La aplicacién de
Anakinra en el tratamiento del cancer se encuentra en investigacion. Su administracion
aislada o en combinacién con quimioterapia seria una herramienta util en tumores

productores de IL-1"8 " %,

42



INTRODUCCION

Se han realizado estudios con IL-1Ra en diferentes tipos de tumores con el objetivo de
dilucidar sus mecanismos de accion y comprobar su efectividad como agente
antineoplasico®. Voronov y cols®® realizaron un estudio experimental en modelos murinos
de melanoma, adenocarcinoma de mama y prostata y encontraron menor aparicion de
metastasis en ratones knockout con inactivacién de IL-18. En ratones no modificados
genéticamente (wild type) demostraron una disminucidn en la angiogénesis y el
crecimiento tumoral mediante el uso IL-1Ra. Los resultados de dicho estudio se

presentan en las siguientes graficas.

] j ]
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Cuantificacion de la densidad microvascular (MVD) en muestras de ratones con melanoma WT (wild type) y KO
(knockout) para IL-1p. (A) Se compara la MVD en ratones WT, IL-1p KO y en ratones IL-1f KO al adicionar IL-1a.. (B) Se
observa la disminucién en la MVD al adicionar 50 y 100 mcgr de IL-1aRa humana recombinante.

Tomado de: IL-1 is required for tumor invasiveness and angiogenesis30

En otro estudio realizado en lineas celulares de adenocarcinoma de colon, se observd un
bloqueo en la produccion de VEGF tras la administracion de IL-1Ra. Se cuantificaron los
niveles de IL-1p, IL-1Ra y VEGF, encontrando que cuanto menor era el ratio IL-1Ra/IL-1p
(es decir mayor cantidad de IL-1B), mayor era la concentracion de VEGF'?. Elaraj y
cols' estudiaron xenoinjertos de varios tipos de tumores humanos implantados en
ratones y encontraron que la administracion sistémica de IL-1Ra disminuyé el crecimiento
tumoral, la densidad de vascularizacion y el desarrollo de metastasis en los casos de
tumores con secrecion significativa de IL-1 (no asi en las lineas tumorales no productoras
de IL-1). Concluyeron que el receptor antagonista actua mediante el bloqueo de
receptores de IL-1 y mediante inhibicion de otras moléculas angiogénicas del

microambiente tumoral como IL-8 y VEGF.

La neutralizacion de la IL-1 mediante anticuerpos anti IL-1p (Canakinumab) o a través del
receptor decoy soluble IL-1R2 (Rilonacept) también ha demostrado efectividad en el

tratamiento de enfermedades inflamatorias® *°. El IL-1R2 y el IL-1Ra acttan de forma
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sinérgica para bloquear la actividad de la IL-1. La combinacion de estas dos moléculas

podria ser de utilidad en el tratamiento del cancer® '%.

Otras aproximaciones terapéuticas para bloquear la IL-1 como anticuerpos anti IL-1q,

)129

inhibidores de la enzima convertidora de IL-1p (Caspasa 1)“, “atrapadores de

citoquinas”'®

0 vacunas dirigidas contra la IL-18, se encuentran en estudio. Los
experimentos con vacunas han demostrado efectos antitumorales durante los primeros
dias tras la inoculacién, sin embargo generan efectos colaterales importantes
secundarios a la respuesta inflamatoria exagerada®. Los resultados tras inoculacién de
IL-18 son variables; en algunos modelos activa la inmunidad antitumoral mientras que en
otros parece aumentar la capacidad de invasién de las células malignas. La
contradiccion en los resultados puede ser debida al uso de diferentes dosis de IL-1, a la

aplicacion en tumores con diferente histologia, estadio y red local de citoquinas ** %°.

44



2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

45



46



2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

JUSTIFICACION

Una de las principales causas del deterioro en la supervivencia de pacientes con CECC
es la aparicion de metastasis a distancia. Los factores de mal prondstico clinico-
patoldgicos contemplados en la practica clinica tienen una capacidad limitada para
predecir el riesgo de metastasis a distancia, lo cual hace necesaria la identificacion de

nuevos marcadores precisos y fiables.

La diseminacién metastasica es un proceso activo que se genera a partir de células
tumorales que han adquirido propiedades que les confieren la posibilidad de migrar del
tumor primario y depositarse en 6rganos a distancia. Este complejo proceso requiere de
la interaccién entre células tumorales, moléculas del microambiente y factores del

huésped.

Estudios sobre biologia tumoral han encontrado que las citoquinas producidas por el
tumor y el estroma circundante son moléculas importantes en la patogenicidad y
progresion de los CECC. La IL-1 es una citoquina con propiedades proinflamatorias,
proangiogénicas e inmunoreguladoras que estimula el crecimiento tumoral y parece estar
implicada en el desarrollo de metastasis.'® La presencia de niveles elevados de IL-1 en
diferentes tipos de tumores solidos se ha asociado con mayor agresividad y peor
prondstico. ' % % En pacientes con CECC, la IL-1 podria estar relacionada con los

mecanismos que promueven la aparicion de metastasis.

El disponer de biomarcadores con capacidad de detectar el riesgo de metastasis a
distancia, tendria una marcada relevancia en el prondstico de pacientes con CECC, ya
que permitiria identificar a aquellos pacientes con alto riesgo e implementar tratamientos

adecuados y oportunos para impedir la aparicion de metastasis a distancia.
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La hipodtesis del presente estudio es que la expresion de la IL-1 juega un papel relevante
en la diseminacion metastasica en pacientes con CECC, existiendo una relacion entre los

niveles elevados de IL-1 y la aparicion de metastasis a distancia.
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3. OBJETIVOS

Objetivo principal:
Determinar la existencia de una relacion entre los niveles de expresion de la IL-1 y el

riesgo de aparicidon de metastasis a distancia en pacientes con carcinoma escamoso de

cabeza y cuello.

Objetivos secundarios:

Establecer una relacion entre las variables clinicas (localizacién del tumor, extensién
loco-regional, tratamiento) y los niveles de IL-1 con la aparicion de metastasis a distancia
en una muestra de pacientes con CECC tratados en el Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau.

Comparar los niveles de expresién de los componentes de la familia de la IL-1 en

muestras de tumor y en muestras de mucosa sana.

Determinar la expresion de los componentes de la familia de la IL-1 en un panel de
diferentes lineas de CECC.

Estudiar los posibles mecanismos mediante los cuales actia la IL-1 en el desarrollo de

metastasis: estudios de adhesién endotelial y transmigracién celular.

Estudiar el efecto in-vitro que tiene el receptor antagonista (IL-1Ra) en lineas de CECC.
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4. PACIENTES Y METODOS

4.1. PACIENTES

Se obtuvieron biopsias de tumor de 154 pacientes consecutivos afectos de CECC
confirmado histoléogicamente, tratados en nuestro centro con intencidn radical entre 2004
y 2010. Todos los pacientes fueron evaluados por el Comité de Oncologia y la decision
terapéutica (quimioterapia de induccion, cirugia, radioterapia o quimio-radioterapia) fue

basada en los protocolos institucionales.
Los datos clinicos fueron extraidos de una base de datos en la cual se registra la
informacion (estatus clinico, caracteristicas del tumor, tratamiento y seguimiento) de

todos los pacientes con CECC atendidos en nuestro centro desde 1985 ™.

En la siguiente tabla se describen las caracteristicas de los pacientes incluidos en el

estudio.

Caracteristicas N° pacientes (%)

Numero de pacientes 154

Edad 62.5 afios (Rango: 38.1 - 92.3 afos)

Sexo Masculino 139 (90.3%)
Femenino 15 (9.7%)

Localizacién del tumor Cavidad oral - Orofaringe 65 (42.2%)
Laringe - Hipofaringe 89 (57.8%)

Categoriade T T1-2 80 (51.9%)
T3-4 74 (48.1%)

Categoria de N cNO 90 (58.4%)
cN+ 64 (41.6%)

Diferenciacién tumoral Bien diferenciado 9 (5.8%)
Moderadamente diferenciado 128 (83.1%)
Mal diferenciado 17 (11%)

Tratamiento Cirugia + radioterapia 43 (27.9%)
(Quimio)-radioterapia 111 (72.1%)

Quimioterapia de induccion No 112 (72.7%)
Si 42 (27.3%)
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La media de seguimiento de los pacientes fue de 4.8 afos (rango: 2.3 a 10 afos).
Durante el periodo de seguimiento, 46 pacientes (29.9%) presentaron recidiva local, 23

pacientes (14.9%) recidiva regional y 18 pacientes (11.7%) metastasis a distancia.

Este estudio forma parte de un proyecto de investigaciéon desarrollado con la ayuda de
las becas FIS “Papel del eje IL-1/NF-kB en los carcinomas escamosos de cabeza y
cuello” (P111/02380) y “Herramienta de prediccion de respuesta a la radioterapia basada
en la expresion de genes relacionados con la transicion epitelial-mesenquimal en cancer
de cabeza y cuello” (P114/01918), aprobado por el comité de ética de investigacion clinica
del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y bajo los principios de la Declaracion de

Helsinki.

4.2. METODOS

Todas las determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Angiologia, Biologia
Vascular e Inflamacion (LABVI) del Instituto de Investigacion Biomédica del Hospital Sant

Pau, dirigido por el Dr. Luis Vila.

Analisis de la expresion del mRNA

Inmediatamente tras la obtencién de las biopsias, una parte del tejido se estabilizé
mediante inclusién en RNA-later (Quiagen GmbH, Hilden, Alemania) y se almacend a -
80°C hasta su procesamiento. Los tejidos fueron homogeneizados en 1 ml de Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). La extraccion del RNA se realizé siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para las células en cultivo el RNA total se extrajo usando Ultraspec
(Biotecx Laboratories, Inc., Houston, TX) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La transcripcién inversa se realizo a partir de 1 ug de RNA con el kit “High-CapacitycDNA
Archive Kit” con hexameros aleatorios (Applied Biosystems, Foster City, CA). La
expresion de RNAm se estudido mediante PCR a tiempo real en un ABI Prism 7900HT

utilizando ensayos predisefiados validados (TagMan Gene Expression Assays, Applied
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Biosystems) y parametros de amplificacion universales. La expresion relativa de cada

transcrito se expresé como el cociente de transcrito del gen/ transcrito $-actina.

Determinacion de IL-1a liberada por las muestras tumorales de CECC (Obtencion

del Secretoma)

Para esta parte del estudio se utilizaron biopsias de tejido tumoral de 35 pacientes.
Fragmentos de tejido de 100-200 mg se incubaron en 0.5 mL de DMEM (Biological
Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) sin suero durante 48 horas en la estufa de CO2.

El medio de cultivo se almacend a -80°C hasta el analisis de la IL-1a..

Cultivo de células tumorales

Se obtuvieron lineas SCC-4 (CRL-1624™ carcinoma de lengua) y SCC-9 (CRL-1629™,
carcinoma de lengua) de la Coleccion Americana de Cultivos (ATCC®: American Type

Culture Collection) y se cultivaron segun indicaciones del proveedor.

Aislamiento y cultivo de células endoteliales microvasculares humanas (MVEC)

Las células endoteliales microvasculares humanas (MVEC) se aislaron de prepucio de

49 %0) " Todos los estudios

humano adulto (descripcion de la técnica en referencias
experimentales se realizaron con MVEC purificadas con Dynabeads® CD-31 entre los

pases 2y 6.

Analisis de la expresién proteica de IL-1a e IL-1$
El analisis cuantitativo de IL-1a e IL-18 en el medio de cultivo se realizé mediante ELISA

especifica de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La IL-1a se obtuvo de R&D

Systems (Minneapolis, MN) y la IL-1p de eBioscience (San Diego, CA).
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Transfeccion de células tumorales: plasmido/siRNA

Para los experimentos de knockdown de genes se silencio la IL-1a, (siRNA ID:s7266) y
como control negativo se utilizd una secuencia aleatoria (Silencer™ control negativo#1
ID:4390843) de Ambion®. Para la transfeccion se empled un plasmido que codifica la
secuencia completa de IL-1a. pCMV6-IL-1a (SC324639) y como control negativo el vector
vacio PrecisionShuttle mammalian vector pCMV6-AC (PS100020) de Origene
Technologies (Rockville, MD).

Se realiz6 transfeccion del siRNA y de los plasmidos mediante nucleofeccién utilizando
Nucleofector™ (Amaxa Inc) y el kit “Amaxa Cell Line Nucleofector kit V” siguiendo las

recomendaciones del fabricante'2.

Se suspendieron 3-5 x 10° células en la fase exponencial de crecimiento en 100 pL de
“Nucleofector Solution V”, se mezclaron con 3 ug de siRNA o plasmido y se realizd
electroporacion con el programa X-001. Posteriormente, las células fueron suspendidas
en 500 yL de medio de cultivo atemperado y se cultivaron en medio completo por 6
horas. Transcurridas las 6 horas se cambio por medio sin suero conteniendo 0.5% BSA.
La sobre-expresion y el bloqueo o knockdown de genes se verifico midiendo los niveles

de IL-1a en el medio de cultivo mediante ELISA.
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lzquierda: Técnica de Knockdown mediante silenciamiento de RNA (siRNA) . Derecha: transfecciéon con plasmido

Esquemas tomados de la pagina web de: Santa Cruz Biotechnology e Ibidi® respectivamente
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Ensayos de adhesién de células tumorales y migracion transendotelial

Las células tumorales se mantuvieron durante una noche en medio sin suero con 0.5%
BSA, se tripsinizaron y se suspendieron en PBS a una densidad de 1x10° células/mL. Se
adicion6 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil-indocarbocianina perclorato (Dil, Sigma) en
etanol para conseguir una concentracion final de 10 pg/mL y se incubaron durante 1 hora
a 37°C. Después de realizar un doble lavado de las células con medio sin suero, estas se

suspendieron en DMEM con 0.5% BSA a una densidad celular adecuada.

Para el experimento de adhesion, las MVEC se cultivaron en placas de cultivo de 12
pocillos hasta la confluencia. Posteriormente se trataron o no con IL-13 por 24 horas en
MCDB con 1% SBF. Para los ensayo de adhesién las células MVEC se lavaron dos
veces con PBS y se anadieron 0.5mL de DMEM con 1% FBS. Se mantuvieron en estufa
de cultivo a 37°C durante 5 minutos y seguidamente se adicionaron 1x10° células
tumorales marcadas fluorescentes suspendidas en 0.5 mL de medio y se incubaron a
37°C por 30 minutos. Las células no adheridas se lavaron exhaustivamente con PBS tras
lo cual se afadieron 150 pL de 1% Triton X-100 a cada pocillo. La fluorescencia se midio
en un Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (Biotek) usando un set de filtro
530/590. El numero de células se determind mediante una curva de numero de

células/fluorescencia, que se realizo en cada ensayo.

EXPERIMENTO A
ADHESION

A\ \i
\ \
. 2
2 \@/
4 B8®e o U
Cultive de MVEC +/-1L-18 + células tumorales - Lavado de células no
adheridas
24 h - Medicion de células

adheridas por fluorescencia
*También se realizé el
experimento afadiendo
medio condicionante de
SCC-4 y SCC-9
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Para los experimentos de transmigracién endotelial, las MVEC se colocaron en insertos
de cultivo Millicell (Millipore, Billerica, MA) placa de 24 pocillos 8-um PET y se dejo que
formaran una monocapa confluente. Una vez alcanzada la confluencia, el medio de
cultivo de los insertos se extrajo y los insertos se transfirieron a nuevos pocillos con 600
uL de DMEM sin suero con 0.5% BSA. Se afiadieron 2.5%10° células tumorales marcadas
fluorescente en 0.35 mL de medio a la parte superior de los insertos y se dejo que
transmigrasen a través del endotelio por 24 horas. Transcurridas las 24 horas se
eliminaron las células que no migraron y los insertos se colocaron en nuevos pocillos que
contenian 0.5% tripsina en PBS. Las células desprendidas se centrifugaron y se lisaron.

La fluorescencia se midi6 de la misma forma que en los experimentos de adhesion.

EXPERIMENTO
TRANSMIGRACION
\\ \ Elim ndvf:rd:.(;;l;:s que no
P

24h

|
|
|
<

Transrmigracion

> ~ [ < ik ’
S \MVEC en insertos de cultivo + células tumorales (SCC) Células tumorales han migrade

4.3 METODOS ESTADISTICOS

Para los datos con una distribucion normal, la comparaciéon entre dos variables se llevo a
cabo con el test t-Student. Cuando los datos no seguian una distribucion normal, se
utilizé el test no paramétrico U de Mann-Whitney (o Wilcoxon Rank Sum Test). Para

determinar la asociacion entre variables, se realizd una transformacion logaritmica en
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base 10 con la finalidad de normalizar la distribucion de las variables. Asi una vez
normalizados los datos, se utilizd el test de correlacion de Pearson. Se consideré6 como

[T 1]

significativo un valor de “p” menor de 0.05.

Se utilizé el método de arbol de clasificacion y regresion (CART) para categorizar el valor
continuo del nivel de expresion de mRNA de IL-1a, considerando la aparicion de
metastasis a distancia como variable dependiente. Mediante el analisis CART se

dividieron los datos en segmentos homogéneos de acuerdo a la variable dependiente.

La supervivencia libre de metastasis a distancia se calcul6é segun las categorias definidas
por el arbol de clasificacién y regresion, usando el método de Kaplan-Meier. Las

diferencias entre las tasas de supervivencia se compararon mediante el test log-rank.

Se realizé un analisis multivariante usando el modelo de regresion de Cox. Se tomdé como
variable dependiente la supervivencia libre de metastasis a distancia y como variables
independientes: la localizacién del tumor primario (cavidad oral — orofaringe vs. laringe-
hipofaringe), extension local (T1-2 vs. T3-4), extension regional (NO vs. N+), tipo de
tratamiento (cirugia + radioterapia vs radioterapia/quimioterapia), uso de quimioterapia de
induccion y categoria de IL-1a definida por método CART. El analisis estadistico se

realizé con software SPSS v. 17.0 (SPS, Chicago, IL) y software Sigma-Plot.
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS CLINICOS

5.1.1. Comparacion de los niveles de expresion transcripcional de IL-1 entre el

tumor y las muestras de mucosa sana

Las siguientes figuras muestran la distribucidén de los valores de expresién transcripcional
de la IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-1R1, IL-1R2 y IL-1RacP en las muestras de mucosa normal

y de tumor.

IL1a

i %Y % % § %8 ¥y 3 3% 8 3

*
Wcoa'o sana Tumor Mucosa sana Tumor

Lira

F...

Mucosa sana Tumor Mucosa sana Tumor

IL1R2

Mucosa sana Tumor ‘ Mucosa sana Tumor
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La siguiente tabla muestra los valores de significacién estadistica en la comparacion de
los niveles de expresion de los diferentes genes implicados en la via de la IL-1 entre la

mucosa sana y el tumor (test de Wilcoxon para datos apareados).

P
IL-1a 0.6
IL-1B 0.0001
IL-1Ra 0.0001
IL-1R1 0.537
IL-1R2 0.049
IL-1RacP 0.264

Las muestras de tumor contaron con unos niveles de expresiéon de IL-1
significativamente superiores comparados con la mucosa sana, apareciendo la situacion
contraria para el IL-1Ra. En el caso del IL-1R2, las muestras de tumor presentaron una
expresion inferior a la mucosa sana, con unas diferencias al limite de la significacion
estadistica. No aparecieron diferencias entre la mucosa sana y el tumor en la expresion

de los genes responsables de la codificacion de la IL-1a, IL-1R1 y IL-1RacP.

5.1.2. Correlacion entre los niveles de expresion transcripcional de la via IL-1 en el

tumor

Existi6 una correlacién significativa entre los valores de expresion de los diferentes
componentes de la via de la IL-1, siendo especialmente manifiesto el elevado grado de

correlacion que aparecié entre los valores de la IL-1a. y la IL-1P.

IL-1a IL-1B IL-1ra IL-1R1 IL-1R2 IL-1RacP
IL-1a Pearson Correlation 1 ,901 ,434 , 752 ,430 ,920
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL-18 Pearson Correlation ,901 1 422 , 738 427 ,865
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL-1ra Pearson Correlation 434 422 1 527 , 758 467
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL-1R1 Pearson Correlation , 752 , 738 527 1 471 ,886
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL-1R2 Pearson Correlation ,430 427 , 758 471 1 435
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL-1RacP Pearson Correlation ,920 ,865 467 ,886 ,435 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

66




RESULTADOS

5.1.3. Relacion entre la expresion transcripcional de IL-1 y el control de la

enfermedad

De los 154 pacientes incluidos en esta parte del estudio, un total de 46 pacientes (29.9%)
tuvieron una recidiva local del tumor, 23 (14.9%) una recidiva regional y 18 (11.7%)

metastasis a distancia.

Se procedié a comparar los valores de expresion transcripcional a nivel del tumor de los
componentes de la via de la IL-1 en relacién con la supervivencia ajustada y el control
local, regional y a distancia de la enfermedad. La siguiente tabla muestra los valores de la

significacion estadistica en funcién del control de la enfermedad,

L1l IL-1B IL-ira  IL-1R1 IL1R2  IL-1racP
Supervivencia 0328 0,989 0851 0,778 0,944 0,178
Control local 696 423 549 317 541 104
Control regional 012 215 200 842 226 472
Control a distancia 016 879 193 422 327 233

Tan solo aparecieron diferencias significativas para los niveles de expresion de la IL-1a

en el control regional y a distancia de la enfermedad.

La siguiente figura muestra la distribucién de los valores de expresién de la IL-1a en

funcién de la presencia de recidiva de la enfermedad a nivel regional o a distancia.

04 2004

204

IL-1a

5 1
No N N No M ™

No aparecieron diferencias significativas en los valores de expresién transcripcional de la

IL-1a en funcidn de la localizacion primaria del tumor (cavidad oral-orofaringe versus
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laringe-hipofaringe), la afectacion regional en el momento del diagndstico (NO versus N+)
o el tipo de tratamiento empleado (cirugia * radioterapia versus radioterapia-
quimioradioterapia). Los pacientes con tumores iniciales (T1-T2) contaron con unos
niveles de expresion de IL-1a. mas reducidos que los pacientes con tumores localmente
avanzados T3-T4 (student t-test, P=0.043). La siguiente figura muestra la distribucion de
los valores de transcripcion de IL-1a en funcién de la categoria de extension local del

tumor en el momento del diagnostico.
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A continuacion se procedio a establecer la existencia de un punto de corte con capacidad
pronodstica para definir diferencias en el riesgo de aparicién de recidiva a nivel regional o
a distancia mediante una técnica de particion recursiva. El modelo CART no encontré un
punto de corte en los valores de IL-1a con capacidad para clasificar los pacientes en
funcion de la aparicion de una recidiva a nivel regional. Por el contrario, se clasificé a los
pacientes en funcion del riesgo de aparicion de metastasis a distancia, tal como aparece

en la siguiente figura.

Node O
Categony % n
r——-=-1 0000 883 136
| = 0,000 ! ® 1,000 117 18
} ™ 1.000 Total 1000 154
| [=]

IL-1a

Improvement=0,018

<= 31,7364017227777 » 31,7364917227777

Node 1 Node 2
Categony % n Categony % n
¥ 0,000 951 97 0,000 750 39
B 1,000 49 5 N 1,000 250 13
Total 66,2 102 Total 338 52
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Utilizando la aparicion de metastasis a distancia como la variable dependiente, el modelo
CART clasificé a los pacientes en dos categorias: pacientes con expresién baja (n=102,
66.2%) y elevada (n=52, 33.8%) de IL-1a. La siguiente figura muestra las curvas de
supervivencia libre de metastasis a distancia en funcion de la categoria de expresion de

IL-1o.
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La supervivencia libre de metastasis a distancia a los 5 afios para los pacientes con unos
niveles elevados de IL-1a fue del 70.0% (IC 95%: 55.9 - 84.1%), en tanto que para los
pacientes con unos niveles de expresion bajos fue del 94.7% (IC 95%: 90.2 - 99.2%)).
Existieron diferencias significativas en los valores de la supervivencia libre de metastasis

a distancia en funcién de la expresion de la IL-1a (p=0.0001).

Se realizé un analisis multivariante, considerando la aparicion de metastasis a distancia

como la variable dependiente.

HR IC 95% HR P

Localizacién Cavidad oral — orofaringe 1 0.37
Laringe - Hipofaringe 1.56 0.58-4.19

Extension local cT1-T2 1 0.44
cT3-T4 0.66 0.23-1.88

Extensién regional cNO 1 0.11
cN+ 2.33 0.82-6.60

Tratamiento Cirugia + radioterapia 1 0.21
(Quimio)-radioterapia 0.53 0.20-1.44

IL-1a Baja 1 0.002
Alta 5.35 1.81-15.84
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La unica variable que se relacion6 de forma significativa con la aparicién de metastasis a
distancia fue la categoria de expresion de la IL-1a. Considerando a los pacientes con
unos niveles bajos de IL-1ac como categoria de referencia, los pacientes con unos
niveles elevados contaron con un riesgo 5.3 veces superior de sufrir la aparicion de
metastasis a distancia (IC 95%: 1.8-15.8).

La otra variable que contd con una tendencia a relacionarse con la aparicion de
metastasis a distancia fue la categoria de afectacion regional en el momento del
diagndstico. Los pacientes N+ tuvieron una tendencia hacia un mayor riesgo de aparicion
de metastasis a distancia (HR 2.33, IC 95%: 0.82 - 6.60, P=0.11). Se analiz6 la
supervivencia libre de metastasis a distancia en funcién de los niveles de expresion de IL-
1a considerando la categoria de afectacién regional en el momento del diagndstico. Las
siguientes figuras muestran las curvas de supervivencia libres de metastasis a distancia

para los pacientes cNO (n=90) y cN+ (n=64). .
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La supervivencia libre de metastasis fue en ambos casos superior para el grupo de
pacientes con niveles bajos de IL-1a si bien en el caso de los pacientes cNO las
diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (P=0.268). Por el contrario, para los
pacientes cN+ el riesgo de aparicion de metastasis a distancia fue significativamente

mayor en los casos con IL-1a. elevada (P=0.003).

Igualmente se analizd el riesgo de aparicidon de metastasis a distancia en funcion del
control loco-regional de la enfermedad. Se analizaron de forma independiente los 99
pacientes para los cuales el tratamiento inicial habia conseguido el control de la

enfermedad a nivel loco-regional.
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Considerando solo los pacientes con control loco-regional, existieron diferencias
significativas en los valores de la supervivencia libre de metastasis a distancia en funcion
de la categoria de expresion de la IL-1a (P=0.010). La supervivencia libre de metastasis
a los 5 afios para los pacientes con unos niveles bajos de IL-1a fue del 94.3% (IC 95%:
88.9 - 99.7%) y para los pacientes con unos niveles elevados del 75.2% (IC 95%: 59.4 —
91.0%), P=0.01.

A partir de variables clinicas como la extensién loco-regional de la enfermedad y la
presencia de metastasis ganglionares con ruptura capsular, se definieron dos grupos de
pacientes en funcién del riesgo (alto o bajo) de aparicién de metastasis a distancia.

El grupo de alto riesgo quedd constituido por un total de 60 pacientes que cumplieron
alguno de los siguientes criterios: pacientes con tumor localmente avanzado (T4) y/o con
afectacion ganglionar extensa (N2-3) y/o con metastasis ganglionares con ruptura
capsular. La supervivencia libre de metastasis a distancia a los 5 afios para los pacientes
incluidos en el grupo de riesgo elevado fue de 71.9% (IC 95%: 58.2-85.6%). Los
pacientes que no cumplieron ninguno de los criterios de alto riesgo (n=94) se clasificaron
dentro del grupo de bajo riesgo y contaron con una supervivencia libre de metastasis a
los 5 arfos del 93.9% (IC 95%: 88.6-99.2).

La siguiente figura muestra la supervivencia libre de metastasis en funciéon de los grupos

de riesgo definidos de acuerdo con las caracteristicas clinicas de los pacientes.
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Existieron diferencias significativas en la supervivencia libre de metastasis en funcion del

grupo de riesgo (P=0.001).

Se procedié a clasificar a los pacientes incluidos en el grupo de alto riesgo (n=60) en
funcion de los niveles de expresion de IL-1a. La supervivencia libre de metastasis a
distancia para los pacientes con unos niveles de expresion bajos fue del 93.5% (IC 95%:
84.9-100%), muy similar a la que presentaron los pacientes incluidos en el grupo de bajo
riesgo definido por caracteristicas clinicas. Para los pacientes incluidos en el grupo de
alto riesgo que presentaron unos niveles de expresion de IL-1a elevados, el riesgo de
aparicion de metastasis a distancia se incrementé de forma notable. La supervivencia
libre de metastasis a los 5 afios para estos pacientes disminuy6 al 49.1% (IC 95%: 26.6-
71.6%). Existieron diferencias significativas en la supervivencia libre de metastasis para
los pacientes con riesgo clinico elevado en funcién del nivel de expresion de la IL-1a
(P=0.002).
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Se dispuso de informacion relativa al estatus del virus del papiloma humano (HPV) para
40 de los 49 pacientes con carcinomas de la orofaringe incluidos en el estudio. Un 20%
de los pacientes (n=8) con carcinomas de orofaringe fueron HPV+ (7 casos HPV-16 y 1
caso HPV-51). No existieron diferencias significativas en los valores de expresion de la
IL-1a en funcién del estatus HPV (P=0.377). Ninguno de los pacientes HPV+ sufrid la

aparicion de metastasis a distancia, frente a un 12.5% de los pacientes HPV-.

Uno de los objetivos terapéuticos del tratamiento con quimioterapia de induccién en los
pacientes con tumores avanzados es la reduccion en la aparicion de metastasis a
distancia. De nuestra muestra de pacientes, un total de 42 (27.3%) iniciaron el

tratamiento con quimioterapia de inducciéon. Se analizd la supervivencia libre de
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metastasis a distancia en funcion de que los pacientes hubiesen recibido o no un

tratamiento inicial con quimioterapia de induccién de acuerdo con la categoria de

expresion de la IL-1a.
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Existieron diferencia significativas en la supervivencia libre de metastasis tanto para el
grupo de pacientes que no habian recibido quimioterapia de induccién (P=0.007) como
para el de pacientes que iniciaron el tratamiento con quimioterapia de induccién
(P=0.025).

5.1.4. Analisis del secretoma

De los 35 pacientes incluidos en esta parte del estudio, un total de 10 pacientes (28.6%)
sufrieron la aparicion de metastasis a distancia. La siguiente figura muestra la distribucion
de los valores de concentraciéon de la IL-10. en el secretoma en funcidn de la aparicién de

metastasis a distancia.
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Los pacientes con metastasis a distancia contaron con unos niveles de expresion de IL-
1a significativamente superiores que los pacientes sin metastasis (P=0.006).
Utilizando la aparicion de metastasis a distancia como variable dependiente, el método

CART clasifico a los pacientes en funcién del valor de la concentracion de la IL-1a.

Node O
Categony % n
r———-1 ¥ 0,000 714 25
| ® 0,000 : ¥ 1,000 28,6 10
e Total 1000 35
=]

Medio_IL1a_tumor
Improvement=0,128

<= 186,983044500 » 186,983044500
Node 1 Node 2
Category % n Category % n

¥ 0,000 852 23 0,000 250 2
B 1,000 148 4 B 1,000 750 6

Total 7T A 27 Total 229 8

Los pacientes con una concentracion de IL-1a en el secretoma sobre el punto de corte
determinado por el método CART (n=8) contaron con un riesgo de aparicion de
metastasis a distancia significativamente superior que los pacientes con una
concentracion de IL-1a inferior (n=27) P=0.0001. La siguiente figura muestra las curvas
de supervivencia libre de metastasis a distancia en funcién de la concentracion de IL-1a

en el secretoma.
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5.1.5. Correlaciones entre los valores de expresion transcipcional de IL-1a y otros

genes de la via IL-1

Se estudié a continuacion la relacién a nivel transcripcional de la expresion de la IL-1a y
algunos de los genes pertencientes a la via de la IL-1. Las siguientes figuras muestran la
asociacion entre la expresion de la IL-1a y el resto de componentes de la familia de la IL-
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Aparecio una relacion elevadamente significativa entre los niveles de expresion de IL-1a
y el resto de componentes de la familia de la IL-1 a nivel del tumor, especialmente en el

caso de la IL-1B.
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5.1.6. Relacion entre los niveles de expresion transcripcional de IL-1a y genes

involucrados en el proceso de metastasis

Finalmente, se procedid6 a determinar la existencia de diferencias en los niveles de
expresion de un panel de genes relacionados con los procesos de diseminacion y
metastasis en funcion de las categorias de expresion de IL-1a para los pacientes
incluidos en el estudio. La siguiente figura muestra la distribucién de los valores de
expresion de los genes analizados en funcién de que los pacientes contasen con unos

niveles de expresion bajos o elevados de IL-1a.
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La mayoria de los genes evaluados contaron con unos niveles de expresion
incrementados en el grupo de pacientes con IL-1a alta. De forma caracteristica, las
diferencias mas significativas correspondieron a aquellos genes relacionados con los
procesos de angiogénesis, tales como los genes implicados en la via de sintesis de la
PGE2 (COX-2 and mPGES-1), VEGF vy IL-8. Este hallazgo fue consistente con el
incremento en la expresion de un marcador de células endoteliales como es el von
Willebrand Factor (VWF) en el grupo de pacientes con unos niveles elevados de IL-1ca.
Por el contrario, no aparecieron diferencias significativas en los niveles de expresion en
funcion de la categoria de expresion de IL-1a para otros genes relacionados con la via IL-
1 como fueron la citoquina SDF-1 o su receptor (CXCR4), o el promotor del proceso de

transicién epitelial-mesenquimal TGF§.
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5.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL

5.2.1. Caracterizacion del panel de lineas celulares

Se procedié en primer lugar a caracterizar los niveles de expresiéon de la IL-1a y la IL-18
para el panel de lineas celulares de CECC, tanto a nivel de expresion transcripcional
como de concentracion de citoquina tanto en el medio como a nivel del extracto celular.
Las siguientes figuras muestran la expresion de ambas citoquinas en el panel de lineas

celulares analizadas.
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Tal como puede observarse, la concentracion de IL-1a tanto a nivel del medio como del

extracto celular fue muy superior a la de IL-1p.

En la siguiente figura aparecen los valores de expresion de la IL-1 a una escala que

hace mas visible

estudiadas.

las diferencias existentes entre las diferentes

lineas celulares
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La principal conclusion de esta parte del estudio fue que existian diferencias notables en

cuanto al nivel de expresiéon de la IL-1a y la IL-18 entre las diferentes lineas celulares. A

nivel de la produccion de IL-1a la linea con un nivel de expresion mas elevado fue la

SCC4, en tanto que la SCC9 practicamente no contaba con expresion de IL-1a. o IL-1.
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5.2.2. Niveles de expresion transcripcional de los componentes de la via IL-1 en el

panel lineas celulares

La siguiente figura muestra los valores de expresion a nivel transcripcional de los genes

incluidos en la via de la IL-1.
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Destaca el hecho de que SCC9, que fue la linea con una menor expresion de las
citoquinas IL-1a e IL-1B, fue la linea que contd con los niveles de expresion mas

elevados de los genes que codifican los receptores.

80



RESULTADOS

5.2.3. Efecto del tratamiento con IL-1 de las células endoteliales en la adhesion de

las células tumorales al endotelio

Para los experimentos funcionales se escogieron las lineas tumorales con unos niveles
de expresion extremos de IL-1a: SCC4 (expresion elevada) y SCC9 (expresion baja). La
siguiente figura muestra los niveles de IL-1a e IL-1p secretados al medio y los niveles

intracelulares de las lineas escogidas para la realizacion de los estudios experimentales
(n=3).
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En un estudio de inmunofluorescencia realizado con ambas lineas, pudo verificarse la

positividad para IL-1 en el caso de las células SCC4 y la negatividad en la SCC9.

SCC4 »
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El tratamiento de las células endoteliales (MVEC) con IL-1 comportd un incremento
significativo de la capacidad de adhesion de las células tumorales. Tal como puede
apreciarse en la siguiente figura, el pre-tratamiento durante 24 horas de las células
endoteliales con IL-1 (IL) condujo a un incremento en la capacidad de adhesion de
ambas lineas celulares de carcinoma en relacion con los controles (C) (media £ s.e.m.
SCC4 n=3, SCC9 n=7), sin embargo no se observaron diferencias significativas entre las
dos lineas celulares (SCC4 y SCC9).
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Posteriormente se analizé la capacidad de adhesion de las células tumorales al endotelio
en ausencia o presencia del inhibidor de IL-1 (rhiL-1ra) después de haber tratado a las
células endoteliales con IL-1 o con el medio condicionante obtenido de las lineas
celulares SCC4 y SCC9.

En primer lugar se comprobé la existencia de diferencias en la concentracion de IL-1a. en
los medios condicionantes en funcién de que procediesen de la linea SCC4 y SCC9. La
siguiente figura muestra como las concentraciones de IL-1a fueron muy superiores en el

medio condicionante correspondiente a la linea SCC4.
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Pudo comprobarse como la adhesién de las células tumorales de ambas lineas
evaluadas se incrementd de forma significativa en relacion al control (C) tanto al tratar las
células endoteliales con IL-1 como al hacerlo con el medio condicionante de SCC4 o
SCC9, y que en todas las ocasiones el inhibidor de IL-1 (rhlL-1ra) consiguio revertir este

incremento hasta unos valores cercanos al control (media + s.e.m. n=3).
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El efecto de incremento en la capacidad de adhesion aparecio tanto al tratar las células
endoteliales con el medio condicionante de SCC4 (rico en produccion de IL-1) como con
el medio de SCC9 (con una escasa expresion de IL-1). Por ese motivo, se procedid a un
analisis comparativo del porcentaje de inhibicion de la adhesién a MVEC inducido por el
tratamiento con IL-1 y con los medios condicionantes. La siguiente figura muestra el
porcentaje de inhibicién sobre el incremento en la capacidad de adhesion, producido por

el inhibidor de la IL-1 (rhlL-1ra) en cada una de las condiciones experimentales.
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Se pudo comprobar como el porcentaje de inhibicion del incremento de la capacidad de
adhesion inducido por el medio condicionante de SCC4 (rico en IL-1) fue semejante al
observado al tratar las células endoteliales con IL-1, y significativamente superior al

obtenido al tratarlas con el medio condicionante de SCC?9.
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5.2.4. Papel de la IL-1 en la transmigracién celular

En el siguiente experimento se evalud la influencia de la IL-1 en la capacidad de
transmigracion de las células tumorales a través de una monocapa de MVEC in vitro.
Ambas lineas tumorales consiguieron migrar a través de la barrera de MVEC. La
transmigracion media de las SCC-4 fue mayor que la de las SCC-9. Sin embargo la

diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.08).

Se comparé el numero de células con capacidad migratoria en condiciones basales con
el numero de células que migraron tras bloquear la actividad de la via IL-1 con IL-1Ra
recombinante (rhiL-1ra). La siguiente figura muestra el numero de células con capacidad
migratoria en funcién de la inhibicién de la actividad de la IL-1 para cada una de las

lineas celulares estudiadas (media + s.e.m. n=7).
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El bloqueo de la actividad de la IL-1 comporté una disminucion significativa de la
capacidad de transmigracion celular para la linea SCC4 (con una elevada actividad IL-1),
en tanto que no modificé de forma sustancial la capacidad migratoria de la linea celular

SCC9 (que no cuenta con actividad IL-1).

A continuacion se procedié a manipular la expresién del gen responsable de la

codificacién de la IL-1a y se analizaron las repercusiones sobre la capacidad de
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transmigracion de las lineas celulares de carcinoma. En primer lugar se reprimié o
silencié la expresion de la IL-1a en la linea celular SCC4 mediante silL-1a. Pudo
verificarse como la capacidad de sintesis de IL-1a en la linea silenciada era
significativamente inferior a la correspondiente a la linea control.

La siguiente figura muestra la concentracion en el medio de la linea SCC4 silenciada

(silL-1) en relacion al control (siRM).
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Se comprobd como el silenciamiento de IL-1a en la linea SCC4 condujo a una

disminucion significativa de su capacidad de transmigracién (media + s.e.m. n=3).
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En el caso de la linea SCC9, que en condiciones basales no expresa IL-1, se indujo la

expresion de IL-1a mediante transfeccion. Pudo comprobarse la expresion de IL-1a en la
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linea transfectada en relacion con la linea control (vector o linea con plasmido vacio). La
siguiente figura muestra la concentracion en el medio de la linea SCC9 transfectada

(PCMV6-AC-IL) en relacidn con el control.
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Se produjo un incremento significativo en la capacidad de transmigracion en la linea
transfectada en relacién con el control, tal como aparece en la siguiente figura (media +

s.e.m. n=5).
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6. DISCUSION

6.1. BIOMARCADORES DE METASTASIS A DISTANCIA EN CECC

Los CECC presentan comportamientos variables en cuanto al potencial de invasion y
diseminacion que no son del todo predecibles con las variables clinicas empleadas en la
practica. La necesidad de detectar nuevos marcadores ha dado lugar a la investigacion
de alteraciones moleculares que puedan predecir el potencial metastasico. Hasta la fecha
se han descrito pocos biomarcadores relacionados con la aparicion de metastasis en
CECC, la mayoria de las moléculas identificadas estan involucradas en la transicion

epitelial — mesenquimal.

El desprendimiento y migracion de la célula tumoral implica la pérdida de polaridad
epitelial y la adquisicion del fenotipo mesenquimal mediante un proceso conocido como
“transicion epitelial - mesenquimal” (EMT por sus siglas en inglés). Esta transicion se
caracteriza por la disrupcion de los enlaces célula-célula, el cambio de morfologia celular
(a forma fibroblastoide fusiforme), el aumento de interacciones célula-estroma y el
descenso en la divisidn celular*’. La EMT no sélo ocurre en células tumorales, también se
presenta durante el desarrollo embriolégico y en procesos de fibrosis. Hay evidencia
creciente de la presencia de EMT en varios tipos de neoplasias con metastasis a

distancia?®® 4183 107

. Los cambios moleculares relacionados con la EMT son la regulacion
a la baja o inhibicion de marcadores epiteliales (como E-cadherina, desmoplakina,
plakoglobina y queratina), el aumento de expresion de marcadores mesenquimales

(vimentina, fibronectina y actina alfa de musculo liso) y la activacion del EGFR?® 1331%

En la siguiente figura se representan los principales eventos y moléculas involucradas en
la EMT.
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Los niveles bajos o la pérdida de expresion de la E-cadherina en CECC se relacionan con
un mayor riesgo de desarrollar metastasis a distancia. Rodrigo y cols® realizaron un
estudio de casos y controles en pacientes con CECC estadio IV tratados quirdrgicamente:
44 pacientes con metastasis a distancia y 44 pacientes libres de metastasis a 3 afios de
seguimiento. Estudiaron algunas proteinas involucradas en adhesién, migracién y
proliferacion celular en muestras tumorales y encontraron que la pérdida de expresion de
la E-Cadherina se correlaciond con un mayor riesgo de aparicion de metastasis a
distancia (p= 0.002), mientras que el resto de moléculas no presentaron relacion
estadistica significativa. A continuacion se presentan las curvas de supervivencia libre de

metastasis en funcion de la expresion de E-Cadherina.
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Supervivencia libre de metastasis en funcion de los niveles de expresiéon de E-Cadherina
Analisis inmunohistoquimico de E-Cadherina mediante anticuerpos Dako (A) y confirmacién de resultados con anticuerpos
BD (B). Tomado de: Inmunohistochemical markers of distant metastasis in laryngeal and hypopharyngeal squamous cell

carcinomas?®

Nijkamp y cols®® también encontraron que los CECC con baja expresién de E-cadherina
presentaban mayor incidencia de metastasis comparados con tumores con alta expresion

(81% vs 19%, p= 0.004). En el mismo estudio, midieron la expresion de la vimentina, una
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proteina filamentosa del citoesqueleto presente en células mesenquimales; encontraron
una tendencia entre la expresion elevada de vimentina y el riesgo de metastasis. Los
pacientes con niveles bajos de E-cadherina y niveles elevados de vimentina (fenotipo
EMT) presentaron una incidencia significativamente mayor de metastasis a distancia

comparado con el resto de pacientes (100% vs 44%, p=0.008).

Se ha demostrado que los marcadores inflamatorios IL-18 y COX-2 estan implicados en
la EMT, que a su vez se relaciona con la diseminacion ganglionar y a distancia en los
CECC. En un estudio de 146 pacientes con CECC, la expresion de IL-1p se relaciond
positivamente con la afectacion ganglionar (a mayor cantidad de IL-1B, mayor frecuencia
de metastasis ganglionares) y con los niveles de COX-2. Mientras que se observé una
relacion inversa entre la expresion de IL-1B y E-cadherina (p<0.05)"%". Varios autores han
identificado el rol de la IL-1B como potenciador de la actividad de la COX-2"""*® y han
estudiado la influencia de ambas moléculas en la disminucion de la E-cadherina (a través

del represor transcripcional snail), contribuyendo de esta forma a la EMT'?" '¥7.

La desmoplakina también ha sido estudiada como marcador prondéstico de metastasis,
exhibiendo un comportamiento similar a la E-cadherina. La desmoplakina es el
desmosoma mas abundante en el epitelio. Su funcion es contribuir a la integridad tisular
manteniendo la adhesion entre las células. Partiendo de que la regulacién a la baja de
proteinas desmosomales se relaciona con mayor capacidad metastasica, Papagerakis y
cols?” estudiaron la expresion de desmoplakina en una cohorte de 37 pacientes con
carcinoma escamoso de orofaringe. A los dos afios de seguimiento, 7 pacientes (19%)
desarrollaron metastasis a distancia. La formacién de metastasis se asocid
significativamente con la expresion de desmoplakina (p=0.02). La tincion de
desmoplakina en los 7 casos de metastasis fue negativa o focal con distribucion alterada,
por el contrario los tumores no metastasicos mostraron expresién marcada de la misma.
El estudio inmunohistoquimico también permitio establecer una relacion entre la
desmoplakina y el grado de diferenciacion tumoral: mayor expresion de desmoplakina en
tumores altamente diferenciados y expresion disminuida o ausente en tumores mal

diferenciados.

Otro estudio reciente encontré una asociacion significativa entre la molécula af-cristalina
y la presencia de metastasis a distancia en CECC®. La of-cristalina es una proteina de
shock térmico (HSP) expresada en gran variedad de tumores que estimula el plegamiento

y secrecion de VEGF, promoviendo la angiogénesis tumoral. Su expresion se ve
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incrementada en situaciones de estrés y se relaciona con mal prondstico. En pacientes
con expresion alta de oap-cristalina la supervivencia libre de metastasis fue
significativamente menor que en pacientes con expresion baja de la misma (36% vs 86%,
p=0.005).

Ademas de las moléculas descritas -la mayoria de ellas implicadas directamente en la
EMT-, el aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias en el tejido tumoral se
ha relacionado con la progresion de la enfermedad. En nuestro estudio se evalud la
influencia de la IL-1 en el microambiente tumoral y se encontré una relacién con el riesgo

de diseminacion a distancia.
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6.2. IL-1 COMO MARCADOR DE METASTASIS A DISTANCIA

Estudios realizados en melanoma®>>*, tumores de pancreas®*®*, mama'"®, pulmoén'® '®

y
CECC® %" han reportado la asociacién entre concentraciones elevadas de IL-1 dentro
del microambiente tumoral y el desarrollo de un fenotipo agresivo con mayor riesgo de
diseminacion. En el presente estudio, realizado en una cohorte amplia de pacientes con
CECC, se encontré una relacion entre la expresion elevada de IL-1a y la aparicion de

metastasis a distancia.

Los mecanismos exactos mediante los que la IL-1 promueve el crecimiento tumoral no
estan del todo claros. Se cree que esta citoquina estimula la activacion de factores de
transcripcién (principalmente NFkB y AP-1) que a su vez promueven la expresién de
genes implicados en la proliferacion celular, invasividad (metaloproteinasas) y
angiogénesis (VEGF, IL-6, IL-8, TNFa y TGFB)*® *>*. En modelos de melanoma, la
activacion de IL-1 enddégena promueve la proliferacion tumoral a través de vias
moleculares que involucran la secrecion de radicales libres de oxigeno, oxido nitrico,

COX-2 y la activacién de NF-kB y c-Jun®.

La IL-1 puede tener un comportamiento autocrino estimulando a la propia célula tumoral
a proliferar e invadir, o puede actuar de manera paracrina induciendo la expresién de
genes pro-metastasicos y angiogénicos en las células del microambiente® . La
mayoria de autores coincide en que la activacion de factores angiogénicos es el principal
mecanismo que utiliza la IL-1 para promover diseminacién tumoral'® 3¢ 37 38 140 | 5
angiogénesis es un proceso determinante en la proliferacion de tumores sélidos mediante
el cual se provee de oxigeno y nutrientes a las células tumorales. Los neovasos que
nutren el tumor constituyen una puerta de entrada para que las células malignas accedan

a la circulacion sistémica y eventualmente se implanten en érganos a distancia.

El modelo experimental de metastasis en melanoma ejecutado por Voronov y cols® puso
de manifiesto el rol de la IL-1 en el desarrollo de metastasis a distancia. Los autores
demostraron que tras la inoculacion de melanoma en ratones con inactivacion de IL-1B
(knockout) estos no desarrollaron metastasis y presentaron mayor supervivencia,
mientras que los ratones wild type (sin modificaciones genéticas y con presencia de IL-

1B) murieron a los 20 dias a causa de las metastasis pulmonares. Como se puede
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observar en las siguientes graficas, la frecuencia de las metastasis y el tamafio tumoral

fueron mayores en los ratones wild type comparados con los knockout.
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Comparacion de la tasa de supervivencia (A), metastasis pulmonares (B) y tamaio tumoral (C) en modelo murino
de melanoma wild type (WT) vs knockout (IL-18 KO)

Tomado de: IL-1 is required for tumor invasiveness and angiog(—;nesis30

En cancer de pancreas, Matsuo y cols® encontraron que las lineas tumorales conocidas
por su alta tendencia a desarrollar metastasis hepaticas presentaban un aumento
constante y significativo en la expresién de IL-1a comparado con las lineas no
metastasicas. Sus resultados resaltaron el rol de la IL-1 en la angiogénesis y en la
interaccion de las células tumorales con el endotelio vascular. En la siguiente grafica se

observa la expresion de IL-1a en las diferentes lineas tumorales.
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BxPC-3 SW 1990 Capan2 MW PaCa-2
Expresion elevada de IL-1a en lineas de cancer de pancreas altamente metastasicas (BxPC-3 y SW1990)
comparada con lineas no metastasicas (Capan-2 y MIA PaCa-2). (A) Deteccion del RNAm de IL-1a mediante RT-PCR.

(B) Cuantificacion de proteina IL-10 mediante ELISA. Tomado de: Interleukin-1o. secreted by pancreatic cells promotes

angiogénesis and its therapeutic implications®”
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En cuanto a los CECC, hay pocos estudios que relacionan a la IL-1 con el desarrollo de
metastasis. La mayoria de las publicaciones proviene del grupo de Chen Z. y Dong G. de
Bethesda, Maryland. En sus primeros estudios, los autores realizaron determinaciones de
un amplio panel de citoquinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, GM-CSF, VEGF, TGF-8
y FGF entre otras) en lineas de carcinoma escamoso y cuantificaron los niveles séricos
de las mismas en pacientes con CECC. Al estudiar el sobrenadante, encontraron
expresion elevada de IL-1a, IL-6, IL-8 y GM-CSF'*, con iguales hallazgos en el analisis
inmunohistoquimico in situ de las muestras'®. En el estudio de los niveles séricos se
obtuvieron concentraciones significativamente mas elevadas de IL-6, IL-8 y VEGF en
pacientes con CECC comparados con muestras del grupo control (p<0.05)'®. En
publicaciones posteriores, reportaron una produccion elevada de IL-1a. en metastasis
linfaticas y pulmonares de CECC en un modelo murino. Estos resultados les llevaron a
concentrar su estudio en torno a la IL-1. Demostraron que para contribuir en el
crecimiento y diseminacion tumoral, la IL-1a induce la activacion transcripcional del NF-

kB y la AP-1y promueve la expresion de IL-8 34141,

El equipo investigador de LABVI del Instituto de Investigacion Biomédica de Sant Pau,
habia reportado previamente un aumento en los niveles de IL-1a e IL-13 en muestras de
CECC hasta 10 veces superior comparado con mucosa sana apareada. Aunque se
trataba de una muestra pequefia (20 pacientes), se obtuvieron diferencias

significativas'®.
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Comparacion de los niveles de IL-1a. , IL-18 e IL-1Ra en 20 muestras de CECC y mucosa sana. ***P<0.001
Tomado de: Interaction between head and neck squamous cell carcinoma cells and fibroblasts in the biosynthesis of
PGE2'*®

En el presente estudio se evaluaron muestras de 154 pacientes con CECC. Se encontré
que la expresién transcripcional de IL-1B fue significativamente superior en muestras de
tumor comparada con muestras de mucosa sana. Por su parte, la IL-1a fue la Unica

molécula de la familia IL-1 cuya expresidn se relaciond significativamente
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con el control a distancia. La supervivencia libre de metastasis a 5 afios fue menor en los
pacientes con niveles elevados de IL-1a. comparada con los pacientes con niveles bajos

de IL-1a (70% vs 94% respectivamente).

Las muestras tumorales contaron con niveles menores de receptor antagonista (IL-1Ra)
que la mucosa sana. El IL-1Ra es un inhibidor fisiolégico de la IL-1 que se une a los
receptores sin transmitir sefial de activacion. Es légico pensar que el tumor cuente con
una menor cantidad de IL-1Ra, ya que esta molécula constituye un mecanismo de
bloqueo de la citoquina. Al haber menor expresion de IL-1Ra, hay mayor oportunidad
para que la IL-1 presente en el tumor interactie con los receptores y genere complejos de

sefnalizacion.

En el analisis multivariante, la categoria de expresién de IL-1a fue la Unica variable que
se relacion6 de forma significativa con la aparicion de metastasis a distancia. Los
pacientes con niveles elevados de IL-1a presentaron un riesgo 5.3 veces superior de
desarrollar metastasis. La afectacion regional en el momento del diagndstico presentd
una tendencia a relacionarse con la aparicion de metastasis a distancia, de manera que
los pacientes N+ tuvieron una tendencia 2.3 veces superior de presentar metastasis

comparada con los NO.

Algunos autores destacan el incremento en el riesgo de metastasis a distancia en
pacientes con recidivas a nivel loco-regional después del tratamiento'? '**. La aparicion
de metastasis en estos pacientes puede ser una consecuencia natural de la progresion
de la enfermedad no controlada con el tratamiento loco-regional, asi como una
manifestacién de la agresividad intrinseca del tumor que lo hace resistente al tratamiento.
Los pacientes que consiguen control loco-regional también pueden desarrollar metastasis
a distancia; la explicacion mas probable en estos casos es una diseminacion subclinica
no identificada en el momento del tratamiento, que se hace evidente posteriormente.
Nuestros resultados demuestran que en ambos escenarios (pacientes con y sin control
loco-regional) la expresion de IL-1a tiene un valor pronéstico significativo en cuanto al

riesgo de metastasis a distancia.

La combinaciéon de datos clinicos con biomarcadores -como los niveles de IL-1- podria
ser util en la practica hospitalaria para detectar a la poblacion con riesgo elevado de
desarrollar metastasis a distancia, con el fin de instaurar tratamientos adyuvantes para

mejorar la supervivencia libre de enfermedad. En nuestro estudio se obtuvieron
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resultados interesantes al analizar conjuntamente los factores clinicos clasicos de mal
prondstico y los niveles de IL-1. Los pacientes con expresion elevada de IL-1a y factores
clinicos desfavorables presentaron un riesgo de metastasis a distancia alrededor del
50%, mientras que en los pacientes con niveles bajos de IL-1a y factores de clinicos de
alto riesgo la supervivencia libre de metastasis a distancia fue del 93.5% muy similar a la

que presentaron los pacientes del grupo de bajo riesgo clinico.
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6.3. MOLECULAS RELACIONADAS CON LA VIA DE LA IL-1 EN EL
DESARROLLO DE METASTASIS EN CECC

Las alteraciones moleculares producidas por la IL-1 que condicionan un comportamiento
tumoral mas agresivo estan mediadas directa o indirectamente por la induccion de la
angiogénesis. La IL-1 coordina la activacion de otras citoquinas pro-inflamatorias y su

presencia es invariable durante la angiogénesis®® % 1%,

Varias publicaciones sobre CECC y otros tumores sdlidos, relacionan de manera positiva
a la IL-1 con la actividad de la IL-8, el VEGF, el factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF) y el factor 1a inducido por hipoxia (HIF-1a), factores protagonistas en
la neovascularizacion'® ** % 9% En e| modelo de melanoma de Voronov y cols® se
demostro el rol de la IL-1 en la produccion de VEGF. Se cultivaron células de melanoma
B16 con tejido peritoneal de ratones sin alteraciones genéticas (wild type) y de ratones
con inactivacion de IL-1a e IL-1B  (knockout). Se cuantifico la produccién de VEGF en el
sobrenadante de cada cultivo y se encontré una produccion elevada de VEGF en el
cultivo de ratones wild type, mientras que en los ratones knockout la secreciéon de VEGF

fue significativamente menor.

1 |
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Secrecion de VEGF obtenida en el sobrenadante del cultivo de células de melanoma B16
con tejido de ratones wild type (WT) y de ratones knockout IL-a e IL-1B (KO)

Tomado de: IL-1 is required for tumor invasiveness and angiogenesis30

Otras moléculas influenciadas por la IL-1 son las enzimas responsables del produccion
de PGE,, el prostanoide mas relevante en el microambiente tumoral. La IL-1 activa al
complejo enzimatico COX-2/mPGES-1 generando un aumento en la sintesis de PGE,*”
138,195 La PGE, promueve el crecimiento, la angiogénesis y la supervivencia de las

células malignas.
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Alcolea y cols™® del equipo de LABVI del Hospital Sant Pau, encontraron que tras cultivar
fibroblastos con medio condicionante de la linea FaDu - carcinoma escamoso de
hipofaringe — que cuenta con alto contenido de IL-1, aumenté la produccion de PGE;de

forma consistente con el incremento en la COX-2 y mPGES-1 en los fibroblastos.
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Liberacion de prostanoides por fibroblastos incubados sin (control) y con 10U/ml de IL-1B8 recombinante humana o

con medio condicionante de FaDu. *P<0.05 al comparar con controles. Tomado de: Interaction between head and neck

squamous cell carcinoma cells and fibroblasts in the biosynthesis of PGE2'*

En una publicacién reciente, St. John'® describié un circuito molecular que relaciona a la
IL-1B con la expresion de la E-Cadherina en CECC, a través de una via dependiente de
la COX-2. Como se ha mencionado, la IL-1 estimula la actividad de la COX-2/PGE..
Estas a su vez activan represores transcripcionales de la E-Cadherina (en concreto el
represor snail) que se unen al promotor del gen, consiguiendo un descenso en los niveles
de expresion de E-Cadherina. El resultado de esta via constituye un punto clave de la
EMT.

El rol de la IL-1 en la angiogénesis se ha confirmado mediante estudios experimentales
en los que tras inyectar células tumorales a ratones IL-18 knockout o ratones wild type
con neutralizacion de IL-1B, no se detectan fendmenos de angiogénesis'*. El uso de
Anakinra (IL-1Ra) ha demostrado ejercer un bloqueo adicional sobre la IL-8, afiadiendo

un mecanismo en la reduccidon de la angiogénesis tumoral'® .

Otros agentes
antiinflamatorios como los inhibidores de la COX e inhibidores del NF-kB también son
efectivos en la regulacion a la baja de la angiogénesis y hay estudios que sugieren su
utilidad en el cancer'*®'. Todo lo anterior lleva a considerar a la IL-1 como “citoquina
maestra”, en cuya via convergen distintos estimulos angiogénicos y cuya funcién es

dirigir y regular la expresion de multiples moléculas en la progresiéon tumoral.
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En el presente estudio se observé que las variaciones en la expresion de IL-1a en el
tumor se correlacionaron no sélo con las variaciones en los genes de la familia IL-1 sino
también con los genes implicados en la angiogénesis (VEGF, IL-8, COX-2 y mPGES-1).
Ademas se encontré una relacion con los genes que codifican para metaloproteinasas,
principalmente el gen de la MMP-9, conocido por su rol en la invasion tumoral y desarrollo

de metastasis en CECC®5%8 %,
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6.4. INFLUENCIA DE LA IL-1 SOBRE LA CAPACIDAD DE ADHESION
TUMORAL AL ENDOTELIO Y LA TRANSMIGRACION

La adherencia de las células tumorales al endotelio vascular es un paso inicial
fundamental de la metastasis. Esta interaccion esta controlada por distintas moléculas
dentro de las que destacan las endotoxinas y las citoquinas pro-inflamatorias IL-1 y
TNF®" "8 que también dirigen el transito vascular de los leucocitos durante la

infeccion/inflamacion.

Uno de los tejidos diana de la IL-1 es el endotelio vascular. Actividades como la
congestion vascular, infiltracién celular y formacién de coagulo estan reguladas por esta
citoquina. Estudios realizados en lineas de melanoma demuestran que la IL-1 media la
adhesividad de células tumorales al endotelio mediante el aumento de expresion de

moléculas de adhesion como la VCAM-132 34 148,149

Adhesién de
monocitos y plaquetas
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VEGF  paATF A _ 5| Activacion/coagulacion
tPAy TMy, Angiogénesis

OO

Endotelio vascular

Interacciones entre las células tumorales y el endotelio vascular

Tomado de: Pathogenic mechanisms of thrombosis in neoplasia: therapeutic implications'®

Nuestros resultados indican que el tratamiento de MVEC con IL-1 aumenta la adhesion
de las células tumorales y que la IL-1a producida por las células tumorales regula la
transmigracion de las mismas a través del endotelio. Para llegar a estos resultados se
realizaron experimentos funcionales con dos lineas de CECC con niveles de expresiéon
extrema de IL-1a: la linea SCC-4 con expresién elevada y la SCC-9 con expresion muy

baja.
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Las células endoteliales fueron tratadas con IL-1 recombinante y con el medio
condicionante de las dos lineas tumorales: el medio de SCC-4 rico en IL-1a y el medio
SCC-9 con escasa concentracion de IL-1a. Se evalud el porcentaje de adhesién de las
células tumorales, observando en los 3 casos un incremento significativo en la capacidad
de adhesién en relacion a los controles. La administracién de IL-1Ra consiguié revertir
dicho incremento hasta valores cercanos al control en todas las situaciones
experimentales. Llama la atencion que el medio condicionante de SCC-9, con baja
cantidad de IL-1a, hubiese generado un aumento en la adhesion. Esto pudo deberse a la
actividad de otros factores estimulantes de adhesiéon celular presentes en el medio. El
porcentaje de inhibicién de IL-1Ra sobre la capacidad de adhesién fue similar en los
casos de pre-tratamiento con IL-1 y con medio condicionante de SCC-4 vy

significativamente inferior en el tratamiento con medio condicionante de SCC-9.

Vidal-Vanaclocha y cols®’ también encontraron en un modelo murino, que la
administracion de IL-Ra condujo a una disminucion en la adhesidon (mediada por IL-1) de
las células de melanoma a las células endoteliales de sinusoides hepaticos. Asi mismo
observaron que el uso de IL-1Ra redujo el nUmero de metastasis hepaticas y el volumen

tumoral.
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Adhesién de células de melanoma B16MH al endotelio sinusoidal hepatico
Se compara la adhesién en células sin tratar, en células pre-tratadas con IL-1 y tras la administracién de IL-1Ra a
diferentes concentraciones. (*P<0.05, **P<0.01) Tomado de: Interleukin-1 receptor blockade reduces the number and size

of murine B16 melanoma hepatic metastases®’

En un estudio posterior, los mismos autores propusieron que la adhesién de células
tumorales al endotelio es mediada por la IL-1 gracias a un aumento en la expresion de
receptores de manosa y a la produccion de factores de crecimiento por las células

endoteliales.®
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En cuanto a la transmigracion de células tumorales a través del endotelio, nuestros
resultados demuestran que la IL-1 tiene un papel relevante. Esta conclusion se basa en
que la presencia de IL-1Ra redujo significativamente la transmigracion de la linea
productora de IL-1 (SCC-4), mientras que no generd ningun efecto en las células no
productoras de IL-1 (SCC-9). Adicionalmente, la manipulaciéon del gen que codifica para
IL-1 condujo a un cambio en la transmigracion de las lineas celulares: al silenciar el gen
en la linea SCC-4 disminuyé la transmigracién y al realizar transfeccion de IL-1 en las

SCC-9 se obtuvo un incremento en la transmigracion.

Matsuo® y cols obtuvieron resultados similares a los nuestros en lineas de cancer de
pancreas.

Su estudio difirié del nuestro en que compararon la capacidad de migracion de las células
endoteliales (no de las tumorales) en condiciones basales, tras tratamiento con IL-1a
recombinante y tras incubacion con medio condicionante obtenido de un panel de lineas
de cancer de pancreas: lineas altamente metastasicas y con elevada expresién de IL-1a
(BxPC-3 y SW1990) y lineas con poca tendencia a dar metastasis y baja expresién de IL-
1a (Capan-2 y MIA PaCa-2). La migracion de las células fue significativamente mayor al
estar expuestas a IL-1a y al medio condicionante de las lineas productoras de IL-1a. El
tratamiento con anticuerpos anti-IL-1a. de las células cultivadas con medio condicionante

de SW1990, consiguié una inhibicidén importante en la actividad migratoria.
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(A) Efecto de IL-10. recombinante sobre la migracion de células endoteliales. (B) Comparacion de la migracion de
células cultivadas con medio condicionante de lineas de Ca pancreas. (C) Efecto del tratamiento con anticuerpos
anti-IL-1a sobre la migracion de células cultivadas con medio condicionante de SW1990. (*P<0.01) Tomado de:

Interleukin-1a secreted by pancreatic cells promotes angiogénesis and its therapeutic implication37
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6.5. PAPEL DEL RECEPTOR ANTAGONISTA DEL IL-1 (IL-1Ra) EN EL CECC

La actividad de la red de citoquinas y células inflamatorias/inmunoldgicas presentes en el
microambiente tumoral influye en la evolucién de las neoplasias malignas. La inclinaciéon
de la balanza hacia la inmunidad anti-tumoral o la inflamacién pro-tumoral determina el
destino del tumor: destruccion de células malignas y limitacion del proceso vs progresion
tumoral®®. Como se ha visto, la IL-1 es una citoquina pro-inflamatoria abundante en el
microambiente tumoral. Al parecer sus efectos varian en funcion del patrén de expresion,
la isoforma predominante (IL-1a o IL-1B), la localizacién y cantidad de la misma, el tipo de
tumor, etc. A pesar de ello, en la realidad ambas moléculas se expresan e inducen
mutuamente su produccion. En nuestro estudio, la IL-1a fue la molécula relacionada con
el desarrollo de metastasis a distancia, pero existié una correlacion significativa entre los

niveles de expresion transcripcional de IL-1a e IL-1P.

Aunque la IL-1 existe de forma fisiolégica y cumple multiples funciones importantes a
nivel sistémico, su presencia incrementada en el microambiente tumoral tiene efectos
perjudiciales que pueden llevar a la aparicion de metastasis a distancia. La habilidad de
la IL-1 para contribuir en el crecimiento e invasion tumoral esta dada por la influencia que
ejerce sobre otras citoquinas, quimioquinas, moléculas pro-inflamatorias y pro-
angiogénicas. Esto la convierte en un objetivo molecular atractivo para intervencion
terapéutica, ya que bloqueando a esta unica molécula, se podrian inhibir diferentes vias

donde convergen mecanismos de angiogénesis e inflamacion.

Experimentos en modelos murinos de diferentes estirpes tumorales han demostrado que

el bloqueo de la IL-1 mediante el uso del receptor antagonista IL-1Ra'® %34

o anticuerpos
anti-IL-1°" %, consigue disminuir el crecimiento tumoral y la tasa de metastasis a través
de la inhibicién de la angiogénesis. Nuestros resultados confirman la capacidad de IL-1Ra

de reducir la adhesividad y la transmigracion de células de CECC a través del endotelio.

El farmaco para bloquear a la IL-1 mas estudiado y con mayor experiencia en cuanto a
uso clinico es el Anakinra, una version recombinante del receptor antagonista de IL-1 (IL-
1Ra) que se une a los receptores sin transmitir la sefial de activacion y previene la unién

de la IL-1a 0 IL-1[3 a su receptor.
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(A) Union de IL-1 a sus receptores con activacion de la sefial. (B) Union de IL-1Ra a los receptores sin desencadenar

transduccion de la sefial y bloqueando la unién de la IL-1. Tomado de: Biological therapies for the treatment of juvenile
151

idiopathic arthritis

Este agente esta aprobado por la FDA para el tratamiento de la artritis reumatoide y de
los sindromes periddicos asociados a criopirina (conocidos como “CAPS”), pero también
ha demostrado ser util en una amplia gama de enfermedades de indole inflamatoria,
autoinmune y metabdlica’?. La idea extensiva de bloquear a la IL-1 para tratar patologias
tan diversas se debe a que es la principal citoquina relacionada con la respuesta inmune
e inflamatoria innata. Este vinculo se explica porque el dominio citoplasmatico de los
receptores de la familia de IL-1 es homdlogo al segmento citoplasmatcio de los
receptores “toll’. Los receptores “toll - like” (TLR) estan involucrados en la transduccién
de multiples sefales inflamatorias como la induccion de la COX-2 o la expresion de

moléculas de adhesion celular'?® %3,

El uso de Anakinra en humanos ha demostrado un buen perfil de seguridad, adecuada
absorcion y penetracion a los tejidos al ser administrado de forma subcutanea o
endovenosa. Su vida media corta (maximo 6 horas) hace que deba administrarse una
inyeccion subcutanea diaria en pacientes con artritis reumatoide. Esto seria un
inconveniente en el tratamiento de pacientes oncoldgicos. Para asegurar una entrega

144 idearon un sistema celular

sostenida y estable de IL-1Ra a los tejidos, Bar y cols
microencapsulado que libera cantidades bajas y continuas de IL-Ra. Mediante técnicas
de ingenieria genética programaron a las células para que la produccion y secrecion de

IL-1Ra fuese continua. Las células encapsuladas en microesferas, estaban aisladas o
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protegidas pero a la vez eran permeables a la entrada de nutrientes del ambiente
(asegurando su viabilidad) y a la salida de IL-1Ra. El sistema fue aplicado en un modelo
murino de fibrosarcoma con elevada expresion de IL-1B. EI experimento demostré que la
entrega continua de IL-1Ra en ratones tratados con las microesferas redujo la
angiogénesis e inhibié el crecimiento del tumor, mientras que los ratones del grupo
control desarrollaron tumores agresivos e hipervascularizados. La propuesta de estos
autores constituye una aproximacion mas real al uso del IL-1Ra como tratamiento contra

el cancer.

La administracion del receptor antagonista Anakinra sola o en combinaciéon con
protocolos de quimioterapia podria ser de utilidad en el tratamiento de pacientes con
tumores de diferentes localizaciones e histologias (incluidos los CECC) en los que se
haya confirmado una expresion elevada de IL-1. El objetivo de su administracion seria
reducir el crecimiento e invasividad del tumor y aliviar los efectos colaterales de la
inflamacién generada por el tumor, como la caquexia y el dafio tisular."** En el National
Cancer Institute hay registro de estudios clinicos con Anakinra en fases | y Il, en
pacientes con tumores avanzados o metastasicos en quienes ha fallado la quimioterapia
de primera linea o se han negado a recibir tratamiento adyuvante estandar. Los
resultados de estos estudios podrian llevar en un futuro a la aplicacién de tratamientos

biolégicos como el Anakinra en pacientes con tumores invasivos de cabeza y cuello.
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7. CONCLUSIONES

No aparecieron diferencias significativas en los niveles de expresion transcripcional de la
IL-1a entre las muestras de tumor y de mucosa sana. La expresion transcripcional de IL-
1B fue significativamente mayor en muestras de tumor comparada con muestras de
mucosa sana. La situacién contraria ocurrié con IL-1Ra, cuyos niveles fueron menores en

las muestras tumorales.

La IL-1o fue la uUnica molécula de la familia IL-1 y la dnica variable del analisis
multivariante, que se relacion6é de forma significativa con la aparicion de metastasis a
distancia. Los niveles elevados de IL-1a tanto a nivel transcripcional como de proteina se

relacionaron con mayor riesgo de metastasis a distancia.

La expresion elevada de IL-1a en el tumor se correlacion6 con la expresion de genes

implicados en la angiogénesis como VEGF, IL-8, COX-2 y mPGES-1.

En los estudios experimentales realizados en lineas de CECC, la expresion de IL-1a

modificd la adhesion endotelial y la transmigracion:

* El tratamiento de las MVEC con IL-1 aumentd la capacidad de adhesion de las
células tumorales al endotelio.

* Las lineas celulares con expresion elevada de IL-1a presentaron mayor
transmigracion a través del endotelio que las células con baja expresion de IL-1a.

* El receptor antagonista (IL-1Ra) redujo la adhesividad y la transmigracion de células
de CECC productoras de IL-1.

La combinacién de factores clinicos de alto riesgo (como la afectacion loco-regional o
extension ganglionar extracapsular) y los niveles de expresion de la IL-1 permitieron
delimitar al grupo de pacientes con CECC con mayor riesgo de metastasis a distancia. La
supervivencia libre de metastasis a distancia a los 5 anos en los pacientes con expresion
elevada de IL-1a y factores clinicos de alto riesgo fue del 49%, mientras que en los
pacientes con niveles de expresion baja de IL-1a y factores de alto riesgo clinico fue del
93.5%.
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