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I. Introduccioén










1.- CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA VIA DEL FACTOR
NUCLEAR KAPPA-B:

El factor nuclear kappa-B (nuclear factor kappa-B, NF-xB) fue descrito en 1986
por el Premio Nobel David Baltimore' como un factor nuclear que favorecia la
expresion del gen responsable de la cadena ligera x de las inmunoglobulinas.
En un primer momento se pens6 que la actividad de dicho factor quedaba
limitada a los linfocitos B. Posteriormente se comprobd su presencia en la
mayor parte de los tipos celulares animales como un elemento fundamental en
la respuesta celular ante situaciones de estrés.

El factor nuclear kappa-B (nuclear factor kappa-B, NF-kB) no es una proteina
unica sino un conjunto de dimeros formados por un pequefio grupo de
proteinas altamente relacionadas, que comparten unas secuencias
determinadas conocidas como locus kB. Los miembros de la familia del NF-xB
comparten homologia estructural con la oncoproteina retroviral v-Rel, por lo
que son clasificados como proteinas NF-kB/Rel. En los mamiferos se han
descrito un total de cinco proteinas pertenecientes a la familia NF-xB/Rel que
pueden ser clasificadas en dos grupos en funcion del requerimiento de
procesamiento proteolitico (Fig 1). Un grupo (clase Il) lo forman la proteina
RelA, también conocida como p65, y las proteinas RelB y c-Rel. La
caracteristica de las proteinas que forman este grupo es que no requieren
procesamiento proteolitico sintetizandose en sus formas maduras. El segundo
grupo (clase 1) lo forman la proteina NF-kB1 (también conocida como p105) y la
NF-xB2 (también conocida como p100), que son sintetizadas en forma de
precursores (Tabla 1).

Las dos clases de proteinas NF-kB contienen un dominio N-terminal que
cuenta con una longitud aproximada de unos 300 aminoacidos, el Rel
homology domain (RHD). EI RHD es responsable de la asociacion de las
subunidades en dimeros activos, de la localizacion nuclear del NF-xB y su
unién al ADN, y de la asociacién con los inhibidores NF-xB especificos. EI RHD
puede ser dividido en tres regiones estructurales: el NTD (N-terminal domain),
el DD (dimerization domain) y el polipéptido NLS.



1. Caracteristicas estructurales de la via del NF-«xB.

Las de la clase Il cuentan con unas secuencias TAD (Terminal Binding Domain)
que actuan como dominios de activacion, y que seran las responsables de
regular la transcripcion de los genes diana.

Las proteinas de la clase | (p100 y p105) cuentan con una serie de secuencias
repetidas en la porciéon C-terminal tipo anquirina, que impiden la entrada de la
proteina en el nucleo. La actividad proteolitica dependiente de la ubiquitina
consigue la escision de estas secuencias C-terminales, lo que resulta en la
produccion de las formas maduras de proteina p50 y p52 respectivamente. El
procesamiento proteolitico de la p105 es constitutivo, en tanto que el de la p100
se encuentra inducido por sefales especificas relacionadas con la via
alternativa de activacion del NF-kB. Las formas maduras de las proteinas de la
clase | contienen el dominio RHD pero carecen del dominio de modulacion de
la transcripcion TAD.

p100/p52
(NF-xB2)

p105/p50
(NF-xB1)

Figura 1. NF-xB / familia Rel.

La familia NF-kB esta compuesta por cinco miembros: p50, p52, p65 (RelA),
c-Rel y RelB, codificados por NFKB1, NFKB2, RELA, REL y RELB
respectivamente. Los cinco miembros comparten un N-terminal Rel
homology domain (RHD) responsable de la unién de la proteinas en homo-
y heterodimeros, la localizacién nuclear del NF-«B y la unién al ADN. RHD,
Rel homology domain; TAD, dominio de modulacién de la transcripcion.



NF-«B1 p105—p50 NFKB1 4q24

NF«xB2 p100—p52 NFKB2 10q24
RelA p65 RELA 11q13
RelB RELB 19913.2-19q13
c-Rel REL 2p13-p12

Tabla 1. Proteinas NF-xB.

Las cinco proteinas que forman la familia NF-kB en los mamiferos pueden ser clasificadas en
dos clases, en funcion de la necesidad de procesamiento proteolitico. Las de la clase | son
sintetizadas en sus formas precursoras (p105 y p100), necesitando de la actividad proteolitica
dependiente de ubiquitina para dar lugar a sus formas maduras (p50 y p52). Las de la clase I
no necesitan este procesamiento, siendo sintetizadas en sus formas maduras.

Estas proteinas forman varios homo y heterodimeros. Estos dimeros quedan
localizados en el citoplasma de las células no estimuladas unidos con unos
inhibidores especificos conocidos como inhibidores de las proteinas kB (IxB),
que se unen a las proteinas NF-kB a nivel de la porcion RHD. Las proteinas
lxB incluyen la IkBa, la kB y la IkBe, que atrapan los dimeros de NF-kB en el
citoplasma, y el Bcl-3, que actua como un coactivador transcripcional para los
homodimeros de p50 y p52. Todas las IkB contienen 6-7 repeticiones de
péptidos (anquirinas), que median su union a la porcién correspondiente de los
dimeros de NF-xB (Fig 2). IkBa, IkBp y IkBe contienen un dominio de
regulacion en la porcidbn amino-terminal que contiene dos serinas, cuya
fosforilacion comporta su degradacion. IkBa, 1kBf y lkBe se unen de forma
preferente a los dimeros del NF-kB que contienen al menos una subunidad
RelA (p65) o c-Rel.
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Figura 2. Inhibidores de las proteinas kB (lkB).

Todas las proteinas IkB estan caracterizadas por la presencia de seis a
siete repeticiones de dominios anquirina, que son los responsables de la
union al dimero NFkB correspondiente. ANK, anquirina.

Actuando inmediatamente por encima de la union IkB/NF-xB se situa el
complejo 1kB quinasa (IKK). EI complejo IKK se encuentra formado por tres
subunidades: dos cataliticas (IKKa e IKKB) y una unidad reguladora
(IKKy/NEMO) (Fig 3). El IKK activado conduce a la fosforilacién de dos residuos
de serina en la porcion amino-terminal de las proteinas IkB, permitiendo su

ubiquitinacion y degradacion a partir de la actividad del proteosoma.

Figura 3. Proteinas del complejo kB quinasa (IKK).
El complejo esta formado por tres proteinas: IKKa e IKKB (con actividad

catalitica gracias al dominio kinasa que presentan) y IKKy/NEMO que es la
unidad reguladora de todo el complejo.



El proteosoma esta compuesto por unos complejos proteicos de gran tamafno
presentes a nivel citoplasmatico y nuclear que tienen como principal funcién la
degradacion de las proteinas innecesarias o danadas a partir de un proceso de
proteolisis.

Una vez degradadas las proteinas kB, los dimeros de NF-kB quedan liberados
y pasan entonces al nucleo, donde activan toda una serie de programas de

transcripcion a través de los cuales ejerce su funcién biolégica (Fig 4).

’ 0 4,‘;»

Figura 4. Regulacion de la actividad transcripcional del NF-xB.

En la célula inactiva, el NF-kB se localiza en el citoplasma. El complejo IKK
activado provoca la fosforilacion de las kB, lo que lleva a su ubiquitinacion y
degradacion, quedando los dimeros del NF-kB libres. Se produce entonces
su traslocacion hacia el nucleo celular donde se unen al ADN y regulan la
transcripcion de gran cantidad de genes.



1. Caracteristicas estructurales de la via del NF-«xB.

El NF-«xB es utilizado por las células eucariotas como un elemento regulador de
los genes que controlan la proliferacion celular y su supervivencia. La
activacion del NF-xB activa la expresion de genes relacionados con la
proliferacion celular y que protegen a la célula en situaciones que de otra
manera conducirian a la muerte celular por via de la apoptosis.

Dada la gran capacidad biologica con que cuenta su dominio de activacion
TAD, la subunidad RelA (p65) es la responsable de la mayor parte de la
actividad transcripcional correspondiente al NF-xB. El dimero p50:c-Rel es
menos abundante y parece contar con una cinética mas lenta. Ambos dimeros,
p65:p50 y c-Rel:p50 se regulan a partir de su union con las IkB. Por otro lado,
el dimero p100:RelB aparece en el citoplasma de las células no activadas, y el
procesamiento proteolitico de la p100 es el que permite la formacion de la
unidad activa p52:RelB.

2.- VIAS DE ACTIVACION DEL NF-B:

Existen dos mecanismos principales de activacién del NF-xB conocidas como
la via candnica o clasica y la via alternativa en funcion de si la activacion

involucra la degradacion del IkB o el procesamiento de p100.

2.1. Via candnica o clasica:

Esta via se aplica a los dimeros compuestos por p65:p50 y c-REL:p50, que se
encuentran cautivos en el citoplasma celular como consecuencia de su unién a
los 1kB. Existe una amplia cantidad de agonistas que participan en la respuesta
inflamatoria, incluyendo el factor de necrosis tumoral o (TNFa),
lipopolisacaridos, la interleuquina 1 (IL-1), ligandos para los receptores toll-like
(TLRs) y situaciones que provocan estrés celular, que conducen a la activacion
de TAK1, que a su vez activa el complejo IKK. EI complejo IKK activado
fosforila las moléculas de IkB a nivel de las serinas presentes en la porcion N-

terminal, permitiendo su ubiquitinacién y degradacion por parte del proteosoma



26S, liberando los dimeros del NF-xB y permitiendo su traslocacién hacia el
nucleo. La via clasica incluye las subunidades IKKy/NEMO, IKKa y IKKp, y
depende principalmente de la actividad de la subunidad IKKB sobre el

heterodimero p65:p50.
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Figura 5. Via clasica o candnica de activacion del NF-«xB.

Ante diferentes estimulos, como el TNF, las interleuquinas, los
lipopolisacaridos,.., se activa al TAK1, que activa a su vez al complejo IKK.
Este fosforila a las kB, provocando su ubiquinizacién y degradacioén en el
proteosoma. El NF-kB queda libre, traslocandose hacia el nucleo. Los
dimeros compuestos por p65:p50 y c-Rel:p50 son activados por esta via.

En diferentes lineas de carcinoma escamoso de cabeza y cuello, Tamatani y
cols? demostraron que el incremento de la actividad de NF-kB respecto a las
células epiteliales normales podia ser atribuido a la rapida fosforilacion y
degradacion de la IkBa como consecuencia de un incremento de la actividad

KK



2. Vias de activacion del NF-kB.

2.2. Via alternativa:

La via alternativa depende de la activacién de un subgrupo de la superfamilia
de receptores del TNF como el CD40 o el receptor de la linfotoxina f (LTPR),
que actua estabilizando la quinasa inductora del NF-kB (NIK). La NIK activa la
IKKa, que a su vez fosforila el precursor p100 e induce la degradacion mediada
por el proteosoma del segmento C-terminal, y la formacién del dimero activo
p52:RelB que pasara al nucleo donde ejercera su funcion transcripcional,
actuando sobre un grupo de genes diferentes a los regulados por la otra via. La
actividad de esta via es importante en el desarrollo de los 6rganos linfoides y la

inmunidad mediada por las células B.

LTER CD40 BAFFR
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-
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p 100
* phosphorylation
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Figura 6. Via alternativa de activaciéon del NF-«xB.

Una superfamilia de los receptores del TNF son los responsables de la
activacion de NIK, que condiciona la activacion del IKK, especificamente
IKKa. Asi se fosforila el precursor p100 y se transforma en su forma madura
p52, permitiendo que el dimero formado por p52-RelB se trasloque al nucleo
para ejercer su funcion.



Introduccion.

2.3. Vias de activacion atipica.

A los mecanismos de activacion descritos, se afiaden dos vias adicionales. Una
aparece como resultado de la hipoxia y aparece como consecuencia de la
fosforilacién de la IkBa por parte de miembros de la familia Src.

En lineas celulares de hepatoma, neuroblastoma y carcinoma de colon, Lluis y
cols® evidenciaron como a partir de las 24h de hipoxia se elevaban los niveles
de mROS (mitochondrial reactive oxygen species), y de forma paralela
aumentaban los niveles nucleares del NF-kB (p65/p50) asi como los del HIF-1a
(hypoxia inducible factor-1a) (Fig 7). La activacion del NF-xB se producia a
partir de la fosforilacion en los residuos tirosina del IkB a través de a

estimulacién del ¢-Src, sin que se produjese una degradacion del IkB.
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Figura 7. Niveles de p65/p50 y HIF NF-xB (p65/p50) y HIF-1a en
situacidon de normoxia e hipoxia.
En una linea celular de hepatoma se comprobdé que los valores
correspondientes a los heterodimeros p65/p50 y HIF1-a. a nivel nuclear en
una situacion de hipoxia se elevaban con respecto a la situacion de
normoxia (tomado de Lluis y cols®).

Por otra parte, la infra-regulacion del NF-xB condujo a una disminucién de la
resistencia celular a la hipoxia, produciéndose un incremento significativo en la
muerte celular inducida por la hipoxia®.

La segunda via atipica de activacion se ha observado en células expuestas a

radiacion ultravioleta de longitud de onda corta (254 nm), que induce la



2. Vias de activacion del NF-kB.

degradacion de la IkBa via el proteosoma. De todas formas, en ambas vias la
activacion del NF-xB es mas lenta y menos intensa que la correspondiente a

las vias de activacion convencionales.

2.4. Modificacion de la actividad post-transcripcional.

Ademas de estos mecanismos de regulacion, la actividad del complejo NF-xB
esta sujeto a modificaciones post-transcripcionales asociadas basicamente a la
fosforilacion en lugares especificos de RelA que siguen unos patrones
caracteristicos dependientes del tipo celular y del estimulo. Estas
fosforilaciones especificas comportan efectos muy importantes en la actividad
de la proteina. Cada vez es mas aparente que la fosforilacion de RelA a
diferentes niveles actua como un elemento integrador de diferentes sefales,
pudiendo controlar la cinética y la capacidad de transactivacion
correspondiente a RelA.

Uno de los genes diana regulados por el NF-kB activado es el correspondiente
al IkBa. Se crea un circuito por el cual la actividad del NF-kB promueve la
transcripcion del gen IkBa y un incremento de su actividad inhibidora, con lo
que se consigue un cese rapido de la actividad NF-kB una vez cesa la sefal

que condujo a su activacion.

3.- PAPEL DEL NF-xB EN LA CARCINOGENESIS.

El NF-xB fue identificado originalmente como un regulador de los genes
responsables de las cadenas ligeras k de las inmunoglobulinas. Posteriormente
se ha asociado con la carcinogénesis a partir de la descripcion de la proteina v-
Rel del retrovirus Rev-T, que en modelos de células tumorales de aves induce
la proliferacion y resistencia a la apoptosis®. Desde entonces, se ha
comprobado como los factores de transcripcion de la familia Rel regulan la
expresion de mas de 150 genes.



Las situaciones de estrés o dafio celular comportan una respuesta por parte de
las células normales hacia un estado anti-apoptético mediado por la activacion
del NF-xB. La similitud de los perfiles de expresién genética existentes entre
esta respuesta de proteccion celular y la presente en las células tumorales de
los carcinomas escamosos condujo a los investigadores a evaluar el posible
papel del NF-kB en la carcinogénesis.

El proceso de carcinogénesis requiere seis alteraciones esenciales en la
fisiologia celular: autosuficiencia en las sefiales de crecimiento; insensibilidad a
los mecanismos que inducen la inhibicién en la proliferacidn celular; evasion de
la apoptosis; inmortalizacion; induccion de la angiogénesis; y capacidad de
invasién tisular y de metastatizacion®.

EL NF-xB es capaz de inducir varias de estas alteraciones a nivel celular. El
NF-xB contribuye a la induccion de cinco clases de genes que se han implicado
en la carcinogénesis de los carcinomas de cabeza y cuello (revisado por Allen y
cols®). La siguiente tabla muestra los productos de los genes diana regulados

por la actividad del NF-kB.

Funcion en carcinomas de

cabezay cuello GEN

Progresion del ciclo celular Ciclina D1

Bcl-XL
A1/Bfl-
Regulacion de la apoptosis IAP-1/IAP-2
TRAF1, TRAF2
mdm?2
TNFo
IL-1,6
Inflamacion-angiogénesis GROq
VEGF
MMPs, TIMPs
Invasion tisular-metastasis heparinasa
UPA
P-glicoproteina
Resistencia al tratamiento SADDA45

\J O
V-GUS

Tabla 2. Productos de los genes diana regulados por la actividad del NF-xB.



3. Papel del NF-xB en la carcinogénesis.

La exposicion a carcindgenos y la inflamacion cronica son dos situaciones que
subyacen en la promocion de los carcinomas de cabeza y cuello. Uno de los
mecanismos moleculares y celulares que conectaria la inflamacién cronica con
la carcinogénesis seria la via del NF-«xB.

Loercher y cols’ examinaron el patrén de expresién genética diferencial entre
queratinocitos normales, transformados y metastasicos mediante técnicas de
microarrays de ADN, explorando el papel del NF-xB en los cambios genéticos y
fenotipicos adquiridos durante la progresion del tumor. EI NF-xB modulaba la
expresion de mas del 60% de los 308 genes que contaron con una expresion
diferencial entre los queratinocitos normales y los metastasicos, relacionandose
directa o indirectamente con la modulacion de vias relacionadas con la
proliferacion, apoptosis, adhesion y angiogénesis. Se determiné la presencia de
elementos de union al NF-xB en la regiéon promotora del 63% de los genes
sobre expresados y del 33% de los infra expresados. Por su parte, la
inactivacion del NF-kB comporté una inhibicibn de las caracteristicas
fenotipicas de malignidad, incluyendo la proliferacion, supervivencia celular,
migracion y angiogénesis.

En un estudio inmunohistoquimico desarrollado por Kourelis y cols® se pudo
apreciar como la inmunorreactividad frente al NF-xkB (p65) se incrementaba de
forma significativa a lo largo del proceso de carcinogénesis para el carcinoma
de la laringe. La siguiente tabla (Tabla 3) muestra los valores de positividad
citoplasmatica (C) y nuclear (N) correspondientes a muestras de mucosa
normal (n=119), hiperplasica (n=83), displasica (n=75), y de carcinoma

escamoso con diferentes grados de diferenciacion (n=97).
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Tabla 3. Valores del NFxB en mgcosa normal, hiperplasica, displasica y carcinoma
escamoso (tomado de Kourelis y cols®).



Existi6 una tendencia significativa hacia la positividad tanto citoplasmatica
como nuclear para el NF-xB en funcién de la progresion histologica (coeficiente
de correlacion de Spearman rs= 0.419, P<0.001 y rs=0.241, P<0.001

respectivamente), alcanzando una positividad maxima en el caso del tumor.

3.1. Mecanismos de activaciéon del NF-xB en los carcinomas de cabeza y

cuello.

La activacion constitutiva del NF-xB en los carcinomas escamosos de cabeza y
cuello es un hecho bien establecido®. Se han descrito una diversidad de
estimulos que inducirian esta activacion, incluyendo factores de crecimiento,
citoquinas, y situaciones que provocan estrés genotdxico, incluida la
radioterapia.

Aunque raro en células normales, se ha descrito que diversos modelos
tumorales, incluyendo los carcinomas de cabeza y cuello, cuentan con una
activacion constitutiva del NF-xB, jugando un papel fundamental en la

proliferacién de las células tumorales® .

Adicionalmente, los carcinomas
escamosos de cabeza y cuello y las células del microambiente tumoral
producen una serie de citoquinas con capacidad de modular la actividad del
NF-kB''. Entre las sustancias que acttan sobre el NF-xB destaca el factor de
necrosis tumoral-a (tumor necrosis factor-a, TNFa), que es quiza el activador
mas potente, actuando a través de la via clasica de activacién, provocando la
fosforilacion de IKK que lleva a la degradacion mediada por ubiquitinacion del
lkBa'?.

Jackson-Bernitsas y cols™ estudiaron el mecanismo a través del cual se
producia la activacion constitutiva del NF-xB en las células de los carcinomas
escamosos de cabeza y cuello. De acuerdo con sus resultados, el NF-kB se
encontraba transcripcionalmente activo en la totalidad de las lineas celulares
de carcinoma de cabeza y cuello evaluadas. La activacidén constitutiva del NF-
kB dependio de la actividad autocrina de los productos derivados de los genes
regulados por el NF-xB a través de la via del TNFa, quedando esta via

bloqueada con la administracién de anticuerpos anti-TNF"".
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El transforming growth factor-a (TGFa) es una proteina que actua con gran
afinidad sobre el epithelial growth factor receptor (EGFR) y que aparece
sobreexpresado en un 90% de los carcinomas escamosos de cabeza y
cuello™. La estimulacién producida por EGFR comporta una activacion del NF-
kB a través de la via del Akt, una protein-quinasa que juega un papel
fundamental en multiples procesos celulares como el metabolismo de la
glucosa, la proliferacion celular, la apoptosis, la transcripcion y la migracion
celular. Se ha comprobado como la inhibicion farmacologica del EGFR conduce
a una disminucion en la actividad del NF-«xB.

En un estudio experimental desarrollado con lineas celulares de carcinoma
escamoso de cabeza y cuello, Bancroft y cols'® demostraron que el tratamiento
con Cetuximab® (C225, anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio
externo del EGFR, inhibiendo de manera competitiva la unidon con ligandos
endogenos) disminuia de forma significativa la actividad del NF-xB respecto a

un anticuerpo isotopico (isotipo) (Fig 8).
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Figura 8. Efecto del Cetuximab® (C225) sobre la actividad del NF-xB
conseguida a partir de la inhibicion del EGFR.
Exponiendo a una linea celular de carcinoma escamoso de cabeza y cuello
(UM-SCC-9) a 2u/ml de C225 y a un anticuerpo isotopico control, se
comprobd que el C225 inhibe fuertemente al NF-kB inducido por EGFR con
respecto al isotipo (tomado de Bancroft y cols').



Una forma alternativa de activacidon de la via Akt independiente del EGFR en
los carcinomas de cabeza y cuello resulta de la estimulacion del receptor de la
quimioquina 7 (CCR7)".

Otra quinasa que se ha implicado en la activacion del NF-xB en los carcinomas
de cabeza y cuello es la casein quinasa Il (CK2). Los niveles de expresion
elevados de la CK2 se correlacionan con la agresividad tumoral. Se ha
demostrado que la CK2 induce la activacion del NF-xB a través de la
activacion de IKKp'"".

El transforming growth factor § (TGFpB) es un elemento esencial en la
regulacion de la homeostasis de los epitelios. Ejerce su actividad a través de un
receptor que cuenta con tres subunidades: TRRI, TRIl y TRRIII. EI TGFf inhibe
de forma potente la proliferacion epitelial a partir de la sobrerregulacién de los
genes ciclin-quinasa dependientes p15™K* p21P! y p57KP2 'y |a represion de
los genes c-MYC y ID1. Los carcinomas escamosos de cabeza y cuello
presentan con frecuencia una expresion disminuida del receptor T@RII, lo que
conlleva la presencia de fenotipos menos diferenciados y de mayor
agresividad. Cohen y cols'® encontraron una asociacién entre la reduccién en la
expresion de los receptores del TGF y un incremento de la actividad de la via
del NF-xB. Por otra parte, la restitucion de la actividad de la via del TGFf en
lineas celulares de carcinoma escamoso condujo a una inhibicion del NF-kB,
tanto de la actividad constitutiva como de la conseguida a partir de la
estimulacién con el TNFa.

El humo del tabaco contiene sustancias carcindbgenas que son responsables en
gran medida de la aparicion de carcinomas a nivel de las vias aerodigestivas.
Entre los mecanismos de induccion carcinogénica derivados del uso del tabaco
se encuentra la activacion del NF-xB. Anto y cols'® analizaron el efecto del
condensado de humo de cigarrillo sobre la actividad del eje del NF-xB en varios
tipos celulares, incluidas lineas de carcinoma de cabeza y cuello. De acuerdo
con sus resultados, el humo de tabaco provocaba la activaciéon del NF-xB
siguiendo una cinética similar a la que corresponde a la activacién por parte del
TNFa. La activacion del NF-xB era consecuencia del incremento en la actividad
da la IKK, y se correspondia con la fosforilacion y degradacién del IkBa. Por su

parte, Rohrer y cols?®® describieron unos hallazgos similares en un modelo de
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lesion premaligna consistente en células de cavidad oral transformadas por
accion del virus papiloma.

El proceso inflamatorio cronico comporta un incremento local de especies
reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) y especies reactivas de
nitrogeno (reactive nitrogen species, RNS), que son productos generados de
forma fisiologica durante los procesos de metabolismo celular. Entre estas
moléculas se incluyen los peroxidos y superoxidos, y el 6xido nitrico, inestables
desde un punto de vista quimico y con un papel importante en la sefalizacion
celular. Bradburn y cols®' estudiaron los mecanismos a través de los cuales la
inflamacion cronica puede inducir la aparicion de tumores a nivel de las
mucosas de cabeza y cuello, encontrando que la adicion de especies reactivas
a cultivos celulares de carcinomas de cabeza y cuello inducian la activacién del
NF-xB a partir de su disociacion del IkB y la consecuente induccion de la
transcripcion de genes regulados por NF-kB.

Por otra parte, la radioterapia cuenta con la capacidad de inducir la actividad
del NF-kB en las células tumorales. Tamatani y cols®* expusieron una linea
celular de carcinoma de cavidad oral a radioterapia, pudiendo comprobar como
se aumentaba la actividad NF-xB en relacion a las células no expuestas, con

un incremento en la translocacion nuclear de la proteina p65.

3.2. Papel del NF-xB en la regulacién del ciclo celular.

La ciclina D1 es una proteina de la familia de las ciclinas que esta implicada en
la regulacion del ciclo celular. Su sintesis se inicia durante la fase G1 del ciclo,
y regula la progresion a través del checkpoint G1/S del ciclo celular. Utilizando
un lkB mutado que no puede ser fosforilado o degradado por el proteosoma,
Guttridge y cols?® y Hinz y cols®* mostraron como la supresién de la actividad
del eje NF-xB provocaba un enlentecimiento del ciclo celular, que podia
recuperarse mediante la transfeccion de plasmidos con actividad ciclina D1.

En un estudio desarrollado por Ruan y cols® en que se evaluaba in vitro el
efecto correspondiente a un inhibidor del NF-xB (DHMEQ), pudo comprobarse

como el bloqueo de su actividad comportaba una disminucién de la actividad



del promotor de la ciclina D1 (Fig 9), siendo esta disminucion dosis

dependiente.
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Figura 9. Efectos del DHMEQ en la actividad del promotor de la ciclina D1.
La exposicion de las células KB a una dosis de 5 a 20 yg/ml de DHMEG conllevo
una disminucion dosis dependiente de la actividad del promotor de la ciclina D1
(tomado de Ruan y cols®).

Por otra parte, en pacientes con carcinomas de cabeza y cuello en los cuales
se bloqued farmacolégicamente la via del NF-xB, pudo comprobarse una
disminucién en la expresion del gen CCND1, responsable de la codificacion de
la ciclina D1%.

3.3. Regulacion de la apoptosis.

El NF-xB modula la expresion de proteinas implicadas en el mecanismo de la
apoptosis (revisado en Karin & Lin?’). El bloqueo de la via del NF-xB a partir de
la transfeccién de formas mutadas de IkBa no sensibles a la accién proteolitica
del proteosoma condiciona una recuperacion de la apoptosis dependiente de
las caspasas inducida por el TNFa en lineas celulares de carcinoma de cabeza
y cuello®®. Ademas, el NF-kB cuenta con la capacidad de inhibir directamente la
apoptosis a partir de la promocion de la expresion de genes homologos al Bcl-2
(Bcl-X. y A1/Bfl-1). En un estudio in vitro desarrollado con lineas celulares de
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carcinoma escamoso de cabeza y cuello, Duffey y cols?®® encontraron que la

supresion del NF-«xB redujo la viabilidad celular en un 70%-90% (Fig 10).
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Figura 10. Supervivencia de tres lineas celulares (UM-SCC-9, -11B y -38).
Partiendo de la base de que los factores de transcripcion del NF-kB/Rel
regulan genes involucrados en la supervivencia celular, se estudié como
influye la anulacion de la actividad del NF-xB mediante la transfeccién de un
IkBa resistente a la degradaciéon por el proteosoma. Se comprobd que
pasadas 72 horas de la transfeccion, la viabilidad celular se redujo en las tres
lineas celulares en un 70-90% (tomado de Duffey y colszg).

Ruan y cols® realizaron un estudio en que se evalud un inhibidor especifico
(DHMEQ). Comprobaron la existencia de un incremento en la tasa de apoptosis
proporcional al nivel de inhibicion del NF-xB en dos lineas celulares de

carcinoma escamoso (células YCU-H891 y KB) (Fig 11).
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Figura 11. Efectos del DHMEQ en la induccion de apoptosis en las células YCU-H891 y
KB.

El tratamiento de ambas lineas celulares durante 48 horas con 10-40 ug/ml de DHMEQ supuso
un incremento dosis dependiente de los niveles de nucleosomas citoplasmaticos, lo que es un
indicativo de apoptosis celular (tomado de Ruan y colsZ5).

En el mismo estudio, Ruan y cols® llevaron a cabo una evaluacién de los
efectos del DHMEQ sobre los niveles de expresion del Bcl-XL, y no se
evidenciaron diferencias significativas en funcion del grado de inhibicion del
NF-xB. Este resultado sugiere que la apoptosis inducida por la inhibicion del
NF-kB no depende de la proteina Bcl-XL.

En un estudio desarrollado por Loercher y cols®® en carcinomas escamoso de
cabeza y cuello se encontré6 que NF-kB regulaba el nivel de expresién de la
proteina inhibidora de apoptosis-1 (IAP-1) pero no los niveles de Bcl-XL.
Ademas, el NF-kB inhibe la apoptosis a partir de la induccion de la IL-6, que a
su vez actua activando la transcripcion del efector STAT3, que ejerce un papel
regulador de la expresion del sistema Bcl en los carcinomas de cabeza y
cuello®'. STAT3 actiia como mediador en la expresiéon de diversos genes en
respuesta a determinados estimulos celulares y juega asi un papel importante
en multitud de procesos celulares como la proliferacion celular y la apoptosis.
Otra via por la cual el NF-kB cuenta con la capacidad de regular el mecanismo
de apoptosis es a través de la interaccion con p53. El NF-xB puede inhibir
directamente la actividad de la p53 a partir de la sobre regulacién de la proteina
mdm2*. La mdm2 es un importante regulador negativo de la p53, actuando

como una ubiquitina ligasa que se une a la p53 y la marca de manera que pasa
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a ser degradada por el proteosoma, actuando ademas como un represor de la
transcripcion del gen.

Las mutaciones en p53 son un hecho muy habitual en los carcinomas de
cabeza y cuello, lo que conduce a la sobreproduccion y acumulo de la proteina
mutada a nivel celular. En lineas celulares de carcinoma, Weisz y cols®
encontraron una relacion entre la proteina p53 mutada y la actividad
transcripcional del NF-kB en respuesta al TNFa. Del mismo modo, al estudiar
mediante inmunohistoquimica pacientes con carcinomas de cabeza y cuello,
estos autores encontraron una correlacion entre la p53 mutada y la activacion
constitutiva del NF-xB (Fig 12).
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Figura 12. Resultados inmunohistoquimicos en la tincién del NF-xB p65 y del p53.

Se analiz6 la expresion del NF-xB p65 y del p53 en carcinomas de cabeza y cuello. En todos
los tumores con mutacion del p53, el incremento de la tincidon para p65 nuclear estaba presente
en las zonas con una intensa tincion para p53. N, tejido normal; T, tejido tumoral; Hyp,
hiperplasia; Dys, displasia (tomado de Weisz y cols®®).

En un estudio reciente, Lee y cols® han evaluado de forma conjunta diferentes
vias implicadas en la regulacion de la apoptosis en los carcinomas escamosos
de cabeza y cuello. La hipotesis de los autores es que existen alteraciones en
la red de senales que implican al NF-xB, STAT3 y p53, que contarian con la
capacidad de modular la expresién del sistema BAX (pro-apoptético)/Bcl-XL
(anti-apoptotico). En un estudio desarrollado en lineas celulares, los autores

encontraron que el NF-xB y el STAT3 eran coactivados de forma conjunta, y



que ambos contaban con la capacidad de modular el sistema BAX/Bcl-XL. La
disminucién de la actividad de p53 comportaba un incremento en la activacién
de NF-xB y STATS3, y en consecuencia de la resistencia a la apoptosis inducida
por Bcl-XL. La restitucion de la actividad p53 comportd la supresion de la
actividad nuclear de NF-xB y STAT3, y del cociente BAX/Bcl-XL, induciendo la
apoptosis. De acuerdo con los resultados, los autores propusieron un modelo
en el cual la activacidon de NF-xB y STAT3 junto con la disfuncion de p53
alterarian el equilibrio del sistema BAX-Bcl-XL favoreciendo la supervivencia de

las células tumorales.
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Figura 13. Activaciéon del NF-xB y STAT3, junto con disfuncién del p53.
Una sefial conjunta del NF-kB, STAT3 y p53 modulan el sistema BAX/BCL-
XL y por tanto la supervivencia celular. En el carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, la activacion conjunta el NF-xB y STAT3 junto con la
disfuncién del p53, aumenta la expresién relatlva del BCL-XL y por tanto la
supervivencia celular (tomado de Lee y cols® )
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3.4. Inflamaciodn: metabolismo de las prostaglandinas.

Otra de las vias que conectan la actividad del NF-kB con la respuesta
inflamatoria es a través de la sintesis de las prostaglandinas (PG). Una de las

dianas finales de la actividad NF-«xB es la ciclooxigenasa-2 (COX-2), uno de los
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enzimas reguladores de la sintesis de PG. La sobreexpresién de COX-2
promueve la carcinogénesis actuando a diferentes niveles, y es un hecho
habitual en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello.

La biosintesis de la prostaglandina E; (PGE;) implica la oxidacion e
isomerizacion del acido araquidénico (AA) a partir de tres reacciones
enzimaticas. El paso metabdlico inicial corresponde a la liberacion del AA
desde la membrana celular a partir de la accion de la fosfolipasa Az. El AA es
metabolizado entonces a prostaglandina G, (PGG,) y a prostaglandina H;
(PGH2) a partir de las actividades ciclooxigenasa y peroxidasa del enzima
ciclooxigenasa (COX). Hasta la fecha se han descrito tres isoformas del enzima
COX, la COX-1 y COX-3 codificadas por el gen COX-1, y la COX-2 codificada
por el gen COX-2. La COX-1 es un enzima constitutivo presente en la mayoria
de tejidos, y regula la produccion de los prostanoides necesarios para el
mantenimiento de la homeostasis. En contraste, la COX-2 es un enzima
inducible, que no se expresa en condiciones normales, en tanto que lo hace en
respuesta a la presencia de hormonas, factores de crecimiento, citoquinas pro-
inflamatorias, endotoxinas bacterianas o la accion de determinados oncogenes.
La PGH,; es el precursor comun de los prostanoides bioactivos (PGs y
tromboxanos), cuya sintesis depende de sintetasas especificas, que cuentan
con diferentes estructuras y una distribucion tisular y celular especifica. Los
enzimas que catalizan la conversion de PGH,; a PGE, son conocidos como
PGE-sintetasas (PGES). Hasta el momento se han identificado tres proteinas
con actividad PGES: microsomal-PGES (mPGES)-1, y mPGES-2; y citosdlica-
PGES (cPGES). Por ultimo, la actividad de la PGE; se ejerce a través de una
familia de receptores celulares designados como EP1, EP2, EP3 y EP4, que
se acoplan a diferentes vias de transduccion de sefial intracelular (Fig 14).
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Figura 14. Via metabdlica de la PGE,.

Se han detectado unos niveles elevados de PG en carcinomas de diferentes
localizaciones, incluyendo los carcinomas escamosos de cabeza y cuello®.
Existen evidencias de que el incremento en los niveles de PGE, en los
carcinomas de cabeza y cuello esta asociado a la sobre-expresion de la COX-
2%, y de que esta sobre-expresion es un acontecimiento precoz en el proceso
de la carcinogénesis, apareciendo en las lesiones pre-neoplasicas®®=°.

La PGE; esta implicada en los fenbmenos de carcinogénesis y desarrollo del
tumor estimulando su crecimiento a partir de la induccion de diferentes factores
de crecimiento®®, inhibiendo la apoptosis*!, promoviendo la angiogénesis*,
alterando los mecanismos inmunitarios con capacidad de contrarrestar al
tumor*®, o modulando la capacidad invasiva de las células tumorales y su
potencialidad metastasica a partir de la modulacion de la actividad de las

metaloproteinasas (MMP)*.
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En un estudio de la actividad a nivel transcripcional de los genes implicados en
el metabolismo de la PGE; en carcinomas de cabeza y cuello, Camacho y
cols*® demostraron un incremento significativo en la expresion de COX-2 y
cPGES, en tanto que no existieron diferencias significativas en la expresion de
COX-1 y mPGES-1 y -2 entre el tejido tumoral y el correspondiente a mucosa
sana (Fig 15).
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Figura 15. Estudio de la actividad a nivel transcripcional de los genes
implicados en el metabolismo de la PGE; en carcinomas de cabeza y
cuello.

Se demostré un incremento significativo en la expresion de COX-2 y
cPGES, en tanto que no existieron diferencias significativas en la expresion
de COX-1 y mPGES-1 y -2 entre el tejido tumoral y el correspondiente a
mucosa sana (tomado de Camacho y cols®).

Sawhney y cols*, a partir de un estudio inmunohistoquimico realizado con
muestras de mucosa sana, lesiones premalignas y carcinomas escamosos de
cavidad oral, complementado con un estudio in vitro desarrollado en lineas
celulares, demostraron que la activacion del NF-xB y la sobreexpresion de la
COX-2 eran acontecimientos paralelos que aparecian de forma precoz en el
proceso de carcinogénesis, permaneciendo elevados en los carcinomas ya
establecidos (Tabla 4).
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Lesion premaligna 78 68% 51% 65%

Tabla 4. Expresion el NF-xB y COX-2.
Porcentajes de positividad a las tinciones citoplasmaticas y nuclear del NF-xB, asi como a la
COX-2 en diferentes tipos celulares (tomado de Sawhney y cols*®).

Histologia

En un estudio in vitro desarrollado con lineas celulares de lesiones
hiperplasicas y de carcinoma de cavidad oral, los autores demostraron una
activacion y translocacion nuclear del NF-xB y un incremento en la actividad
COX-2 inducido de forma dosis dependiente por la adicion de extractos de
tabaco. La adicion de cucurmina, un potente inhibidor del NF-xB, conté con la
capacidad de suprimir la actividad de la COX-2. Por otro lado, la adiciéon a un
cultivo de células de carcinoma de cavidad oral de celecoxib, un inhibidor
especifico de la COX-2, condujo a una inhibiciéon de la activacion del NF-xB
inducida por la adicion de los extractos de tabaco, sefialando la interrelacion
entre las vias metabdlicas del NF-xB y la COX-2. Igualmente, Raju y cols*’
demostraron como la expresion constitutiva del NF-kB en una linea celular de
carcinoma de cabeza y cuello quedaba modulada mediante la adicion de
celecoxib. La administracion de celecoxib comporté un bloqueo dosis-
dependiente de la capacidad de union del NF-xB a las porciones promotoras
del ADN celular de los genes sobre los que ejerce una funcién de regulacion.
Kourelis y cols®, a partir de un amplio estudio inmunohistoquimico desarrollado
en muestras de mucosa normal, lesiones precancerosas y carcinomas de la
laringe, no encontraron una relacion significativa entre la positividad frente a la
COX-2 y la actividad nuclear del NF-kB (p65) (rs=0.08, P=0.121), en tanto que
si que aparecio esta relacién al considerar la actividad citoplasmatica del NF-
kB (p65) (rs=0.352, P<0.001).
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3.5. Inflamacion: citoquinas.

Ademas de promover la proliferacion y la supervivencia celular, el NF-xB
proporciona ventajas selectivas para el crecimiento en el microambiente
tumoral a partir de la estimulacion de citoquinas proinflamatorias y
proangiogeénicas. La IL-1, IL-6, IL-8 y el growth-related oncogene 1 (GRO-1)
inducen la respuesta inflamatoria, promueven la angiogénesis y la migracion
celular, y actuan como quimiotacticos para los leucocitos, situaciones todas
ellas que favorecen el desarrollo del tumor. Todos los genes que codifican
estas citoquinas cuentan con lugares de union en la zona promotora para la
familia NF-xB, y aparecen sobreexpresados en los pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello (revisado en Chang AA*®).

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

La IL-1 tiene un interés particular por su papel orquestador de la respuesta
inflamatoria. La IL-1 es liberada principalmente por leucocitos, pero también por
otros tipos celulares. Las células cancerigenas producen IL-1 directamente y/o
inducen su produccién en las células del microambiente tumoral®. La IL-1 es
una citoquina pluripotente involucrada en respuestas fisiologicas como la
induccion de permeabilidad vascular, la fiebre y liberacion adicional de otras
citoquinas. También la IL-1 promueve la produccion de prostanoides mediante
la induccién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la PGES-1 microsomal (mPGES-
1)50. La IL-1 se ha hallado incrementada en diversos tipos de tumor e implicada
en la progresion tumoral a través de la induccion de factores de crecimiento,
proteasas y factores pro-angiogénicos™’.

La familia de la IL-1 esta compuesta por tres miembros, dos de los cuales son
activos (agonistas) la IL-1a y la IL-18, y el tercero es una proteina antagonista
de los receptores de la IL-1 (IL-1ra). La IL-1a y la IL-18 estan codificadas por
genes distintos pero son funcionalmente similares uniéndose a los mismos
receptores. Ambas proteinas difieren en la forma en que son procesadas.

Mientras la IL-1a. es activa en la forma precursora, la IL-18 requiere su escision



de la forma de 33 KDa a 17 KDa por la caspasa-1 (también conocida como
Interleukin converting Enzyme, ICE), siendo la forma madura de la IL-1p la
unica activa. A su vez la caspasa-1 requiere activacion por unos complejos
denominados inflamosomas.

Existen dos receptores de la IL-1, IL-1RIl y IL-1RIl, que pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, con centros de union similares. El IL-1RI
es el biologicamente activo y se expresa de forma ubicua, mientras que el IL-
1RIl traduce senal de forma deficiente y de hecho actua como antagonista.
Posteriormente a la union al receptor IL-1RIl, la IL-1RaP (IL-1 receptor
accessory protein) se une al complejo facilitando la transduccién de sefal y
siendo esencial para ella (revisado en Lewis y cols®").

Después de la union de la IL-1 al IL-1RI y formado el complejo [IL-1/IL-1RI/IL-
1RaP] la sefal se inicia mediante el reclutamiento de la proteina adaptadora
MyD88 al dominio intracelular TIR (Toll-IL-1-Receptor) del complejo receptor
prosiguiendo con la fosforilacion de diversas cinasas para finalmente translocar
el factor nuclear NF-xB al nucleo (Fig 16). La siguiente figura esquematiza el

mecanismo de activacion del NF-kB por parte de la IL-1.
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Figura 16. Modelo propuesto de activaciéon del NF-xB por parte de la IL-
1 en el carcinoma escamoso de cabeza y cuello.
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En un modelo desarrollado en lineas celulares de carcinoma pancreatico, Niu y
cols® han descrito un incremento de la IL-10. a expensas de la sobre-expresion
de factores de crecimiento como el EGF. La IL-1a contaria con una capacidad
de estimulacion autocrina de la actividad del NF-kB, que una vez translocado a
nivel nuclear regularia la expresion de una serie de genes que favorecerian la
progresion tumoral, entre ellos el responsable de la IL-1a, resultado en un
feedback positivo que ayudaria a mantener el NF-xB activado del forma

constitutiva (Fig 17).
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Figura 17. Modelo propuesto de activaciéon del NF-xB constitutivo en el
carcinoma pancreatico (tomado de Niu y cols®™).

Streicher y cols® obtuvieron unos resultados similares al analizar lineas
celulares de carcinoma de mama. El EGFR activado condujo a la activacion del
NF-xB, que a su vez promovié la transcripcidon de la IL-1. Una vez sintetizada y
liberada por las células tumorales, la IL-1 aparecié como un factor de activacion
del NF-«B.



3.6. Angiogénesis.

Los factores inducibles por hipoxia (HIFs) facilitan la adquisicion celular de O, y
la adaptacion de la célula a su deprivacion a partir de la regulacion de la
expresion de una gran cantidad de genes que se encuentran implicados en
muchos de los procesos del metabolismo celular y que se relacionan ademas
con la promocion de la carcinogénesis. La actividad del HIF depende de unos
heterodimeros compuestos por una subunidad o inducible y sensible a las
concentraciones tisulares de O, de la cual se han descrito hasta el momento 3
tipos distintos (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a), y una subunidad B que se encuentra
expresada de forma constitutiva a nivel celular, conocida también como ARNT.
Las subunidades a se encuentran formadas por cuatro dominios: el dominio
bHLH para la union al ADN, el dominio PAS para la dimerizacion, el dominio
regulador (oxygen-dependent degradation domain, ODD), y unos dominios de
transactivacion en la porcion C-terminal. EL HIF-1a aparece expresado de
forma ubicua, siendo el principal factor implicado en la regulacion tisular de la
respuesta a la hipoxia en la mayoria de tejidos. La expresion del HIF-2a., por el
contrario, queda limitada a unos tipos celulares concretos. Finalmente, no se
conoce en la actualidad de forma completa el papel jugado por el HIF-3a en la
regulacion de la hipoxia.

La subunidad § cuenta con los dominios bHIH y PAS, en tanto que carece del
dominio ODD, apareciendo expresada de forma constitutiva en la totalidad de
tejidos en condiciones aerobias.

En condiciones aerobias, la proteina supresora de tumores von Hippel-Landau
(pVHL) induce la degradacion por via del proteosoma del los HIFs-a. Por el
contrario, en condiciones de hipoxia se produce una estabilizacion de las
subunidades HIFs-a, con la consiguiente traslocacion nuclear vy
heterodimerizacion con la subunidad HIF-3, uniéndose a los elementos
reguladores de los genes diana. La estabilizacion del HIF-a y la actividad
reguladora sobre el ADN aparece inducida ante concentraciones de O
inferiores al 6%, alcanzando un nivel de actividad maxima con tensiones de O
del 0.5%.
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La expresion del HIF se ha visto implicada en puntos clave del proceso de
promocién de la carcinogénesis, especialmente a partir de la induccion de la
angiogénesis, principalmente a expensas de la activacion de genes
responsables de la produccion de sustancias pro-angiogénicas como el VEGF,
pero también interviniendo en la regulacion del metabolismo y la proliferacion
celular, la desdiferenciacion y la aparicion de metastasis (revisado en Rankin et
al®*) (Fig 18).
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Figura 18. Genes regulados por el factor inducible por hipoxia (HIF) que se encuentran
relacionados con mecanismos implicados en la tumorogénesis.

El HIF regula la expresion de cerca de 100 genes implicados en la tumorogénesis, incluyendo
an?&g);énesis, metabolismo, proliferacion, invasion tisular y metastasis (tomado de Rankin y
cols™).

En condiciones de hipoxia se produce una fosforilacion de la IkB, liberandose el
NF-kB, que cuenta con la capacidad de promover la transcripcion del HIF-1a,

incrementandose en consecuencia los niveles de mARN y de proteina® (Fig
19).
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Figura 19. Representacidon esquematica de la reIacnon entre HIF-1a y NF«xB
en condiciones de hipoxia (tomado de Gérlach y cols® )

Ademas de la estabilizacion del HIF-1a en condiciones de hipoxia, van Uden y
cols®® describieron como el complejo NF-kB es un modulador directo de la
expresion del HIF-1a. de forma dependiente de la estimulacién con el TNFa en
situacion de normoxia.

I°” y carcinoma gastrico® se ha

En modelos tumorales de carcinoma colonrecta
descrito una relacion entre la activacion del HIF-1a. a partir del complejo NF-xB
y la angiogénesis tumoral.

El VEGF es una proteina sefalizadora implicada en la vasculogénesis
(formacion de novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis
(crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). La
actividad del VEGF provoca la degradacion de la membrana basal a nivel
vascular, permitiendo la emigracion de las células endoteliales hacia es espacio
intersticial, lo que dara lugar a la formacion de nuevos vasos. Los VEGF
pertenecen a la superfamilia de los factores de crecimiento derivados de las
plaquetas. VEGF incluye las proteinas homodiméricas VEGF-A (que es la que
se designa normalmente al hablar de VEGF), que cuenta con una potente
actividad como antiangiogénico, y las proteinas VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E y PIGF (placental growth factor).

La actividad del VEGF-A depende por una parte del HIF-1a, tal como vimos

anteriormente, pero también queda regulada por otros factores de crecimiento y
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citoquinas, incluyendo los factores de crecimiento epidérmico (EGF) y el
derivado de las plaquetas, la PGE; o la IL-6.

La familia de los VEGF ejerce su sefal al actuar sobre unos receptores
especificos de membrana, los VEGFR, compuestos por una serie de dominios
extracelulares semejantes a las inmunoglobulinas, un dominio transmembrana,
y un dominio intracelular con actividad tirosin-quinasa. Existen 3 receptores con
afinidad VEGF especifica. La estimulacion del VEGFR-1 se relaciona
fundamentalmente con los fendmenos de vasculogénesis embrionaria. El
VEGFR-2 es el receptor angiogénico por excelencia, en tanto que el VEGFR-3
se ha implicado en los mecanismos asociados a la linfangiogénesis. EL VEGF-
A cuenta con capacidad de actuar sobre los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2,
en tanto que el VEGF-B estimula unicamente al VEGFR-1. Los VEGFC vy
VEGF-D se unen al VEGFR-2 y VEGFR-3, y finalmente el VEGF-E lo hace de
forma exclusiva con el VEGFR-2 (Fig 20).
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Figura 20. Componentes de la familia del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF).

Los carcinomas escamosos de cabeza y cuello cuentan con la tendencia a la

sobreexpresion del VEGF, habiéndose comprobado una relacion significativa



entre su nivel de expresion y la afectacion ganglionar®® y el pronéstico de la
enfermedad.

En algunos modelos tumorales, como el carcinoma de ovario, se ha descrito un
estimulo directo de la angiogénesis por parte del NF-kB a partir de la induccién
del vascular endothelial growth factor (VEGF)®.

En un estudio con un inhibidor del NF-xB (DHMEQ), Ruan y cols® evidenciaron
que un bloqueo del NF-kB comportdé una disminucion muy significativa de la

expresién del VEGF (Fig 21).
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Figura 21. Efectos del DHMEQ sobre la expresion del promotor de VEGF.
La exposicion de una linea celular a un inhibidor del NF-xB (DHMEQ) a una
dosis de 5-20 pg/ml, comporté una disminucion dosis dependiente de la
actividad del promotor de VEGF (tomado de Ruan y cols %°).

3.7. Invasion tisular y metastasis.

Otra caracteristica de los tumores malignos es su capacidad de invasion y
metastatizacion, que requiere la adquisicién por parte de las células tumorales
de una serie de capacidades fenotipicas que incluyen la pérdida de
adhesividad intercelular, la degradacion de la matriz extracelular, y la
capacidad de migrar. Las proteinas que permiten la adquisicion de estas
habilidades se encuentran controladas por una variedad de factores, entre los

que se incluye el NF-xB. Las metaloproteinasas (MMP) son unos enzimas
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proteoliticos que permiten la degradacion de la matriz extracelular, y cuya
expresion se encuentra regulada por el NF-«xB.

El primer miembro de la familia de las MMPs descubierto fue una colagenasa
intersticial, descrita por Gross y Lapiere®' en 1962 en experimentos designados
a explicar como la cola de los renacuajos, rica en colageno, era reabsorbida
durante el proceso de la metamorfosis.

A partir de su secrecién por parte de las células, las MMPs han demostrado su
participacion en muchos procesos fisiologicos, incluyendo el recambio celular
de los tejidos y los fendmenos de reparacidn durante la implantacion del
blastocito, la involucion postlactancia o la reabsorcién ésea. Dado que el
colageno representa la principal proteina estructural en todos los tejidos y el
principal obstaculo para la migracion de las células, desde un inicio se postuld
que la actividad de los enzimas colagenoliticos jugaria un papel fundamental al
facilitar la diseminacion de las células tumorales.

Las MMP son miembros de una familia de proteinas dependientes del Zn*".
Hasta el momento se han identificado mas de 25 formas de MMP. La estructura
basica de las MMP contiene los siguientes dominios: un péptido de sefal que
dirige a la MMP en el reticulo endoplasmatico durante su sintesis, un
propéptido que mantiene la latencia del enzima hasta que es eliminado, la
unidad catalitica, que contiene la zona de unién relacionada con el Zn** y que
es la que ejerce la actividad enzimatica, y finalmente un dominio hemopexina
que es el que determina la especificidad del substrato, y que cuenta con una
pequefia zona de bisagra que permite a dicha region hemopexina el presentar
el substrato al core activo del dominio catalitico (Fig 22).

Signal Propeptide Catalytic region Hemopexin
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Figura 22. Estructura de las metaloproteinasas (MMPs).



La mayoria de MMP son secretadas como formas inactivas, con un propéptido
que debe ser liberado para conseguir la forma activa del enzima. El propéptido
contiene un residuo rico en cisteina que interactia con el Zn** en la zona
catalitica y previene la unién del substrato.
Inicialmente, las MMP fueron nombradas en base a su funcién especifica,
basada en el substrato sobre la que actuaban. A medida que aumenté el
numero de moléculas pertenecientes a la familia de las MMP se decidio
nombrarlas a partir del nombre genérico de MMP con un sufijjo numérico
correspondiente al orden de descripcion. En la actualidad se encuentran
descritos hasta 25 tipos diferentes de MMP.
De los diferentes métodos de clasificacion, el mas utilizado es el que las agrupa
en parte en funcién del la especificidad del substrato sobre el que actuan, en
parte en funcion de la localizacion celular que ocupan. Estos grupos son:

* colagenasas: MMP-1, -8, -13, -18.

* gelatinasas: MMP-2, -9.

* estromelisinas: MMP-3, -10, -11.

* matrilisinas: MMP-7, -26.

e MMP de membrana: MMP-14, -15,-16, -17, -24, -25.

* metaloelastasas: MMP-12

* enamelisina: MMP-20

e otras: MMP-19, -21, -22, -23, -27, -28.
Las colagenasas son capaces de degradar las fibras colagenas, siendo las
Unicas enzimas en los mamiferos que cuentan con dicha capacidad.
Tradicionalmente, las colagenasas han agrupado las MMP 1, 8, 13, y 18.
Adicionalmente, la MMP 14 ha mostrado capacidad de degradacién del
colageno.
El substrato fundamental de las gelatinasas es el colageno tipo IV y la gelatina.
Estas enzimas se distinguen por la presencia de un dominio adicional insertado
en la unidad catalitica. Esta region adicional queda posicionada
inmediatamente antes que la zona Zn?*, sin alterar la estructura de la zona
activa. Las gelatinasas son las MMP-2 y -9.
Las estromelisinas muestran una amplia capacidad para adherirse a diversas

proteinas de la matriz extracelular, pero no cuentan con actividad sobre las



3. Papel del NF-xB en la carcinogénesis.

fibras colagenas. Los tres miembros candnicos de este grupo son las MMP-3,
MMP-10 y MMP-11.

Las matrilisinas son enzimas con capacidad de degradar componentes de la
matriz extracelular durante los procesos de remodelacion tisular. Estan
representadas por las MMP 7 y 26.

Finalmente, existen MMP de membrana, las MMP-14, -15, -16, -17, -24 y -25,
que quedan insertadas en la membrana plasmatica a partir de un segmento
transmembrana o un glicosilfosfatidilinositol (GP1).

La regulacién trasnscripcional de las MMP es especifica de los diferentes tipos
celulares, de manera que cada célula muestra un fenotipo proteolitico en
respuesta a unos estimulos determinados. Existen una serie de mecanismos

por los cuales las células regulan la transcripcion de los genes MMP.

A) Senales de activacion transcripcional.

La mayoria de MMPs no se expresan en condiciones basales, pero su
transcripcion puede ser inducida por varias sefiales, que incluyen citoquinas,
factores de crecimiento y productos derivados de la actividad de oncogenes.
Ademas, otras situaciones como alteraciones en la forma celular, o estrés
mecanico pueden inducir también la transcripcion de los genes MMP. Dos de
los factores que han sido estudiados mas ampliamente son la interleuquina-1g,
que estimula la expresion de las MMPs, y el TGF- (transforming growth factor-
B), que en muchos tipos celulares inhibe su expresion.

Ademas, la expresion de las MMPs cuenta con componentes de expresion
constitutiva e inducibles. Por ejemplo, las MMP-1 y -2 se encuentran
expresadas de forma constitutiva en muchos tipos celulares, en tanto que la

MMP-9 es altamente inducible.

B) Senales de transduccion y factores nucleares.
Las vias a través de las cuales los activadores transcripcionales actuan sobre
los genes MMP incluyen las vias MAPK, ERK1 y ERK2, que estimulan o
inhiben la expresién de MMP en funcion del tipo celular, la oncoproteina AP1,

la familia de proteinas ETS o el NFkB. Los mecanismos que regulan estas vias



de transcripcion tendran pues consecuencias sobre la actividad proteolitica final
a nivel celular.

En un estudio in vitro realizado a partir de una linea celular de epitelio
escamoso, Hohberger y cols®® han descrito un modelo de microinvasion
dependiente de la activaciéon de la MMP-9. De acuerdo con el modelo, la
presencia de células inflamatorias liberaria a nivel local TNF-a, que conduciria
a un incremento de la actividad del NFkB, que a su vez induciria la
transcripcion de la MMP-9 favoreciendo los fenbmenos de degradacion de la
membrana basal lo que permitiria la invasion del estroma subyacente (Fig 23).
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Figura 23. Modelo de microinvasion tumoral dependiente de la activacion de la MMP-9.
Las células inflamatorias presentes en los tejidos liberarian TNF-a que llevaria a un incremento
de la actividad del NF-B y a la transcripcion de la MMP-9, permitiendo la degradacion de la
membrana basal y asi la invasion del estroma subyacente (tomado de Hohberger y cols®?)

Originariamente las MMPs se consideraron casi exclusivamente como
sustancias que favorecian la invasion y la diseminacion metastasica. Sin
embargo, se ha visto que las MMPs estan involucradas en varias etapas
correspondientes al proceso de carcinogénesis:

* Proteolisis de la matriz extracelular.

* Modulacién de la adhesion celular y migracion.

* Modulacién de la transicion epitelial-mesenquimal.
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* Procesamiento de citoquinas y sus receptores.

* Regulacién de la proliferacién celular.

* Regulacién de la apoptosis.

* Regulacion de la angiogénesis.

* Participacién en la actividad de las stem cells.
Yan y cols®® desarrollaron un estudio comparando lineas celulares de tumores
de cabeza y cuello con baja capacidad de metastatizaciéon (TSCC y Tca 8113)
con lineas de tumores de alta capacidad (Tb, TL y OSC-4). De acuerdo con sus
resultados, en condiciones basales (situacion TNFa -) la actividad NF-xB de las
lineas celulares de alta capacidad de metastatizacion fue superior. Ademas,
cuando las células recibieron tratamiento con TNFa (situacion TNa +), las
lineas de alto potencial de metastatizacién incrementaron de forma mucho mas
importante la actividad NF-xB que las que contaban con un potencial bajo (Fig
24).
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Figura 24. Incremento de la actividad constitutiva del NF-xB en las lineas celulares de
carcinoma escamoso de cabeza y cuello metastasico.

Se estudiaron dos tipos celulares: con baja capacidad metastasica (TSCC y Tca 8113) y con
alta capacidad (Tb, TL y OSC-4). En condiciones basales se observé una mayor actividad
constitutiva del NF-xB en las de alta capacidad metastasica. Ademas cuando las células fueron
tratadas con TNFa (TNF+), se incrementod la actividad del NF-kB, incremento que fue superior
en las células con alta capacidad metastasica (tomado de Yan y colss3).

=



En el mismo estudio se realizé un test de migracién celular realizado con las
lineas celulares Tb y TL. El tratamiento con PDTC y BAY 11-7085, inhibidores
especificos del NF-xB, produjo una reduccioén significativa de la capacidad de
migracion celular, del orden del 25-35% (P=0.001). Esta disminucion en la
capacidad migratoria asociada al tratamiento inhibidor del NF-xB se
correlacioné con una disminucidn en los niveles de expresion de MMP-9 y
VEGF®,

También en el mismo estudio, para evaluar el efecto biolégico en relacién al
potencial metastasico asociado con la actividad NF-kB, se llevd a cabo un
experimento consistente en la inoculacion de células con alto potencial de
metastatizacién (linea Tb) en dos grupos de ratones. Un grupo se correspondia
con ratones control, en tanto que el otro grupo recibié un tratamiento con
PDTC, una sustancia inhibidora del NF-kB. A las seis semanas de la inyeccion,
existieron diferencias significativas en la carga metastasica. El promedio de
metastasis pulmonares correspondientes al grupo control fue de 72.2, en tanto
que el grupo que recibio tratamiento con PDTC conté tan s6lo con un promedio
de 11.8 metastasis (P=0.0002) (Fig 25). En otro experimento in vivo en que se
evaluaron las metastasis a nivel ganglionar, los resultados obtenidos fueron

parecidos.



3. Papel del NF-kB en la carcinogénesis.
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Figura 25. Supresion de la migraciéon celular y capacidad metastasica de las

células del carcinoma escamoso por inhibidores del NF-xB.

Tras la inoculacidon en dos grupos de ratones (controles y tratados con PDTC) de
células con alto poder metastasico (linea celular Tb), se observé que el promedio de
metastasis pulmonares fue mucho menor en aquellos tratados con inhibidores del NF-

kB (tomado de Yany coIsG3).

A partir de los resultados conseguidos, la principal conclusién de los autores
fue que la actividad del NF-kB contribuyé de forma significativa al potencial

metastasico tanto a nivel ganglionar como a distancia de los pacientes con

carcinomas de cabeza y cuello.

A manera de sintesis, el siguiente esquema (Fig 26) resume la actividad

metabdlica derivada de la via del NF-kB en relacion a la carcinogénesis de los

carcinomas escamosos.




Figura 26. Papel del NF-xB en la carcinogénesis.

El NF-xB juega un papel importante en la carcinogénesis: autosuficiencia en las sefales de
crecimiento; insensibilidad a los mecanismos que inducen la inhibicién en la proliferacion
celular; evasion de la apoptosis; inmortalizacion; induccidn de la angiogénesis; y capacidad de
invasion tisular y de metastatizacion.

4.- POSIBILIDADES TERAPEUTICAS SOBRE LA ViA DEL NF«B.

Considerando la implicaciéon de la via del NF-xB en la carcinogénesis de
diferentes modelos tumorales, han sido numerosos los intentos de llevar a cabo
un control terapéutico de su activacion. Brown y cols®® realizaron una revisién
de las posibilidades de actuacion sobre la via del NF-xB a diferentes niveles en

pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.



4 1. Terapia molecular dirigida.

A medida que ha ido aumentando el conocimiento de las vias implicadas en la
activacion del NF-xB, se han incrementado las posibles dianas terapéuticas

para controlar su activacion.

A) Inhibicién del proteosoma.

La via canodnica o clasica de activacion del NF-kB requiere la degradacién del
kB por el proteosoma. Se han disefiado varios inhibidores especificos y
selectivos de la actividad del proteosoma. El mejor estudiado es el bortezomib,
que ha iniciado su desarrollo a nivel clinico. El bortezomib (Velcade®) es una
pequeina molécula que bloquea de forma selectiva la unidad catalitica del
proteosoma. Ha sido aprobado su uso en el tratamiento del mieloma multiple
refractario y ha demostrado capacidad de inhibir la proliferacion e inducir la
apoptosis en una variedad de modelos tumorales, incluyendo los carcinomas
de cabeza y cuello. En modelos preclinicos de cancer de cabeza y cuello, el
bortezomib ha demostrado tener capacidad de bloquear la activacion del NF-xB
e inhibir el crecimiento tumoral, la radiorresistencia y la angiogénesis®>®°. En un
estudio desarrollado en muestras de pacientes incluidos en un ensayo clinico
con bortezomib y radioterapia, Allen y cols®” pudieron constatar que el
tratamiento con bortezomib inhibia la via candnica de activacién del NF-xB, en
tanto que la via alternativa o las vias atipicas no se veian afectadas, lo que
podria justificar la heterogeneidad en las respuestas observadas al tratamiento.
Los primeros autores en publicar resultados clinicos obtenidos con bortezomib
en el tratamiento de pacientes con carcinomas de cabeza y cuello fueron van
Waes y cols?®, que evaluaron los resultados conseguidos con la administracién
endovenosa de bortezomib y radioterapia en el tratamiento de un grupo de 9
pacientes con recidivas. La totalidad de pacientes habian recibido previamente
tratamiento con radioterapia, contando con recidivas a nivel local en siete
ocasiones y regional y a distancia en dos. Con un perfil de toxicidad aceptable,
se consiguieron respuestas en forma de disminucién de la masa tumoral en 4
ocasiones y estabilizacion de al menos 3 meses de duracion en 3 casos
adicionales (Fig 27).
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Figura 27. Tomografia computerizada en paciente tratado con bortezomib y radioterapia.
A las 10 semanas de tratamiento se demostré una amplia reduccion de la recidiva tumoral de
laringe que infiltraba luz traqueal y region cervical anterior (tomado de van Waes y cols? )

En el mismo estudio realizado sobre muestras del tumor pre y post-tratamiento,
van Waes y cols?®® constataron la presencia de inhibicién del proteosoma
respecto a los niveles basales a las 24-48 horas de iniciado el tratamiento (Fig
28).
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Figura 28. Inhibicion de la actividad del proteosoma por el bortezomib.

En biopsias tumorales serladas obtenidas pre-tratamiento y a las 24 y 48 horas tras la
administracion de 0,6 mg/m® de bortezomlb se observd una inhibicion significativa del
proteosoma (tomado de van Waes y cols®).

Recientemente, Chung y cols®® han publicado los resultados correspondientes

a un ensayo clinico fase Il con bortezomib (inhibidor del proteosoma) y



docetaxel (perteneciente a la familia de los taxanos) en pacientes con
carcinoma de cabeza y cuello recurrente o metastatico. De los 21 pacientes
evaluados, 1 (4%) consiguié una respuesta parcial superior al 50%, 10 (48%)
mantuvieron la enfermedad estable, y 10 (48%) contaron con una progresion
de la enfermedad. La mediana en la duracion del beneficio clinico para los
pacientes que consiguieron respuesta o estabilizacion de la enfermedad fue de
3.0 meses. La mediana de supervivencia para el conjunto de pacientes fue de
6.6 meses, contando los pacientes con respuesta o estabilizaciéon de la
enfermedad con una mediana de supervivencia significativamente superior (9.4
meses) a la correspondiente a los pacientes con progresion de la enfermedad
(4.3 meses) (P=0.028) (Fig 29).
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Figura 29. Supervivencia tras tratamiento con bortezomib y docetaxel.
PR/SD, respuesta parcial/enfermedad estable; PD, progresion de la enfermedad
(tomado de Chung y cols®).

En el mismo estudio, al comparar el patrén de expresion genética de los
tumores en funcion del grado de respuesta conseguido, los pacientes con
progresion de la enfermedad contaron con un nivel de expresidon mas elevado
de los genes asociados al NF-kB activado, incluyendo NF-kB1 (p105), las heat
schock proteins 70 y 90, y la topoisomerasa Il. Estos datos indican que el nivel
de actividad de la via del NF-kB era relativamente mas alto en los tumores que
progresaron, y este incremento en la actividad NF-«xB podria justificar la

resistencia al bortezomib.



Los autores realizaron un estudio con microarrays evaluando 111 genes
modulados por el NF-xB (Fig 30), observando como el analisis de
jerarquizacion agrup6 a una mayoria de los pacientes con progresion de la
enfermedad. Concluyeron que la actividad basal del NF-xB puede estar
altamente relacionada con la progresién tumoral, y que una actividad elevada

del NF-kB podria corresponderse con una resistencia al bortezomib.
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Figura 30. Expresion de los genes modulados por NF-xB en tumores estables y tumores
con progresion.

Se estudia la expresion de 111 genes modulados por NF-xB en pacientes con PR/SD y PD,
encontrando que los tumores de pacientes con PD tuvieron una mayor expresién de genes
modulados por NF-kB. Rojo, PR respuesta parcial y SD enfermedad estable; azul, PD
progresion; verde, mucosa normal adyacente el tumo; cuadros violetas, alta expresion de
genes; cuadros amarillos, baja expresion de genes (tomado de Chung y cols® )

Chen y cols®® analizaron las causas que justifican la variabilidad en la
respuesta al bortezomib en lineas celulares de carcinoma de cabeza y cuello,
llegando a la conclusion que la sensibilidad diferencial al bortezomib era

consecuencia de las diferencias en la capacidad de supresion del proteosoma,



con la consiguiente degradaciéon de las proteinas ubiquitinadas y la activacion
del NF-xB.

B) Inhibicion de la IKK.
Una manera alternativa de actuar sobre la activacion de la via del NF-xB
consiste en inhibir la actividad de la IKK. Existen diversas moléculas con esta
capacidad, si bien los resultados conseguidos hasta el momento en lineas
celulares de carcinomas de cabeza y cuello no han demostrado una excesiva

efectividad®.

C) Inhibicion de la casein quinasa Il (CK2).
La CK2 es una protein-quinasa que cuenta con multiples substratos, incluyendo
el NF-xB. Inicialmente, se describié que la CK2 activaba el NF-xB en el
contexto de la radiacion ultravioleta. En lineas celulares de carcinoma de
cabeza y cuello, se ha demostrado que ademas cuenta con un papel
significativo en la activacién de la IKKB y de RelA'. CK2 y sus dianas regulan
un amplio abanico de procesos celulares, incluyendo la viabilidad celular, la
proteccion de las células frente a la apoptosis, y la carcinogénesis. En un gran
numero de modelos tumorales se ha visto que las células tumorales cuentan
con unos niveles de expresion elevados de CK2.
La apigenina, una flavona presente de forma natural en determinados
vegetales como camomila y el espino blanco, presenta una serie de
caracteristicas llamativas: inhibe de forma selectiva la CK2, posee actividad
anti-oxidante y anti-inflamatoria, y cuenta también con una accion
estabilizadora de la IKKB y de modulacion de la activacién del NF-xB. Se ha
visto como esta sustancia tiene actividad en modelos tumorales de carcinoma
de mama’® y prostata’”.
Una alternativa en la inhibicion de esta molécula consiste en el uso de
oligonucledtidos antisentido. Ahmad y cols’> han mostrado la capacidad
terapéutica en experimentos in vivo e in vitro, en los cuales la disrupcion de la
CK2 con el tratamiento de las células con CK2-antisentido resultd en la
induccion de apoptosis de manera cronolégica y dosis dependiente.

D) Inhibicién de la traslocacion nuclear del NF-xB.



El dehidroximetil-epoxiquinomicina (DHMEQ) es un derivado del antibidtico
epoiquinomicina C que cuenta con la capacidad de bloquear la traslocacion del
NF-kB al nticleo”. En estudios realizados en dos lineas celulares de carcinoma
de cabeza y cuello, Ruan y cols®® describieron una reduccion significativa en el
crecimiento tumoral asociada a la inhibicion de la actividad del NF-xB. El
tratamiento con DHMEQ indujo apoptosis de forma dosis-dependiente,
disminuyendo la expresion de la ciclina D1 y el VEGF. Ademas, a bajas
concentraciones el DHMEQ incrementé la sensibilidad de ambas lineas
celulares al cisplatino (CDDP) (Fig 31). La siguiente figura (Fig 31) muestra los
valores de viabilidad celular conseguidos con el tratamiento exclusivo de las

lineas celulares con cisplatino o el efecto de la adicion del DHMEQ.
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Figura 31. Efectos citotéxicos de la combinacion de DHMEQ y cisplatino (CDDP) en dos
lineas celulares (YCU-H891 y KB).

La adiccion de 1 a 5 pg/ml de DHMEQ al tratamiento con cisplatino (CDDP) mejoré
significativamente el efecto inhibidor del crecimiento celular generado por el CDDP en
comparacion con el tratamiento con CDDP solo (tomado de Ruan y colszs).

E) Degradacion del NF-xB.
El 5-Chloro-N-{2-[2-(4-chloro-phenyl)-3-methyl-butoxy]-5-trifluoromethyl-
phenyl}-2-hydroxy-benzamide (CTFB) es una molécula que cuenta con

actividad antitumoral.
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Figura 32. Estructura quimica del CTFB.

En un estudio realizado con lineas celulares de carcinoma de cabeza y cuello
pudo comprobarse que entre sus acciones se incluia la degradacion del NF-kB

como mecanismo responsable de dicha actividad antitumoral”.

4.2. Agentes naturales como inhibidores del NF-kB.

Existen sustancias naturales o sus derivados que han demostrado capacidad
terapéutica, utilizandose habitualmente en las medicinas tradicionales de
diversas culturas en todo el mundo. Un atractivo afiadido de estas sustancias
es que son relativamente asequibles, contando con unos niveles bajos de
toxicidad. En el modelo tumoral de los carcinomas de cabeza y cuello, la

curcumina es el producto al que se le ha prestado una mayor atencion.

A) Curcumina.
La curcumina es un polifenol derivado de la Curcuma longa o curcuma, una
planta herbacea adaptada a zonas aridas y que se encuentra en el indico y el
Sudeste asiatico. El extracto de los rizomas de esta planta es utilizado como
colorante alimentario. La curcuma es uno de los componentes del curry, al cual
aporta coloracién amarilla. Sus propiedades terapéuticas son conocidas desde
antiguo, habiendo sido utilizada en la medicina Ayurvédica india tradicional.
Estudios epidemioldgicos han atribuido la baja incidencia de carcinoma de
colon en la India al efecto preventivo y antioxidante de una dieta rica en

curcumina y féculas.



Figura 33. Flor y rizomas de la curcuma.

Aggarwal y cols™ fueron de los primeros autores que evaluaron in vitro el
efecto del tratamiento con curcumina en el carcinoma de cabeza y cuello. De
acuerdo con sus resultados, el tratamiento con curcumina de diferentes lineas
celulares de carcinoma de cabeza y cuello inhibi6é la activacion del NF-xkB a
partir de una disminucion directa dosis-dependiente en la actividad IKK, lo que
condujo a una disminucion en la fosforilacion del kBB y el consiguiente
secuestro a nivel citoplasmatico del NF-kB. Como consecuencia, se produjo
una disminucion de la expresion de genes modulados por el NF-xB, incluyendo
Bcl-2, ciclina D1, IL-6, COX-2 y MMP-9, lo que a su vez se tradujo en una
inhibicién de la proliferacion celular y una induccion de la apoptosis.

Posteriormente, LoTempio y cols’® en un estudio de disefio similar realizado
con 4 lineas celulares de carcinoma de cabeza y cuello alcanzaron unos
resultados similares. El tratamiento con curcumina, utilizando dimetil sulfoxido
(DMSO) como disolvente, indujo una citotoxicidad dosis-dependiente (Fig 34),
existiendo una relacién significativa entre el porcentaje de muerte celular y las

concentraciones de cucurmina (p<0.0001).
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Figura 34. Inhibicion del crecimiento de células de carcinoma escamoso de cabeza y
cuello con curcumina.

La linea celular CCL23 representa un tumor laringeo de crecimiento lento. Las células in vitro
fueron sometidas a tratamiento con DMSO y DMSO-curcuma, observandose que con la
curcu%a se produjo un incremento de la citotoxicidad dosis dependiente (tomado de LoTempio
y cols™).

Este mismo grupo de investigadores llevaron a cabo un estudio experimental in
vivo en un modelo murino. Una serie de ratones atimicos con xenoinjertos
tumorales fueron tratados con curcumina endovenosa disuelta en DMSO, pero
la toxicidad del tratamiento impidi6 conseguir resultados en relacién al control
tumoral. Una de las limitaciones en el tratamiento con curcumina reside en su
escasa solubilidad en agua o suero. El disolvente requerido para su
administracién cuenta con una elevada toxicidad, lo que aparece como un
elemento limitante en el caso de administracién parenteral. Los autores optaron
entonces por una administracion topica de una pasta de curcumina aplicada
sobre la piel del animal que permitio la aplicacion de dosis elevadas de
curcumina sobre el xenoinjerto tumoral. El tratamiento topico con cucurmina
consiguid una inhibicion del crecimiento tumoral sin que los ratones tratados

experimentasen una toxicidad significativamente elevada (Fig 35)"°.
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Figura 35. Inhibicion del crecimiento de xenoinjertos tumorales.

La aplicacion de pasta de curcuma sobre los xenoinjertos tumorales en ratones atimicos
supuso una reduccion del volumen tumoral con respecto a los ratones control a los que les
aplicé suero salino (tomado de LoTempio y cols’®).

En un intento de mejorar la biodisponibilidad en la administracion sistémica de
la curcumina, Wang y cols’” llevaron a cabo un estudio en el que se ensayé un
tratamiento con curcumina disuelta en DMSO y administrada de forma
liposomal. En un estudio in vitro pudo comprobarse como la viabilidad celular
de los cultivos tratados con curcumina liposomal fue inferior a la
correspondiente a la conseguida al incubar los cultivos s6lo con liposomas. La
supresion del crecimiento celular provocada por la cucurmina liposomal no fue
tan marcada como la conseguida con el tratamiento de la cucurmina disuelta en
DMSO (Fig 36), si bien los autores consideraron que esto podia ser debido a la
toxicidad del DMSO.



CAL27 treated with Liposomal Curcumin

120
F—1

o 100j T o Liposomal
X \ 2 Curcumin
:.;‘ ok i’ : § - »—Liposomes
= ' 1
Q 60 4 o-DMSO
> ] Curcumin
= 40 :
> l $\] 3 &-DMSO
AT !

0 - 1 !

0 200 400

Figura 36. Inhibicion del crecimiento celular con curcumina liposomail:

La linea celular CAL27 fue sometida in vitro a dosis crecientes de curcumina liposomal, sélo
liposomas, curcumina disuelta en DMSO y sd6lo DMSO. Se observé que la inhibicion del
crecimiento conseguida con la curcumina liposomal fue superior que con sélo los liposomas,
aunque sigue sin alcanzar el efecto conseguido con curcumina-DMSO. Los liposomas
carecieron de toxicidad celular, mientras que el DMSO aislado conté con toxicidad (tomado de
Wang y cols’").

Estos investigadores, al analizar las lineas celulares tratadas con cucurmina
liposomal encontraron que no solo se redujo la activacion del NF-kB, sino
también la expresidn de una bateria de genes modulados por él mismo, como
la ciclina D1, COX-2, MMP-9 y Bcl-27".

Al realizar un estudio in vivo realizado con ratones atimicos con xenoinjertos
procedentes de las lineas celulares estudiadas’’, se pudo comprobar como la
inyeccion endovenosa de cucurmina liposomal comporté un crecimiento
tumoral significativamente inferior al correspondiente a ratones inyectados tan

so6lo con liposomas o controles no tratados (Fig 37).
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Figura 37. Accion de la curcumina liposomal sobre el crecimiento
tumoral de xenoinjertos en ratones atimicos.

Los ratones fueron tratados con inyeccion intravenosa de suero salino
(ratones control), con curcumina liposomal, o sélo con liposomas. Los
tumores tratados con curcumina liposomal presentaron un aumento de
volumen (A) y peso (B) tumorales significativamente menor que los tratados
s6lo con liposomas (tomado de Wang y cols’’).

Al realizar un estudio inmunohistoquimico de las muestras tumorales se pudo
comprobar como los ratones tratados con cucurmina liposomal contaron con
una reduccion significativa en el porcentaje y la intensidad de células tumorales
que expresaron NF-kB a nivel nuclear (P<0.05), apareciendo también una
reduccion en el porcentaje de ceélulas que mostraron expresion
citoplasmatica’’.

Se realizé ademas en los tumores un analisis por Western blot de la actividad
de IkBa, lo que demostro igualmente una reduccion significativa de la cantidad
de IkBa fosforilada en los tumores que habian recibido tratamiento con

cucurmina liposomal frente a los tratados sélo con liposomas’”.



B) Resveratrol.
Se trata de un polifenol abundante en la uva, las bayas y los cacahuetes. Se ha
visto que cuenta con una actividad protectora muy potente frente a los tumores
inducidos por derivados antracénicos. Ademas, se ha descrito que cuenta con
la capacidad de inhibir una amplia variedad de células tumorales, incluyendo
las de lineas celulares de carcinomas de cabeza y cuello a través de la

supresion de la activacion constitutiva del NF-xB®*.

C) Acido ent-11-hidroxi-15-oxo-kaur-16-en-19-oico.
Pteris es un género botanico de cerca de 280 especies de helechos. La Pteris
semipinnata es una de las especies, utilizada en la medicina tradicional china
en el tratamiento de la enteritis, la hepatitis y las mordeduras de serpiente, que
contiene una sustancia, el acido ent-11-hidroxi-15-oxo-kaur-16-en-19-oico (5F)
que ha demostrado capacidad de inducir apoptosis en células de carcinoma de

colon’®,

Figura 38. Pteris semipinnata.

En un extenso y reciente estudio, Vlantis y cols’® analizaron la capacidad del
5F de inducir apoptosis en dos lineas celulares de carcinoma de la laringe. De
acuerdo con sus resultados, el 5F disminuyo la viabilidad de los cultivos
celulares de una forma dosis-dependiente a través de la induccion de la
apoptosis (Fig 39).
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Figura 39. Inhibicién de la proliferacién celular en el carcinoma de laringe por el 5F.

Dos lineas celulares UMSCC11A y UMSCC12 fueron tratadas a dosis crecientes de 5F. Se
com%robé una disminucién dosis-dependiente de la viabilidad celular (tomado de Vlantis y
cols™).

El 5F redujo de forma moderada el nivel basal de actividad del NF-kB, pero se
mostréo como un potente inhibidor de la actividad inducida. Los mecanismos de
actuacion del 5F fueron la reduccion de la actividad transcripcional y la
inhibicion de la degradacion de la 1kBa, lo que impide la traslocacion nuclear
del NF-«B.

En una evaluacion del nivel de expresidn de genes regulados por el NF-xB,
pudo apreciarse como el tratamiento con 5F condujo a una disminucion en la
expresion de COX-2, EGFR, ciclina D1 y survivina, en tanto que BAX aparecio

sobreexpresado’®.

D) Lupeol.
El lupeol, un compuesto quimico presente en frutas como el mango, la uva, las
fresas e higos, y en plantas medicinales (Fig 31). Cuenta con una accién
antioxidante y anti-inflamatoria. Se ha descrito también su capacidad

antitumoral en un modelo de carcinoma cutaneo® y de préstata®’.
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Figura 40. Estructura molecular del Lupeol.

Lee y cols®? evaluaron la capacidad terapéutica del lupeol en el carcinoma de
cabeza y cuello con un esquema de analisis parecido al de los estudios
anteriores. In vitro el tratamiento con lupeol condujo a una inhibicidon sustancial
dosis dependiente del crecimiento celular en las diferentes lineas celulares
estudiadas (Fig 41).
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Figura 41. Inhibicion del crecimiento celular por el lupeol.

Se someti6 in vitro a cuatro lineas celulares de carcinoma escamoso de cabeza y cuello
(TU159, CAL27, MDA1986 y CRL-7408) a dosis crecientes de lupeol. Se comprobd que el
lupeol prOdeO una inhibicién del crecimiento celular en todas las lineas celulares (tomado de
Leey cols® )

Se comprobd que la disminucién en la actividad del NF-xB en base a una
inhibicion de la fosforilacion del IkBa aparecido como el mecanismo responsable

del la supresidén del crecimiento tumoral. Por otra parte, pudo comprobarse



como el lupeol suprimia la movilidad celular y la invasividad a partir de la
reversion de la transicidn epitelial-mesenquimal. Ademas, el lupeol potencid
tanto in vitro como in vivo en un modelo animal la respuesta al tratamiento con

cisplatino®?.

E) Cefarantina.
La cefarantina es un alcaloide tomado de las raices de una planta, la Stephania
cepharantha hayata (Fig 33), que ha sido utilizada en la medicina tradicional
japonesa para el tratamiento de la hemodlisis provocada por determinados
venenos de serpiente y en el tratamiento de las rinitis alérgicas. Se trata de una
sustancia que cuenta con capacidad estabilizadora de las membranas celulares
y que se ha implicado también en la regulacion de las vias metabdlicas

sefalizadas mediante citoquinas.
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Figura 42. Stephania cepharantha hayata.

En un estudio in vitro, Tamatani y cols?* evidenciaron la capacidad de la
cefarantina de inhibir la actividad del NF-xB en lineas celulares de carcinoma
de cavidad oral. La adicién de la cefarantina a los cultivos celulares produjo una

disminucion dosis dependiente de la actividad NF-xB (Fig 43).
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Figura 43. Inhibicion de la actividad del NF-xB por la cefarantina.

La linea celular B88 de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello fue
sometida a dosis crecientes de cefarantina, detectdndose una disminucion
dosis dependiente de la actividad del NF-kB (tomado de Tamatani y colszz).

5.- IMPLICACIONES CLIiNICAS DE LA ACTIVIDAD DEL NF-xB EN LOS
PACIENTES CON CARCINOMAS DE CABEZA Y CUELLO.

Ademas del papel jugado por el NF-xB en el desarrollo de la carcinogénesis en
los carcinomas de cabeza y cuello, existen numerosas evidencias que senalan
que su nivel de actividad se correlaciona con la supervivencia y la respuesta al
tratamiento.

Zhang y cols” evaluaron un total de 45 pacientes con carcinomas escamosos
de amigdala y 41 controles mediante un estudio inmunohistoquimico en que se
determiné la presencia de la forma fosforilada activa del NF-xB con una técnica
semiautomatica. Ademas se evaluaron la expresion del epithelial growth factor
receptor (EGFR), el Ki-67 y la forma fosforilada del Akt. La tincidon
inmunohistoquimica en el epitelio normal mostré positividad nuclear frente al
NF-xB en la porcion suprabasal, coincidiendo con el area de positividad frente
al Ki-67, un indicador de replicacién celular. Estos hallazgos son consistentes
con el papel de renovacion celular que corresponde a la porciéon basal del

epitelio. En las areas de displasia de alto grado adyacentes al carcinoma y en



el propio carcinoma escamoso se evidencio una tincion nuclear intensa que

abarcaba todo el grosor del tejido epitelial (Fig 44).
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Figura 44. Distribucién de la positividad NF-kxB detectado por
inmunohistoquimica.

Mediante inmunohistoquimica se revel6 una tincidon nuclear positiva frente al
NF--kB en la porcion suprabasal del epitelio normal. Esta positividad fue mas
intensa en areas de displasia de alto grado y de carcinoma escamoso (tomado
de Zhang y cols™).

Los autores no encontraron diferencias significativas en la intensidad de tincién
para el NF-xB entre el epitelio de pacientes control y el epitelio de apariencia
histolégica normal adyacente al tumor, ni entre el epitelio displasico y las zonas
de carcinoma infiltrante. Por el contrario, aparecieron diferencias significativas
en la positividad para el NF-xB entre los epitelios normales y las areas de

displasia o tumor (Tabla 5).



0.97 421 54.03
1.07 91.32 64 .61

223 80 186.35
222 76.36 179.66

Tabla 5. Valores promedio correspondientes a la intensidad de tincion para el NF«B,
porcentaje de células tenidas e intensidad global en tejido control (amigdala normal),
epitelio normal adyacente a un carcinoma epidermoide de amigdala, tejido con displasia
de alto grado y tejido con carcinoma epidermoide.

Se demuestré una diferencia estadisticamente significativa en la positividad para el NF-xB
entre los epitelios normales y las areas de displasia o tumor (tomado de Zang y cols73).

Evaluando la expresion de Ki-67, EGFR o p-Akt, no encontraron relacion
significativa con la supervivencia. Por el contrario, existido una relacion entre el
grado de positividad al NF-kB y la supervivencia (P=0.047).

Lee y cols®* llevaron a cabo un estudio con microarrays de cDNA para evaluar
la existencia de diferentes tipos de carcinoma en funcion de sus perfiles de
expresion genética, para lo cual analizaron un total de 10 lineas celulares de
carcinoma de cabeza y cuello. Los resultados de este estudio mostraron a
partir del analisis de clusters no supervisado la existencia de dos tipos de
tumores. Unas lineas celulares contaron con cambios genéticos relacionados
con la p53, en tanto que otro grupo de tumores tuvieron alteraciones genéticas
relacionadas con la sobre-expresion del NF-xB. Existieron diferencias
significativas para cada uno de los clusters definidos en el analisis en el
porcentaje de genes relacionados con cada una de las vias (Fig 45).
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Figura 45. Actividad transcriPcionaI p53 y NFxB (p65) en funcién del
cluster (tomado de Lee y cols®).

A partir de un estudio inmunohistoquimico realizado en un tissue-array, los
autores describieron una relacidn inversa significativa entre los niveles de
positividad frente a la p53 y el NF-«xB (Fig 46).

R=-0.48
P=0.02

Scores of TP53 Staining

Scores of p-p65 Staining

Figura 46. Inmunohistoquimica para el p53 y phospho-NF-kB p65.

El andlisis con regresion lineal mostr6 una correlacion inversa
estadisticamente significativa entre el incremento de p53 y el decrecimiento
de p65 (NF-kB) (tomado de Lee y cols®).



De acuerdo con los autores, existirian dos perfiles de pacientes: un grupo de
pacientes con mutaciones inactivantes de la p53, que contarian con una mayor
probabilidad de control de la enfermedad®*®®, y otro grupo de pacientes que
retendria el genotipo salvaje de la p53 (sin mutaciones) pero contaria con un
perfil genético correspondiente a una respuesta frente al estrés relacionada con
la sobre-expresion del NF-kB, que contaria con un peor prondstico®®.

En un estudio desarrollado con microarrays a partir de material parafinado de
29 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello, Chung y cols® definieron una
lista de 75 genes que contaban con expresion diferencial en relacién a la
supervivencia libre de enfermedad. Un analisis del significado biolégico de
estos genes mostrd que las principales vias implicadas en el prondstico los
pacientes afectaban la transicion epitelial-mesenquimal, la activacion del NF-
kB, y la adhesion celular. De acuerdo con los resultados obtenidos definidos
por los 75 genes con capacidad predictiva, se discriminaron dos grupos de
pacientes en funcion del riesgo pronostico (Fig 47).
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Figura 47. Supervivencia libre de enfermedad definida por 75 genes
con capacidad predictiva para pacientes con tumores de cabeza y
cuello.

Los pacientes con tumores clasificados como de alto riesgo tuvieron una
supervivencia libre de enfermedad significativamente inferior con respecto a
los pacientes con tumores de bajo riesgo (media de seguimiento 33 meses;
media de supervivencia para el grupo de alto riesgo 11 meses; media para
los g;a bajo riesgo 65 meses; p=0,002, long-rank test) (tomado de Chung y
cols™).



El mismo grupo de autores llevaron a cabo una validacion del estudio de arrays
utilizando una muestra de 60 pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y
cuello de los que se disponia de material congelado procedente de un estudio
previo. Estudiando la supervivencia obtenida al aplicar las reglas de diagndstico
a la nueva poblacién, se pudo observar que, aunque atenuadas, se mantenian

las diferencias significativas (Fig 48).
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Figura 48. Supervivencia libre de enfermedad definida por 28 genes
con capacidad predictiva.

Los pacientes con tumores clasificados como de alto riesgo contaron con
una supervivencia libre de enfermedad inferior respecto a los pacientes con
tumores de bajo riesgo (media de seguimiento 28 meses; media de
supervivencia para el grupo de alto riesgo 27 meses; media para los de bajo
riesgo 29 meses; p=0,033, long-rank test) (tomado de Chung y colsB7).

Los pacientes con carcinoma de cabeza y cuello cuentan con unos niveles
incrementados a nivel tumoral de una serie de citoquinas y de factores de
crecimiento que dependen de la modulacién directa o indirecta de la actividad
del NF-xB en cooperacién con otros factores de transcripcion®. Estos
incrementos a nivel del tumor comportan un aumento de los niveles
plasmaticos de determinadas citoquinas y factores de crecimiento, entre ellas la
IL-6, IL-8, VEGF, hepatocyte growth factor (HGF) y GRO-1%9,

Allen y cols® desarrollaron un estudio en que se analizaron de forma
prospectiva las concentraciones plasmaticas basales y post-tratamiento

durante el primer afio de seguimiento en 30 pacientes con carcinoma de



orofaringe tratados con quimio-radioterapia. Del total de pacientes, un 30%
sufrieron una persistencia o recidiva de la enfermedad. De acuerdo con los
resultados conseguidos, un incremento longitudinal en los niveles de 3 o0 mas
de las citoquinas estudiadas se relacionaron con una peor supervivencia (Fig
49).
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Figura 49. Supervivencia causa especifica para 30 pacientes con
carcinoma de orofaringe en los que se estudiaron varias citoquinas.
Las curvas de Kaplan-Meier muestran que el incremento en los niveles de 3
0 mas citoquinas estaba relacionado con una peor supervivencia (tomado
de Allen y cols™).

La conclusion de los autores fue que la monitorizacidn de los niveles
plasmaticos de citoquinas cuya expresion esta regulada por el factor de
transcripcion NF-kB puede ser util como un biomarcador de respuesta en
pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y cuello tratados con quimio-
radioterapia.

Por otra parte, existen evidencias obtenidas en diferentes estudios®8393%

que
sefalan la existencia de una relacion entre los niveles de expresion del NF-xB
evaluados mediante técnicas de inmunohistoquimica y el prondstico de la
enfermedad en pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello. De
forma global, las conclusiones obtenidas por los diferentes autores sefialan una
relacion significativa entre la actividad del complejo NF-kB y un deterioro en el

pronostico de la enfermedad, especialmente a expensas de una disminucién en



la tasa de control local en pacientes tratados con radioterapia. Un analisis mas
detallado de estos estudios se incluye en la Discusion del presente trabajo.









Il. Justificacion










Hasta el momento, la totalidad de estudios que han analizado la relacion entre
la expresion de NF-xB y el control de la enfermedad en pacientes con un
carcinoma escamoso de cabeza y cuello han utlizado técnicas de
inmunohistoquimica, evaluando la actividad del NF-xB de forma
semicuantitativa o categorica. No existen estudios que hayan analizado la via

del NF-xB a partir del analisis del nivel de expresion transcripcional.









Ill. Hipotesis
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Existen evidencias en la literatura obtenidas a partir de estudios
inmunohistoquimicos que senalan una implicacion de la via del NF-xB en la
carcinogeénesis de los carcinomas escamosos de cabeza y cuello, asi como la
posibilidad de que la expresion de esta via se encuentre relacionada con el
resultado terapéutico. De acuerdo con la literatura consultada, existiria una
relacion significativa entre la expresion del NF-xB y el control local de la
enfermedad en pacientes tratados con radioterapia. De acuerdo con estos
estudios, un incremento en los niveles de expresion del NF-kB se relacionaria
con un menor control local de la enfermedad a nivel local, con el consiguiente

deterioro de la supervivencia.

La hipdtesis planteada en el presente estudio es que el nivel de expresion
transcripcional del complejo NF-xB podria ser un marcador de
radiosensibilidad, y podria utilizarse como una variable prondstica a considerar
en la eleccion del tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia en los

pacientes con un carcinoma escamoso de cabeza y cuello.









1V. Objetivos
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El objetivo principal del presente estudio es evaluar la existencia de relacion
entre el nivel de expresion a nivel transcripcional del NF-xB y el control local de
la enfermedad en pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y cuello

tratados con radioterapia o quimio-radioterapia.

Como objetivos secundarios se plantean:

* Comparar los niveles de expresion transcripcional del NF-xB entre
muestras de carcinoma y muestras de mucosa sana.

* Valorar la existencia de relacion entre los valores de expresion del NF-
kB y variables clinicas como la localizacion primaria del tumor, la
categoria de extension local o regional, el antecedente de consumo de
toxicos, o el grado histolégico del tumor.

* Analizar la existencia de relaciones significativas entre los valores de
expresion del NF-xB y los correspondientes a genes implicados en sus
vias de sefalizacion.

* Estudiar las relaciones entre los niveles de expresion transcripcional
existentes entre los diferentes elementos que componen el complejo NF-
kB.









V. Material y métodos
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En la realizacion del presente trabajo de investigacion se llevaron a cabo dos
estudios diferenciados:
* Analisis de la expresion de los niveles transcripcionales del NF-xB en
una muestra de pacientes con tumores de cabeza y cuello.
* Evaluacion de la capacidad pronostica de la expresion del NF-xB en el
control local de la enfermedad en pacientes con carcinomas de cabeza y
cuello tratados con radioterapia.

La realizacién del estudio fue aprobada por el Comité de Ensayos y de

Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital de Sant Pau.

1.- ANALISIS DE LA EXPRESION DEL NF-xB EN LOS CARCINOMAS DE
CABEZA'Y CUELLO.

El estudio fue realizado a partir de material de biopsia obtenido de pacientes
diagnosticados en el Hospital de Sant Pau de Barcelona.
Los criterios de inclusion correspondientes a los pacientes incluidos en el
presente estudio fueron:
* padecer un carcinoma escamoso localizado a nivel de cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe o laringe diagnosticado en el periodo 2004-2008.
* ausencia de antecedentes previos de lesiones tumorales a nivel de
cabeza y cuello.
* posibilidad de obtencién de una muestra de biopsia del tumor, con
confirmacion histolégica de carcinoma escamoso, y de una muestra de

mucosa sana obtenida de una localizacion alejada del tumor primario.

Los datos correspondientes a las caracteristicas epidemiologicas, de
tratamiento y de seguimiento de los pacientes se extrajeron de forma
retrospectiva de una base de datos que, de forma prospectiva, recoge la

informacion relevante de todos los pacientes con tumores malignos de cabeza



y cuello diagnosticados y tratados en el Hospital de Sant Pau de Barcelona
desde 1985%.

En base a los criterios de inclusion, se evaluaron un total de 76 pacientes con
un tumor indice de cabeza y cuello para los cuales se dispuso de las muestras
bioldgicas correspondientes.

Encontramos 68 paciente varones (89.5%) y 8 mujeres (11.5%). La tabla 6
muestra la distribucion de los pacientes en funcién de la localizacién del tumor

primario.
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Tabla 6. Localizacién del tumor primario.

Un porcentaje elevado de pacientes contaron con el antecedente de consumo
de toxicos como el alcohol y el tabaco. La tabla 7 muestra la distribucion de los

pacientes en funcion de los niveles de consumo de dichas sustancias.

ALCOHOL
HABITOS TOXICOS “ <80 gldla > 80 g/dia TOTAL

7 (9,2%) 0 0 7 (9,2%)

4(53%)  4(53%) 2(26%) 10(13,2%)
CUETETT 9(118%)  27(355%)  23(30.3%) 59 (77.6%)
TOTAL 20 (26,3%) 31(40,8%) 25(329%) 76 (100%)

Tabla 7. Consumo alcohol y tabaco.

Un 9.2% de los pacientes no contaron con el antecedente en el consumo de
toxicos, un 10.6% reconocian un consumo moderado (<20 cig/dia y < 80 gr de
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alcohol/dia), en tanto que el 80.2% restante contaron con el antecedente de un
consumo severo de alcohol y/o tabaco.

El grado histolégico del tumor aparece en la siguiente tabla (Tabla 8), que
demuestra un predominio de los tumores considerados como moderadamente
diferenciados, tal como ocurre de forma habitual en estas localizaciones de
cabeza y cuello (Tabla 8).

GRADOHISTOLO w- % Acumulado
BIEN DIFERENCIADO

MODERADAMENTE 62 81 ,6 90,6

DIFERENCIADO

MAL DIFERENCIADO 7 9.2 100,0

Tabla 8. Grado histolégico del tumor primario.

La tabla 9 muestra la distribucion en funcion de la categoria de extension local
(T) y regional (N) de los pacientes en el momento del diagndstico de acuerdo a

los criterios establecidos por la 62 edicién de la clasificacion TNM®.

I .
— 6(79%) 1(13%) 1(13%) 0 8 (10,5%)
19(25%) 3(39%) 5(66%) 1(13%) 28(368%)
14(18,4%) 3(39%) 8(10,5%) 0 25 (32,9%)
9(118%) 2(26%) 3(39%) 1(13%) 15(19,7%)

Total 48 (63,2%) 9(11,8%) 17(224%) 2(2,6%) 76 (100%)

Tabla 9. Categoria de extensién local (T) y regional (N) del tumor primario.

Ninguno de los pacientes incluidos en el estudio contaba con la presencia de

metastasis a distancia en el momento del diagndstico del tumor.



De acuerdo con la distribucion de las categorias de extension local y regional,

los pacientes se encontraban en los siguientes estadios (Tabla 10).

6 79 79
19 25 32,9
21 276 60,5
30 39,5 100
76 100

Tabla 10. Estadio en el momento del diagnéstico.

Un pequefio porcentaje de pacientes se agruparon en el estadio I, en tanto que
el resto se distribuyé6 de manera bastante homogénea en el resto de los

estadios.

A partir de las muestras incluidas en esta parte del estudio se llevaron a cabo
las siguientes determinaciones:
* Estudio de los niveles de expresion del p65 (NF-kB) en muestras de
carcinoma y de mucosa sana.
* Estudio de expresién de una bateria de genes que codifican proteinas
promovidas o relacionadas con la actividad NF-kB.
En esta parte del estudio se evalud tan sélo la expresion del gen p65 al tratarse
del gen responsable de la actividad de regulacion transcripcional mas
importante asociada a la funcion del NF-kB en el modelo tumoral que estamos
evaluando.
La siguiente tabla (Tabla 11) muestra los genes evaluados en esta parte del

estudio:
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COX-1 SDF-1
COX-2 MMP-1 CXCR-4
mPGES-1 MMP-2 CXCR-7
mPGES-2 MMP-3 IL-8
VEGF
cPGES MMP-9 RANTES
HIF-1a
EP-2 MMP-10 GCP-2
EP-3 MMP-13 MPC-1
EP-4 TIMP-1 GRO-u
PGDH-15 NAP-2

Tabla 11. Genes estudiados relacionados con NF-xB.

A partir de los resultados obtenidos, se compararon los valores de expresion
correspondientes a la p65 (NF-xB) en el tejido tumoral y la mucosa sana. Se
evalud la posible existencia de relacién entre los valores de expresion del p65
(NF-xB) y variables clinicas como la localizacién del tumor, las categorias de
extension local o regional, o el grado histolégico. Finalmente, se llevé a cabo un
analisis de la existencia de relaciones entre los valores de expresion del p65

(NF-xB) y los correspondientes al resto de genes estudiados.

2.- ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PRONOSTICA DE LA EXPRESION DEL
NF-xB EN RELACION AL CONTROL LOCAL DE LA ENFERMEDAD EN
PACIENTES TRATADOS CON RADIOTERAPIA O QUIMIO-RADIOTERAPIA.

El objetivo principal de esta parte del estudio consistié en evaluar la relacion
entre los niveles de expresion del NF-xB y el control local de la enfermedad

tras un tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia.



Para la elaboracion de esta parte del estudio, se evalué una cohorte de

pacientes de acuerdo con los siguientes criterios de inclusion:

padecer un carcinoma escamoso localizado a nivel de cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe o laringe diagnosticado en el periodo 2004-2008.

ausencia de antecedentes previos de lesiones tumorales a nivel de
cabeza y cuello.

posibilidad de obtencion de una muestra de biopsia del tumor, con
confirmacion histologica de un carcinoma escamoso.

haber seguido tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia con
intencion radical.

contar con un seguimiento minimo de 12 meses.

En esta parte del estudio se analizaron un total de 77 pacientes. Encontramos

67 paciente varones (87%) y 10 mujeres (13%) con una edad media en el

momento del diagndstico de 63.4 anos (desviacidn estandar 11.4 afos, rango
63.4 a 85.9 afnos).
La poblacion de pacientes incluidos en esta parte de estudio no fue idéntica a

la utilizada en la primera parte, si bien hasta un total de 30 de los pacientes

coincidieron en ambos estudios.

La siguiente tabla (Tabla 12) muestra la distribucion de los pacientes en funcion

de la localizacion del tumor primario:

7 91
26 33.7
6 78
38 494
77 100

Tabla 12. Localizacion del tumor primario.

La tabla 13 muestra la distribucion en funcion de la categoria de extension local

(T) y regional (N) de los pacientes en el momento del diagnostico de acuerdo a

los criterios establecidos por la 62 edicién de la clasificacion TNM®.
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11(143%) 1(1,3%) 0 0 12(156%)

| 26(338%) 2(26%) B8(104%) 1(13%) 37(48,1%)
N 13(169%) 3(39%)  3(39%) 1(13%) 20 (26%)

4(52%) 2(26%) 2(2.6%) 0 8 (10,4%)

54 (70,1%) 8(10,4%) 13(16,9%) 2(2,6%) 77 (100%)

Tabla 13. Categoria de extensién local (T) y regional (N) del tumor primario.

De acuerdo con la distribucion de las categorias de extension local y regional,

los pacientes contaron los siguientes estadios (Tabla 14).

Tabla 14. Estadio en el momento del diagnéstico.

La siguiente tabla (Tabla 15) muestra el tipo de tratamiento realizado en funcién
de la categoria de extension local (T) de la enfermedad para los pacientes

incluidos en el presente estudio:

TRATAMIENTO
RADIOTERAPIA | QUIMIO-RADIOTERAPIA | Total
— 12 (23,5%) 0 12 (15,6%)

L 21(529%) 10 (38,5%) 37 (48.1%)
LI 11(21,6%) 9 (34,5%) 20 (26%)
1(2%) 7 (26.9%) 8 (10,4%)

51 (66,3%) 26 (33,7%) 77 (100%)

Tabla 15. Tratamiento en funcién de la categoria de extensién local.




Existieron diferencias significativas en el tipo de tratamiento realizado en
funcion de la categoria de extension local de la enfermedad. Los pacientes con
tumores mas avanzados tendieron a realizar tratamiento con quimio-
radioterapia concomitante (Fisher’s exact test, P=0.0001).

La técnica de tratamiento con radioterapia no se modificé de forma sustancial
durante el periodo de estudio. El tratamiento consistiéo en la administracion de
radioterapia externa utilizando 2 o 3 campos conformados. Un total de 56
pacientes (73%) recibieron radioterapia con un fraccionamiento convencional (2
Gy/dia) hasta completar una dosis de 70-72 Gy, en tanto que 21 pacientes
(27%) fueron tratados en régimen de hiperfraccionamiento (1.2 Gy/2 veces al
dia) hasta completar una dosis de 72-74 Gy. Con la excepcion de los pacientes
con tumores T1 de glotis, la radioterapia incluyo el tratamiento de las areas
ganglionares. En caso de tratamiento concomitante con quimioterapia, la
mayoria de pacientes recibieron cisplatino a una dosis de 100 mg/m2
administrada cada 3 semanas.

La secuencia terapéutica incluyo la realizacion de vaciamientos cervicales en
11 pacientes (14%). Salvo en un caso, la totalidad de cirugias realizadas a nivel
cervical se realizaron una vez completado el tratamiento con radioterapia o

quimio-radioterapia.

Un total de 21 pacientes (27.3%) sufrieron una recidiva del tumor a nivel local
como localizacion exclusiva del fracaso terapéutico, 5 pacientes (6.5%) una
recidiva ganglionar exclusiva, y 5 pacientes (6.5%) una recidiva conjunta local y
regional. Seis pacientes (7.8%) contaron con la aparicion de metastasis a

distancia, en 2 ocasiones como la unica localizacién de fracaso terapéutico.

En el momento del cierre del estudio, 48 pacientes (62.3%) se encontraban
vivos y sin enfermedad, 1 paciente se encontraban vivo con metastasis a
distancia), y 28 pacientes habian fallecido. Los fallecimientos fueron
consecuencia de la evolucién del tumor de cabeza y cuello en 13 ocasiones,
como consecuencia de una segunda neoplasia no relacionada en 9, y por
enfermedad intercurrente en ausencia de tumor de cabeza y cuello en 6. A

efectos de calculo de supervivencia, los dos pacientes vivos con enfermedad



91

fueron considerados como fallecidos como consecuencia de la evolucion del
tumor con fecha del ultimo control.

La figura 50 muestra la curva de supervivencia actuarial ajustada para los
pacientes incluidos en el estudio.
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Figura 50. Supervivencia actuaria ajustada.

La supervivencia ajustada a los 5 afos fue del 74.8% (IC 95%: 1.96%6.3).

En este apartado del estudio se procedidé a la determinacion de los niveles de
expresion correspondientes a la totalidad de los componentes de la familia del
NF-kB: RelA(p65), p5SO(NF-kB1), p52(NF-kB2), RelB, y c-Rel.

Como medida indirecta de la actividad transcripcional del NF-xB se efectué una
determinacidén de los valores de expresion de una bateria de genes que se
encuentran regulados por el NF-xB. Las vias evaluadas incluyeron la actividad

del ciclo celular (Ciclina D1), apoptosis (Bcl-XL), capacidad de invasion (MMP-
2), y angiogénesis (VEGF).



3.- MANIPULACION DE LAS MUESTRAS DE BIOPSIA Y DETERMINACION
DE LOS NIVELES DE LOS DIFERENTES GENES EVALUADOS.

Para cada uno de los pacientes estudiados se obtuvo una muestra de tejido
tumoral. En los pacientes incluidos en la primera parte del estudio, se dispuso
ademas de una muestra de mucosa normal de vias aerodigestivas superiores
obtenida de una localizacién alejada del tumor. Tras la obtencion de las
muestras se procedié a su inclusion en viales con 1 ml de solucion RNALater®
(Quiagen) para evitar la degradacién del ARN. Las biopsias se mantuvieron a
continuacion a 4°C durante 24 horas, transcurridas las cuales se elimind el
RNALater® y se mantuvieron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.
De forma simultanea a la obtencion de las muestras utilizadas en el presente
estudio, se procedié a la obtencion de biopsias correspondientes a tejido
tumoral que fueron enviadas al departamento de Anatomia Patoldgica,
confirmandose en la totalidad de los casos la presencia de carcinomas
€SCamosos.

Se describe a continuacion la secuencia utilizada para determinar la expresion

de los genes evaluados en el presente estudio.

3.1. Aislamiento del ARN con TRIzol.
Material: - TRIzol Reagent® (Invitrogen)

- Cloroformo

- Isopropanol

- Etanol al 75% en agua
- Agua libre de RNAsa

* Homogeneizacion:
En primer lugar se afiadido TRIzol® a las muestras de tejido a razén de 1ml de
TRIzol® por cada 50-100 mg de tejido y se procedido a su homogeneizacion.
Una vez homogeneizado el tejido, se procedié a eliminar el material insoluble
centrifugando a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. Se transfirid el sobrenadante

a otro tubo para proseguir con la extraccion del ARN.
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* Extracciéon del ARN:

Para proceder a la extraccion del ARN, en primer lugar se procedié a la
incubaciéon de las muestras durante 5 min a 15-30°C para permitir la completa
disociacion de los complejos de nucleoproteina. A continuacion se afadieron
0.2 ml de cloroformo por ml de TRIzol® y se incub6é de nuevo a 15-30°C
durante 2-3 min. Se centrifugd la muestra a 12.000 xg durante 15 min a 4°C.
Tras la centrifugacion se forman dos fases: una fase inferior fenol-cloroformo,
una interfase y una fase superior acuosa incolora. EI ARN se encuentra
exclusivamente en la fase acuosa. El volumen de la fase acuosa es
aproximadamente el 60% del volumen de TRIzol® usado para Ia
homogenizacion.

Se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo y se precipité el ARN afadiendo
0.5 ml de isopropanol por ml de TRIzol® e incubando en un bafio de agua y
hielo durante 10 min. De nuevo se centrifugd a 12.000 xg a 4°C. EL ARN
precipitado, no visible de forma previa al centrifugado, forma entonces un pellet
en el fondo del tubo utilizado en la preparacion. Se extrajo en sobrenadante y
se lavo el pellet (x2) con 1 ml de etanol al 75%. Al final del proceso se procedio
al secado del pellet de ARN al aire durante 5-10 min, y se disolvioé en agua libre
de ARNsas conservando la muestra a -80°C.

* Determinacion de la concentracion y pureza del ARN:

La concentracion y pureza del ARN en disolucién se determin6 mediante
espectrometria. Se analizo la absorbencia a 260 (A260), que permite calcular la
concentracion del ARN, y a 280 (A280), que permite calcular su pureza.

Los acidos nucleicos tienen el maximo de absorcién a 260 nm, por lo tanto a
esta longitud de onda la absorcion es proporcional a la concentracion. La
concentracion del ARN se calculd utilizando el coeficiente de extincion del
ARN. La A260 de una solucién de ARN a la concentracion de 40 ug/ml cuando
la luz pasa por un camino optico de un cm es 1, por lo tanto la concentracion de
ARN en pg/ml se calculé multiplicando la A260 por 40.

Los acidos nucleicos durante la extraccion van acompafados de proteinas que
absorben a 280 nm. La relacion de absorbencias 260/280 nm indica la pureza y

en el caso del ARN debe ser = 2.0.



3.2. Cuantificacion de la expresion del ARN mediante Reaccidén en cadena de

la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

La RT-PCR es una técnica que permite la determinacion de la expresion de un
gen determinado. Se basa en la sintesis de ADN complementario (ADNc) a
partir del ARN mediante la reaccion con transcriptasa inversa (transcripcion
inversa, RT) y la posterior amplificacion mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Fig 51).

El analisis de la expresiéon del ARNm de las distintas proteinas se realiz6 por
PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (RT-g-PCR). Esta técnica, al contrario a
la deteccidn a punto final de la RT-PCR convencional, permite amplificar y
simultaneamente cuantificar el producto de la amplificacion.

La PCR cuantitativa se realiza en un termociclador con capacidad de hacer
incidir sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda determinada
y de detectar la fluorescencia emitida por un fluorocromo excitado. En esta
técnica se monitoriza la fluorescencia emitida durante la reaccion de

amplificacion lo que representa la produccion de amplicén durante cada ciclo.
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Figura 51. RT-PCR.

* Transcripcion inversa:

Material: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit®, Applied Biosystems

La transcripcion inversa se realizd utilizando el KIT “High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit”. La transcriptasa inversa sintetiza una cadena de
ADN complementaria (ADNc) a la molécula de ARN a partir de un cebador.
Este kit utiliza cebadores random para iniciar la sintesis de ADNc. Los
cebadores random aseguran que la sintesis de la primera hebra ocurra
eficientemente con todas las especies de ARN presentes.

El kit contiene los reactivos que combinados rinden una mezcla de reaccién 2X.
A esta mezcla se le afiade un volumen igual de ARN. Para preparar la mezcla
de reaccion 2X para un volumen de reaccion de 20 ul se utilizan los siguientes

reactivos (Tabla 16):



20
08
20
1.0
1.0
3.2
10.0

Tabla 16. Reactivos que contiene cada 10 ul de mezcla de reaccion.

A cada 10 ul de mezcla de reaccién se le afadio 1 ug de ARN disuelto en 10 ul
de H20 y se procedidé a la transcripcion inversa en el termociclador
Las condiciones del ciclo para la retrotranscripcion se reflejan en la tabla 17.

25°C 37°C 85°C 4°C

10 min 120 min 5 min 0

Tabla 17. Condiciones del ciclo para la retrotranscripcion.

Finalizada la reaccion de retrotranscripcidn, se extrajeron las muestras del

termociclador y se guardaron a -80°C hasta su procesamiento.

* Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-q-PCR):
Material: - TagMan 2X Universal PCR Master Mix®, Applied Biosystems

- Gene Expression Assays®, Applied Biosystems

La PCR a tiempo real, igual que la PCR convencional, emplea un molde de
ADNCc, cebadores especificos (oligonucledtidos complementarios a una regién
determinada del ARN molde), desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs) y ADN-
polimerasa termoestable (Tag-polimerasa), pero ademas una sonda unida a un
fluorocromo (FAM o VIC) que hibrida en el amplicon en la zona intermedia
entre el cebador directo (forward) y el inverso (reverse).
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Como cebadores para el presente estudio se utilizaron los TagMan® Gene

Expression Assays, que son un conjunto de cebadores y sonda optimizados

para RT-g-PCR formulados a una concentracion 20X.

Cada ensayo contiene tres oligonucleotidos con dianas especificas:

Un par de cebadores no marcados.

Una sonda TagMan® que en el extremo 5 estd marcada fluorescente
con FAM™ (o VIC®) y contiene una porcién minor groove binder (MGB),
que incrementa la temperatura de fusién de la sonda sin incrementar la
longitud, lo que permite sondas mas cortas, y en el extremo 3' contiene
un amortiguador de fluorescencia no fluorescente (NFQ).

La RT-g-PCR usando TagMan Gene Expression Assays se basa en la

actividad 5’ exonucleasa de la ADN-polimerasa:

Las sondas TagMan hibridan en el ADNc molde entre los dos cebadores
no marcados. La sefial fluorescente en el extremo 5 de la sonda es
amortiguada por el NFQ del extremo 3 mediante transferencia de
energia de resonancia (FRET, mecanismo de transferencia de energia
entre cromoforos).

Durante la PCR, la Taq polimerasa alarga los cebadores no marcados
usando el ADNc como molde. Cuando la polimerasa alcanza la sonda
TagMan la hidroliza por su actividad exonucleasa, lo que provoca la
separacion del fluorocromo del amortiguador y por tanto la emision de
fluorescencia. El equipo detecta la fluorescencia emitida que esta
relacionada con la cantidad de amplicén producido.

En cada ciclo de PCR se liberan moléculas de fluorocromo, resultando
en un incremento de la intensidad de fluorescencia, proporcional a la

cantidad de amplicdn sintetizado.

La TagMan 2X Universal PCR Master Mix®, es una mezcla de los reactivos

(excepto cebadores, sondas y molde) necesarios para realizar RT-g-PCR. La

mezcla contiene la Tag-polimerasa, dNTPs, ROX™ que es un fluorocromo

referencia interna que sirve para normalizar la sefial del reportero durante el

analisis para mejorar la precision, (corrige las fluctuaciones causadas por

cambios en concentracion, volumen o efectos de la muestra) y tampones

adecuados para la reaccion.
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Figura 52. Esquema PCR.

Para preparar la reaccién de un volumen de 10 ul:

T )
>’

Tabla 18.
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Las condicones de ciclo fueron:

50°C 95°C 95°C 60°C
2 min 10 min 00:15 min 1 min
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2

Tabla 19. Condiciones de ciclo.

La curva de amplificacion contiene la informacion para la cuantificacion del

ARN. La linea umbral (Thresold) es el nivel de deteccion o punto en el que la

reaccién alcanza una intensidad de fluorescencia por encima del ruido de

fondo. Se situa en la fase exponencial de la amplificacion. El ciclo en el cual la

muestra alcanza este nivel se llama ciclo umbral (Ct). Este valor es el que se

utiliza para realizar la cuantificacion.
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Figura 53. Medida de la expresién mediante RT-PCR.

Se realizé una cuantificacion relativa, que no requiere curva de calibrado. La

cuantificacion relativa se basa en la comparacion entre el nivel de expresion del



gen a estudiar versus un gen control (también llamado de referencia, interno o

normalizado o, en inglés, housekeeping gene) que es considerado constante.

Se utilizé la formula:

2-.\.0

Donde AC se calcula:

AC_=C

T T gen diana_ CT gen referencia

Como gen de referencia se usoé la beta-actina, de manera que los resultados
obtenidos ofrecen la expresion relativa del gen diana respecto a la beta-actina.

4.- TECNICAS ESTADISTICAS.

El estudio estadistico se realizé con el programa SPSS 17.0 para Windows.

4 1. Analisis de la expresion del NF-xB en los carcinomas de cabeza vy cuello.

Se procedio en primer lugar a realizar un estudio descriptivo de los valores de
expresion del NF-kB correspondientes al tejido tumoral y a la mucosa sana
mediante estadisticos de tendencia central y el rango. Se confirmé la ausencia
de una distribucion normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnof.

Las comparaciones en funcion de las diferentes variables consideradas se
realizaron de acuerdo con los niveles de significaciéon obtenidos con técnicas
no parametricas. Para la comparacion de los niveles de expresion del NF-xB
entre el tejido tumoral y la mucosa sana se utilizo el test de Wilcoxon para
medidas repetidas. La valoracion de los niveles de expresion del NF-xB en el
tumor en relacidon a las diferentes variables clinicas consideradas se llevd a

cabo utilizando la prueba U de Mann-Whitney en caso de variables
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dicotémicas, y el test de Kruskal-Wallis en el caso de variables con mas de dos
categorias.

La correlacidon entre los niveles de expresion del NF-«xB y los genes
relacionados con su actividad se realiz6 de acuerdo con los valores del
coeficiente de correlacion r de Pearson, considerando los valores de 0.4-0.6
como de correlacion moderada, de 0.6-0.8 como de correlacion alta, y de 0.8-

1.0 como de correlacion muy alta.

4.2. Estudio de la capacidad prondstica de la expresion del NF-xB.

En la evaluacion del significado clinico de los valores de expresion del NF-xB,
la categorizacion de la variable continua correspondiente al valor de expresion
se realizé de acuerdo con los resultados obtenidos con un analisis de particion
recursiva, utilizando la técnica de classification and regression trees (CRT).

La supervivencia actuarial libre de recidiva local de la enfermedad y la
supervivencia ajustada se calcularon de acuerdo con el método de Kaplan-
Meier, utilizando el test log-rank para la comparacion entre las curvas de
supervivencia. Para la realizacion de los analisis multivariantes se utilizd el
modelo de riesgos proporcionales de Cox.

Las correlaciones entre los niveles de expresion del NF-«xB y los genes
relacionados con su actividad se realizaron de acuerdo con los valores del
coeficiente de correlacion r de Pearson, considerando los valores de 0.4-0.6
como de correlacion moderada, de 0.6-0.8 como de correlacion alta, y de 0.8-

1.0 como de correlacion muy alta.






VI. Resultados







1.- ANALISIS DE LA EXPRESION DEL NF-«xB EN LOS CARCINOMAS DE
CABEZA'Y CUELLO.

1.1.- Relacién entre la expresion del p65 (NF-kB) en las muestras de tumor y

de mucosa sana.

No se dispuso de informacidén referente a los valores de expresion del p65
(NF-xB) en la mucosa sana de dos de los pacientes incluidos en el presente
estudio.

La tabla 20 muestra los valores de tendencia central y el rango correspondiente
a las determinaciones de los valores de expresion del NF-kB obtenidos en

muestras de tumor y de mucosa sana.

76 02253 03784 01176 0436 25722
74 0,3534 0,8180 0,1129 0458  5,6480

Tabla 20. Expresion del NF-k B en muestras de tumor y de mucosa sana.

La distribucion de los valores del p65 (NF-kB) tanto a nivel del tejido tumoral
como de la mucosa sana no cumplié los criterios correspondientes a una
distribucion normal (test de Kolmogorov-Smirnof), lo que condicion6 la
conveniencia en la utilizacion de técnicas no paramétricas para el analisis

estadistico de nuestros resultados.

76 74
2,970 3,058
0,000 0,000

Tabla 21. Distribucién de los valores del p65 (NF-xB) a nivel tumoral y mucosa sana.



Los histogramas (Fig 54 y 55) muestran la distribucion de los valores de
expresion del p65 (NF-xB) correspondientes al tejido tumoral y mucosa sana

analizados.
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Figura 54. Distribucion de los valores de expresiéon del NF-xB
en tejido tumoral.
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Figura 55. Distribucion de los valores de expresiéon del NF-xB
en mucosa sana.



En primer lugar se compararon los valores de expresion correspondientes al
p65 (NF-kB) entre el tumor y la mucosa sana. El boxplot muestra los valores de

expresion del p65 (NF-kB) en las muestras de tumor y mucosa sana (Fig 56).
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Figura 56. Comparacion de la expresion del NF-xB en tejido
tumoral y mucosa sana.

No existieron diferencias significativa en la expresion del p65 (NF-kB) entre las
muestras de tumor y las de la mucosa sana (test de Wilcoxon para medidas
repetidas P=0.692).

En el siguiente diagrama (Fig 57) se muestra la correlacion existente entre los
valores de expresion del p65 (NF-xB) del tumor y la mucosa sana
correspondiente. Dada la ausencia de normalidad en la distribucién de los

resultados, se procedid a realizar una transformacion logaritmica de los datos.
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Figura 57. Correlacion entre la expresiéon del NF-xB en tejido
tumoral y mucosa sana.

No existid una correlacion entre los valores de expresion del p65 (NF-kB) en la
muestra del tumor y la mucosa sana. El valor correspondiente a coeficiente de
correlacion de Pearson fue de -0.056 (P=0.636)

1.2.- Relacién entre los valores de expresion del p65 (NF-xB) vy variables

clinicas en pacientes con carcinomas escamosos de cabeza vy cuello.

Se procedid a continuacion a valorar la existencia de relacion entre los niveles
de expresion del p65 (NF-kB) y variables clinicas como la localizacién primaria
del tumor, la categoria de extension local o regional, el estadiaje tumoral o el
antecedente en los consumos de tabaco y alcohol por parte de los pacientes.

De cara a aumentar la potencia del estudio estadistico, se procedi6 a la

agrupacion de categorias para cada una de las variables analizadas.

A) Localizacion primaria del tumor.
Se aprecié una tendencia segun la cual los tumores localizados en cavidad
oral-orofaringe contaron con unos niveles de expresion mas elevados del p65

(NF-xB) que los de localizacion laringea-hipofaringea (test U de Mann-Whitney,



P=0.086). La siguiente figura (Fig 58) muestra la distribucion en los valores del

p65 (NF-kB) en funcion de la localizacion primaria del tumor.
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Figura 58. Expresion del p65 (NF-xB) en tumores localizados

en cavidad oral-orofaringe y localizados en laringe-

hipofaringe.

B) Categoria de extension local (T).

No existieron diferencias significativas en los valores de expresién del p65 (NF-
kB) en funcién de la categoria de extensién local del tumor (T1-2 vs T3-4) (test
U de Mann-Whitney, P=0.872). La siguiente figura (Fig 59) muestra la
distribucion de los valores de expresion del p65 (NF-kB) en funcion de la

extension local de la enfermedad.
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Figura 59. Expresion del p65 (NF-xB) en funcién de la
extension local del tumor.
C) Categoria de extension regional (N).
Igualmente, no aparecieron diferencias significativas en los valores de
expresion del p65 (NF-kB) en funcion de la categoria de extension regional del
tumor (NO vs N+) (test U de Mann-Whitney, P=0.293). La siguiente figura (Fig
60) muestra la distribucion de los valores de expresion del p65 (NF-xB) en

funcién de la extension regional de la enfermedad.
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Figura 60. Expresion del p65 (NF-xB) en funcién de la
extensién regional tumoral.



D) Estadiaje de la enfermedad.
No existieron diferencias significativas en los valores de expresién del p65 (NF-
kB) en funcion del estadio de la enfermedad (I-Il vs llI-IV) (test U de Mann-
Whitney, P=0.753). La siguiente figura (Fig 61) muestra la distribucion de los

valores de expresion del p65 (NF-xB) en funcion del estadiaje del tumor.
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Figura 61. Expresién del p65 (NF-xB) en funcién del estadiaje
tumoral (TNM).

E) Consumo de tabaco.
En relacion al consumo previo de tabaco, no  existieron diferencias
significativas en los valores de expresion del p65 (NF-kB) en funcidon de los
niveles previos de consumo (no consumo vs < 20 cigarrillos/dia vs >20
cigarrillos/dia) (test de Kruskal-Wallis, P=0.251). La siguiente figura (Fig 62)
muestra la distribucion de los valores de expresion del p65 (NF-kB) en funcién

del consumo previo de tabaco.
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Figura 62. Expresion del p65 (NF-xB) en funcién del consumo
de tabaco/dia.

F) Consumo de alcohol.
Tampoco aparecieron diferencias significativas en los valores de expresion del
p65 (NF-xB) en funcion de los niveles previos de consumo de alcohol (no
consumo vs < 80 gr/dia vs >80 gr/dia) (test de Kruskal-Wallis, P=0.436). La
siguiente figura (Fig 63) muestra la distribucion de los valores de expresion del

p65 (NF-kB) en funcion del consumo previo de alcohol.
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Figura 63. Expresion del p65 (NF-xB) en relacion con el
consumo de alcohol diario.

G) Grado histolégico.
Finalmente, no aparecieron diferencias significativas al analizar los niveles de
expresion del p65 (NF-xB) en funcion del grado histolégico del tumor (test de
Kruskal-Wallis, P=0.904). La siguiente figura (Fig 64) muestra la distribucion de
los valores del p65 (NF-xB) en funcion de las categorias de diferenciacion

histologica de los tumores incluidos en el presente estudio.
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Figura 64. Expresion del p65 (NF-«xB) en funciéon del grado
histolégico del tumor.

1.3.- Relacién entre los valores de expresion del p65 (NF-xB) vy los

correspondientes a otros genes implicados en sus vias de senalizacidon en las

muestras de tumor.

Se llevé a cabo un analisis de los niveles de correlacion existentes en las
muestras de tumor entre la expresion del p65 (NF-«xB) y los valores
correspondientes a otros genes implicados en las vias metabdlicas

relacionadas con la actividad del p65 (NF-kB).



A) Coeficientes de correlacion entre la expresion del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes implicados

en el metabolismo de la PGE..

INFKB  [COX-1 |COX-2 |mPGES-1 |mPGES-2 [cPGES [EP-2 EP-3 EP-4 PGDH-15
INFkB Pearson Correlation |1 595  [165 552" 886 4700 [685  [525° (882  [405
Sig. (2-tailed) ,000 155 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
[COX-1 Pearson Correlation [,595 |1 3897 [693 426 218 398" [329°  [373°  [381
Sig. (2-tailed) ,000 ,001 ,000 ,000 ,059 ,000 ,004 ,001 ,001
[cox-2 Pearson Correlation |,165 389 1 417 ,154 206 307|254 ,104 302"
Sig. (2-tailed) 155 ,001 ,000 ,185 ,075 ,007 ,027 372 ,008
INPGES-1 Pearson Correlation |,552°  [693~  [417" 1 534" 5207 [7237  [5517  [4027  |[556"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
InNPGES-2 Pearson Correlation |,886  [426 ~ [154 534" 1 757 953"  [763°  [923°  [561
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,185 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
[cPGES Pearson Correlation [470°  [218 206 520 757 1 875 971 |[576 (838
Sig. (2-tailed) ,000 ,059 ,075 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
EP-2 Pearson Correlation |,685  [398°  [307  |723" 953" 875 |1 891 771|827
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,007 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
EP-3 Pearson Correlation |,525  [329°  |254 551" 763 971 891 1 604|882
Sig. (2-tailed) ,000 ,004 ,027 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
EP-4 Pearson Correlation [,882°  [373  [104 402 923" 576 771|604 1 379
Sig. (2-tailed) ,000 ,001 372 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001
IPGDH-15 Pearson Correlation |,405  [381  [302°  |556 561" 838" [827°  [882"  [379 |1
Sig. (2-tailed) ,000 ,001 ,008 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001

Tabla 22. Coeficientes de correlaciéon entre la expresiéon del p65 (NF-xB) y los niveles de genes implicados en el metabolismo de la PGE..



B) Coeficientes de correlacion entre la expresiéon del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes implicados

en el metabolismo de las metaloproteinasas (MMP).

NFkB  [MMP-1 [MMP-2 MMP-3 [MMP-9 [MMP-10 [MMP-13 [TIMP-1
NFkB Pearson 1 685  [891" [549° [753° [510° 387 730"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 ,000
MMP-1  Pearson 685 |1 7077 9117 [4237 |526 339" ,608"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,003 ,000
MMP-2 Pearson 891"  [707° |1 5437 [7187 [313" 325 656
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,006 ,004 ,000
MMP-3  Pearson 5497 9117 5437 |1 295 |401" 255 497
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,010 ,000 ,026 ,000
MMP-9 Pearson 753 [4237 [7187 295" [1 ,343" 250 519"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,010 ,002 ,029 ,000
MMP-10 Pearson 510  [526° [3137 401" [343" |1 727 746
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,006 ,000 ,002 ,000 ,000
MMP-13 Pearson 387 3397 [3257 |255 @ [250° |727 1 617"
Sig. (2-tailed) ,001 ,003 ,004 ,026 ,029 ,000 ,000
TIMP-1  Pearson 7300 |608° [656°  |497" [519° |746 617" 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

Tabla 23. Coeficientes de correlacion entre la expresion del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes
implicados en el metabolismo de las metaloproteinasas (MMP).



C) Coeficientes de correlacion entre la expresiéon del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes implicados

en el metabolismo de quimioquinas o sus receptores.

INFKB  [IL 1a T|IL 1b T|IL 1ra T|IL 1R1 T[L 1R2 T|IL 1RAcP T

NFkB Pearson Correlation |1 225 280 |,365  |618 (303 641"

Sig. (2-tailed) ,068 ,022 ,003 ,000 ,013 ,000
IL_1a T Pearson Correlation |,225 1 929" [767 |595 [916 |754

Sig. (2-tailed) ,068 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL_1b T Pearson Correlation [280°  [929° [ 723" [633°  [900"  [752°

Sig. (2-tailed) ,022 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL_1ra_T Pearson Correlation |365  |767° [723" |1 708" [8227  |772

Sig. (2-tailed) ,003 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL_1R1.T Pearson Correlation [618~ |595  [633" [708" |1 660 [901"

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL_1R2_ T Pearson Correlation 303" [916 [900 (822" |660 |1 829"

Sig. (2-tailed) 013 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IL_1RAcP_T Pearson Correlation |641 [754" [752° [772° [901"  [829" 1

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000

N l67 67 67 66 67 67 67

Tabla 24. Coeficientes de correlacion entre la expresiéon del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes implicados
en el metabolismo de quimioquinas o sus receptores.



D) Coeficientes de correlacion entre la expresidon del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes implicados

en el metabolismo de quimioquinas o sus receptores.

INFkB  [sdf-1 cxcr-4  lexer-7 |IL-8 RANTES [GCP-2 |MCP-1 |[GRO-1a |NAP-2
INFkB Pearson Correlation |1 795 515 416 312" 4617 232 351" 336" 438"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,006 ,000 ,045 ,002 ,003 ,000
Sdf-1 Pearson Correlation |,795" 1 401 319 512" 372 ,101 ,306 348" 407"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,005 ,000 ,001 ,387 ,007 ,002 ,000
lcxcr-4 Pearson Correlation |515 401 1 368 333 314 179 507" 271 AT4
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,001 ,003 ,006 123 ,000 ,018 ,000
lcxer-7 Pearson Correlation [416  [319 368 1 252" 562 285 793" 442" 738"
Sig. (2-tailed) ,000 ,005 ,001 ,028 ,000 ,013 ,000 ,000 ,000
IL-8 Pearson Correlation [312°  [512 333 252" 1 ,182 440" 366 637 226
Sig. (2-tailed) ,006 ,000 ,003 ,028 116 ,000 ,001 ,000 ,050
RANTES  Pearson Correlation [461 372 314 562" ,182 1 ,133 442" 239 AT1
Sig. (2-tailed) ,000 ,001 ,006 ,000 116 255 ,000 ,038 ,000
GCP-2 Pearson Correlation |[,232° ,101 179 285 440 ,133 1 370 736 112
Sig. (2-tailed) ,045 ,387 123 ,013 ,000 255 ,001 ,000 ,339
IMCP-1 Pearson Correlation |,351  |,306 507" 793" 366 442" 370 1 601" 907"
Sig. (2-tailed) ,002 ,007 ,000 ,000 ,001 ,000 ,001 ,000 ,000
GRO-10.  Pearson Correlation [,336°  |348~ 271 442" 637" 239 736" 601" 1 352"
Sig. (2-tailed) ,003 ,002 ,018 ,000 ,000 ,038 ,000 ,000 ,002
INAP-2 Pearson Correlation |438" 407 AT4 738 226 AT 112 907" 352" 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,000 ,050 ,000 ,339 ,000 ,002

Tabla 25. Coeficientes de correlacién entre la expresion del p65 (NF-xB) y los niveles correspondientes a genes implicados en el metabolismo
de quimioquinas o sus receptores.




E) Coeficientes de correlacion entre la expresion del p65 (NF-xB) y los
niveles correspondientes a genes de factores de crecimiento y de

transcripcion relacionados con la angiogénesis.

I N Ll I

Pearson Correlation 1 6227 7107

Sig. (2-tailed) ,000 ,000
VGEF 6227 1 773"

Sig. (2-tailed) ,000 ,000

Pearson Correlation WA l'S T73™ 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,000

Tabla 26. Coeficientes de correlaciéon entre la expresiéon del p65 (NF-xB) y los
niveles correspondientes a genes de factores de crecimiento y de transcripcién
relacionados con la angiogénesis.

La siguiente tabla (Tabla 27) enumera aquellos genes que alcanzaron unos
niveles de correlacion muy elevada (valor del coeficiente de correlacion de

Pearson entre 0.8 y 1) con el p65 (NF-«B).

“ Coeficiente de correlacién

EP4 0.882

Tabla 27. Genes con una correlacién muy elevada con el p65 (NF-xB).

Los genes que mantuvieron unos coeficientes de correlacion elevada (valor del
coeficiente de correlacion de Pearson entre 0.6 y 0.8) se muestran en la

siguiente tabla (Tabla 28).
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Tabla 28. Genes con un coeficiente de correlaciéon elevado con el p65
(NF«B).

Finalmente, la siguiente tabla (Tabla 29) muestra los genes que mantuvieron
unos niveles de correlacion moderada (valor del coeficiente de correlaciéon de
Pearson entre 0.4 y 0.6) con el p65 (NF-kB).

Coeficiente de correlacion

COX-1 0.595

0.552

MMP-3 0549

EP-3 0.525

oss
e I

Tabla 29. Genes con un coeficiente de correlacion moderado con el
p65 (NF-xB).



2.- ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PRONOSTICA DE LA EXPRESION DEL
NF-xB EN RELACION AL CONTROL LOCAL DE LA ENFERMEDAD EN
PACIENTES TRATADOS CON RADIOTERAPIA O QUIMIO-RADIOTERAPIA.

Hasta el momento del cierre del estudio, un total de 26 pacientes (33.8%)
habian sufrido una recidiva local de la enfermedad. La siguiente figura (Fig 65)

muestra la supervivencia libre de recidiva local para los pacientes incluidos en
el estudio.
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Figura 65. Supervivencia libre de recidiva local.

La supervivencia actuarial libre de recidiva local a los 5 afios fue del 63.6% (IC
95%: 52.3-74.9%).

Se procedid a evaluar la expresion de cada uno de los genes del complejo NF-
kB. La siguiente tabla (Tabla 30) muestra la correlacion entre los valores de

expresion de cada uno de estos genes.
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r=0.923 r=0.138
P=9.1x10-3% P=0.62
r=0.204

RelB 1

Tabla 30. Correlacidon entre los valores de expresion de los genes: p65, p50, p52, RelB y
c-Rel.

P=0.095

r=0.233
P=0.056

La expresion de la p65 se correlaciond6 de forma muy intensa con la
correspondiente a la p50, y de forma significativa pero menos importante con la
expresion de p52 y c-Rel. Por el contrario, no existi6 una correlacion
significativa entre los niveles de expresiéon de p65 y RelB.

En el caso de Rel-B, el gen que codifica la proteina que contiene el dominio
regulador de transcripcién en el dimero activado a través de la via alternativa,
no se aprecio una correlacion significativa con ninguno del resto de genes del
complejo NF-«xB.

Finalmente, el gen c-Rel mantuvo unos niveles de correlacion muy elevados

con los genes que codifican las proteinas de la clase | (p50 y p52).

Se evalué a continuacion la relacion entre los niveles de expresion de los
genes que codifican proteinas con dominio activo (clase Il) y el control local de
la enfermedad tras el tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia.

No existieron diferencias significativas entre el valor de expresion de los genes
Rel-B y c-Rel y el control local de la enfermedad (P=0.573 y P=0.144,



respectivamente). Por el contrario, si que aparecieron diferencias significativas
en los valores de expresion del p65 en funcion de la existencia de un fracaso
del tratamiento a nivel local (test U de Mann-Whitney, P=0.037). La siguiente
figura (Fig 66) muestra la distribucion de los valores de expresion del p65 en

funcioén del control local de la enfermedad.

A0

NFKB

20

109

T I
Control Recidiva

Evolucion de la enfermedad

Figura 66. Expresiéon del p65 en funciéon del control o la
recidiva de la enfermedad.

Para evaluar si existia una relacién lineal entre el nivel de expresion del p65
(NF-xB) y el control local de la enfermedad, se procedié a realizar un estudio
mediante una técnica de regresion lineal, considerando como variable
dependiente la recidiva local de la enfermedad y como variable independiente
el nivel de expresion del p65 (NF-kB). Los resultados del estudio de regresion
mostraron la existencia de una relacion significativa del p65 (NF-xB) con las

recidivas del tumor a nivel local (P=0.046) (Tabla 30).

3996 2001 3,986 1 0,046 54,362
-1,459 0466 9,806 1 0,002 232

Tabla 31. Estudio de regresion lineal entre la expresion del NF-kB y el control local de la
enfermedad.



Se clasificaron los pacientes incluidos en el estudio de acuerdo con el cuartil
del valor del p65 (NF-xB). La siguiente figura (Fig 67) muestra las curvas de
supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad en funcidn del cuartil del
valor del p65 (NF-kB).
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Figura 67. Supervivencia libre de enfermedad en funcién del cuartil
del valor del NF-xB.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia actuarial libre de
recidiva local de la enfermedad en funcion de la clasificacion cuartil (test log
rank, P=0.023), si bien no se mantuvo una secuencia ordenada en la
supervivencia en funcion del valor del p65 (NF-kB), con una supervivencia libre
de recidiva local inferior para los pacientes incluidos en el 3° cuartil respecto a
los de 4° cuartil.

Se procedid a continuacidon a encontrar el punto de corte con maxima
capacidad de discriminar el control local de la enfermedad en funcion del grado
de expresion del p65(NF-kB). Para ello se hizo uso de la técnica de
classification and regression trees, un método de particion recursiva (RPA) que
permite la segregacion de variables continuas en funcion de un resultado
definido (Fig 68).



RT
Mode O
Category % n
F——=-- ®0o00 662 51
| 0,000 : B 1,000 33,5 26
| e Total 1000 77
NFKE
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Category % n Categorny % n

¥ 0,000 21,0 24 B 0,000 2.6 17
B 1,000 190 8 B 1,000 41,4 18

Taotal S5 42 Tatal 45,5 25

Figura 68. Punto de corte con maxima capacidad de discriminar el
control local de la enfermedad en funciéon del grado de expresién
del p65 (NF-xB).

Se definieron asi dos grupos de pacientes a partir de un punto de corte
establecido en un nivel de expresion del p65 (NF-kB) de 0.1685 formado por
dos grupos de pacientes con unos niveles por debajo (n=42) o por encima
(n=35) del punto de corte.

El porcentaje de pacientes con niveles por debajo del punto de corte que
habian sufrido una recidiva local de la enfermedad fue del 19%, en tanto que el
correspondiente a los pacientes con niveles de expresion mas elevados
alcanzé el 51.4%. Existieron diferencias significativas en el porcentaje de
pacientes que sufrieron una recidiva local del tumor en funcidon del grado de
expresion del p65 (NF-kB) (Chi square test, P=0.003).

La figura 69 muestra las curvas de supervivencia libre de recidiva local de la
enfermedad en funcién de la clasificacion obtenida mediante la técnica RPA.
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Figura 69. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad en
funcion del grado de expresion del p65 (NF-xB).

Existieron diferencias significativas en funcion de la clasificacion de los
pacientes de acuerdo a los niveles de expresion del p65 (NF-kB) (log rank test,
P=0.001). La supervivencia actuarial libre de recidiva local de la enfermedad
para los pacientes con unos niveles de expresion bajos del NF-xB fue del
79.9% (IC 95%: 67.4-92.4%), en tanto que para los pacientes que contaron con
unos niveles de expresion elevados descendid al 42.1% (IC 95%: 29.3-59.9%).
La tabla 32 muestra los valores de supervivencia libre de enfermedad local a
los 5 afios obtenidas mediante un analisis univariante de acuerdo con las
diferentes categorias correspondientes a las variables consideradas: extension
local (T), extension regional (N), localizacion, tratamiento y expresion del p65
(NF-kB).



i SUPERVIVENCIA LIBRE de
e e sl v
T “ 66.0% 19670 0399
“ 64 6% 19668 0527
Localizacion 68.5% 196*88 0392
60.1% 1.96*7 6
Tratamiento 64.0% 19671 06823

Quimio-radioterapia 63.3% 1.96"99

NF-xB 79.9% 19664  0.001

Tabla 32. Supervivencia libre de enfermedad local en funciéon de diferentes variables:
extension local (T), extensién regional (N), localizacion, tratamiento y expresion del p65
(NF-xB).

Se procedié a analizar de la existencia de diferencias en la capacidad de
discriminacion del resultado del tratamiento a nivel local del NF-kB en funcion
de la categoria de extension local de la enfermedad.

La figura 70 muestra las curvas de supervivencia libre de recidiva local

correspondientes a los pacientes con tumores incipientes (T1-T2).
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Figura 70. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad para
los tumores incipientes (T1-T2).

Igualmente, se muestran las curvas de supervivencia libre de fracaso local para

los pacientes con tumores localmente avanzados (T3-T4) (Fig 71).

Supervivencia libre de enfermedad para los tumores avanzados (T3-T4)
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Figura 71. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad para
los tumores avanzados (T3-T4).

En la tabla 33 aparecen los valores correspondientes a la supervivencia a los 5

anos libre de recidiva local en funcion del nivel de expresion del p65 (NF-kB)



para cada una de las categorias establecidas de extension local de la
enfermedad.

| SUPERVIVENCIA a los 5 aios LIBRE
de RECIDIVA LOCAL Sup. 5 afios IC 95%

T1-T2 NF-xB bajo (n=29) 82.2% 1.96*7.3 0.004

NF-xB bajo (n=20) 411% 1.96*118

T3-T4 NFxB bajo (n=13) 75.5% 196"123  0.146
NF-xB bajo (n=15) 44 6% 1.96*14.4

Tabla 33. Supervivencia libre de enfermedad local en funcién de la categoria de
extension local.

Se mantuvieron las tendencias en referencia a la capacidad de discriminacién
del NF-xB independientemente de la extension local del tumor en el momento

del diagnostico.

Se analizé de igual forma la capacidad de discriminacion del NF-kB en funcién
de la localizacion primaria del tumor. La siguiente tabla (Tabla 34) muestra los
valores de supervivencia a los 5 anos libre de recidiva local en funcion del nivel
de expresion del NF-xB para las diferentes categorias de localizacion del

tumor.

| SUPERVIVENCIA a los 5 aios LIBRE
de RECIDIVA LOCAL Sup. 5 afios IC 95%

Cavidad oral- NF-«B bajo (n=16) 80.4% 1.96"102 0229

orofaringe NF-xB bajo (n=17) 53.5% 1967143

Laringe- NF-«B bajo (n=26) 797% 196'82 0001
hipofaringe |""NFcB bajo (n=18) 32.4% 1.96"13

Tabla 34. Supervivencia libre de enfermedad local en funcion de la localizacion del tumor
primario.

Igualmente se mantuvo la tendencia en la capacidad de discriminacion, si bien

para los pacientes con tumores localizados en cavidad oral-orofaringe no fue



tan marcada como la correspondiente a los pacientes con tumores localizados
en la laringe-hipofaringe.

Las siguientes figuras (Fig 72 y 73) muestran las curvas de supervivencia libre
de recidiva local de la enfermedad en funcion del valor de expresioén del NF-xB

y la localizacién primaria del tumor.
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Figura 72. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad
para los tumores de localizacién en cavidad oral-orofaringe.
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Figura 73. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad
para los tumores localizados en laringe-hipofaringe.



Finalmente, se evaludé la existencia de diferencias en la capacidad de
discriminacion del p65 (NF-xB) en funcién del tratamiento con radioterapia o
quimio-radioterapia.

La siguiente tabla (Tabla 35) muestra los valores correspondientes a la
supervivencia a los 5 anos libre de recidiva local del tumor en funcién del tipo

de tratamiento utilizado.

| SUPERVIVENCIA a los 5 anos LIBRE
de RECIDIVA LOCAL Sup. 5 afios IC 95%

Radioterapia 81.1% 1.96*7.7 0.005
- 41.6% 1.9611.0
Quimio- | 76.9% 196™17 0126
44 5% 1.9616.7

Tabla 35. Supervivencia libre de enfermedad local en funcién del tipo de tratamiento
realizado.

En general se mantuvo el patrén de discriminacion asociado al nivel de
expresion del p65 (NF-xB), si bien dado el numero limitado de pacientes
tratados con quimio-radioterapia, las diferencias en supervivencia en este caso
no alcanzaron la significacion estadistica. Las siguiente figuras (74 y 75)
muestran las curvas de supervivencia libre de enfermedad local en funcion del
nivel de expresion del p65 (NF-kB) para cada uno de los tratamientos

utilizados.



Supervivencia libre de enfermedad para los tumores tratados con radioterapia
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Figura 74. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad
para los tumores tratados con radioterapia.

Supervivencia libre de enfermedad para los tumores tratados con quimio-radioterapia
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Figura 75. Supervivencia libre de recidiva local de la enfermedad
para los tumores tratados con quimio-radioterapia.

No existieron diferencias significativas en el control regional o a distancia de la
enfermedad en funcion del nivel de expresion del p65 (NF-kB). Las siguientes

figuras (76 y 77) muestran las curvas de supervivencia libre de recidiva



ganglionar y metastasis para los pacientes incluidos en el estudio en funcién
de la categoria de expresion del p65 (NF-kB) definido a partir de la técnica
RPA.
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Figura 76. Supervivencia libre de recidiva ganglionar en fucién de la
expresion del p65 (NF-kB).
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Figura 77. Supervivencia libre de metastasis en fucién de la expresion
del p65 (NF-xB).



Para evaluar la capacidad de la expresion del p65 (NF-kB) como un factor
prondstico independiente del control local de la enfermedad tras la
administracion de un tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia, se
llevdo a cabo un estudio multivariante en el que se incluyd como variable
independiente la supervivencia libre de recidiva local y como variables
dependientes las categorias de extension local (T1.2 vs T3-4) y regional (NO vs
N+), la localizacion de tumor (cavidad oral-orofaringe vs laringe-hipofaringe) , el
tipo de tratamiento realizado (radioterapia vs quimio-radioterapia), y la
expresion del p65 (NF-xB) de acuerdo con la categorizacion obtenida a partir
del estudio RPA.

La siguiente tabla (Tabla 36) muestra los resultados correspondientes al

estudio multivariante obtenidos con una regresiéon de Cox.

R ERRRR | P
1

1.482 0.628-3.495 0.369

1
2680 0628-3495  0.148
Localizacion av oral-orofaring 1
3.098 10818877 0035
Tratamiento | adioterapiz 1
- 0.965 0.262-3.557 0.958
1
ﬁ 4 594 1920-10989 0.001

Tabla 36. Analisis multivariante obtenido con una regresiéon de Cox.

De acuerdo con los resultados obtenidos del modelo multivariante, la variable
que se relacion6 de forma mas significativa con la supervivencia libre de
recidiva local de la enfermedad fue el nivel de expresion del p65 (NF-«xB).
Considerando como categoria de referencia a los pacientes con unos niveles
de expresion bajos, los pacientes con unos niveles de expresion elevados del



p65 (NF-kB) contaron con un riesgo 4.6 veces superior de sufrir una recidiva
local del tumor (IC 95%: 1.9-11.0).

La otra variable que se relacion6 de forma significativa con el control local de la
enfermedad fue la localizacion primaria del tumor. En relaciéon a los pacientes
con tumores localizados en la cavidad oral-orofaringe, los pacientes con
tumores de localizacién laringea-hipofaringea contaron con un riesgo 3.1

veces superior de sufrir una recidiva a nivel local del tumor.

Como una medida indirecta de la actividad transcripcional correspondiente a la
via NF-xB, se llevd a cabo una determinacion de los niveles de expresion
correspondientes a una serie de genes que se encuentran regulados por el NF-
kB. En esta determinacién se incluyeron genes implicados en la progresién del
ciclo celular (Ciclina D1), en los mecanismos de angiogénesis (VEGF), invasion
tisular (MMP-2) y regulacion de la apoptosis (Bcl-XL).

La siguiente tabla (Tabla 37) muestra los valores de correlacion existentes

entre los niveles de expresion de estos genes y la expresion del p65 (NF-kB).

r=0.557
ﬁ . P=3.1x10-° - P=4 6x10-7
r=0.801
P=25x10-18
Bel-XL r=0.883
- [

MMP-2 1

el

Tabla 37. Correlacion entre los niveles de expresion del p65 (NF-xB) y los genes: Ciclina
D1, Bcl-XL, MMP-2 y VEGF.




Existio una correlacion altamente significativa entre la expresion del p65 (NF-

kB) y la totalidad de genes estudiados.



VIl. Discusion







1.- ANALISIS DE LA EXPRESION DEL NF-«xB EN LOS CARCINOMAS DE
CABEZA'Y CUELLO.

1.1. Relacién entre los niveles de expresion del NF-xB en el tumor vy la mucosa

sana.

Un primer punto a considerar en el momento de analizar los resultados
obtenidos en nuestro estudio es que las determinaciones llevadas a cabo
consistieron en evaluar la actividad transcripcional de uno de los genes
responsables de codificar las proteinas que componen el complejo NF-xB, en
concreto la proteina p65. La p65 forma parte del dimero p65:p50, activado a
través de la via clasica o candnica, que es via activa en el contexto de la
carcinogeénesis, y es el elemento del dimero que cuenta con el dominio
biolégicamente activo TAD. Es por ello que consideramos adecuado el analisis
de la expresion de este gen para evaluar la expresion del NF-xB a nivel
transcripcional.

Una de las limitaciones de los estudios que cuantifican el nivel de expresion
genética mediante técnicas de RT-PCR es que el resultado no es equivalente
al nivel de expresion bioldgico de la proteina correspondiente. Modificaciones
epigenéticas de la actividad post-transcripcional y la interaccién con otros
elementos reguladores pueden modificar la actividad biolégica de la proteina
analizada.

En nuestro caso, el mecanismo de la via NF-xB es especialmente complejo, ya
que la proteina p65 requiere para ejercer su actividad biolégica una
dimerizacion con una proteina (p105) que precisa una activacion metabdlica
(p50), y aun asi el dimero resultante queda cautivo en el citoplasma debido a
su interaccidn con otro elemento inhibidor (IxB), que a su vez requiere una
degradacion especifica dependiente de la actuacion de una IKK.

Una mayoria de los estudios que han analizado la trascendencia clinica de la
expresion del NF-kB en los carcinomas de cabeza y cuello han utilizado una
valoracion de su actividad a nivel de la expresion de la proteina mediante
técnicas de inmunohistoquimica. Aun asi, la valoracion inmunohistoquimica no

traduce de forma apropiada el nivel de actividad biolégica del complejo, dado



que evalua tanto la forma inactiva presente en el citoplasma como la forma
bioldgicamente activa translocada al nucleo celular.

Huang y cols® analizaron la actividad del complejo NF-kB tanto a nivel de
expresion del gen mediante RT-PCR como de proteina mediante
inmunohistoquimica en una cohorte de 21 pacientes con carcinomas de laringe,
encontrando una correlacidon elevada entre ambas (coeficiente de correlacion
rs=0.875, P<0.01).

Un hallazgo interesante en nuestros resultados fue la ausencia de diferencias
significativas en los niveles de expresion del NF-xB a nivel de mARN entre las

mucosas normales y el tejido tumoral (Fig 78).
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Figura 78. Niveles de expresiéon del NF-xB en mucosa normal y tejido tumoral.

En nuestro conocimiento no existen en estudios que hayan comparado la
expresion del NF-xB a nivel de la transcripcion del gen entre tejido normal y
tumoral en pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. Sin embargo, si que
existen estudios que han comparado la actividad del NF-xB mediante
inmunohistoquimica en pacientes con carcinomas de orofaringe®® y cavidad
oral”. Los resultados obtenidos en dichos estudios sefialaron la presencia de
actividad inmunohistoquimica de la p65 limitada a la capa basal del epitelio

normal®®, con ausencia de tincién nuclear®”, y un incremento significativo de



inmunorreactividad en las muestras de tumor respecto a las correspondientes
a mucosa sana.

Es dificil la interpretacion de estos hallazgos. Podrian suponer que en los casos
de carcinoma la expresion final del gen se encuentra incrementada respecto a
la correspondiente a la mucosa normal a partir de mecanismos de regulacion
post-translacional. Para dilucidar esta cuestion seria preciso un estudio que
evaluara en una serie amplia de muestras de tumor y de mucosa normal la
relacion existente entre los niveles de expresion del gen mediante PCR y la
correspondiente a la actividad de la proteina.

1.2. Relacién entre los niveles de expresion del NF-xkB en el tumor y variables

clinicas.

No existieron diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresion del
NF-xB en relacion a diferentes variables clinicas analizadas (localizacion
primaria del tumor, categoria de extension local o regional, estadiaje tumoral y
el antecedente en los consumos de tabaco y alcohol por parte de los
pacientes). Tan solo se aprecié una tendencia segun la cual los pacientes con
carcinomas localizados en cavidad oral y orofaringe contaron con una
propensidn a expresar unos niveles mas elevados del NF-kB respecto a
aquellos con tumores localizados en la laringe-hipofaringe. En concreto, no
aparecieron diferencias en los niveles de expresién del NF-xB en funcion de la
presencia de metastasis ganglionares en el momento del diagndstico.

A partir de un estudio inmunohistoquimico, Yan y cols®® si que encontraron una
relacion entre la actividad del complejo NF-xB y la afectacion ganglionar. Los
autores evaluaron la tincidn nuclear de la p65 en muestras de biopsia de 30
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello sin afectacion ganglionar (Tn),
comparandola con la correspondiente a 30 pacientes con afectacion ganglionar
estudiada a nivel del tumor (Tm) y de la adenopatia metastasica (Lm).
Existieron diferencias significativas en el porcentaje de tincion nuclear en

funcion del status ganglionar de la enfermedad (P=0.001) (Fig 79).
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Figura 79. Deteccion inmunohistoquimica del NF-xB p65 en
carcinomas escamosos de cabeza y cuello.

Se realizé un estudio inmunohistoquimico de la p65 en muestras de tumores
primarios con afectacion ganglionar (Tm), muestras de los ganglios con
afectacion metastasica de esos mismos pacientes (Lm) y muestras de
tumores primarios sin afectacién ganglionar (Tn). Se representa el
porcentaje de positividad nuclear para la p65, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p=0,01) (tomado de Yany colsﬁa).

Por otro lado, en un estudio realizado en 78 pacientes con carcinomas de
laringe, Huang y cols® no encontraron relacion entre el nivel de
inmunorreactividad del NF-xB y la edad, el sexo, el grado de diferenciacion
histolégica o el estadio de los pacientes, en tanto que si que se produjo una
tendencia significativa a la positividad para los pacientes con tumores
localmente mas avanzados y con presencia de metastasis ganglionares.

En un estudio inmunohistoquimico en el que se analizaron muestras de 107
pacientes con carcinomas de cavidad oral, Sawhney y cols*® encontraron una
correlacion significativa entre la expresion del NF-kB y el grado histoloégico y la
categoria de extension local de la enfermedad.

Por el contrario, en un estudio inmunohistoquimico realizado por Nariai y cols™
en el que se analizaron un total de 50 pacientes con carcinomas de cavidad
oral, no existid relacion entre la expresion del NF-xB y variables clinicas como
la categoria de extension local del tumor, el estadio o el grado de diferenciacion

tumoral.



1.3. Relacién entre los niveles de expresion del NF-kB en el tumor vy los niveles

de expresion de genes relacionados con la actividad del complejo NF-xB.

Del analisis de correlaciones, pudo observarse que la expresion de la p65 se
encontraba relacionada con la expresion de genes que se han relacionado con

la actividad del complejo NF-kB.

A) Metabolismo de la Prostaglandina E; (PGE;).
Sawhney y cols*® estudiaron la actividad inmunohistoquimica del complejo NF-
kB (p65) y COX-2 en una muestra de 107 carcinomas de cavidad oral y 78
lesiones pre-cancerosas apreciando la existencia de un elevado grado de
correlacion entre ambas proteinas. Las lesiones premalignas que mostraban
una actividad elevada NF-kB también mostraban una sobreexpresién de la
COX-2 (OR=12.6, IC 95%: 4.1-39.0, P=0.001), al igual que las muestras de
carcinoma escamoso (OR=4.0, IC 95%: 1.8-9.6, P=0.001).
De nuestros resultados destaca el hecho de que la expresion del gen del NF-
kB (p65) mantiene unos niveles de correlacion elevados con la expresion
correspondiente a la mayoria de los genes implicados en la via de la PGE;, con
la excepcion del cPHES y del COX-2.
Resulta llamativa la ausencia de correlacion entre la expresion del NF-xB y de
la COX-2 cuando hay evidencias (tal como se sefial6 en la Introduccion) de que
existe una relacion significativa entre las actividad del NF-xB y de la COX-2
evaluada mediante técnicas de inmunohistoquimica en los pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello®®. Este hallazgo también ha sido
descrito en otros modelos tumorales como en el carcinoma de colon®.
Por el contrario, la expresion del NF-kB se correlacion6 de forma significativa
con la expresidon de enzimas situados mas distalmente en la via de sintesis de
la PGE; como son las mPGES-1 y mPGES-2.
En nuestro conocimiento, no existen estudios en la literatura que hayan
evaluado la relacion existente entre la actividad NF-xB y la expresion de las
sintetasas especificas de la PGE,. En un estudio in vitro realizado con células
amnidticas, Ackerman y cols'® demostraron como el NF-kB aparecia como un

elemento clave en la regulacion de la mPGES-1 tanto a nivel de la expresion



del gen como del enzima responsable de la sintesis de la PGE,. De acuerdo
con los autores, la accion coordinada del NF-kB sobre la via COX-2 / mPGES-1
seria un elemento regulador de la sintesis de PGE..

A partir de nuestros resultados, no encontramos diferencias significativas en los
niveles de expresion del NF-xB entre el tejido tumoral y la mucosa sana, en
tanto que la expresion del gen que codifica COX-2 aparecia significativamente
mas activo en la mucosa tumoral®®. Esta discrepancia supondria la existencia
de diferencias en el comportamiento de ambos genes en relacion a los
mecanismos de carcinogénesis.

Una posible explicacion seria que en los carcinomas de cabeza y cuello la
actividad del NF-xB indujera la sintesis de la PGE,; actuando sobre las
sintetasas especificas a partir de los metabolitos obtenidos de la actividad
COX-2, que apareceria inducida en estos tumores mediante un mecanismo

independiente.

B) Metaloproteinasas (MMPs).

Recientemente, se ha publicado el estudio que, hasta el momento, ha evaluado
de forma mas exhaustiva los niveles de expresion de una bateria amplia de
MMPs. Stokes y cols'®' estudiaron un total de 42 pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello, analizando tanto la expresion genética
mediante RT-PCR como la de proteina mediante western blot. Para cada
paciente se analizaron muestras del tejido adyacente al tumor (adjacent), del
margen de infiltracion tumoral (margin) y del centro no necrético del tumor
(center), y se compararon con muestras de mucosa normal obtenida de 13
pacientes no oncologicos (normal). La figura 80 muestra los niveles de
expresion encontrados en las diferentes muestras analizadas para dos de las
MMPs estudiadas (MMP-1 y MMP-2).
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Figura 80. Niveles de expresion para las metaloproteinasas MMP-1 y MMP-2.
Ambas MMP presentaron una expresion elevada en el centro y margenes tumorales con
respecto a mucosa normal y tejido adyacente al tumor (tomado de Stokes y colsm).

La expresion de la mayoria de las MMPs en el tejido normal fue baja o
indetectable, con la excepcion de la MMP2, MMP-14 y MMP-28. La MMP-8,
MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-24 y MMP-25 no se detectaron en la
mucosa normal pero aparecieron ampliamente expresadas en los tejidos
tumorales. La mayoria de las MMPs se expresaban en el tumor, tanto en el
centro tumoral como en los margenes de infiltracion, en general con unos
niveles incrementados en relacion a la mucosa normal. Una mayoria de MMPs
aparecieron también expresadas en los tejidos adyacentes al tumor, aunque
para algunas de ellas los niveles de expresion fueron inferiores a los
correspondientes al tejido tumoral. No se aprecié expresién en ninguno de los
tejidos analizados para la MMP-20, -21 y -26.

Igualmente, se aprecid un incremento en la expresion de las TIMPs en los
tejidos tumorales y peritumorales en relacion a la mucosa sana, siendo
especialmente destacable la diferencia en el caso del TIMP-2, que no se
expresaba en la mucosa normal.

El analisis de la cantidad de proteina presente en las diferentes muestras
analizadas mediante el western blot se llevd a cabo para un grupo de MMPs
(-2, -3, -9 y -14), pudiendo comprobarse que los niveles encontrados se
mantenian en concordancia con los hallazgos correspondientes al mARN, con
unas cantidades de proteina incrementadas en el centro del tumor y el margen
de infiltracion en relacién a los tejidos adyacentes.

Existen evidencias obtenidas de diferentes modelos tumorales que sefalan que

la capacidad de diseminacion y de promocion de la angiogénesis derivada de la



actividad de las MMPs esta regulada por la expresion del NF-xB'%%'%. En una
linea celular de carcinoma pulmonar, Shishidia y cols'® demostraron como el
bloqueo de la actividad del NF-«xB comportaba una disminucion en la
produccion de MMP-9 medida mediante western-blot, y como la induccion de
la produccién de la MMP era consecuencia de la activacién del NF-«xB.

En un estudio inmunohistoquimico desarrollado en pacientes con carcinomas
de nasofaringe, Hu y cols®® sefalaron la existencia de una correlacién
significativa entre el NF-kB (p65) y las MMP-3 y -9, relacionandose ademas los
niveles de expresion con la categoria de afectacion regional.

Bindhu y cols®” evaluaron el nivel de expresién correspondiente al NF-kB (p50
y p65) en una poblacion de pacientes con carcinomas de cavidad oral (67),
lesiones preneoplasicas en forma de leucoplasia hiperplasica (n=25) y
leucoplasia con displasia (n=25), y muestras de mucosa normal (n=20)
mediante  inmunohistoquimica, correlacionandolo con la  expresion
correspondiente de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9). La p50 contdé con una
localizacion tanto citoplasmatica como nuclear en los cuatro tipos de histologia,
si bien la inmuorreactividad nuclear media y el grado de expresion
citoplasmatica se incrementaba de forma significativa a medida que progresaba
el nivel de lesién histologica. La tincion citoplasmatica de la p65 se comport6 de
forma similar a la p50, con presencia en los cuatro tipos histoldégicos y un
incremento en la expresion en funcion del grado de la lesién. En el caso de la
tincion nuclear, la p65 se mostréo absolutamente ausente en la mucosa sana.
Las leucoplasias y los carcinomas contaron con expresion nuclear de la p65, si
bien los carcinomas tuvieron un nivel de positividad nuclear significativamente
superior (P<0.001) (Tabla 36).



Citoplasmatico Nuclear
Histologia media (desviacion estandar) | positividad nuclear

W 1.8 (0.8) 0.6 (0.5) 7.0% 0.0%
1.8(0.8) 1.0 (0.6) 23.4% 3.6%
2.0(08) 1.8(0.7) 416%  200%

Carcinoma (n=67) 26(0.5) 20(0.8) 721% 42 9%

Tabla 38. Expresion citoplasmatica y positividad nuclear de p50 y p65.

La p50 presentod presencia citoplasmatica en los cuatro tipos de histologia, con una positividad
nuclear mayor a mayor grado de lesién. La p65 se comporté de igual forma, con una diferencia
significativamente superior en la positividad nuclear (p<0.001) (tomado de Bindhu y cols®).

La activacion del NF-xB durante la progresién histoldgica fue confirmada
mediante técnicas de electroforesis. Se detecta que el 63% de los carcinomas
analizados mostraron una banda correspondiente al NF-kB, sin que dicha
banda apareciese en ninguna de las muestras de las mucosas normales.
Ademas, los casos de leucoplasia cuentan con una banda correspondiente al
NF-kB con una presencia moderada.

Los resultados del estudio realizado por Bindhu y cols®” mostraron una
correlacion positiva entre el patron de expresion de las gelatinasas, el grado
histologico de progresion del tumor, y el incremento en la translocacion nuclear

o activacion del NF-xB.

De acuerdo con los resultados de nuestro estudio, existi6 una correlacion
elevada entre los niveles de expresidn correspondiente a la mayoria de las
MMPs evaluadas y la del NFkB. Las MMPs que alcanzaron los niveles de
correlacion mas elevados fueron las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 (Fig 81),
confirmando la asociacion en la actividad y expresion de dichas proteasas con

la correspondiente al NF-kBY’.
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Figura 81. Correlacion entre las MMP-2 y MMP-9 y el p65 (NF-xB) en nuestro estudio.

C) Quimioquinas y sus receptores.
Tal como sefalamos en la introduccion, existen una serie de citoquinas como la
IL-1 y el TNF-a que, actuando sobre sus receptores especificos, cuentan con la

capacidad de activar el NF-kB a través de la via candnica.
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Figura 82. Modelo propuesto de activacion del NF-xB en el carcinoma escamoso de
cabeza y cuello.

Se ha visto como la IL-1 modula la actividad transcripcional del NF-xB en las

células del carcinoma escamoso de cabeza y cuello promoviendo la



proliferacion y la supervivencia celular''. La siguiente figura (Fig 83) muestra
los resultados de un experimento en el que se evaluaron lineas celulares de
carcinoma escamoso de cabeza y cuello transfectadas con un vector que
expresaba formas activas (IL-1) o inactiva (iclL-1RA) de IL-1, pudiendo
comprobarse una reducciodn significativa (P<0.05) en la actividad del NF-xB en

funcion de la actividad IL-1.
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Figura 83. Efecto de la transfeccion de un vector que expresa formas activas (IL-1) o
inactivas (iclL-1RA) de IL-1 en dos lineas celulares de carcinoma escamoso de cabeza y
cuello (IM-SCC 9 y UM-SCC 11B).

Se observa una reduccién estadisticamente significativa en la actividad del NF-xB en funcion
de la actividad de la IL-1 (tomado de Wolf y cols'').

No existen, en nuestro conocimiento, estudios que hayan correlacionado la
actividad a nivel transcripcional correspondiente a los genes que codifican los
complejos NF-kB e IL-1. Uno de los datos que resultaron sorprendentes en
relacion al estudio de correlaciones entre los niveles de expresion de la p65 y
las diferentes citoquinas estudiadas fue la ausencia de correlacion entre p65 y
los diferentes elementos de la via de la IL-1 evaluados. Una posible
justificacion seria que la relacion existente entre la actividad IL-1 y la del NF-xB
no se ejerciera a nivel de la transcripcion del gen p65, sino a través de alguno
de los elementos que regulan el complejo NF-xB.

La IL-8 es una quimioquina producida por los macrofagos, las células
epiteliales y endoteliales, y cuenta con la capacidad de tratarse de uno de los



mayores mediadores relacionados con la respuesta inflamatoria. Tiene una
funcion de quimiotaxis, por lo que es conocida como el factor quimiotactico de
los neutrofilos. También actua como un potente factor promotor de la
angiogénesis. La CCL5 o RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell
Expressed, and Secreted) es una citoquina con capacidad quimiotactica frente
a los linfocitos T, eosinofilos y basofilos, contando con un papel de
reclutamiento de leucocitos en relacién con los procesos de inflamacién. La
GCP-2 (Granulocyte Chemotactic Peptide-2) es igualmente una quimioquina
estructuralmente relacionada con la IL-8, y que cuenta igualmente con una
capacidad quimiotactica frente a los neutrofilos. La MCP-1 (Monocyte
Chemotactic Protein-1), actualmente CCL2, es la quimioquina mas importantes
para el reclutamiento de monocitos. El GRO-1a (Growth Regulated Oncogene-
1a), designado en la actualidad como CXCL1, se encuentra expresado por los
macréfagos, neutrdfilos y células epiteliales, y cuenta con una actividad
quimiotactica frente a los neutrofilos. Finalmente, el NAP-2 (Neutrophil-
Activating Protein-2), denominada de acuerdo con la nueva nomenclatura
CXCL7, muestra algunas de las actividades de la IL-8, si bien su capacidad de
quimiotaxis de los neutréfilos se encuentra mucho mas reducida.

Solo aparecieron unos niveles de correlacion moderados entre los niveles de
expresion del NF-kB y los correspondientes al RANTES y NAP-2, en tanto que
con el resto de quimioquinas los valores de los coeficientes de correlacién se
mantuvieron mas discretos. En conjunto podemos concluir que, a nivel de la
expresion genética, no existio una relacion significativa entre los niveles de
expresion del NF-xB y los de los genes que codifican las quimioquinas
responsables de la quimiotaxis de los leucocitos.

Por el contrario, si que aparecié una relacion significativa entre los niveles de
expresion correspondientes al NF-kB y los de otro elemento de la familia de las
quimioquinas como es el SDF-1a (Stromal cell-Derived Fator-1a). EI SDF-1a,
conocido en el nomenclatura actual como CXCL12, es una quimioquina que
cuenta con una capacidad quimiotactica para los linfocitos, pero que ademas
se ha visto implicada en los mecanismos de carcinogénesis a partir de la

promocién de la proliferacion celular, la inhibicidn de la apoptosis, la induccién



de angiogenesis, la promocion de la extensién local y a distancia del tumor, vy

la supresion de la respuesta inmune (revisado en Kryczek y cols'®)
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Figura 84. Mecanismo de actuacién del SDF-1a/ CXCL12.

Se pensaba que el SDF-1a contaba con un receptor especifico, el CXCR4, si
bien en la actualidad se ha identificado un segundo receptor, el CXCR?7.
Existen evidencias que sefialan que la activacién del eje SDF-1a/CXCR4 se
encuentra relacionada con la diseminacion ganglionar en los pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello'19"1% En un estudio experimental
desarrollado en lineas celulares de carcinoma escamoso de cavidad oral,
Rehman y cols'® demostraron que la capacidad invasiva y de diseminacion
derivada de la accion del eje SDF-1a/CXCR4 se ejercia a partir de la capacidad
con que cuenta la activacién de dicho eje en promover la actividad del NF-kB.
El SDF-1a induce la fosforilacion y degradacion del |kB, permitiendo la
liberacion y la consiguiente translocacion al nucleo de la subunidad p65 del
complejo NF-xB, suponiendo en definitiva un mecanismo de activacion de la
via canonica del complejo. Este mecanismo de activacion del NF-xB a partir de
la actividad del eje SDF-10/CXCR4 ha sido descrito en otros modelos de tumor
como en el carcinoma de pulmén'® o el de mama'"’

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, existid una
correlacion muy elevada entre los niveles de expresion correspondientes al NF-

kB y el SDF-1a, alcanzandose un valor en el coeficiente de correlacion



r=0.795. Igualmente, aparecié una correlacion entre los niveles de expresion
del NF-xB y los receptores CXCR-4 y CXCR-7, si bien en este caso los valores
del coeficiente fueron mas discretos (r=0.515 y r=416 respectivamente).

La siguiente grafica muestra la correspondencia entre los niveles de expresion
del NF-xB y del SDF-1a (Fig 85).
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Figura 85. Correspondencia entre niveles de expresiéon del NF-xB y del

SDF-1.
No existen en la literatura estudios que hayan correlacionado los niveles de
expresion del NF-xB y del SDF-1a. Los resultados obtenidos son compatibles
con la conexion encontrada por diversos autores, de acuerdo con la cual la
actividad del eje SDF-1a/CXCR4 apareceria como uno de los promotores de la

activacion del NF-xB a través de la via clasica o candnica.

D) Factores de transcripcion o de crecimiento relacionados con al

angiogénesis.

Finalmente se evaluo la relacion entre los niveles de expresion del NF-xB y el

HIF-1a, un factor de transcripcion que regula el proceso de angiogénesis, y el



VEGF, que es el factor de crecimiento mas importante en relacion con dicho
proceso.

A diferencia de lo que sucedié con la mayoria de las citoquinas estudiadas,
encontramos una relacidn significativa entre los niveles de expresion del p65
(NF-xB) y los correspondientes a los genes encargados de la codificacion del
HIF y el VEGF. La siguiente figura (Fig 86) representa las correlaciones
existentes entre los valores de expresion del p65 (NF-xB) y los

correspondientes al VEGF y HIF-1a.
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Figura 86. Correlacion entre los valores de expresicion de la p65 (NF-xB) y el VEGF y
HIF-1a.

2. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PRONOSTICA DE LA EXPRESION DEL
NF-xB EN RELACION AL CONTROL LOCAL DE LA ENFERMEDAD EN
PACIENTES TRATADOS CON RADIOTERAPIA O QUIMIO-RADIOTERAPIA.

La principal conclusion de nuestro estudio consistio en comprobar como el nivel
de expresion del gen p65, componente fundamental en la actividad del
complejo NF-xB, apareci6 como un elemento con capacidad prondstica en
relacidon a la respuesta obtenida a nivel local en pacientes con carcinoma
escamoso de cabeza y cuello tratados con radioterapia o quimio-radioterapia.

La figura 87 muestra las curvas de supervivencia actuarial libres de recidiva

local de la enfermedad en funcion del nivel de expresion del p65 (NF-xB).
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Figura 87. Supervivencia libre de enfermedad en funcién de la expresion del NF-
kB.

La supervivencia a los 5 afos libre de recidiva local del tumor para los
pacientes con unos niveles de expresion bajos del NF-xB fue del 79.9% (IC
95%: 67.4-92.4%), en tanto que para el grupo de pacientes que conté con unos
niveles de expresion elevados dicha supervivencia disminuy6 al 42.1% (IC
95%:24.3-59.91%). Existieron diferencias significativas en relacion a la
capacidad de control local de la enfermedad por parte de la radioterapia o la
quimio-radioterapia en funcion del nivel de expresion del NF-kB (P=0.001).

De acuerdo con los resultados obtenidos en un estudio multivariante, el nivel de
expresion del gen p65 fue el factor prondstico relacionado de forma mas
significativa con el control local de la enfermedad. En relacion a los pacientes
con unos niveles de expresion bajos del NF-kB, los pacientes con unos niveles
de expresion elevados contaron con un riesgo 4.6 veces superior de sufrir la
aparicion de una recidiva del tumor a nivel local después de completado el
tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia (IC 95%: 1.9-11.0, P=0.001).
Ni la categoria de extension local o regional del tumor, ni el tipo de tratamiento
(radioterapia versus quimio-radioterapia) fueron variables que se relacionasen
de forma significativa con el control de la enfermedad a nivel local. Tan sélo la

localizacion primaria del tumor se relacion6 de forma significativa con el



resultado a nivel local. Los pacientes con tumores localizados a nivel de la
cavidad oral-orofaringe tuvieron con una tendencia a contar con un mejor
control local de la enfermedad que los pacientes con tumores localizados en la
laringe-hipofaringe.

En esta parte del estudio se llevd a cabo una determinacion de los valores de
expresion de la totalidad de los componentes de complejo NF-xB. Pudo
observarse un elevado grado de correlacidn entre la expresion de los genes
responsables de la codificaciéon de la p65 y la p50, ambos componentes del
dimero funcional activado a través de la via clasica. Por otro lado, pudo
observarse como, de las proteinas del complejo con capacidad de regular la
expresion a nivel nuclear de los genes diana, el valor de expresion de la p65
fue el unico que se relacion6 de forma significativa con el control local de la

enfermedad tras el tratamiento con radioterapia o quimio-radioterapia.

Nuestros hallazgos son compatibles con los obtenidos por otros autores que
han analizado la expresion del NF-xB a partir de estudios inmunohistoquimicos
de la proteina p65.

En un estudio desarrollado en 45 pacientes con carcinomas de orofaringe
Zhang y cols®® encontraron una relacién significativa entre el grado de
inmunorreactividad frente al NF-xB (p65) y la supervivencia libre de
enfermedad. Los pacientes con niveles mas elevados de expresion (3+, n=9)
contaron con una supervivencia significativamente inferior a la del resto de los

pacientes (Fig 88).
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Figura 88. Supervivencia libre de enfermedad estratificada por los
valores del NF-kB en tejidos con carcinoma escamoso de amigdala.

Se observa una supervivencia menor en los pacientes con niveles de NF-kB
mas elevados (p=0,047) (tomado de Zhang y cols®®).

Una limitaciéon de este estudio es que los autores no especificaron en el
manuscrito el tipo de tratamiento realizado ni el control conseguido a nivel local
con el mismo.

Por su parte, Huang y cols®® demostraron la relacion entre la expresién del NF-
kB y el prondstico de la enfermedad en un estudio realizado en pacientes con
carcinomas de laringe tratados de forma quirargica. Evaluaron la
inmunorreactividad frente al NF-xB (p65) en un grupo de 78 pacientes,
encontrando positividad a nivel citoplasmatico o nuclear en un 60.3% de las
muestras (47/78). Los niveles de positividad encontrados fueron clasificados
como leves (1-25% células positivas) en 10 ocasiones (12.8%), como
moderados (25-75% células positivas) en 25 ocasiones (32.1%), y como
intensos (>75% células positivas) en 12 ocasiones (15.4%).

Los autores encontraron una relacion significativa entre la positividad frente al
NF-xB y la supervivencia, contando los pacientes que mostraron actividad NF-

kB con peor prondstico (Fig 89).
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Figura 89. Supervivencia libre de enfermedad estratificada por la
expresion del NF-xB en pacientes con carcinoma escamoso de laringe.
Se observd una supervivencia significativamente menor para los pacientes
con NF-kB positivo (p=0.01) (tomado de Huang y cols%).

La positividad frente al NF-kB no se relacioné de forma significativa con
variables como la edad o el sexo de los pacientes, la sub-localizacion del
tumor, su diferenciacién histolégica, o el estadiaje tumoral. Por el contrario,
existio una tendencia significativa para los pacientes con tumores localmente
avanzados (T3-T4) o con presencia de metastasis ganglionares (N+) a contar
con un mayor porcentaje de inmunopositividad. Los resultados de un analisis
univariante mostraron que tanto la extension local y regional del tumor como la
positividad para el NF-xB fueron variables relacionadas con la supervivencia.
Estas tres variables mantuvieron su capacidad prondstica independiente en un
analisis multivariante (Tabla 39).
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Categoria N 1 1.893-13.786 <0.01
5.108

1 1.128-7.007 0.027
2812

Tabla 39. Analisis multivariante (regresién de Cox) de la supervivencia libre de
enfermedad en 71 pacientes con carcinoma escamoso de laringe.
Tanto la extension local y regional tumoral, como la expresion del NF-kB se relacionaron
de forma significativa con la supervivencia (tomado de Huang y cols® ).

A diferencia de los resultados obtenidos en nuestro estudio, tanto la categoria
de extension local como regional contaron con una mayor capacidad pronostica
en relacion a la obtenida por el NF-kB. Es posible que este hecho sea
consecuencia del tratamiento realizado por los pacientes. Si el papel del NF-xB
es discriminar la sensibilidad al tratamiento con radioterapia, la evaluacién de
su nivel de actividad en un grupo de pacientes sometidos a tratamiento
quirurgico comportaria una disminucion en su capacidad prondstica respecto a
otras variables, tal como sucede en este estudio.

Por su parte, Yoshida y cols® realizaron un estudio con la finalidad de evaluar
el significado de la expresion del NF-kB (p65) como marcador de resistencia a
la radioterapia en pacientes con carcinomas de la laringe en estadio inicial (T1-
T2NO). Se analizaron un total de 35 pacientes con recidiva a nivel local del
tumor y 70 pacientes que consiguieron el control local de la enfermedad. La
determinacion de la expresion del NF-kB se llevd a cabo a partir de un estudio
inmunohistoquimico realizado sobre las biopsias del tumor previas al
tratamiento, evaluando la intensidad en la tincién citoplasmatica y/o nuclear. De
forma paralela se realizd un estudio de la expresion del bel-2 y del EGFR.

La expresion del NF-xB fue predominantemente citoplasmatica, con una

presencia ocasional a nivel nuclear (Fig 90).
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Figura 90. Tincién para el NF-xB en un paciente varéon de 52 afos con
carcinoma escamoso glético T2.

Se observd una predominancia citoplasmatica con una presencia ocasional
nuclear (tomado de Yoshida y cols*).

No aparecieron casos en los que la tincion fuese exclusivamente nuclear, sin
expresion citoplasmatica. Se consideraron como positivas aquellas muestras
en las que al menos un 10% de las células tumorales mostraron una tincidén de
moderada a intensa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, un 77% de los pacientes del grupo
radiorresistente fueron positivos frente al NF-kB, frente a un 50% en el grupo
de pacientes que se curaron con el tratamiento con radioterapia (P=0.01). Ni la
expresion del bcl-2 ni la del EGFR se correlacionaron con la eficacia de la
radioterapia en conseguir el control de la enfermedad.

La figura 91 muestra las curvas de supervivencia libres de recidiva local de la

enfermedad en funcién de la positividad frente al NF-«xB.
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Figura 91. Supervivencia libre de recidiva local estratificada por la
positividad para el NF-xB pacientes con carcinoma escamoso de
laringe.

Se demuestra una supervivencia mayor en paciente con NF-xB negativo
(p=0.008) (tomado de Yoshida y cols®).

La supervivencia a los 5 afios libre de enfermedad local para el grupo de
pacientes NF-kB positivos fue del 46%, frente a un 81% en el grupo de
pacientes NF-xB negativos (P=0.008).

En un analisis univariante tanto la expresion del NF-xB como la categoria de
extension local del tumor (T) se relacionaron de forma significativa con el
control de la enfermedad. Al realizar un estudio multivariante, la categoria T
perdié capacidad prondstica, en tanto que la expresion del NF-xB mantuvo su
significacion (HR 0.43, IC 95%: 0.18-0.99, P=0.04).

En 29 de los pacientes recidivados fue posible determinar la expresiéon del NF-
kB en la recidiva local del tumor. Un 90% de los tumores mostraron positividad
frente al NF-kB, frente al 60% de positividad existente en las biopsias previas al
tratamiento (P=0.004), aumentando ademas la intensidad en la tincion en una
mayoria de las ocasiones.

Finalmente, en un trabajo de reciente publicacion Nariai y cols® analizaron los
resultados obtenidos en una cohorte de 50 pacientes con carcinomas de
cavidad oral tratados con quimioterapia y/o radioterapia en funcion de la

inmunopositividad frente al NF-xB (p65). Un total de 26 pacientes (52%)



mostraron positividad frente al NF-xB. La positividad fue citoplasmatica y
nuclear en 11 ocasiones, sélo citoplasmatica en 13 y soélo nuclear en 2.
Existieron diferencias significativas en la supervivencia en funcion de la
positividad frente al NF-xB (P=0.0018) (Fig 92).
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Figura 92. Supervivencia libre de recidiva local en pacientes con
carcinoma de cavidad oral estratificados por la positividad para el NF-xB.
Se observo una supervivencia significativamente superior en pacientes con NF-
kB negativo (p=0.0018) (tomado de Nariai y colsg4).

Los autores sefalaron la ausencia de diferencias significativas en
supervivencia entre los 13 pacientes que contaron con positividad nuclear y los
13 pacientes en los que la positividad aparecié de forma exclusiva a nivel
citoplasmatico.

En el mismo estudio los autores evaluaron la trascendencia prondstica de las
proteinas FAP-1 y p53. FAP-1 (Fas-associated phosphatase-1) es una tirosin-
fosfatasa citoplasmatica que se une al dominio intracelular del receptor Fas,
que es un miembro de la familia de receptores del TNF, responsables de una
de las vias de induccion de la apoptosis. FAP-1 induce una inhibicion de la
apoptosis inducida por Fas, actuando en consecuencia como un elemento que
mejora la capacidad de supervivencia celular. Se ha establecido la posibilidad
de que el NF-kB cuente con la capacidad de modular la expresién de FAP-1, si

bien los autores no encontraron correlacién entre la expresion de ambas



proteinas. En el estudio, la positividad frente a FAP-1, que aparecioé en un 52%
de los pacientes, se relacion6 con la supervivencia (P=0.0409), si bien de
manera menos significativa que en el caso de NF-kB. No existieron diferencias
significativas en la supervivencia en relacion a la p53, que aparecio positiva en
un 46% de los pacientes.

En un analisis multivariante, tanto NF-xB (HR: 0.207, IC 95%: 0.049-0.869)
como FAP-1 (HR:0.317, IC 95%:0.108-0.931) se relacionaron de forma

significativa con la supervivencia de los pacientes.

A diferencia de los resultados que relacionan la actividad NF-xB con la
supervivencia o el control local obtenido con la administraciéon de tratamientos
basados en la radioterapia, Sawhney y cols*® no encontraron relacion entre la
expresion del NF-xB, estudiada mediante una  determinacién
inmunohistoquimica de la actividad de la p65, y la supervivencia libre de
enfermedad en una cohorte de 107 paciente con carcinomas de cavidad oral
tratados quirurgicamente. Esta ausencia de capacidad prondstica pensamos
que seria consecuencia del tipo de tratamiento realizado en los pacientes
incluidos en el estudio. En caso de tratarse de un marcador de
radiosensibilidad, el NF-xkB no tendria capacidad prondstica discriminativa en el

grupo de pacientes tratados con cirugia.

Considerados en conjunto, la totalidad de trabajos que han evaluado la
capacidad pronostica del NF-xB en carcinomas de cabeza y cuello mediante
técnicas de inmunohistoquimica en pacientes tratados con radioterapia han
llegado a una conclusion similar: la actividad del NF-xB guarda una relacion
significativa con el prondstico de la enfermedad, sugiriendo que el nivel de
expresion del NF-xB podria ser considerado como un marcador de
radiosensibilidad.

En otros tumores se ha demostrado igualmente la existencia de una relacion
entre el nivel de expresion del NF-xB y la resistencia al tratamiento. En un
modelo tumoral que guarda una cierta relacion con el de cabeza y cuello como

112

es el carcinoma de eséfago, 1zzo y cols' '© valoraron la asociacion del nivel de

actividad del NF-xB con el prondstico. Los autores estudiaron un total de 43



pacientes con carcinomas o adenocarcinomas del eséfago toracico tratados
con quimioterapia de induccion, seguida de quimio-radioterapia preoperatoria y
cirugia. Un total de 14 pacientes (33%) no mostraron evidencia de restos
tumorales viables en la pieza de reseccion (ypT0). Se realizd una
determinacion del nivel de expresion del NF-xB a partir de un estudio
inmunohistoquimico en el que sdélo se consideré como positiva la tincidon
nuclear de la p65. Se dispuso de informacién referente a la expresion
preoperatoria de la p65 en 37 pacientes. El 7% (1/14) de los pacientes ypTO
contaron con positividad nuclear frente a la p65, frente a un 39% (9/23) de los
pacientes que contaron con restos tumorales en el estudio de la pieza de
esofagectomia (P=0.05). Un 53% de los pacientes con una p65 negativa en la
biopsia inicial (7/13) pasaron a ser positivos en el tumor tras quimio-
radioterapia. Considerando el status del NF-kB tanto antes como después del
tratamiento, so6lo el 7% de pacientes (1/14) ypNO contaron con negatividad
frente al NF-xB, frente a un 72% (21/29) de los ypN+.

Existieron diferencias al limite de la significacion estadistica en la supervivencia

en funcion del status de actividad NF-xB pre-tratamiento (Fig 93).
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Figura 93. Supervivencia estratificada por la positividad para el NF-xB pre-
tratamiento pacientes con carcinoma de eséfago tratados con quimioterapia
de induccién, seguida de quimio-radioterapia preoperatoria y cirugia.

Se demostré una supervivencia superior en paciente con NF-«B negativo (p=0.06)
(tomado de Izzo y colsm).



Si se considera el status global de actividad del NF-kB, incluyendo tanto la
positividad pre-tratamiento como la correspondiente al estudio histolégico de la
pieza de reseccion, existieron diferencias altamente significativas en la
supervivencia entre los pacientes NF-kB negativos (n=22) y los positivos (n=21)

como aparece en la siguiente figura (Fig 94).
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Figura 94. Supervivencia estratificada por la positividad global para el NF-xB
(teniendo en cuenta tanto positividad pre-tratamiento como en la pieza de
reseccion) en pacientes con carcinoma de esoéfago tratados con
quimioterapia de induccién, seguida de quimio-radioterapia preoperatoria y
cirugia.

Se observé una supervivencia significativamente superior en pacientes con NF-kB
(p=0.0013) (tomado de Izzo y cols'"?).

Los autores destacaron el hallazgo de que los especimenes quirurgicos en los
que persistia una menor carga tumoral fueron los que contaban con un nivel de
actividad del NF-kB significativamente superior. La interpretacién que hicieron
de dicho hallazgo fue que sdlo la presencia de un numero limitado de células
positivas frente al NF-xB era suficiente para inducir la resistencia al tratamiento.
Las principales conclusiones fueron que el NF-xB activado se asocia con un
peor pronostico de la enfermedad, y que el tratamiento adyuvante con
quimioterapia y quimio-radioterapia puede inducir la activacion del NF-kB,
haciéndolo aun mas relevante como un elemento diana desde un punto de

vista terapéutico.



Existen evidencias obtenidas en estudios de radiobiologia que demuestran el
papel jugado por la expresion del NF-xB en relacion a la respuesta al
tratamiento con radioterapia, y que justificarian en consecuencia nuestros
hallazgos y el de los autores que han encontrado una relacion entre el control
de la enfermedad con el tratamiento con radioterapia y la expresion del NF-«kB.

3 realizaron un estudio con dos lineas celulares de carcinoma de

Didelot y cols
cabeza y cuello. En ambas lineas celulares, el tratamiento con dexametasona o
TNFa provocaba respectivamente una disminucion y un incremento de la
actividad del NF-xB, que se veia reflejado en una induccidn o inhibicidon
paralela de la apoptosis respectivamente. El tratamiento con dexametasona a
dosis bajas producia una disminucion de la radiorresistencia, en tanto que las
células tratadas con el TNFa, que tuvieron un incremento en la actividad del
NF-kB, contaron con un incremento de la radiorresistencia. La figura 95
muestra las modificaciones resultantes en el porcentaje de apoptosis respecto
al nivel basal de apoptosis resultante de la modulacion de la actividad NF-xB

mediante el tratamiento con dexametasona o TNFa..
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Figura 95. Efecto sobre la apoptosis del pre-tratamiento con
dexametasona (DEX) o TNFa de la linea celular KB3 de carcinoma de
cabeza y cuello.

Tomando como referencia el porcentaje de apoptosis de células no tratadas, se
detecta que el tratamiento con DEX provoca un incremento de la apoptosis
celular, mientras que el TNFa causa una disminucion de la misma (tomado de
Didelot y cols'™).



14 realizaron un estudio con 3 lineas celulares de

Por su parte, Kato y cols
carcinoma escamoso evaluando su sensibilidad a la radioterapia y a un
tratamiento con cisplatino. No existid6 una correspondencia en el orden de
sensibilidad a ambos tratamientos. Los autores encontraron una correlacion
entre la activacion constitutiva del NF-xB y la radiorresistencia. La inhibicion de
la actividad NF-kB a partir de la transfeccidon de lkBa modificado no degradable
condujo a una radiosensibilizacion respecto a la poblacidon de ceélulas

parenterales (Fig 96).
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Figura 96. Sensibilidad a la radioterapia de la linea celular UM-SCC 9 a la
que se le ha inhibido la actividad del NF-xB a partir de la transfeccion de
Ik Ba modificado no degradable.

La inhibicion del NF-kB caus6 una mayor sensibilidad a la radioterapia con
respecto a la poblacion celular original (tomado de Kato y cols'?).
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Por el contrario, la inhibicion del NF-xB no modificé la sensibilidad al
tratamiento con cisplatino.

"5 realizaron otro estudio de radiobiologia experimental con células

Kim y cols
de carcinoma escamoso (SCC-65) a la cuales se atenuaba la funcidén del NF-

kB a partir de la transfeccidn con un vector que codificaba p65 mutado,



obteniéndose lineas celulares clonadas alteradas (lineas celulares d6 y d12).
El estudio de la funcidon de las proteinas relacionadas con el complejo NF-kB
demostro que la cantidad de proteina p65 funcionante en las lineas mutadas se
redujo aproximadamente un 50% respecto a la de las células parenterales
SCC-65. Los autores encontraron que la sensibilidad a la radioterapia de las
células clonadas fue superior al de las células parenterales, reflejado en la

supervivencia celular (Fig 97).
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Figura 97. Efecto de la modificacion de la actividad de p65 sobre la
radiosensibilidad.

Se tomé una linea celular de carcinoma de cabeza y cuello (SCC-36) a la que
se le atenu¢ la actividad del NF-xB a través de la transfeccion de un vector con
que codifica p65 mutado (linea celular d6 y d12). Las tres lineas celulares
fueron tratadas con radioterapia. Las dos lineas celulares mutadas presentaron
unla 1rg;:\yor radiosensibilidad que la poblacién celular original (tomado de Kim y
cols ).

En un estudio experimental in vivo con lineas celulares de carcinoma de
cavidad oral inyectadas en ratones atimicos, Tamatani y cols?* evidenciaron
como la adicion de cefarantina, un alcaloide con capacidad de disminuir la

actividad NF-xB, contaba con la capacidad de potenciar la accion terapéutica



de la radioterapia. La figura 98 muestra los resultados correspondientes al
volumen tumoral obtenidos en los especimenes control, tratados sélo con
cefarantina o so6lo con radioterapia, y en caso del tratamiento conjunto de
cefarantina y radioterapia.
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Figura 98. Efecto de la cefarantina en la respuesta a la radioterapia en
células B88 de carcinoma de cavidad oral.

Las células fueron inoculadas en ratones atimicos. Cuando los tumores
alcanzan un volumen determinado fueron tratados con cefarantina (CE),
radioterapia (IR) y la combinacién de ambos (IR+CE). Se comprobdé como la
adiccién de la cefarantina el tratamiento con radioterapia consiguié una mayor
reduccion tumoral comparada con los no ftratados, tratados soélo con
radioterapia o sélo con cefarantina (P=0,05) (tomado de Tamataniy colszz).

Pudo evidenciarse como el tratamiento con cefarantina y radioterapia consiguio

una reduccion significativa del crecimiento tumoral (P<0.05).

Una de las principales limitaciones en nuestro estudio es que la cuantificacion
de la expresion del NF-xB solo se llevdo a cabo a nivel de los niveles de
transcripcion de los genes del complejo mediante RT-PCR. La actividad
bioldgica real del NF-kB corresponde tan sélo a la forma activada de la proteina
que ha alcanzado la translocacién nuclear, proceso complejo que depende de
la existencia de diferentes vias de activacion. En consecuencia, dada la



existencia de multiples mecanismos de regulacion a lo largo de la via, el nivel
de expresion del gen no es equivalente necesariamente al nivel de actividad
biolégica del NF-kB. Existen, sin embargo, estudios que han analizado el nivel
de correlacion existente entre la expresion del gen mediante técnicas de RT-
PCR y la actividad de la proteina evaluada a partir de inmunohistoquimica,
encontrandose unos niveles de correspondencia muy elevados®.

Como medida indirecta de la actividad del NF-kB, se plante6 la determinacion
de los niveles de expresidon de una serie de genes que se sabe que se
encuentran regulados por la actividad del NF-xB. Se determind el nivel de
actividad de la ciclina D1, uno de los genes implicados en la regulacion del ciclo
celular; de la MMP-2, cuya actividad se ha visto asociada a la capacidad de
invasion tumoral a partir de la actividad colagenasa; el VEGF, implicado en los
mecanismos de angiogeénesis; y de la Bcl-XL, un gen que codifica una de las
proteinas reguladoras de los mecanismos de apoptosis. Cabe destacar la
existencia de una relacién significativa entre los niveles de expresion de la p65
y los correspondientes a la totalidad de esta bateria de genes. Estos datos
confirman los hallazgos obtenidos por otros autores en el sentido de la
existencia de una correlacion significativa entre la expresion del gen p65 y la

actividad reguladora ejercida por el complejo NF-«xB.

Una segunda limitacion del estudio viene dada por su caracter retrospectivo.
No existen en la literatura estudios que hayan evaluado de forma prospectiva la
capacidad pronostica del NF-kB. Dados los resultados obtenidos por diferentes
autores y los correspondientes al presente estudio en relacidén a la capacidad
del NF-xB de discriminar la respuesta al tratamiento con radioterapia, creemos
justificada la realizacion de estudios de naturaleza prospectiva que evaluen el
posible papel del nivel de actividad del NF-kB como factor prondstico en los
pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, asi como su aptitud como
marcador de radiosensibilidad.

La trascendencia de nuestros hallazgos reside en que, si bien la actividad de
diferentes vias metabdlicas o la expresion de determinadas proteinas se ha
visto relacionada con el prondstico y la supervivencia en pacientes con

carcinomas escamosos de cabeza y cuello, no existen marcadores prondsticos



moleculares con capacidad discriminatoria validada en relacion a los resultados
obtenidos con un tratamiento especifico como es la radioterapia. La
importancia de encontrar marcadores bioldgicos de radiosensibilidad reside en
la posibilidad de modular el tipo de tratamiento en funcion de las caracteristicas
especificas del tumor, lo que comportaria sin duda una mejora en las
posibilidades de control de la enfermedad.

Existen estudios que han evaluado la capacidad como factor prondstico de
respuesta a la radioterapia de marcadores moleculares como el EGFR, la
actividad telomerasa, la expresion de la ciclina D1, la COX-2, la galectina-1, o

116

los mecanismos de reparacion del ADN (revisado en Silva y cols' > y Almadori

y cols').

Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento, en
ocasiones contradictorios, no han sido lo suficientemente consistentes como
para considerar alguna de estas moléculas con entidad para poder ser
aplicadas de forma sistematica en la practica clinica.

Recientemente, Wildeman y cols''®

publicaron los resultados de un estudio
caso-control en el que analizaban la capacidad prondstica de un panel de 13
marcadores moleculares en relacién a la consecucion del control local tras la
administracion de un tratamiento con radioterapia en pacientes con carcinoma
de la laringe. Los autores realizaron un estudio inmunohistoquimico en 26
pacientes con carcinomas recidivados y 33 pacientes en los que la radioterapia
consiguio el control de la enfermedad. Ninguna de las agrupaciones de
marcadores ni un analisis por agrupacidén jerarquica identific6 de forma
significativa el riesgo de recidiva. De los marcadores evaluados, la expresion
de la COX-2 y de la anhidrasa carbdnica-9 (CA9) fueron los que se asociaron
de forma mas intensa a la posibilidad de controlar con radioterapia la
enfermedad. Los resultados de este estudio sefialan la dificultad de encontrar
marcadores consistentes con capacidad de discriminar los pacientes

candidatos a un determinado tipo de tratamiento.



VIIl. Conclusiones







1.- En pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello tratados con
radioterapia o quimio-radioterapia, existid6 una relacion altamente significativa
entre los niveles de expresion transcripcional del NF-kB y el control local de la
enfermedad. Para el grupo de pacientes con unos niveles de expresion bajos
de NF-kB, la supervivencia actuarial libre de recidiva local de la enfermedad fue
del 79.9%, disminuyendo al 42.1% para los pacientes con unos niveles de
expresion elevados. Los resultados de un analisis multivariante mostraron que,
en relacion con los pacientes que contaron con unos niveles de expresion bajos
del NF-xB, los pacientes con unos niveles de expresion elevados contaron con

un riesgo de fracaso local 4.5 veces superior.

2.- En los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello, no se apreciaron
diferencias significativas en los niveles de expresiéon del NF-xB entre las

muestras de tumor y las obtenidas en areas de mucosa sana.

3.- No aparecieron diferencias significativas entre los valores de expresion del
NF-kB y variables clinicas como la localizacion primaria del tumor, la categoria
de extension local o regional, el antecedente en el consumo de toxicos, o el

grado histolégico del tumor.

4.- Los niveles de expresion del NF-kB se correlacionaron de forma elevada o
muy elevada con los correspondientes a genes relacionados con mecanismos
de invasion tisular como las MMP-1, -2 y -9 y el TIMP-1, con genes
relacionados con el metabolismo de las prostaglandinas como la mPGES-2,
con genes relacionados con la sintesis de citoquinas como IL-1RAcp, IL-1R1y
Sdf-1, y con genes relacionados con los mecanismos promotores de
angiogénesis como HIF-1ay VEGF.

5.- En los carcinomas de cabeza y cuello, existido una elevada correlacion entre
los niveles de expresion de los genes del complejo NF-kB que son activados a
través de la via candnica (p65/p50), en tanto que los genes activados a través

de la via alternativa no se correlacionaron.
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Overexpression of the nuclear factor-kappa B (p6%) in association with local failure in
patients with head and neck carcinoma undergong radiotherapy or chemoradiotherapy
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Head and neck squamous oell carcinomas (HMSCC) ars
the sixth most common cancer worldwide in temms of
incidence.! Treatment includes the nse of radictherapy or
chemomdiotherapy, suggery, or a combination of thess
pracedurss. At the present time we do not disposs of
prognostc factors that can efficiently predict responss to
4 certain thempy. A hiologic marker able to determine
candidates to radiotherapy or chemomdiatherapy would
b= of great help when choosing treatment.

Inflammation, 4 nommal physological responss to
imjury or infechon, actvates several proinflammatory
genes and release of proinflammatory cytokines, chema-
kines, adhegion molecules, and reactive oxygen species.
The inflammatory link to carcinogenesis is supported by
the fact that the nuelear factor-kappa B (MEB) agmal-
ing pathway 1z dersgplated in a4 vanety of human
canoers® MEwB was first idertified 25 2 mgulator of the
immunoglobulin Light-chain genes in lymphocytes B h_‘;
the Mobel Poze laureate Dawid Balbmors in 1986
MFwB iz 4 transcrphon factor known to moduvlate the
sxpression of penes involved in inflammation, immunity,
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proliferation, and apoptosis. NFwB is not 4 singls protein
but a group of closely related proteins that are assembled
through dimenzaton of 5 mbumts: RelA(p6s), p5diME-
wBIl), p32(NFxBZ), oRel, and RelB. Each dimer is
bound in the cytoplasm by an inhibitor-wB (IcB), which
prevents dts nuolear translocation. Cell shmulation trana-
ently activates the InB kinass (TKE) complsx, which iz
compozed of 2 catalyte subumits (TERa and IKE[) and
4 regulatory subunit (TEEY). Activated TRE phosphoryl-
ates kB proteins, resuling i their proteosomal degrada-
tion and subsequent translocation of MEwB dimers to the
nucleus.

The pi5fp30 iz the most commonly detected MEWB het-
erodimer. It iz activated through a canonical pattoway and
iz responsible for most MEwB  franscmphonal achsaty.
Thers 1z an alternative pathway that applies to RelB/fp52
heterodimers, and this is required for lymphoid organ de-
welopment and  adaptive  B-cell-mediated  immmmity
[revizwed in Farn =t a1.*).

Therm iz svidenoe suggestng that the MEwB signaling
pathway plays a cmtical rols in the achvation of onoo-
genes mmwalved in proliferation and oell suriwal, regula-
tion of angogenssis, invadon and metastazs, and resist
anoe to treatment with radiotherapy and chemotherapy in
patients with HMSCC (reviswed in Allen =t al®y.

Cn the bads of immunohistochemical studies, ssweral
authors have found a4 sigmficant relationship hetwesn the
sxpression of MEwB (pd3) and diseass control in patients
with HMSCC.®? Thers are mo stodies evalvatng the
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prognoshe capacity of the transcriphonal achwity of the
MFrB genes in patents with HM5OC.

The gim of our study was to svaluate the sxpression of
the MFwB penes by real-time—polymerass chain reacton
by vse of pretreatment hiopsy specimens and to imeesh-
gate whether MFcB sipresgon can predict local contral
in 4 group of patients with HM5CC treated with mdio-
therapy or chemoradiotherapy.

MATERIALS AND METHODS

Patignts

We camied out 4 mtrospective study with Wopsy speci-
mens from 77 consscutive patients with pathologcally
corfimmed, urntreated sgquamons cell caminomas located in
the oral cavity (n 7, orophagyme (m 24), lypophar-
e (m &), orlarynx m 38) amed treated at our center
with radiotherapy or chemoradiotherapy between 2004
and 2008, The biopsy speoimens wers taken from the po-
mary gte of the twnor. A sampls aligqpot was veed for
the pathologic diagnosizs of the malignancy, and another
aliquat was immediately stabilized by inclugon in RMA-
later. Table I shows the chameteristics of the patents
included in the shxdy.

All of mir patients wers svalvated by the institubon’s
canger commuttes, and the deasion to treat with mdio-
therapy or chemomdiotherapy was bassd on the center’s
pudslines. In general, all patients with stage TT tumors,
and some pabents with stage [T tumors—depending on
the location of the pomary tumor—reesived radiotheramy.
Patients with advanced tumors [stages TOT-TV) owers

Juiatonn gt al,

treated wath chemoradiothempy. All patients wers treated
with sxtermal-beamn  radiotherapy.  Radiothempy  was
administersd in total dosss of 6574 Gy to the pomary
sits, 50 G to the neck in all pabents with M nodes
except those with TIM{ glotic cardnomas, and 70 Gy ta
the neck in patients with clinical metastatic neck nodes
M 4). Treatment was administersd by contnuovs-courss
radiotherapy 5 dags a week, 2 Gy per session in normo-
fractionated treatments, and L2 Gy tedoe daily in pper-
fractiomated treatments. Chemoradiotherpy conzsted of
radiotherapy at the same dosss plus 3 cpcles of cisplatin
at a dase of 1040 m‘g,urm2 on day I every 3 wesks. Eleven
patients  [I14%) with a2 neck dissechon wers treated
betwesn 6 and 10 wesks after completing radiotherapy or
chemoradiotheraps.

Routine follow-up consisted of an evalvaton of symp-
toms and lovorsgional sxaminations at 2-month intervals
dunng the first year, 3-month mmtervals in the second
ear, and 4-month intervals between the third and fifth
wears. The median follow-up of the patients included in
the study was 4.4 peam (ranpe 0.7-79 pears) The
HSCSF Ethics Committes approved the stody, and all
patients provided informed consent.

Analysis of mRNA

Tizsuz spetimens were immediatel 3 stabilized by inclo-
sion in EMAlater (Ciagen GmbH, Hilden, Germany) after
biopsy and stored at  80° C until procesang. Total RNA
was sxtracted with To=zol (Invitrogen, Carlshad, TA) fol-
lowing the mamfacturer’s instrwctons. The cDMA was
prepared by rewerss tmnscnbing I opg RMA with High-
Capacity ¢DMA Amhive ot with random  heramers
[Appli=d Biosystems, Foster City, CA). Ths mRMA
sxpression of RelA(pfs), pS0iMFE-wBI), pa2(ME-wB2),
RelB, oRel, cpelin DI, VEGE, MBP-2, Bel-XL, and (-
achn was studisd by real-tme—polymerass chan reacton
in an ABI Posm 7000 by vee of predespned walidated
aszays (Taghlan Gene Erpression Assays; Applied Bio-
systermns: Hal 10420180 ml BELA H=MWJ765730_ml MFKBIL,
Hsdd174517 ml HWFEBZ, Hs01547735 _ml RELB,
Hsdd231279 ml REL, H=0445553_ml CCHDI,
Hsdd173626_ml WVEGE, Hsl0234422 ml KMBRP2,
Ha0236329 ml BCOLALL, He99999303 ml Actin heta)
amnd vniversal thermal cpeling paramsters. Relative sxpres-
siom was sxpresssd as gens/fachn mbos Laboratory tech-
nitians performing mEMA sxpresson assaps wers hlind=d
ta the results of chimcal svaluations.

Slatistics

The hivanate Pearson correlation test was vesd in the
carrelation studies. Tumor mEMA NFB levels in func-
tion of the location of the pomary tumor joral cavity-
oropharynx ve largmee-lypopharyny), the local (TI-2 s
T34 amd regional (MO wewmue M4) cxtenzon of the
tumor, the histologic grads, and the local, regional, and
diztant contral achiewed with treatment weres comparsd by
use of the Stodent r test or 2 I-way analysis of varanoe
test. The comtimious value of the mEMA sxpresgon level
of MFwB (phS5) was categonzed according to the local
contral of the dissass with the classficabion and repres-
sion tree [CRT) method. CRT analysis syplits the data inta
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TABLE 2. Carreltian betwieen the refative mRHY kevels of the genes af the NFx B family.
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p=%1x10 ® p=T4x10 ¥ o=k p=31x10 "
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p=12=10 % o =03 p=EEx 10
252 1 [ =170.233 [= Q3T
o =08 p=158x10 =
R IE 1 f= G295
p=fE
& Fel 1

szgments that are a5 homogensous a5 possible with
rzspect to the dependent wanable. The actuanal local e
curmnoe-fres sunaval and the adjusted survival in fone-
ton of the category of ME«B (pfS5) sxprecgon was calm-
lat=d by vz of the Kaplan hl=ier method. Dhifferences in
survival were comparsd by vse of the log-rank test. Mul-
tvarate analysiz was made with a Cox regression analy-
as considering the local recurencos fres-survival as the
dependent vanable, and location of the tumor (oral cawi-
ty—oropharynx ws largrec-hypopharyne), local extengon
[TI-2 ws T3-4), type of treatment radiotherapy ws che-
mordiotherapy), and category of NF<B (pd3) sxpresdon
(low- vz high-level sxpresaon) as the independent vana-
hles. All statistical analpss was performed with the SPS5
saftwars w. 170 (5P55, Chicaga, L.

TOBLE 3. Camparisan of the mBN2 WPy B [p6h) values acoarding &
clinizal varmbles and cantralaf the diseasa after treatment.

Wiz 5D ra=TIE]
Slimical wariahles
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L e s e T o183 o120

T caiegary T4
T 2 o187 0133
T3 4 o197 o122

W cakdary 15
MG 0185 QG
N+ eeilnd a1

Stage L
L o182 o11G
[II11) 01%3 o181

Tumear differantiatian 7
BGaod 0185 a1m
Ml rate G104 G1ar
Raar Pl | 0140

Lantral af e disease

Lacal cantral 035
Yes i = 5] 16T 00
B {1 = 25) 0235 2ATE

Reqianal cantral B
s i =57 o134 2133
Wa i = 10 ST o078

Distant camtral TE
Yes i = Ti) 192 0137
Wa il = &) 1TE 0 0E0

RESULTS

At study end, 26 patierts (33.8%) had a local falure of
the tumor, and 5 of thess had concormtant failure at -
gional level. Five patients had a regional failure only.

Table 2 shows the comelaton betaresn mEMA walues
af the genes of the MFwB family. Ther was a very high
correlation hebwsen sxpresmon of pAS and p5d, and a
high correlation betwesen phS and p5S2 3 o-Rel, whersas
thers was no comrelaton betaesn paS and RelB.

CET amalysiz showsd that pd5 was the gens of the
MEwB family most ggnificantly related with local cortml
of the dizseass. Table 3 shows the mean and standard
deviation of mENA MEB (p63) valwes in funchon of
clinical vanahles and the local, regional, and distant con-
tml achisved with mdictherapy or chemoradiotherapy.
Thers wers oo dgnificant differences in mEMA sxpres-
sion of MF:B (pAS) according to the locaton of the po-
mary tumor, the category of the local or regonal sxten
sion of the tomor, or the histological grads Cn the
contrary, thers were significant differences in the values
af the MFwB (ph5) sxpresgon in function of local cortml
of the dissaze. Patisnts with local falure after radiother-
apy or chemoradiotherapy had a higher value of mREMA
MFExB (ph3) than patients in whom local control was
achieved (p 030

After categonzation of MFeB (p65) sxpression in func-
tion of the local control of the dis=aszs by vse of the CRT
method, 2 groups of patents wers defined, one with a
lowr erpression level of MEwB (pd3) (n 421 and the
ather with had 4 high sxpresgon level @ 35). The fre-
quency of local failure in the group of patients with a low
sxpression lewel of MEcB (p63] was 19.0%, whersas in
the group of patents with a high =xpresson of NE<B
(pha) it was 514% (p  003). Thers wers no gpmificant
differences in the frequency of regonal failure (p 77)
or distant metastazes (p BLE) accorbng to the category
of sxpresdon of ME:B (pas).

Figure I shows the local recummence free-survival
curves aocording to the category of MFxB (p63) sxpres-
sion. The S5year local reurmmence fres-sureival rate for
patients with low lewel MExB (p43) sxpression was
TA9% (CI 95%: 67 4%924%), and it was 42.1% (CI
5% M 3-599%) for patients with a high level of
expresson. Thers wers dgnificant differsnoss in the
local recurrencs fres-survival after treatment with radio-
therapy or chemoradictherapy according to the ME:<B
[ph5) sxpression level (p 0010,

HEADEREC K, DOl W10DAHED  mMORTHINL 4



T4

TA

Low NFKB (n=42)
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years
FIGURE 1. Lazal recurrence free-survival secarding ta the categary
af WFxB [p6h) expressian.

Tahle 4 shows the S-year local recurrencs fres-mirvival
wilues in funchon of the location of the primary tomeor,
the local extension of the tumor, and the type of treat-
ment according to the category of MExB (p3) sxpres-
am. The local recumencs free-survival rate was higher mn
the category of pabients with low-level expreszon of
MExB (ph), reaching statistical sigmficancs for paterts
with eadi-stage tumors [TI-TZ), tumors located at the

larpme-hypopharemy,  and  patients  treated  with
radiotherapy.

The adjusted survival rate of patients with low NFB
(ph5)  oupresgon  level  waz  BLE%  (CI 959

67.3%959%), and for patients with 2 high lewel of
expresdon it was 64 3% (T 95%: 42 6%—86 0%). Differ-
ences 1n adjusted survival did not reach the stabistical =g-
mificanes (p LT3

Tahle 5 shows the results of 4 mulbiwnate study om-
adenng the local recurrence fres-survival as the depend-
ent varahls. According to the results of the mulivanats
model, only the ME:B (pa%) category sxpression was mg-
nificantly related to the lozal contral of the dissaze. Con-
ddering patients with a low level eipressdon of MEP«B
[pa5) as the reference category, patients with a hugh leeeel
of sxpresgon had 4 4.4 higher ozk of local fallure of the
tumor after tredtment with radiotherapy or chemoradio-
therapy (IC 95%: 18105 p 0010

TABLE 4. Fiwe-year kacal regurnence free-= urvival in functian of clinizl
warahles 3acarding ta the categary of NFx B {p&h) ex prassian.

Peintann gk al,

TOPLES.  Results of the mutivarimte analysis.
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GEL 436 283

180 16852 Lol

Tao comrohorate the transchphonal achvity of pas, we
detemmined the sxpresson of soms prominent NFwB tar-
get penes invalved in oell ¢pele progression (spclin D0,
angiogensds (WVEGF), tizsve invagson (WMEP-2) and reg-
ulation of apoptoas (Bel-KL). Tahle 6 shows the somela-
tion hetween MEwB (p65) and thess penes. Thers was a
high sorrelation betwesn MEB (p63) and 41l the genss

assmsemd

DIBCUSSI0N

In thiz study we foumd that the oversipresaon of
MEB (p63) gens was related to 4 sgmificant decreass in
the local contral of the dizedse in patients with HMSCC
treated with radiotherpy or chemoradiotherapy. In vitro
evidence shows that NFwB iz implicated in the osllular
responss to radiotherapy in HMSOC ™ Besides this ei-
perimental evidenos, several studies in patents with
HMSCLC have shown a relationship betwesn MEwB activ-
ity and prognosis in patients with oral cavity,‘g arapharyn-
geal” and ],aryn;g:,al‘g suamous oell cardnoma.

Yoshida ot 417 evalvated the progrostic capacty of the
ME«B az 4 marker of radiorsistancs in patients with
sarly-stage (TI-TZM{) larmpeal sqpamouvs eoell cam-
noma treated with radiotherapy. They found a 2 gnificant
relatonship betwesn immimohistochermical NFvB sxpres-
sion 4and logal tumor recumence (p A1), The S-pear
local control in NFxB postive patients was 46%, sigmifi-
cantly worse than the 81% local control in patients with
negative immunorsachvity (p A08). In a4 univanate
amalysiz MEeB expresdon 4z tomor locabon and T cate-
gory wers sigmfcantly mlated to local tumar contml. In
a multivanate analysis, only the MFvB expreszon main-
tained the prognostic agmficances (HE 043 o 04).

All authars who analiyzed the relation betwsen MERB
actvity and local control or survival in pabientz with
HHNSCC reached the conclusion that tumers with higher
MFEB erpresgon had a wome progoosis. To date, all
thess studies have evaluated the MFcB activity using im-
munohistochemical technigques. To our knowledpe them
are mo stodies analyzing the prognostic capacty of MExB
sxpression with mEMNA levels.

Cur maults showed that thers iz 4 sgnificant relation-
ship between steadgestate pS mEMA lewels and local
cantrol of the diseass in pabents with HMSCC treated

Whet e WRcBhigh  pikle

Lacal edtensian

T2 823% EAREA oo

T3 4 TEEN 44 5% e
Laeation

Aral CAi-araananms B0 A% B35 229

Laryme mygpes hanym TRTN A% o
Tresatmet

Fadiathe ey LAREA EA = 008

Shema e inthe e TE 44 5% e
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TOBLEG. Carreltian batwiean the reltive mRNY, keve ks of the WFwB Jpoh) and genes implicated in HHSCE carcinagenesis that are regulabed by NFwE.
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with radiotherapy or chemoradiotherapy. Furthermors, the
results of the mulivanate analysis showed that the cate-
gory of MExB (ph5) sxpression was the only vanahle ap-
mificantly related wath the local contral of the dissaze.

Thers was a wery high correlabion betwesn piS and
p3, the other component of the heterodimer achvated by
the canonical pathway. Thers was alzo a hugh correlabon
hetween expression of pdS, pS2 and oRel genss Thers
was no gorrelation with RelB. The gene sxpression most
agnificantly related with local cortrol of the disedss was
phd. We also observed pS, p32 amd oRel had soms
pmgnoshe capacity, but they did not enhancs the =ffi-
cency of pe5 (data not shown).

In agresment with other anthors who evalvated ME<B
sxpresdon by immm'tc!histochmd.sh'j.',‘g'? we Jdid not find
dgnificant differences in mEMNA erpresdon lewel accord-
ing to climical vanahles such 4z the local amd reglonal
sxtenzion of the tumer, the location or the histological
grade. On the contrary, Huang et a1® found a sigrmficant
tendency to MFwB posibivty in pabients with a locally
adwanced tumar (p < 011 and 0 patents with lmph
node metastases (p < OL). Yan «t al’ aleo found that m-
¢lear MFwB positive immmorsactwity was sigmficantly
higher in paternts with HMSCC with Iymph node mmealve-
ment [p KL

Une of the imitabons of our study 1s that the active m-
clear form of the MF<B protein was not dstermined.
Given the complexity of the NFwB patloeray and the cias
temoe of posttransenptional  regulatory  mechamiam,
mEMA levels do not necessanly have to be squivalent to
the biological activity of the protein. Huang et a1 ewal-
vated whether MFwB expresnon in terms of mRMA paral-
lel=d MFE=B achwity evalvated by immunohistochem sty
in 4 sampls of 21 largmgesl carcinomas. They found a
high comelation betwesn both determinations (Spearman
corrslation indsx O.752, p < 010

Az an imhrest measre of the achwity of the NEB
complex, we determined the expression of 4 group of
genes that are regulated by MExB in HMSCC, We found
4 highly sigmficant correlation between the sxpresgon of
phS and gemes mlated with cell opele progression (opchin
D1), mgulaton of apoptoss (Bel-XL), angiogeness
[WEGE), and tissue imvasivensss (WLIP-2).

Besides 1tz walue 43 3 predictwe factor of responze
to radwotherpy or chemoradiotherapy, the MFwB path-
way Could be an  attrachwe therapeutic target for
patients with HMSCC, Bortezomib iz a zmall moleculs

that selectively blocks the catalpthc actvity of the pro-
teosome complek, inhibiting the MF<B activation In a
pilot study m patients with moumrent HMSCC treated
with hortezomib and reiradiation, wan Waes =t al'®
provided evidence of the Wologic actiwty of this pra-
teozome inhilitor. After infusion with homtezomib the
authars foumd a sigmificant reduction in nuelsar NFcB
positvity in the tumor, an incredse in madkes of apo-
ptosiz, and 4 decreaze in the expresdon of several
genes mmvalved inocell opcles progression, mmbubition of
apoptosiz and anglogenssis,

(Given the relation betwesn the MFxB achvity and the
capacity of radiotherapy or chemoradiotherapy to achieve
lozal wontral of the dizeass in patients with HMSCC, an
attractive thempeutic appmach would be to Hock the
MEB pathway conoomitintly with radiotherapy in
patients who show an up-regulaton of NFvB actwity.

GOMGLUSION

Thiz stidy showed 2 agmficant relaton betwesn the
cxpression of MEwB (pf9) in temms of mEMA and local
contral  after radiotherapy or chemoradiotherapy in
patients with 4 HMSOCC, Owersxpression of NFEeB (pa5)
was related with a sgnificant rducton in local contmol.
The 3-pear logal recrrenoe-fres murvival rate in the group
of patents with 4 low lewel sxpresmon of NFwB [pa)
was sigmiicantly higher than in patients with 2 high level
of exprsnon. According to owr results we conmder that
sxpression of the NE«B (pf5) gens mad be a radiossna-
tivity marker for patisrds with HMSCC.
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