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1.- Introduccion



El asegurar el control loco-regional de la enfermedad es un elemento de la
maxima importancia en el manejo de los pacientes con carcinomas escamosos de
cabeza y cuello (CECC). El fracaso en la consecucion de este objetivo comporta
la persistencia o la recidiva de la enfermedad. De forma adicional, los pacientes
pueden presentar la aparicion de metastasis a distancia, bien como consecuencia
de la diseminacién del tumor primario de forma previa al diagnostico de la
enfermedad, o como resultado de la persistencia de la enfermedad a nivel loco-
regional una vez efectuado el tratamiento. Ambos escenarios, la persistencia de
enfermedad loco-regional o la aparicion de metastasis a distancia, representan un
gran desafio terapéutico.

Existen ocasiones donde son posibles tratamientos de rescate, pero la
rentabilidad oncologica de tales tratamientos suele ser escasa e implica con
frecuencia la realizacion de procedimientos notablemente agresivos que
comportan una gran morbilidad y deterioro en la calidad de vida de estos
pacientes’.

Hasta fechas muy recientes era muy limitado el conocimiento de los factores que
contribuyen a la persistencia, recidiva y/o diseminacion metastasica de la
enfermedad. El conocimiento de los mecanismos bioldgicos implicados en el
desarrollo de los procesos tumorales, nos podria permitir el dilucidar los factores
implicados en la resistencia a los tratamientos y redisefar estrategias terapéuticas

con la finalidad de impedir el proceso de recidiva.



1.1.- Desarrollo de metastasis ganglionares en los pacientes con

carcinomas escamosos de cabeza y cuello

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

huésped?>#,

En el desarrollo de la metastasis se ponen en marcha una serie de pasos
secuenciales que empezando por la separacion de las células tumorales del
tumor primario, seguido de la migracion de las mismas a través de la matriz
extracelular (MEC) y la membrana basal, el paso a los vasos linfaticos y
sanguineos, su supervivencia en la circulacion regional o sistémica y finalmente la
extravasacion e implantacibn en ganglios regionales o en &rganos
. . . 23 . .z s
parenquimatosos a distancia®”. Soélo una proporcion de células tumorales con

propiedades invasivas consigue sobrevivir hasta llegar a un érgano a distancia.

Para pasar todas las etapas mencionadas, se requieren adaptaciones
moleculares selectivas que involucran la adhesién, protedlisis, angiogénesis y

resistencia a la apoptosis®.
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No todas las células de un tumor tienen capacidad de metastatizar. Las que

cuentan con dicha capacidad forman una subpoblacion con unas caracteristicas

antigénicas, bioquimicas y metabdlicas diferenciadas. Esto podria explicar que, en

ocasiones, un mismo tratamiento con quimioterapia o radioterapia consiga unos

niveles de respuesta diferentes en la localizaciéon primaria del tumor que en las

metastasis de las areas ganglionares del mismo tumor.

Estas diferencias en el comportamiento fenotipico, vienen determinadas a partir

de los cambios que a nivel genético permiten que la célula tumoral adquiera las

caracteristicas necesarias para metastatizar a nivel de los ganglios cervicales.



Méndez y cols.® llevaron a cabo un estudio en el que compararon la diferente
expresion genética de las células del tumor primario de pacientes con metastasis
ganglionares respecto a las del tumor presente en la metastasis ganglionar, asi
como el de las células del tumor primario de pacientes sin diseminacién a nivel
regional. La comparacion correspondiente a las células del tumor primario de los
pacientes sin diseminacion ganglionar y las células de las adenopatias
metastasicas, revelo la presencia de un grupo de 160 genes que se expresaron
de forma diferenciada entre ambos tipos celulares. El analisis de la agrupacién
jerarquica y del componente principal utilizando este grupo de 160 genes,
evidencié que las muestras de los tumores no metastatizados (N-), fueran
distinguibles tanto de los tumores primarios de los pacientes N+, como del tumor

correspondiente a las metastasis a nivel ganglionar.
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Muchos de los cambios de expresion que aparecieron de forma diferencial en las
células del tumor metastatico ganglionar lo hicieron también a nivel del tumor
primario correspondiente, si bien fue posible identificar algunos genes que, de
forma significativa, se expresaron de forma diferenciada entre ambos tipos
celulares. Entre los genes que contaron con una mayor capacidad de definir la
poblacion con capacidad de metastatizacion ganglionar destacaron: la supresion
de la transglutaminasa-3, un enzima glutamil-transferasa que cataliza la formacién
de enlaces covalentes entre proteinas estructurales; la supresion de la queratina
16, y la sobre-expresion de la proteina ribosomal S27 (pS27).

Roepman y cols.”, a partir de un estudio con series de ADN de pacientes con
carcinomas de cabeza y cuello, desarrollaron un predictor compuesto por 102
genes con la capacidad de diferenciar la existencia de metastasis ganglionares
con una fiabilidad global del 86%. La siguiente figura muestra los resultados de la

serie utilizada en la validacién del predictor.
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En un estudio in vitro, Zhuang y cols.® desarrollaron un modelo experimental de

metastasis ganglionar, incrementando la capacidad de diseminacién a partir de
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pases sucesivos de una linea celular de carcinoma de cavidad oral en un modelo
murino. Los autores consiguieron una linea modificada con una alta capacidad de
metastatizacion regional. En comparacion con la linea parental, la linea
modificada conté con una mayor capacidad de proliferacion y de resistencia a la
apoptosis, asi como de promocion de la angiogénesis. Ademas, es un estudio de
series en que se compard la linea parental y la modificada, se identificaron
diferencias en la expresion de 1341 genes, relacionados con el ciclo celular, la
adhesiodn, la linfangiogénesis, y la regulacion de apoptosis entre otros. Algunos de
los genes sobre-expresados en la linea modificada fueron JAM2, TNC, CTSC,
LAMB1, VEGF-C, HAP-LN1, y otros estaban infra- expresados: ACPP, GDF9 y

FGF11.

La conclusion que puede extraerse de todos estos estudios es que existen
patrones de expresion genética que son los responsables del comportamiento
biolégico correspondiente a las células tumorales con capacidad de

metastatizacion.
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1.2.- Mecanismos asociados a la persistencia o recidiva tumoral

en pacientes tratados con radioterapia o quimioterapia

El término resistencia al tratamiento se aplica a la situacion en la que las células
tumorales son capaces de sobrevivir a pesar de su exposiciéon al tratamiento. Esta
habilidad puede ser una propiedad intrinseca de las células tumorales, o bien
adquirirse tras la exposicion a un determinado tipo de tratamiento. En cualquier
caso, las células que persisten tras un tratamiento especifico seran en principio
resistentes a la repeticion del mismo tratamiento, pero ademas cuentan, con
frecuencia, con la capacidad de ser resistentes a otros tratamientos no
relacionados. En este caso se considera que la célula tumoral cuenta con un
fenotipo multirresistente, concepto que subyace en la observacion clinica de que
los tumores recidivados son bioloégicamente mas agresivos y refractarios al
tratamiento que las lesiones iniciales.

El concepto de “resistencia” no es aplicable al tratamiento quirdrgico. Las unicas
razones que justifican una persistencia o recidiva tumoral en un paciente tratado
con cirugia son unos margenes de reseccion insuficientes a nivel local o regional,
ya sea como consecuencia de una exéresis limitada, la capacidad del tumor de
dar lugar a una afectacion subclinica a distancia de los margenes de reseccion
aparentes (“skip metastasis”), o a la infiltracion de estructuras no resecables
durante el acto operatorio. Ademas debemos considerar que las mucosas
adyacentes al tumor cuentan con frecuencia con cambios pre malignos que
pueden degenerar a medio-largo plazo, haciendo dificil la diferenciacion entre
recidiva local o aparicibn de una segunda neoplasia en un campo de

cancerificacion.
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1.2.1.- Resistencia a la radioterapia

Existen estirpes tumorales que son intrinsecamente mas sensibles al tratamiento
con radioterapia, como es el caso de la mayoria de linfomas y seminomas. En
general, los CECC se consideran sensibles a la radioterapia, si bien en funcion de
la localizacién y extension del tumor, y de caracteristicas intrinsecas del tumor y
del paciente, las posibilidades de control de la enfermedad son muy variables. Es
de destacar el hecho de que tumores individuales de apariencia muy similar en el
momento del diagnostico pueden exhibir respuestas muy diferentes a un mismo
tratamiento.

En la actualidad, el concepto de radiosensibilidad incluye el conocimiento de una
serie de mecanismos biolégicos que gobiernan la respuesta de las células
tumorales al tratamiento con radioterapia, incluyendo la repoblacién, reparacion,
redistribucién y oxigenacion celular. En una revision de las vias responsables en
la resistencia a la radioterapia, Perri y cols.® sefialaron que estudios pre-clinicos y
clinicos indican que las principales vias relacionadas incluian la del EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico), la PI3K/Akt/mTOR (Fosfoinositol
3-quinasa 6 PI3K /Proteinquinasa B 6 Akt/ diana de rapamicina en células de
mamifero 6 mTOR), y la via dependiente de la actividad de p53. Toda esta serie
de mecanismos implica tanto a la propia célula tumoral, como a elementos
celulares no neoplasicos que conforman el microambiente tumoral y que en la
actualidad se reconoce que cuentan con un papel fundamental en el desarrollo de
los procesos de carcinogénesis. Cada uno de estos factores puede ser visto como

una espada de doble filo de manera que, modificaciones en el nivel de actividad
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de estos mecanismos pueden incrementar o disminuir el efecto terapéuticom. Por
ejemplo, si una célula tumoral ha adquirido un defecto en la capacidad de
reparacion del ADN, es mas probable que no sea capaz de recuperarse del dafo
inducido por la radioterapia y sufra en consecuencia un proceso de muerte
celular. Sin embargo, la alteracién en la via de reparacién del ADN puede haber
habilitado a la célula tumoral a acumular una serie de alteraciones genéticas no
letales que permitan tolerar el dafo inducido por el tratamiento con radioterapia, o
a repararlos de una manera inadecuada, de forma que el resultado sélo sirva para
incrementar la inestabilidad genética subyacente. De manera similar, el
incremento en la proliferacion celular que es inducido por el tratamiento con la
radioterapia puede ser el elemento responsable del proceso de repoblacion
celular, pero puede a su vez hacer mas susceptible al tumor al tratamiento con la
radioterapia al inducir la entrada en mitosis de células con dafo no reparado en el
ADN.

Los estudios de radiobiologia clasicos sefialan que el tumor esta compuesto de
diferentes compartimentos celulares y que el compartimento mas importante es el
formado por las denominadas células clonogénicas, definidas en estudios “in vitro”
como las células con capacidad de llevar a cabo divisiones sucesivas y generar
colonias. No existe un conocimiento claro del fenotipo correspondiente a estas
células ni de su ubicacién dentro del tumor, de manera que todas las células
tumorales deberian ser consideradas como elementos de riesgo con capacidad
potencial de provocar una recidiva del tumor en caso de no ser controladas de
forma adecuada tras el tratamiento.

Recientemente, este concepto se ha refinado y cristalizado a partir de la nocion

de que los tumores contienen células pluripontenciales tumorales (cancer stem

14



cells CSC), que son capaces de una replicacion ilimitada y tienen la capacidad de
autoregeneracion. Las CSC suponen una pequefia minoria del total de la carga
celular del tumor. El resto de células sitas en los llamados compartimentos de
amplificacion y diferenciacion postmitética cuentan con una capacidad de
replicacion limitada y no son capaces de reproducir el crecimiento de la totalidad
del tumor.

El concepto de CSC ha supuesto un cambio en el paradigma terapéutico
oncologico, de manera que en la actualidad este tipo de células son consideradas
como la diana primaria del tratamiento con radioterapia’ "'

Es hipotéticamente posible para una unica CSC superviviente el actuar como el

elemento que conduce a la recidiva del tumor, incluso tras una respuesta clinica

completa finalizado el tratamiento.
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Existen claras evidencias que avalan la hipdtesis de las CSC en los CECC™™.

Algunos estudios “in vitro” e “in vivo” han demostrado como las CSC reflejan unos
patrones especificos de marcadores de superficie y perfiles de expresion
genética. Estos marcadores de membrana difieren en funcién del tipo de tumor.
En el caso de los CECC los estudios realizados coinciden en sefalar como
marcadores de CSC la expresion de CD44, Oct-4, ALDH1 y Bmi-1">"°. Estos
marcadores identifican una poblacién con capacidad de division repetida, sin
envejecimiento celular y dan lugar a la formacion de tumores tras su inyeccion en
ratones atimicos.

Hay datos que senalan que las CSC se localizan de forma preferente en los
nichos hipdxicos dentro del tumor. Es un hecho reconocido que las células
tumorales en areas hipdxicas son menos sensibles a la accion terapéutica de las
radiaciones ionizantes. La capacidad de resembrar las areas hipoxicas puede ser
uno de los mecanismos utilizados por las CSC para sobrevivir al efecto
terapéutico de la radioterapia.

De forma adicional, las células pluripotenciales tumorales cuentan con un
incremento intrinseco en la resistencia a la irradiacion. Uno de los mecanismos
que justificarian este incremento en la resistencia es el aumento de la capacidad

de respuesta frente al dafo al ADN.

16



1.2.2.- Resistencia a la quimioterapia

|.- Resistencia al cisplatino

El cisplatino (CDDP) es el agente citotoxico mas importante en el tratamiento de
los pacientes con CECC. Cuenta con un papel bien establecido en los protocolos
de quimioterapia de induccion como farmaco asociado a la radioterapia en los
tratamientos concomitantes y como agente activo en las pautas de quimioterapia
paliativa. EI CDDP ejerce su efecto biolégico a través de su unién al ADN
bloqueando asi su replicacion y/o impidiendo su transcripcion, induciendo de este
modo la muerte celular.

Existen diferentes mecanismos de resistencia a la quimioterapia basada en
platinos que pueden ser divididos en dos grupos'’:

a) El fracaso del agente en alcanzar la diana ADN: las células resistentes
cuentan con la capacidad de reducir la concentracion intracelular del
platino, bien a partir de impedir su entrada o bien incrementando su salida.

b) Incremento en la capacidad celular de superar el dafo inducido por el
platino: mecanismo facilitado por la actividad de agentes intracelulares

como el glutatién (GSH) o las metaloproteinas.

Il.- Resistencia a los taxanos

Los taxanos (como el docetaxel, paclitaxel o cabazitaxel) son quimioterapicos
utilizados en el tratamiento de los CECC que actuan a través de una inhibicion de

la funcion de los microtubulos.

17



Estas sustancias, a partir de la estabilizacion del guanosindifosfato (GDP), un
nucledtido implicado en la division celular, se unen a las tubulinas, proteinas
globulares (de tipo a y B) que forman los microtubulos de los husos cromaticos,
produciendo un mal funcionamiento de éstos, dando como resultado final la
alteracion en la progresion del ciclo celular, al producir una parada en la mitosis
celular, impidiendo por tanto la division celular.

Hay diversos factores que pueden contribuir a la resistencia a los taxanos.
Estudios “in vitro” han demostrado que son substrato de la bomba de
multirresistencia a farmacos. Por otra parte, variaciones en los isotipos de tubulina
(en concreto la tubulina B Il, BT-llI) parecen influir en la sensibilidad a su accion

terapéutica'®.

1.2.3.- Resistencia a los inhibidores de EGFR

El tratamiento con anticuerpos monoclonales con capacidad de bloquear el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) como el cetuximab, aparece
en la actualidad como una estrategia terapéutica adecuada en el tratamiento
concomitante con radioterapia’® o asociado a CDDP-5 fluoruracilo en aquellas
terapias con finalidad paliativa®®.

Entre los mecanismos descritos de resistencia al tratamiento con inhibidores del
EGFR destacan las mutaciones en este receptor.

Estas pueden comportar un dominio extracelular truncado que se asocie con una
activacion constitutiva del dominio intracelular tirosin-quinasa independiente del

ligando.
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Otros mecanismos pueden ser la amplificacion de Erb B-2 o la activacion de vias
de senalizacion alternativas que antagonicen la actividad pro-apoptética y

antiproliferativa de los tratamientos con cetuximab como la via PI3K/Akt?'22,

19



1.3.- Mecanismos asociados a la recidiva ganglionar

Los CECC cuentan con una marcada predisposicién hacia la afectacion regional.
En el momento del diagndstico, entre un 40-50% de los pacientes afectos de
CECC cuentan con la presencia de metastasis a nivel de las areas ganglionares
cervicales. El porcentaje de afectacion ganglionar depende en gran medida tanto
de factores clinicos como son la localizacion del tumor primario, su extensién local
y el grado de infiltracion; como de factores bioldgicos que permiten la capacidad
de progresion de las células tumorales a través del sistema linfatico y la
proliferacion a nivel ganglionar.

La afectacion ganglionar es uno de los factores prondsticos de mayor importancia
en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello®. A igualdad de extension local
de la enfermedad, la aparicidon clinica de metastasis ganglionares reduce en un
50% las posibilidades de supervivencia.

El esquema de tratamiento de los pacientes con CECC incluye la realizacion de
tratamiento sobre las areas ganglionares si los pacientes tienen la presencia de
metastasis ganglionares en el momento del diagndstico de la enfermedad (cN+), y
de aquellos pacientes sin evidencia clinica de afectacion regional (cN0O) pero en
los que el riesgo de afectacion subclinica sea superior al 15-20%2*. Como
consecuencia, con la excepcion de los pacientes con tumores iniciales de glotis y
tumores muy superficiales de determinadas localizaciones de cavidad oral, la
mayoria de pacientes con un CECC son tributarios de un tratamiento terapéutico

o electivo a nivel de las areas ganglionares.
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El tratamiento de las areas ganglionares incluye cirugia, radioterapia o quimio-
radioterapia, o0 una combinacion de las mismas en funcién del grado de afectacion

ganglionar.

Dependiendo de la extension del tumor y del tipo de tratamiento empleado, entre
un 10% y un 25% de los pacientes con CECC sufren la aparicién de recidivas del

2526 Diferentes estudios han analizado los factores

tumor a nivel ganglionar
relacionados con el control regional de enfermedad en pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello. Entre los factores con capacidad prondstica se

|26,27

han citado la categoria de extensién de la enfermedad a nivel regiona , el nivel

de localizacion de las adenopatias metastasicas®, la existencia de adenopatias

con ruptura capsular®®, o el nivel de infiltracién en profundidad del tumor

primario de la reseccion quirtrgica®>®'.
Los condicionantes necesarios para la aparicion de una recidiva regional son por
un lado, que el tumor cuente con la capacidad biolégica de dar lugar a la aparicion

de metastasis a nivel regional y por otro, que el tumor cuente con la capacidad de

superar el tratamiento realizado a nivel regional.

Disponer de biomarcadores con capacidad de diferenciar el riesgo de recidiva
regional, contaria con una elevada relevancia clinica en tanto que permitiria
intensificar el tratamiento a nivel regional en aquellos pacientes con una mayor
probabilidad de fracaso.

Hasta el momento son escasos los estudios que han evaluado factores
moleculares relacionados con el control de la enfermedad a nivel regional. En un

estudio realizado en pacientes con CECC en el que se cuantificd la expresion de
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CXCL12 (quimiocina también conocida como SDF-1), factor derivado del estroma
-1 (Stromal Derived Factor-1) y CXCR4 (receptor de la quimiocina CXCL12) a
nivel transcripcional mediante RT-PCR en 71 pacientes con carcinomas de

cabeza y cuello tratados mayoritariamente con cirugia,

Clatot y cols.>? encontraron que los pacientes con una expresion baja de CXCL12,
contaron con una disminucién significativa en la supervivencia libre de recidiva
metastasica, incluyendo tanto las recidivas regionales como las metastasis a

distancia.

El presente estudio tiene como objetivo el profundizar en la hipdtesis que la
expresion del eje CXCL12/CXCR4 juega un papel en el control de la enfermedad

a nivel regional.

1.3.1.- Papel del eje CXCL12/CXCR4 en los tumores

El sistema de quimiocinas o quimioquinas, es un grupo de pequenas citoquinas
que, en el género humano, incluye unas 48 proteinas que juegan un papel
importante en la migracion de células leucocitarias. Se han descrito para ellas
unos 19 receptores. Algunas de éstas se han visto implicadas en los procesos

de carcinogénesis en los CECC.
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Las quimioquinas son una gran familia de proteinas de pequefio tamano

relacionadas estructuralmente y que regulan el trafico celular del sistema inmune,

jugando ademas un papel importante en los procesos de inflamacion, infeccion,

dafo tisular, alergia, enfermedad cardiovascular y diseminacion tumora

|34,35

Table 1. CXC, C and, CX;C Chemokine/Receptor Families

CXC Chemokine/Receptor Family

Systematic Name  Human Chromosome  Human Ligand Mouse Ligand Chemokine Receptor(s)
cxcu 4q12-q13 GROa/MGSA-o GRO/KC? CXCR2 = CXCR1
CXcLz 4912-q13 GROB/MGSA-B GRO/KC? CXCR2

CXCL3 4g12-q13 GRO~/MGSA-y GRO/KC? CXCR2

CXCL4 4q12-q13 PF4 PF4 Unknown

CXCL5 4q12-q13 ENA-78 LIX? CXCR2

CXCL6 4q12-q13 GCP-2 CKa-3 CXCR1, CXCR2
CXCL7 4q12-q13 NAP-2 Unknown CXCR2

CXCL8 4q12-q13 IL-8 Unknown CXCR1, CXCR2
CXCL9 4q21.21 Mig Mig CXCR3

cXcLio 4q21.21 IP-10 IP-10 CXCR3

cxcm 4q21.21 I-TAC Unknown CXCR3

cxcLiz 10q11.1 SDF-1a/p SDF-1 CXCR4

cxcLi3 4921 BLC/BCA-1 BLC/BCA-1 CXCRS

cxcLi4 Unknown BRAK/bolekine BRAK Unknown

(CXCL15) Unknown Unknown Lungkine Unknown

C Chemokine/Receptor Family

Systematic Name  Human Chromosome  Human Ligand Mouse Ligand Chemokine Receptor(s)
XCL1 1g23 Lymphotactin/SCM-1o/ATAC  Lymphotactin XCR1

XCcL2 1923 SCM-1p Unknown XCR1

CX;C Chemckine/Receptor Family

Systematic Name  Human Chromosome  Human Ligand Mouse Ligand Chemokine Receptor(s)
CX3cL 16q13 Fractalkine Neurotactin CX3CR1

CC Chemokine/Receptor Family

Systematic Name  Human Chromosome  Human Ligand Mouse Ligand Chemokine Receptor(s)
ccu 17q11.2 1-309 TCA-3, P500 CCR8

cCL2 17q11.2 MCP-1/MCAF JE? CCR2

CCL3 17q11.2 MIP-1a/LD78c MIP-Ta CCR1, CCR5

CCL4 17q11.2 MIP-1p MIP-1p CCR5

CCL5 17q11.2 RANTES RANTES CCR1, CCR3, CCR5
(CCL8) Unknown C10, MRP-1 Unknown

ccL? 17q11.2 MCP-3 MARC? CCR1, CCR2, CCR3
CcCL8 17q11.2 MCP-2 MCP-27 CCR3

(CCL9/10) Unknown MRP-2, CCF18 MIP-1vy Unknown

CCL11 17q11.2 Eotaxin Eotaxin CCR3

(CCL12) Unknown MCP-5 CCR2

CccL13 17q11.2 MCP-4 Unknown CCR2, CCR3
CCL14 17q11.2 HCC-1 Unknown CCR1

CCL15 17q11.2 HCC-2/Lkn-1/MIP-15 Unknown CCR1, CCR3
CCL16 17q11.2 HCC-4/LEC LcCc-1 CCR1

ccL17 16q13 TARC TARC CCR4

CccL18 17q11.2 DC-CK1/PARC AMAC-1 Unknown Unknown

CccL19 9p13 MIP-3p/ELC/exodus-3 MIP-3p/ELC/exodus-3 CCR7

CCL20 2q33-q37 MIP-3a/LARC/exodus-1 MIP-3a/LARC/exodus-1 CCR6

ccL21 9p13 6Ckine/SLC/exodus-2 6Ckine/SLC/exodus-2/TCA-4  CCR7T

CccL22 16q13 MDC/STCP-1 ABCD-1 CCR4

CcCL23 17q11.2 MPIF-1 Unknown CCR1

CCL24 71q911.23 MPIF-2/Eotaxin-2 Unknown CCR3

CCL25 19p13.2 TECK TECK CCR9

CCL26 7q11.23 Eotaxin-3 Unknown CCR3

ccLz27 9p13 CTACK/ILC ALP/CTACK/ILC ESkine CCR10*
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CXCR4 es un receptor transmembrana de 7 dominios, acoplado a una proteina G
(G-protein-coupled receptor, GPCR), que une de forma especifica con la
quimiocina SDF-1, también conocida como CXCL-12. EI CXCR4 es uno de los
receptores de quimioquina mejor estudiados debido a su papel como correceptor

para la entrada del virus HIV-1 a nivel celular®.

Chemokine
Chemokine receptor(s) Role in HNSCC

CXcL12 CXCR4  Invasion
(SDF-1) Migration
Adhesion
Motility
Metastasis
High tumor stage
Lymph node and
distant metastasis
CXCR4 expression
correlated with
Poor prognosis

CCL19 CCR7  Invasion

CCL21 Adhesion
Migration
Metastasis

High tumor stage
Lymph node metastasis
CCR7 expression
correlated with
Poor prognosis

CXCL8 CXCR1  Proliferation
(IL-8) CXCR2  Invasion
Migration

Elevated serum level of
CXCLS8 in patients
with recurrent or

metastatic HNSCC
CXCL5 CXCR2  Proliferation
Invasion
CXCL14 Not Expression of CXCL14:

identified reduces proliferation
and migration
in HNSCC cells
CCL20 CGCR6 Down regulation of CCR6:
lymph node metastasis

El receptor CXCR4 fue clonado por primera vez en 1994 y fue denominado
inicialmente como “leukocyte-expressed seven transmembrane domain receptor”
(LESTR), debido a su expresion abundante en determinadas subpoblaciones de

leucocitos®’. El gen CXCR4 se encuentra expresado de forma constitutiva y la
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proteina CXCR4 aparece en la mayoria de las células leucocitarias incluyendo:
linfocitos, monocitos, células NK y células dendriticas. Ademas aparece en la
musculatura vascular lisa, células endoteliales, células del tracto gastrointestinal,
neuronas de la microglia y astrocitos. Hasta hace escasamente unos anos,
CXCR4 se habia reconocido como el unico receptor de CXCL12, pero en la
actualidad se reconoce la existencia de otro receptor para el ligando que se ha
denominado CXCR7%.

La actividad del eje CXCL12/CXCR4 es un elemento critico en el desarrollo
normal. A diferencia de lo que sucede con otras citoquinas, el déficit de CXCL12 o
CXCR4 ocasiona la muerte intrauterina o poco después del nacimiento en
ratones. La sefial CXCL12/CXCR4 es requerida durante el desarrollo del sistema
hematopoyético, cardiaco, vascular y nervioso. La ausencia de su expresion
durante el periodo embrionario conduce a la aparicién de defectos en la formacion
mieloide, la formacion del septum ventricular y la aparicion de alteraciones en el
desarrollo del cerebelo y la vascularizacién del tracto gastrointestinal®®#%4?,

En el individuo adulto la actividad de CXCL12/CXCR4 se encuentra relacionada
con la homeostasis y la retencion de células progenitoras hematopoyéticas a nivel
de médula ésea. Estas células progenitoras expresan niveles elevados de CXCR4
y resultan atraidas por el CXCL12 producido por las células del estroma en nichos
especializados medulares*?.

Existe una elevada evidencia de que el eje CL12/CXCR4 se encuentra sobre-
expresado en una gran cantidad de modelos tumorales tanto epiteliales como
mesenquimales*®®, incluyendo los tumores pulmonares*, de mama*’, renales***’,

de préstata*®, pancreaticos*® y gastrointestinales®.
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Al igual que otros GPCRs, la union de CXCL12 con CXCR4 activa una proteina G
heterotrimérica que regula la actividad de varias vias intracelulares, incluyendo la
activacion de la fosfolipasa-C, fosfoinositol-3 quinasa (PI3K), y la inactivacion de
la adenil-ciclasa. La sefalizacion a través de la via de la PI3K promueva a su vez
la activacion de vias como Akt (Protein quinasa B o PKB), PAK y Cdc42, que se
encuentran involucradas en el proceso de polarizacion celular y polimerizacién de
la actina. Ademas, la sefalizacion de CXCR4 via MEK 72z (también llanada
MAPKK) y ERK 72 (sinébnimo de MAP quinasa) y tirosin-quinasas como Src,
conduce a la transcripcion de genes involucrados en los procesos de migracion,

supervivencia y progresion a través del ciclo celular®’.
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En gran medida, el mecanismo de metastatizacion se asemeja al trafico de los
leucocitos y stem cells, proceso regulado por la actividad del eje
CXCL12/CXCR4%2. Se ha podido comprobar como la activacién de CXCR4
conducen a una sobre-expresion de metaloproteinasas (MMP), lo que incrementa

la capacidad de invasion celular a partir de la degradacion del colégen053.
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Ademas, la secrecién paracrina de CXCL12 puede estimular la supervivencia y la
proliferacién de una variedad de lineas celulares tanto benignas como malignas®*.
Por otro lado, la neoangiogénesis tumoral puede aparecer promovida a partir de la
expresion de CXCL12, dado que actua como un potente quimiotactico de células
endoteliales que expresan CXCR4%°. A partir de un modelo de cancer de mama,
Liang y cols.®® han demostrado como la actividad CXCL12/CXCR4 promueve la
angiogénesis y la progresion tumoral a partir de un incremento en la expresion de
VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular/ Vascular Endothelial Growth

Factor) a través de la activacién de la via PI13k/Akt.

En caso de sobre-expresion de CXCR4 por parte del tumor, se produce un
incremento en la movilidad celular y la capacidad invasiva a partir de la actividad
de las MMP vy la induccion del mecanismo de transicion epitelial mesenquimal, se
promueve la angiogénesis y la entrada de las células en la circulacion linfatica y
vascular. A partir de aqui y a expensas de la existencia de gradientes en la
concentracion de CXCL12, se produce una migracién de estas células tumorales
hacia organos con niveles elevados del ligando, tal como muestra el esquema

tomado de Albert y cols.”’.
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En un experimento llevado a cabo con lineas celulares de CECC por Uchida y
cols.®® pudo determinarse como se producia una migracién de las células
tumorales a favor del gradiente de CXCL12, pero tan solo para aquellas lineas
que contaban con la expresion de CXCR4; esta migracion se alteraba al bloquear
el receptor. Los mismos autores realizaron un experimento con una linea de
carcinoma de cavidad oral que no expresaba CXCR4. La inducciéon en la
expresion de CXCR4 mediante transfeccién de un vector comportd la adquisicion
de la capacidad de migracion a favor de gradiente de CXCL12°°. Este proceso de
migracion se comprobd que era dependiente de la activacion de las vias ERK 72 y

Akt/PKB.
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1.3.2.- Expresion de CXCL12/CXCR4 en los pacientes con CECC

Diferentes estudios realizados mediante inmunohistoquimica han encontrado en
muestras de CECC una expresion del CXCR4 entre el 29-100% y de CXCL12
entre el 40-93%°". La heterogeneidad en la expresién seria consecuencia de la
inclusién de tumores de localizaciones diferentes y de la discrepancia inherente al
tipo de ensayo realizado.

En otro estudio en muestras de pacientes con CECC, Katayma y cols.®® pudieron
observar una negatividad frente a CXCR4 en el epitelio normal, en tanto que
aparecid6 una expresion frente a CXCR4 en el 29% de las muestras,
preferentemente a nivel de membrana celular y citoplasmatica. La siguiente figura

muestra un ejemplo de positividad en tumor (B) frente a la negatividad aparecida

en la mucosa sana (A), reportada en dicho estudio.
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El CXCL12 no se encontraba presente en las células tumorales. Aparecié una
tincion negativa o moderada en las células del estroma asociadas al tumor a nivel
de la localizacién primaria, en tanto que la positividad inmunohistoquimica fue
muy manifiesta en el estroma adyacente a las células tumorales en los casos de
adenopatias metastasicas cervicales. Un estudio realizado con lineas celulares de
CECC mostré unos resultados comparables.

Otro estudio inmunohistoquimico realizado en 90 pacientes con carcinomas de
cavidad oral, Ishikawa y cols.®! encontraron una positividad frente a CXCR4 en un
30% de los tumores, con una expresion preferente a nivel del margen de
infiltracion tumoral. Igualmente, el autor encontré positividad en la expresion de
CXCR4 en tres de ocho lineas celulares de tumor, en tanto que en ningun caso
aparecio positividad frente a CXCL12.

En otro estudio realizado en pacientes con carcinomas linguales, Delibasi y cols.??
encontraron igualmente como la positividad de CXCR4 aparecia especialmente
en el frente de infiltracion tumoral.

Por su parte, Tan y cols.®®

evaluaron un total de 30 tumores de laringe e
hipofaringe, encontrando una positividad inmunohistoquimica frente a CXCR4 en
el 53.5% de los casos apareciendo tincién en las células tumorales a nivel de la
membrana e intracitoplasmatico, frente a CXCL12 en el 40% de los casos, con la
positividad correspondiente al citoplasma de las células del estroma y los
linfocitos adyacentes.

Otros autores han comprobado como la positividad frente a CXCR4 corresponde

64,65

a las células tumorales™™”°, en tanto que la positividad de CXCL12 en el tumor

aparece a expensas de las células del estroma y que en las células tumorales

aparecen negativas®®’.
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Clatot y cols.®® evaluaron la expresion a nivel transcripcional de CXCR4 y CXCL12
en muestras del tumor y del estroma de CECC separados mediante técnicas de
microdiseccion, observado una mayor expresion de ambos genes en las muestras
del estroma (P=0.012 y P<0.0001, respectivamente). De acuerdo con sus
resultados, el estroma del microambiente tumoral es el principal responsable de la

expresion de CXCR4 y sobre todo de CXCL12 a nivel tumoral.

1.3.3.- Relacion entre expresion de CXCL12/ CXCR4 y la

afectacion reqgional

Diferentes autores han encontrado una relacion significativa entre la actividad del

eje CXCR4/CXCL12 y la afectacion ganglionar en los pacientes con CECC.

En una cohorte de 90 pacientes con carcinomas de cavidad oral, el porcentaje de
pacientes con positividad frente a CXCR4 para los pacientes afectados de
metastasis ganglionares (N+), fue significativamente superior que para los que no

tenian ganglios afectos (NO) : 46% versus 18% (P=0.0035).°"

En un estudio realizado de 30 pacientes con carcinomas localizados en la laringe
e hipofaringe, Tan y cols.®> encontraron una relacion significativa entre la
inmunopositividad frente a CXCR4 y la afectacion regional. El porcentaje de
positividad para los pacientes N+ fue del 73.7%, frente al 18.2% de los pacientes

NO (P=0.003).
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En el caso de la CXCL12, aparecid una tendencia hacia la mayor afectaciéon
regional en los pacientes N+ (52.6%) frente al 18.2% en NO (P=0.06). Igualmente,
los autores describieron una mayor tendencia a la aparicion de metastasis a
distancia para los pacientes CXCR4 (P=0.01) 6 CXCL12 positivos (P=0.14). De
acuerdo con sus resultados, la positividad frente a CXCR4 aparecia mas asociada
con la capacidad metastasica del tumor a nivel regional y a distancia, que de la

positividad frente a CXCL12.

Igualmente, a partir de un grupo de 74 pacientes con carcinomas de cavidad oral,
Lee y cols.®* describieron una asociacién entre la expresién de CXR4 y la

afectacion regional (P=0.037).

En un estudio inmunohistoquimico realizado en 47 pacientes con carcinomas de
lengua, Albert y cols.®® encontraron una asociacion entre la positividad a CXCR4 y
la afectacion ganglionar (P=0.01), en tanto que no aparecié tal relacion al evaluar

la CXCL12.

Ademas de la asociacion con la expresion a nivel inmunohistoquimico, Ueda vy
cols.®® encontraron una relacion significativa entre la expresion a nivel
transcripcional de CXCR4 y la afectacion regional en un grupo de 25 pacientes

con CECC.

A partir de los resultados de otro estudio experimental, Uchida y cols.*® pudieron
comprobar como la inoculacion de una linea celular de CECC que no expresa

CXCR4 (linea IH) comportaba un crecimiento local del tumor, pero sin capacidad
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de diseminacion ganglionar. La induccion de la expresion de CXCR4 mediante
transfeccion, condujo a una adquisicion de la capacidad de dar lugar a metastasis

a nivel regional.

Yoon y cols.” realizaron un estudio en un modelo murino a partir de la seleccién
de clones celulares de lineas de CECC con elevado (M+) o escaso (MO0) potencial
de metastatizaciéon. Se pudo comprobar como los clones M+ contaban con una
capacidad de expresion superior de CXCR4 que los MO, que no mostraron
actividad CXCR4 ni a nivel transcripcional ni de proteina. Los clones M+
adquirieron unos cambios morfoldégicos compatibles con el proceso de transicion
epitelial-mesenquimal (disminucion en la expresion de E-cadherina e incremento
de vimentina e integrinas). Las células M+ contaron con un incremento en la
expresion de Snail, uno de los factores de transcripcion que induce el mecanismo
de transicion epitelial-mesenquimal. ElI bloqueo de CXCR4 condujo a una
disminucién en la proliferacién y la capacidad de invasién mediada por CXCL12
en los clones M+ (las células MO/CXCR4 negativas carecieron de capacidad de
metastatizacion aun en presencia de CXCL12).

La siguiente figura, muestra la diferencia en la aparicion de metastasis a distancia
en funcion del bloqueo de CXCR4 (TN14003- especimenes con CXR4

bloqueado).
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A partir de una evaluacion de la densidad microvascular, pudo determinarse como

el bloqueo de CXCR4 condujo a una reduccién significativa de la angiogénesis.

1.3.4..- Modificaciones a nivel celular inducidas por la actividad
del eje CXCL12/CXCR4

En un estudio realizado con 5 lineas celulares de CECC, Samara y cols.”
pudieron determinar la existencia de expresion a nivel transcripcional de CXCR4.
La activacién del receptor a partir de la adicion de CXCL12 condujo a una
fosforilacion de ERK 7% y un incremento en la adhesividad celular y la capacidad
de migracion. Igualmente se pudo comprobar un incremento en la expresién de

MMP-9 (metaloproteinasa-9).
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En un estudio desarrollado en un panel de 6 lineas celulares de CECC, Katayama
y cols.?® encontraron gue ninguna de las lineas expresaba CXCL12, en tanto que
tres de ellas aparecieron como positivas frente a CXCR4. En estas lineas
positivas pudieron comprobar que tanto la proliferacion como la capacidad de

migracion de las células dependian de la activacion con CXCL12.

Ishikawa y cols.®’ alcanzaron unas conclusiones similares al estudiar un panel de
8 lineas de carcinoma de cavidad oral. De acuerdo con sus resultados, el bloqueo
del eje CXCL12/CXCR4 comportd una disminucién significativa de la capacidad

migratoria y de la invasividad.
Para Onoue y cols.”? la activacidn con CXCL12 de lineas celulares de carcinoma
de cavidad oral CXCR4 positivas, indujo una serie de cambios morfolégicos

compatibles con el proceso de transicion epitelial-mesenquimal.

La siguiente figura muestra la morfologia correspondiente a dos de las lineas

estudiadas antes (Fig. ay ¢) y después de la adicion de CXCL12 (Fig. by d).
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Estos cambios morfolégicos se vieron acompanados de una pérdida en la
expresion de E-cadherina y la adquisicion de positividad frente a la vimentina,
elementos fenotipicos caracteristicos del proceso de transicion epitelial-
mesenquimal. Se comprobd como este proceso de transicion era dependiente de

la activacion de la via P13k-Akt.

Segiin Rehman y cols.”® la capacidad de promover la invasion y metastasis
inducida por la activacion de CXCR4 por CXCL12 dependeria de la activacion de
la via de NFkB, de forma independiente de la activacién de las vias PI3K/Akt y

ERK/MAPK.
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Hong vy cols.” evaluaron dos lineas celulares de carcinoma de cavidad oral que
expresaban CXCR4 e indujeron su anulacién funcional mediante siRNA (small
interfering RNA). Las lineas inhibidas mostraron una reduccion significativa en la
velocidad de crecimiento y la capacidad invasiva. Sin embargo, no todos los
autores encuentran que la activacion del eje CXCL12/CXCR4 cuente con la
capacidad de regular la proliferacion celular, por lo que es posible que este efecto
sea dependiente en gran medida de las caracteristicas intrinsecas de la linea

celular analizada.

Tan y cols.®® estudiaron dos lineas de carcinoma de laringe (HEp-2) e hipofaringe
(Fadu) y pudieron determinar como el tratamiento con CXCL12 incrementd la
capacidad de migracion e invasion, incremento que quedaba anulado a partir del
bloqueo de CXCR4, en tanto que no se producian modificaciones significativas en

la proliferacion celular.

Por su parte, a partir de lineas celulares de carcinoma de nasofaringe, Hu y cols.”
llegaron a unas conclusiones similares en cuanto a la capacidad del eje
CXCL12/CXCR4 de regular la capacidad migratoria y metastasica. Las lineas
tumorales con capacidad metastasica contaron con una respuesta quimiotactica
“‘in vitro” a la CXCL12, en tanto que las no metastasicas, no contaron con esta
respuesta. El bloqueo de CXCR4 condujo a una disminucion en la capacidad
migratoria celular, y a una inhibicién de la capacidad de diseminacion a nivel

ganglionar y a distancia en un modelo experimental.
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Tal como se puso de manifiesto, las células tumorales no sintetizan CXCL12, que
depende para su produccion de la colaboracion de elementos del microambiente
tumoral. Daly y cols.”® estudiaron en un modelo “in vitro” la produccion por parte
de los fibroblastos activados o miofibroblastos de CXCL12 y HGF (Hepatocyte
Growth Factor), dos de las citoquinas con mayor capacidad biolégica a nivel de
los CECC. A partir de un cultivo de miofibroblastos pudo determinarse como la IL-
1a y el medio condicionante de la linea de carcinoma de cavidad oral CA1,
indujeron un incremento en la expresion de CXCL12 y HGF, en tanto que TGF-8
(Transformant Growth Factor-B) inhibia la expresion de forma significativa. El
medio condicionante de miofibroblastos activados incrementé de forma
significativa la capacidad de invasion de lineas celulares de CECC en un ensayo
en Matrigel. La anulacién de CXCL12 o HGF mediante anticuerpos neutralizantes,
redujo este incremento en la invasividad mediado por el medio condicionante de

los miofibroblastos.
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Takabayashi y cols.”” demostraron como los lipopolisacaridos bacterianos
cuentan con la capacidad de inducir “in vitro” la invasién de una linea celular de
carcinoma de cavidad oral a partir de la induccion de la expresion de CXCR4 vy el
incremento en la actividad de la via CXCL12/CXCR4. De acuerdo con los autores,
a partir de este mecanismo, la sobreinfeccién local podria contar con la capacidad

de favorecer la invasiéon tumoral.

1.3.5.- Significado clinico de la expresion del eje CXCL12/CXCR4

En un grupo de 56 pacientes con carcinomas de cavidad oral tratados
mayoritariamente con cirugia, Katayama y cols.®® encontraron positividad
inmunohistoquimica frente a CXCR4 en el 28.6% de los pacientes. La positividad
frente a CXCR4 se relacion6 con la afectacién regional y con la supervivencia
libre de metastasis a distancia. Los autores encontraron una diferencia
significativa en la supervivencia ajustada en funcion de la expresion de CXCR4,

tal como aparece en la siguiente figura.
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De acuerdo con los resultados de este estudio, en un analisis multivariante el
riesgo de mortalidad asociado al tumor fue 3.73 veces superior para el grupo de

pacientes positivos frente al CXCR4 (P=0.0475).

En el estudio realizado por Uchida y cols.*® de 30 pacientes con carcinomas de
cavidad oral con afectacion ganglionar, pudo determinarse una relacion
significativa entre la positividad inmunohistoquimica frente a CXCR4 y CXCL12 y
la supervivencia. La supervivencia a los 5 afos para los pacientes CXR4
positivos fue del 39.1%, frente al 71.4% en el caso de los pacientes negativos
(P=0.035). Para los pacientes CXCL12 positivos la supervivencia a los 5 anos fue

del 25% y para los pacientes negativos del 71.4% (P=0.023).
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De acuerdo con los resultados obtenidos por Lee y cols.®* en un grupo de 74
pacientes con carcinomas de cavidad oral, de los cuales un 60% mostraron
positividad frente a CXCR4, existieron diferencias significativas en la

supervivencia de acuerdo con el status CXCR4.
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De acuerdo con un analisis multivariante, los pacientes CXCR4 positivos tuvieron
un riesgo de mortalidad 3.9 veces superior que los negativos (/IC 95%:1.5-10.3,

P=0.006).

69

Albert y cols.”™ analizaron los resultados de 47 pacientes con carcinomas de

lengua tratados con cirugia y encontraron una relacion significativa entre la
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expresion a nivel inmunohistoquimico de CXCR4 y la supervivencia, asociacion
que no aparecio al analizar la expresiéon de CXCL12. La siguiente figura muestra

las curvas de supervivencia en funcion de la positividad de CXCR4.
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Clatot y cols.? analizaron un total de 71 pacientes con CECC tratados con cirugia
y radioterapia postoperatoria y evaluaron la expresion del eje CXCR4/CXCL12 a
nivel transcripcional mediante RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction). Los autores encontraron diferencias significativas en la supervivencia
ajustada a favor de los pacientes con unos niveles elevados de CXCL12. Los
pacientes con unos niveles de expresion elevados de CXCL12, contaron con un

mejor pronostico que los pacientes con unos niveles bajos, en tanto que no
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aparecieron diferencias al considerar la expresién de CXCR4, tal como aparece

en las siguientes figuras:

De acuerdo con los resultados en un estudio multivariante, las variables que se
relacionaron con la supervivencia libre de metastasis fueron: los niveles
intratumorales bajos de CXCL12 (P=0.021) y la existencia de adenopatias

metastasicas con extension extraganglionar (P=0.001).
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2.- Justificacion e

hipotesis
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2.1.- Justificacion

Practicamente no existen biomarcadores que sefialen y pronostiquen la
posibilidad de control de la enfermedad a nivel ganglionar en los pacientes que
padecen un carcinoma escamoso de cabeza y cuello.

La oportunidad de disponer de un marcador con capacidad predictiva a dicho
nivel posibilitaria la intensificacién del tratamiento regional en aquellos pacientes
con un mayor riesgo de fracaso del tratamiento, lo que podria mejorar el control
de la diseminaciéon a nivel cervical y a la postre la supervivencia de estos
enfermos.

Existen indicios que revelan que la expresién del eje CXCL12/CXCR4 a nivel
transcripcional, pueda estar relacionado con el control de la enfermedad a nivel

regional en pacientes con CECC.

La justificacion del presente trabajo es analizar la capacidad prondstica del eje

CXCL12/CXCR4 en el control ganglionar de pacientes afectos de CECC.

2.2.- Hipétesis

El incremento en la expresiéon transcripcional de CXCR4 y la disminucién de
CXCL12 se relacionarian con la aparicion de recidivas a nivel ganglionar en los

pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello.
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3.- Objetivos



El objetivo global del presente trabajo de investigacion es analizar la relacion
entre la expresion a nivel transcripcional del eje CXCL12/CXCR4 y el control de la

enfermedad a nivel regional en pacientes con CECC.

Como obijetivos concretos se plantean:

1. Determinar la existencia de diferencias en los niveles de expresion de

CXCR4/CXCL12 entre el tejido tumoral y la mucosa sana.

2. Evaluar la existencia de diferencias en los niveles de expresion de
CXCL12/CXCR4 en funcién de la localizacion, la extensién local o regional

del tumor o el estatus HPV en muestras de CECC.

3. Analizar la relacién entre los niveles de expresion de CXCL12/CXCR4 y el

control regional de la enfermedad.

4. Estudiar la correlacion existente entre los niveles de expresion del eje

CXCL12/CXCR4 y los correspondientes a genes relacionados con la

repuesta al tratamiento y la capacidad de diseminacion.
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4.- Material y métodos
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4.1.- Pacientes

El presente estudio se realizd a partir de las biopsias de los tumores obtenidos de
130 pacientes diagnosticados de forma consecutiva y afectos de CECC
confirmados histoldgicamente que fueron tratados en el Hospital de Santa Creu i
Sant Pau (Barcelona) con intencién radical entre los afos 2004 y 2010 (ambos

incluidos).

Todos los pacientes fueron evaluados por el comité de oncologia de cabeza y
cuello del centro y la decision terapéutica ya fuera con: quimioterapia de induccién
(PQ), cirugia, radioterapia (RT) o quimio-radioterapia (PQ-RT), fue basada en los

protocolos institucionales vigentes en aquel momento.

Se excluyeron del estudio un total de 19 pacientes por distintas razones. Dos
pacientes que no recibieron tratamiento con intencion radical, otros dos por
haberse perdido antes de completar 3 anos de seguimiento y 15 pacientes afectos

de tumores con un bajo potencial de afectacion regional (T1NO de glotis).

La totalidad de pacientes incluidos en el estudio (n=111), recibieron un tratamiento
electivo o terapéutico sobre las areas ganglionares.

Los pacientes tratados con radioterapia recibieron un tratamiento con radioterapia
externa conformada 3D.

Un total de 40 pacientes (36.0%) iniciaron la secuencia terapéutica con un

tratamiento de quimioterapia de induccion. El tratamiento con quimioterapia de
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induccion consistid en la administracion de 3 ciclos de CDDP-5 con fluoruracilo

(n=32 pacientes) o CDDP-5 con fluoruracilo-docetaxel (n=8 pacientes).

El tratamiento sobre la localizacién primaria del tumor consistié en la practica de
cirugia en 28 ocasiones (25.2%) y un tratamiento con radioterapia o

quimioradioterapia en 83 (74.8%).

El tratamiento cervical en los pacientes tratados con RT o PQ-RT sobre la
localizacion primaria del tumor y con afectacidon ganglionar concomitante (N+),
consisti6 en la administracion de una dosis de 70-72 Gy sobre las areas
ganglionares en riesgo. En estos mismos pacientes que empezaron el tratamiento
con RT o PQ-RT y eran pacientes sin afectacion clinica ganglionar cervical (cNO0),

consistié en la administracion de radioterapia electiva a dosis de 50 Gy.

Los pacientes tratados con quimioradioterapia concomitante recibieron tres ciclos
de CDDP a dosis de 100 mg/m? los dias 1, 21 y 43 del tratamiento con
radioterapia, o carboplatino semanal a dosis de 1.5 AUC.

Para los pacientes N+ que recibieron un tratamiento con RT o PQ-RT a nivel de la
localizacion primaria del tumor, se procedid a la realizacion de vaciamientos en
funcién de la respuesta a nivel regional evaluada a las 10-12 semanas mediante
técnicas de imagen o PET. Se realizaron vaciamientos cervicales tras finalizar el
tratamiento con radioterapia o quimioradioterapia sobre la localizacion primaria del

tumor en 20 ocasiones.

50



El tratamiento cervical para los pacientes en los que el tumor primario fue tratado
quirurgicamente consistio en la realizacién de vaciamientos cervicales funcionales
o radicales, uni o bilaterales, dependiendo de la categoria de extension regional y
de la localizacion y extension local del tumor primario.

Se realizaron un total de 49 vaciamientos cervicales, 5 radicales y 44 funcionales

o selectivos.

Los criterios de tratamiento adyuvante con radioterapia o quimioradioterapia
postoperatoria para los pacientes tratados con un vaciamiento cervical, se
mantuvieron constantes a los largo del periodo de estudio: la presencia de mas de
dos adenopatias metastasicas y/o la presencia de adenopatias metastasicas con

ruptura capsular.

De los 28 pacientes en los cuales el tratamiento inicial de las areas ganglionares

fue quirargico, en 16 (57.1%) se realizd un tratamiento adyuvante a nivel cervical

con radioterapia (9 pacientes) o quimioradioterapia postoperatorias (7 pacientes).
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La siguiente tabla describe las caracteristicas de los 111 pacientes incluidos en

este estudio.

Caracteristicas N° pacientes (%)
Edad 61.2 afios (Rango: 38.2 - 92.3 afios)
Sexo Masculino 98 (88.3%)
Femenino 13 (11.7%)
Localizacion del tumor  Cavidad oral - Orofaringe 51 (45.9%)
Laringe - Hipofaringe 60 (54.1%)
Categoriade T T1-2 49 (44.1%)
T3-4 62 (55.9%)
Categoria de N cNO 56 (50.5%)
cN+ 55 (49.5%)
Diferenciacion tumoral Bien diferenciado 3 (2.7%)
Mod. diferenciado 95 (85.6%)
Mal diferenciado 13 (11.7%)
Tratamiento primario Cirugia * radioterapia 28 (25.2%)
(Quimio)-radioterapia 83 (74.8%)
Tratamiento cervical Cirugia * radioterapia 48 (43.2%)
(Quimio)-radioterapia 63 (56.8%)
Quimioterapia de No 71 (64.0%)
induccién
Si 40 (36.0%)
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Los datos clinicos utilizados en el presente estudio se obtuvieron de una base de
datos oncologica que incluye informacién epidemiolégica, terapéutica y de
seguimiento de la totalidad de pacientes con tumores malignos de cabeza y cuello
diagnosticados y tratados en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau desde
19858,

El seguimiento de los pacientes incluyé la realizacion de una exploracion
completa del area ORL a intervalos de dos meses durante el primer afio de
seguimiento, cada tres meses durante el segundo afo, y cada cuatro meses a
partir del tercer aio de seguimiento.

Las variables principales del presente estudio fueron: la aparicién de una recidiva
a nivel ganglionar y la supervivencia libre de recidiva regional, definida como el
intervalo de tiempo entre el diagndstico del tumor y el diagndstico de la recidiva a
nivel regional. Se consideraron ademas la supervivencia libre de recidiva local y
libre de metastasis a distancia, asi como la supervivencia ajustada. En todos los

casos se realizé un seguimiento de minimo de 3 anos.

Esta tesis forma parte de un proyecto de investigacién desarrollado en el contexto
de las becas FIS “Papel del eje IL-1/NF-kB en los carcinomas escamosos de
cabeza y cuello” (P111/02380) y “Herramienta de prediccion de respuesta a la
radioterapia basada en la expresion de genes relacionados con la transicion
epitelial-mesenquimal en cancer de cabeza y cuello” (P114/01918). Ambos
proyectos de investigacion fueron aprobados por el Comité de Ensayos e

Investigacion Clinica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

53



4.2.- Muestras biologicas

Para la totalidad de pacientes incluidos en el estudio se dispuso de una muestra

de tumor obtenida de forma previa a cualquier tipo de tratamiento oncoldgico.

Inmediatamente tras la obtencidén de la biopsia, una parte del tejido se estabilizo
mediante inclusion en RNAlater (QiagenGmbH, Hilden, Alemania) y se almaceno

a -80°C hasta su procesamiento.

Los tejidos fueron homogeneizados en 1 ml. de Trizol (/nvitrogen, Carlsbad, CA).
La extraccion del RNA se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. La
transcripcion inversa se realiz6 a partir de 1 pyg. de RNA con el kit “High-

CapacitycDNA” .

La expresion de mRNA se estudié mediante PCR a tiempo real en un ABI Prism
7900HT utilizando ensayos prediseiados validados (TagMan Gene Expression
Assays, Applied Biosystems) y parametros de amplificacion universales. La
expresion relativa de cada transcrito se expresé como el cociente de franscrito del

gen/ transcrito B-actina.

Se dispuso ademas de una muestra de mucosa sana biopsiada a mas de 5 cm.

del limite del tumor para 47 de los pacientes incluidos en el estudio.
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4.3.- Estadistica

La comparacion de variables continuas en funcién de una variable cualitativa
dicotdmica se efectué mediante el test t-Sudent para muestras independientes o
casos apareados. La valoracion de las variables continuas en funcién de mas de
dos variables cualitativas se llevo a cabo con el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis.

Se utilizé un analisis de particidn recursiva (Classification and Regression Tree,
CRT) para categorizar los valores de expresion de mRNA considerando la
aparicion de recidiva a nivel regional como variable dependiente.

Las correlaciones entre variables continuas se evaluaron con el test de
correlacion de Pearson.

Los calculos de supervivencia actuarial se realizaron usando el método de
Kaplan-Meier. Las diferencias entre las curvas de supervivencia se compararon
mediante el test log-rank.

Se realizé un analisis multivariante usando el modelo de regresién de Cox. Se
tomo como variable dependiente la supervivencia libre de recidiva regional y como
variables independientes la localizacion del tumor primario (cavidad oral —
orofaringe vs. laringe-hipofaringe), extension local (T1-T2 vs. T3-T4), extensién
regional (NO vs. N+), tipo de tratamiento (cirugia * radioterapia vs.
radioterapia/quimioterapia), y la categoria de expresion del eje CXCL12/CXCR4

definida por método de particion recursiva.

El analisis estadistico se realizd6 con software SPSS v. 17.0.
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5.- Resultados
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5.1.- Expresion de CXCL12 y CXCR4 en el tumor

En cuanto a los resultados de la expresién de la CXCL12 en las muestras de
tumor fueron significativamente inferiores a los de la mucosa sana (P=0.001).
Por el contrario, los valores de expresion del CXCR4 en las muestras de tumor,

fueron significativamente superiores respecto a los de la mucosa sana (P=0.003).

La siguiente figura muestra la distribucion de la expresién de ambos genes en

funcién del tipo de tejido analizado:
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No aparecieron diferencias significativas en los valores de expresion de la
CXCL12 ni del CXCR4 en el tejido tumoral en funcion de: la localizacion del tumor
(cavidad oral-orofaringe versus laringe-hipofaringe), la categoria de extension
local del tumor (T1-T2 versus T3-T4) o la presencia de afectacion ganglionar

regional en el momento del diagndéstico (NO versus N+).
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Las gréficas siguientes ilustran los resultados de los valores de la expresion de la

CXCL12 y del CXCR4 del tejido tumoral en funcion de:
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De los 41 pacientes con carcinomas de localizacion en orofaringe, se dispuso de
informacion relativa al status del virus del papiloma humano (HPV) en 38
ocasiones. El porcentaje de pacientes HPV+ en esta cohorte de pacientes fue del
18.4%.

No aparecieron diferencias significativas en los valores de expresién de la
CXCL12 ni del CXCR4 en funcién del status HPV, para los pacientes con

carcinomas de esta localizacion.
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El analisis de particion recursiva no encontré diferencias en los valores de
expresion de CXCL12 ni de CXCR4 en funcion del status ganglionar en el

momento del diagndstico inicial (NO versus N+).

59



5.2.- Expresion de CXCL12 y CXCR4 en metastasis ganglionares

El tratamiento realizado sobre las areas ganglionares incluyé vaciamientos
cervicales en 48 pacientes, 5 de los cuales (10.4%) mostraron la presencia de
metastasis ganglionares con ruptura capsular (R+).

No aparecieron diferencias significativas en los valores de expresion de la
CXCL12 ni del CXCR4 en funcion de la presencia de adenopatias metastasicas
con ruptura capsular en las piezas de los vaciamientos cervicales (P=0.743 y

P=0.948, respectivamente).

Durante el periodo de seguimiento un total de 28 pacientes (25.2%) sufrieron una
recidiva local de la enfermedad, 19 (17.1%) una recidiva regional, y 14 (12.6%) la
aparicion de metastasis a distancia.

El analisis de particion recursiva no encontré relacién significativa entre los
valores de expresiéon de la CXCL12 ni del CXCR4 ni del control local de la

enfermedad.

Al considerar como variable dependiente el control regional, el analisis de
particion recursiva llevd a cabo un arbol de clasificacion con una primera
ramificacion dependiente del valor de expresion del CXCR4 y una segunda
ramificacion para los pacientes con unos valores de expresion elevados de

CXCR4 en funcién del valor de expresion del CXCL12.
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Se definieron tres grupos de pacientes:

- Los pacientes con unos valores de expresion de CXCR4 bajos (nodo 1,
n=39, 35.1%), con un riesgo bajo de recidiva regional.

- Pacientes con valores de expresion de CXCL12 elevados y CXCR4
elevados (nodo 3, n=22, 19.8%), también con un riesgo de recidiva
regional bajo.

- Y los pacientes con unos valores de expresion baja de CXCL12 y elevados
de CXCR4 (nodo 2, n=50, 45.0%), con un riesgo elevado de aparicién de

recidiva regional.

61



La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia libre de recidiva regional

en funcién de la clasificacion obtenida mediante el método de particion recursiva.

- CXCR4 bajo
g CXCR4 elevado / CXCL12 elevado
?o,a—
S
T 1
E 0.8 CXCR4 elevado / CXCL12 bajo
-
5
= 0,4
)
e
[\ 1}
2
> 0249
g
-
w

0,07

1 ] 1 ] 1 1
0 1 2 3 4 5

anos

La supervivencia libre de recidiva regional a los 5 afios para los pacientes con
valores bajos de CXCR4 (nodo 1), fue del 97.4% (IC 95%: 92.5-100).

Para los pacientes con valores elevados de CXCL12 y de CXCR4 del 94.7% (IC
95%: 84.8-100).

Finalmente, para los pacientes con valores bajos de CXCL12 y elevados de

CXCR4 del 63.3% (/IC 95%:49.2-77.4).
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Logicamente se pudo comprobar como existieron diferencias significativas en la
supervivencia libre de recidiva regional en funcion de los valores de expresion de

CXCL12 y CXCR4 (P=0.001).

La siguiente tabla muestra los valores de la supervivencia actuarial a los 5 afios
libre de recidiva local, regional y a distancia de la enfermedad, asi como la

supervivencia ajustada en funcion de las categorias de expresién del eje

CXCL12/CXCR4.
Nodo 2 Nodo 3
C)":ggf; . CXCR4 elevadol CXCR4 elevadol P
ajo CXCL12 bajo CXCL12 bajo
71.3% 71.5% 78.0%
Local (57.0-85.6) (58.2-84.8) (58.4-97.6) 0.734
. 97.4% 63.3% 94.7% .
Regional o5 5 100) (49.2-77.4) (84.8-100) 0.001
. . 90.7% 83.5% 78.8%
Distancia 41 5 100) (72%-95.0) (59.8-97.8) 0.460
. 66.9% 67.6% 67.5%
Ajustada 511 85 7y (53.9-81.3) (44.8-90.2) 0.994

No aparecieron diferencias significativas en el control local o a distancia de la
enfermedad o en la supervivencia ajustada en funcidén de la expresion del eje

CXCL12/CXCRA4.
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5.3.- Estudio de la supervivencia libre de recidiva regional

Se realizé un analisis multivariante considerando como variable dependiente la
supervivencia libre de recidiva regional y como variables independientes: la
localizacion del tumor primario, su extension local y regional, el tipo de tratamiento
realizado a nivel regional, asi como la clasificacion de los pacientes en funcion de
la expresion de CXCL12/CXCR4, agrupando en una unica categoria los pacientes
con niveles bajos de CXCR4 (nodo 1) y CXCL12 elevada / CXCR4 elevada

(nodo 3).

De acuerdo con los resultados del analisis multivariante, la unica variable que se
relacion6 de forma significativa con la supervivencia libre de recidiva regional fue
la expresion del eje CXCL12/CXCR4. Contando como categoria de referencia a
los pacientes incluidos en los nodos 1 y 3, los pacientes con unos niveles de
expresion bajos de CXCL12 y elevados de CXCR4 (nodo 2), contaron con un

riesgo de recidiva regional 10.7 veces superior (IC 95%: 2.4-47.2; P=0.002).

La siguiente tabla muestra un resumen de los resultados del analisis multivariante

de la supervivencia libre de recidiva regional:
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HR (IC 95%) P
T1-T2 1
T
T3-T4 0,83 (0.031-2.22) | 0,724
NO 1
N
N+ 2,51 (0.91-6.95) | 0,075
Cavidad Oral- Orofaringe 1
Localizacién
Laringe-Hipofaringe 1,69 (0.62-4.54) | 0,299
Cirugia £ RT 1
Tto. regional
RT/CT-RT 0,87 (0.33-2.29) | 0,790
CXCR4 bajo
1
CXCL12/CXCR4 CXCL12 alto/CXCR4 alto
CXCL12 bajo/ CXCR4 alto | 10,71 (2.42-47.42) | 0,002

También se analizd6 la capacidad prondstica de la expresidon del eje
CXCL12/CXCR4 sobre el control regional de la enfermedad en funcion del estadio
ganglionar inicial.

La supervivencia libre de recidiva regional a los 5 afos para los pacientes sin
afectacion ganglionar inicial (NO) con una expresion baja de CXCL12/ elevada de
CXCR4 (nodo 2), fue del 78.0% (IC 95%: 60.5-95.5); en tanto que para el resto de
pacientes (nodos 1+3) fue del 96.6% (/C 95%: 89.9-100).

En el caso de los pacientes con afectacion ganglionar inicial (N+), la supervivencia
libre de recidiva regional a los 5 afios para los pacientes con una expresion baja
de CXCL12 /elevada de CXCR4 (nodo 2) fue del 50.5% (IC 95%: 30.1-70.9), y

para el resto de pacientes (nodos 1+3) del 96.6% (/IC 95%: 89.9-100).
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Las graficas inferiores muestran las curvas de supervivencia libres de recidiva
regional en funcién de la categoria de expresion del eje CXCL12/CXCRA4,

considerando de forma conjunta los nodos 1y 3.
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Se observé como los pacientes con una expresion baja de CXCL12/ elevada de
CXCR4 (nodo 2) contaron con una supervivencia libre de recidiva regional
significativamente inferior, tanto en el caso de los pacientes NO (P=0.036) como

en los pacientes N+ (P=0.001).

De los pacientes tratados con cirugia a nivel ganglionar (n=48), la supervivencia
actuarial a los 5 afos libre de recidiva regional para los pacientes con CXCL12
bajo / CXCR4 alto fue del 56.5% (/IC 95%: 36.4-76.6), en tanto que para el resto
de pacientes fue del 100%.

En el caso de los pacientes tratados con radioterapia o quimioradioterapia (n=63),
la supervivencia libre de recidiva regional a los 5 afios para los pacientes con
CXCL12 bajo / CXCR4 alto fue del 70.0% (IC 95%: 51.0-89.0) y para el resto de

pacientes del 94.3% (IC 95%: 86.7-100).
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Las siguientes figuras muestran las curvas de supervivencia libre de recidiva
regional en funcién del tipo de tratamiento efectuado sobre las areas

ganglionares.
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Se apreciaron diferencias significativas en el control regional de la enfermedad en
funcién del nivel de expresion del eje CXCL12/CXCR4 tanto para los pacientes
que fueron tratados con un vaciamiento cervical (P=0.001) como para los
pacientes que recibieron un tratamiento con radioterapia o quimioradioterapia a

nivel ganglionar (P=0.018).

Se analizaron también los resultados en funcion del control obtenido a nivel local
con el tratamiento inicial.

Para los pacientes en los que el tratamiento inicial consigui6 el control local de la
enfermedad (n=83), la supervivencia libre de recidiva regional a los 5 afios para
los pacientes con CXCL12 bajo / CXCR4 alto fue del 77.6% (/IC 95%: 63.9-91.3) y
para el resto de pacientes del 100%.

En el caso de los pacientes que contaron con una recidiva local de la enfermedad

(n=28), la supervivencia libre de recidiva regional a los 5 afios para los pacientes
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con CXCL12 bajo / CXCR4 alto fue del 22.6% (/IC 95%: 0.0-48.0) y para el resto

de pacientes del 84.0% (/IC 95%: 63.3-100)

La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia libres de recidiva regional
en funcién de la categoria de expresion del eje CXCL12/CXCR4, considerando de
forma conjunta los nodos 1 y 3, en funcion del control local de la enfermedad

conseguido con el tratamiento inicial.
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Al igual que en los casos anteriores, observamos un deterioro significativo en la
supervivencia libre de recidiva regional para los pacientes con unos niveles bajos
de CXCL12 / elevados de CXCR4 tanto en aquellos casos en los que el
tratamiento inicial consiguio el control local de la enfermedad (no rT, P=0.001)

como en los pacientes con una recidiva local (rT, P=0.014).
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5.4.- Estudio de la supervivencia libre de metastasis a distancia

Finalmente, al considerar como variable dependiente la aparicion de metastasis a
distancia, el analisis de particion recursiva clasificd a los pacientes en funcion del

nivel de expresién del CXCR4, sin incluir el CXCL12 en el arbol de clasificacion.

METASTASI

Mode O
Categony % n

F———-1 W 0,000 874 97
| Q000 | B 1,000 126 14

|
= 1,000 | Total 1000 114

_____ =

CHCRA_T
Improvement=0,011

<= 27 27988425022 2T 27664250224

Mode 1 Mode 2
Category % n Category % n
B 0000 932 60 B 0,000 Fi= AT
N 1,000 G52 4 N 1,000 21,3 10
Total &r7 64 Total 423 47

Se definieron dos categorias de pacientes en funcion del riesgo de aparicién de
metastasis a distancia: pacientes con un nivel de expresiéon bajo de CXCR4
(n=64, 57.7%), que contaron con un riesgo bajo de aparicidbn de metastasis y
pacientes con expresion elevada de CXCR4 (n=47, 42.3%), con un riesgo de
diseminacion a distancia elevado. De acuerdo con el analisis de particidon

recursiva, el valor del punto de corte en el nivel de expresion del CXCR4 con una
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mayor capacidad prondstica en relacion a la aparicion de metastasis a distancia
(27.13), fue superior al que definio las categorias en funcion del control regional
(10.85) de la enfermedad.

La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia actuarial libre de
metastasis a distancia en funcion de las categorias de expresion obtenidas

mediante el analisis de particion recursiva.

100%- —:u_l-l CXCR4 low
S
Z CXCR4 high
? B0%-
2
5
o 40%
g
Q@
=
20%
P=0.019
0%
I | T I | T
0 i 2 3 4 5
years

La supervivencia libre de metastasis a distancia a los 5 afos para los pacientes
con unos niveles de expresién bajos de CXCR4 de acuerdo con este nuevo
analisis de particion recursiva (n=64) fue del 92.7% (IC 95%: 85.8-99.7). En
cambio para los pacientes con unos niveles de expresién elevados (n=47) resulté
del 74.7% (IC 95%: 60.6-88.8).

Existieron diferencias significativas en la supervivencia libre de metastasis a

distancia en funcion del nivel de expresiéon de CXCR4 (P=0.019)
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5.5.- Relacion entre los niveles de expresion del eje

CXCL12/CXCR4 y genes implicados en procesos de diseminacion

Se llevdo a cabo un estudio de correlacion entre los valores de expresion
transcripcional del eje CXCL12/CXCR4 y otros genes relacionados con la
respuesta al tratamiento y la capacidad de diseminacién. Entre ellos se
incluyeron: las vias de la ciclooxigenasa (COX), NFkB, la interleucina-1 (IL-1), los
marcadores leucocitarios (CD45, MPO, MPC-1), las metaloproteinasas 2 y 9
(MMP-2, MMP-9), las co-caperonas (Hsp-90) y las superoxido dismutasas: 1,2 y
3(SOD-,1 2y 3).

Las siguientes tablas, muestran los resultados numéricos de las correlaciones de
Pearson obtenidas entre todas las variables estudiadas (en negrita, las

correlaciones con  significacion estadistica relacionadas con la Vvia

CXCL12/CXCRA4):
CXCL12 CXCR4 | CcOX-2 | mPGES-1 | mPGES-2 PGIS
IcxcL12  Pearson 1 ,473" 186 -,005 -124 ,243
,000 ,051 ,962 396 ,011
|cxcr4 Pearson ,473" 1 ,442" 154 ,098 ,3357
,000 ,000 108 504 ,000
|cox-2 Pearson ,186 ,4427 1 382" ;338" 157
,051 ,000 ,000 018 102
[mPGES-1  Pearson -,005 154 382" 1 919" ,053
,962 108 ,000 ,000 582
[mPGES-2  Pearson -,124 ,098 338 919" 1 ,052
,396 504 ,018 ,000 727
IrGis Pearson ,243° ,3357 157 ,053 ,052 1
,011 ,000 ,102 582 727
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CXCL12 | CXCR4 IL-1a IL-tb | VEGF |MMP-2| MMP-9
IcxcL12  Pearson 1 ,473" 012 -,054 031 | ,092 A17
,000 ,899 572 747 | 339 | 221
|cxcra Pearson ,473" 1 -,023 ,088 1947 | 241 | 146
,000 812 361 ,041 | 011 | 125
IL-1a Pearson -,012 -,023 1 651 217 | -042 | -,030
,899 812 ,000 022 | 664 | 753
fiL-10 Pearson -,054 ,088 651" 1 2517 | 158 | 123
572 361 ,000 008 | 008 [ 198
VEGF Pearson 031 ,194 217 251%* 1 195 | 128
747 ,041 ,022 ,008 040 | 179
IMmP-2 Pearson ,092 ,241 -,042 ,158 195 1 411
339 ,011 664 ,098 ,040 ,000
IMmP-9 Pearson 117 146 -,030 123 128 | 411 1
221 125 753 198 179 | ,000
CXCL12 CXCR4 CD45 MPO | NF-kB(p65)
lcxcr12 Pearson 1 ,4737 101 -,016 ,011
,000 326 885 910
|cxcr4 Pearson ,473" 1 ,067 ,001 ,099
,000 517 989 301
lcpas_T Pearson 101 ,067 1 ,169 170
326 517 121 ,098
IMPO_T Pearson -,016 ,001 169 1 -,003
885 ,989 121 976
INFkB(p65) Pearson 011 ,099 170 -,003 1
910 ;301 ,098 976
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CXCL12 |CXCR4| SOD1 SOD2 SOD3 Hsp90AA
lcxcL12 Pearson 1 473 | 226 ,241° ,060 145
,000 | 056 ,042 616 226
|lcxcr4 Pearson ,473" 1 ,108 ,106 -,066 116
,000 ,365 377 579 331
SOD1(Cu/Zn) Pearson 226 ,108 1 679" -,058 714"
056 | 365 ,000 631 ,000
SOD2(Mn)  Pearson ,241 | 106 | 679 1 -,058 683"
,042 | 377 | 000 627 ,000
SOD3(ec)  Pearson 060 | 679 | -058 -,058 1 ,003
616 | 579 | 631 627 ,980
[Hsp90AA  Pearson 145 A16 | 7147 683" ,003 1
226 | 331 ,000 ,000 ,980

La expresion de CXCL12 se correlaciond, ademas de con CXCR4, sélo con el
nivel de expresidon de la PGIS (sintetasa especifica de la sintesis de la

prostaciclina o PGl;) y la SOD-2.

En el caso del CXCR4, ademas de con CXCL12, aparecié una correlacion que
alcanzd el grado de significacion estadistica con COX-2, PGIS, y en menor

medida con VEGF y MMP-2.
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Cabe destacar la correlacion existente entre CXCR4 y COX-2. La siguiente figura
muestra a nivel grafico la correlacion existente entre los valores de expresion de

ambos genes.

1000+

1007 — 0% o5 ¢ o

COX-2

1 10 100 1000
CXCR4

Se procedié a continuacion a evaluar la distribucion de los valores de expresion
de los diferentes genes analizados en funcién de la categoria de expresion del eje
CXL12/CXR4 con capacidad prondstica en el control regional de la enfermedad
( nodo 1: CXCR4 bajo, nodo 2: CXCL12 alto / CXCR4 alto y nodo 3

CXCL12 bajo / CXCR4 alto).

Las siguientes graficas muestran los diagramas de caja (boxplots) que resumen la
distribucién de los genes evaluados en funcién de las diferentes categorias, asi
como el valor de significacion correspondiente al test no paramétrico de Kruskal-

Wallis.
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El grupo de pacientes con unos niveles bajos de CXCR4 contaron también con
una expresion disminuida de COX-2, mPGES-1, PGIS, VEGF, NFkB, MMP-2,
MMP-9, CD45, MPO, las superoxido dismutasas, y la Hsp90.

En general, para los pacientes con unos niveles de expresion elevados de
CXCR4, no aparecieron diferencias significativas en los valores de expresion de

estos genes en funcién de la expresion de CXCL12.
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6.- Discusion
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Los pacientes con presencia de adenopatias metastasicas en el momento del
diagnostico (N+) reciben, ademas del tratamiento sobre la localizacion primaria
del tumor, un tratamiento especifico sobre las areas ganglionares. Este
tratamiento consiste, dependiendo de la extensidn de la afectacidn regional, en la
realizacién de vaciamientos cervicales, radioterapia o quimioradioterapia, o un
combinacion de estos tratamientos.

Salvo los casos de tumores iniciales de localizacion glética (T1-T2) y de algunos
tumores muy superficiales de cavidad oral, dado el riesgo de afectacion
ganglionar oculta, para la mayoria de pacientes con CECC sin afectacion
ganglionar (NO) esta indicado igualmente la realizacién de un tratamiento electivo,
que dependiendo del tratamiento efectuado sobre la localizacion primaria del

tumor, suele consistir en una cirugia ganglionar o radioterapia®.

La aparicion de una recidiva regional comporta un mal prondstico. Un porcentaje
variable de pacientes con recidiva a este nivel, entre el 26%"° y el 88%%
dependiendo de las series, no son considerados candidatos a tratamiento de
rescate con intencién radical. Para los pacientes sometidos a tratamientos de
rescate, los resultados obtenidos consiguen el control de la enfermedad entre el

35%y el 60%°".

El disponer de biomarcadores con una capacidad predictiva del control de la
enfermedad a nivel cervical en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello,
contaria con una elevada utilidad. Permitiria intensificar los tratamientos en aquel

grupo de pacientes con un mayor riesgo de fracaso regional, de lo que podria
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derivarse un incremento en el control final de la enfermedad y a la postre en un

hipotético aumento de la supervivencia.

Asi como existen una gran cantidad de estudios que analizan la relacion entre la
expresion de diferentes vias de carcinogénesis y el control de la enfermedad a
nivel local®?, son muy pocos los que analizan de forma especifica la existencia de
biomarcadores con capacidad prondstica a nivel regional.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la evaluacion de la
expresion del eje CXCL12/CXCR4 a nivel transcripcional permite clasificar a los
pacientes en funcion del riesgo de sufrir una recidiva del tumor a nivel ganglionar
una vez completado el tratamiento oncologico.

Los pacientes con unos niveles de expresion bajos de CXCR4 contarian con un
riesgo bajo de recidiva regional. Para los pacientes con una expresion elevada de
CXCR4, el riesgo de recidiva ganglionar se relacionaria con la expresion del
CXCL12: los pacientes con unos niveles de expresion elevados contarian con un
riesgo bajo de recidiva, en tanto que los pacientes con unos valores de expresién
de CXCL12 bajos serian los que contarian con una mayor probabilidad de recidiva

del tumor a nivel regional.

Cabe destacar el hecho que las categorias de expresion del eje CXCL12/CXCR4
obtenidas a partir del sistema de particiéon recursiva, mantuvieron de una forma
sistematica la capacidad prondstica, tanto al considerar la afectacion ganglionar
inicial (NO versus N+) como al considerar el tipo de tratamiento efectuado sobre

las areas ganglionares (cirugia versus radioterapia o quimioradioterapia) o el
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control sobre la localizacion primaria del tumor conseguido con el tratamiento
inicial.

Pensamos que esta consistencia en el mantenimiento de la capacidad prondstica
de la expresion del eje CXCL12/CXCR4 en estas diferentes situaciones, avala su

utilidad como un biomarcador de control regional de la enfermedad.

En un estudio realizado en 71 pacientes con CECC tratados mayoritariamente con
cirugia y radioterapia postoperatoria, Clatot y cols.® también encontraron una
relacion entre el riesgo de recidiva metastasica y el nivel de expresién del
CXCL12 medido mediante PCR. Los pacientes con unos niveles bajos de
expresion de CXCL12 contaron con un riesgo significativamente superior de
recidiva metastasica, definida como una recidiva regional o a distancia de la
enfermedad. De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, las
variables que se relacionaron con la supervivencia libre de metastasis fueron un
nivel de expresion bajo de CXCL12 (P=0.021) y la presencia de adenopatias
metastasicas con ruptura capsular (P=0.001). Los autores no encontraron relacion
entre la presencia de metastasis ganglionares con ruptura capsular en los
vaciamientos realizados en su cohorte de pacientes y los niveles de expresién de
CXCL12 (P=0.66).

De acuerdo con nuestros resultados, no encontramos relacién entre la presencia
de adenopatias metastasicas con ruptura capsular y la expresién de CXCL12 o

CXCR4 en nuestro grupo de pacientes (P=0.948 y P=0.743, respectivamente).

En otro estudio realizado por el mismo grupo de autores, se valord la expresion

transcripcional de 42 genes en una cohorte de 61 pacientes con CECC y se
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evalué la supervivencia libre de metastasis, definida como la aparicion de
enfermedad fuera de la localizacion primaria del tumor®. A partir de un analisis no
supervisado se defini6 un “cluster’ de pacientes con un elevado potencial de
metastatizacién definido como “CXCL12 bajo”. En estos, los genes relacionados
con las interacciones con la matriz extracelular y el proceso inflamatorio (MMPs,
CXCL12, TGF-B, PLAU y PTGER3-4) se encontraban infraexpresados, mientras
que muchos genes relacionados con hipoxia (HIF-1a, VEGF-A y BNIP3) y con el
metabolismo del lactato (SLC16A1, LDHA, CA-9 y SLC2A1) se encontraban
sobreexpresados. El grupo opuesto denominado “CXCL12 elevado”, de mejor

prondstico, contd con un perfil de expresién justamente opuesto.

@ Cluster CXCL12 high
B Cluster CXCL12 low

P P ——— e e e,
0 until metastasis 3% r‘-l_lf‘ﬁ r-l,_, r‘fl?w I'LI_L[_‘Pﬂ rlw_.FLr‘ﬂ
[ MES

0 wrtil censoring as

Fallow up (manths) HClust

Gene expression (in MAD urits)

82



La siguiente figura muestra la supervivencia libre de metastasis para los dos

grupos de pacientes:
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Otros autores han encontrado un empeoramiento de la supervivencia en

pacientes con tumores de CECC con expresion elevada de CXCR460:64:66.69

, pero
sin especificar si el deterioro de la supervivencia era debido a un fracaso en el

control local, regional o a distancia de la enfermedad.
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A este respecto, es interesante la reciente revision y meta-analisis hecho por
Zhaoy cols.®* en la que se seleccionan y analizan 85 estudios, de diferentes tipos
de canceres, de los cuales 7 son de pacientes con CECC. En ellos se mide la
relacion entre la sobreexpresion del CXCR4 y la supervivencia global vy la
supervivencia libre de recidiva.

El estudio de la sobreexpresion de CXCR4 y la supervivencia libre de recidiva en

12 tipos diferentes de cancer esta resumido en el siguiente grafico.

No. of No. of patients Hazard ratio Hazard ratio
Cancer type studies (CXCR4+/CXCR4-) (95% CI) (95% CI)
Hematological malignancy 6 537(315/222) S 2.31(1.33, 4.02)
Breast cancer 13 2318(712/1608) — 1.80(1.31, 2.45)
Colorectal cancer 4 263(140/123) B 2.69(1.70, 4.26)
Esophageal Cancer 5 760(489/271) —— 1.59 (1.24, 2.05)
Gastric cancer 1 26(13/13) > 3.42 (0.71, 16.36)
Head and neck cancer 1 71(35/36) —_— 1.19 (0.56, 2.54)
Renal cancer 4 488(294/194) _— 3.98 (2.26, 7.01)
Lung cancer 2 233(84/149) 1.05 (0.12, 8.96)
Melanoma 2 103(53/50) —_— 1.42 (0.64, 3.19)
Gynecologic cancer 6 466(271/195) —_— 3.03(1.89, 4.88)
Pancreatic cancer 1 71(39/32) + 1.28 (0.90, 1.83)
Liver cancer 2 256(138/118) —— 2.32(1.73,3.10)
Total a7 5592(2583/3009) - 2.04 (1.72, 2.42)

I |

A 1 10
CXCR4+ longer survival CXCR4+ shorter survival

Se puede observar que en el unico estudio analizado sobre CECC no resultd
concluyente en cuanto a ésta relacion, HR=1.19 (/C95%: 0.58-2.54).

Sin embargo, al analizar la relacién entre la sobreexpresion CXCR4 vy la
supervivencia global en 7 estudios realizados con pacientes con CECC, los
autores encontraron una asociacion significativa entre sobre-expresion CXCR4 vy

una menor supervivencia, con un HR=2.20 (/C95%: 1.37-2.97).
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No. of Mo. of patients Hazard ratio Hazard ratio

Cancer type studias ({CXCR4+/CXCR4-) (95% CI) (95% CI)
Hematological malignancy 7 TE4{213/351) — 1.83(1.533,279)
Braast cancer 18 4125(1933/2192) -+ 1.56(1.29, 1.94)
Caolorectal cancer g 375(199/178) — 1.83(1.32, 253
Escphageal Cancer T BEG(5E6320) — 1.65(1.24, 215)
Gasine cancer 3 T55(361/354) —_—— 1.94 (0.66, 4.35)
Head and neck cancer 7 E7T(283/204) L 202 (1.37, 2487
Renal cancer 5 HB4{320/265) —— 2.93(2.08, 4.15)
Lung cancer B S73(24B325) o 251 (1.64,383)
Melanama 3 136(02/84) T— 1.93 (0.88, 4.25)
Gynecologic cancer 7 TOG(RA0/26E) —_— 224 (1.11, 4509
Pancraalic cancar 2 32025488) —_— 1.34 (D63, 2.83)
Liver cancer 2 256(138/118) — 275(2.02,375)
Prostate cancer 2 108(5455) —_— 267 (1.61,442)
Sarcoma 2 16B(97/71) F 514 (0.64, 41.50)
Gallbladder cancer i T2(50122) —_— 2.30(1.10, 4.80)
Total 7O 10506(5507/4999) -+ 1.94 (1.71, 2.20)
T T
1 1 10

- CXCR4+ longer survival ~ CXCR4+ shorter survival

Los autores concluyen proponiendo la sobre-expresion de CXCR4 como un factor

de riesgo independiente de la disminucion de la supervivencia.

En otro estudio en el que se analizan biomarcadores con capacidad prondstica en
relacion al control regional de la enfermedad en pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello, Melchers y cols.®®> encontraron una relacién entre
la expresion de la claudina-7, una proteina implicada en la formaciéon de las

“zénula occludens” (tigh junctions) intercelulares y el riesgo de recidiva ganglionar.

Los autores llevaron a cabo un estudio inmunohistoquimico en que evaluaron la
expresion de E-cadherina, una proteina que participa en la adhesion celular,
EpCAM, cuya expresion debilita la adhesién mediada por la E-cadherina y la

claudina-7, en una cohorte de 227 pacientes con carcinomas de cavidad oral y
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orofaringe tratados de forma quirdrgica. Encontraron una relacion entre la
ausencia de expresion de E-cadherina a nivel de membrana y la sobre-expresion
citoplasmatica de EpCAM vy la afectacién ganglionar (pN+).

En el caso de la claudina-7, un 38% de los pacientes mostraron positividad sin
que ésta se asociase con la afectacion ganglionar. Sin embargo, pudo observarse
una relacion significativa entre la positividad frente a la claudina-7 y el control
regional. Los pacientes con positividad a la claudina-7 tuvieron una supervivencia
libre de recidiva regional significativamente mas elevada, tal como muestra el

siguiente grafico:

Regional disease-free survival
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No existieron diferencias significativas en el control local o a distancia de la
enfermedad y la expresion de claudina-7. De acuerdo con los resultados de un

estudio multivariante, las variables que se relacionaron de forma significativa con
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el control regional de la enfermedad fueron la categoria de afectacion ganglionar
pN (HR=5.0, IC 95%: 2.0-12.7) y la expresién de la Claudina-7 (HR=0.19, IC 95%:
0.21-0.87).

Una de las condiciones necesarias para que un paciente sufra la aparicion de una
recidiva a nivel regional es, en primer lugar, que el tumor cuente con la capacidad
de diseminacion a nivel regional. En este sentido, existen numerosos estudios
realizados mayoritariamente a partir de un analisis inmunohistoquimico de las
muestras, que han encontrado una relacion significativa entre la actividad del eje
CXCL12/CXCR4 y la aparicion de metastasis ganglionares en los pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello. Diferentes estudios han encontrado
que los tumores de pacientes con CECC y afectacién regional en el momento del
diagnodstico (N+), tenian unos niveles de positividad inmunohistoquimica frente al

CXCR4 significativamente superiores®6163.6467.69

5 encontraron una relacion

A nivel de expresion transcripcional, Ueda y cols.
significativa de los valores de CXCR4 mRNA medido mediante RT-PCR y el
estado ganglionar en 25 pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y
cuello. En el lecho tumoral, la positividad del CXCL12 aparecié expresada de

60.6368 sin que aparecieran

forma preferente a nivel de las células del estroma
diferencias significativas en los niveles de expresion del tumor primario en funcién
de la presencia de metastasis ganglionares en el momento del diagndstico, ya

387 o de analisis de la expresion

fuera en estudios inmunohistoquimicos
L 32

transcripcional™.

De acuerdo con nuestros resultados, no existieron diferencias significativas en la

expresion transcripcional de CXCL12 ni de CXCR4 en relacion al estado

ganglionar en el momento del diagnéstico inicial.
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Quedaria por determinar si existen mecanismos de regulacion
postranscripcionales que modificasen la expresion de las proteinas diana de este
eje y que pudieran justificar la discrepancia entre los resultados obtenidos en los
diferentes estudios inmunohistoquimicos y los obtenidos a partir de nuestras
determinaciones de mRNA.

Uchida y cols.*”® y Katayama y cols.°

encontraron un gradiente en la expresion de
CXCL12 entre la localizaciéon primaria del tumor y las areas ganglionares, de
manera que, el grado de positividad en los ganglios metastasicos fue
significativamente superior al que estaba presente en la localizacién primaria del
tumor.

La siguiente figura muestra como en un experimento de quimiotaxis, la migracion

de una linea celular de CECC que era CXCR4 positiva (IMC-3), se increment6 de

forma dosis dependiente a la concentracion de CXCL12 .
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A partir de estos hallazgos los autores establecieron una hipotesis de acuerdo con
la cual, las metastasis a nivel ganglionar o a distancia dependerian de células

tumorales CXCR4 positivas en funcion de un gradiente de CXCL12.

Organ/Tissue Tumor

AR
( :55 &)

\ l. Egress
CXCR4* ‘ CXCR4"
Normal SC Tumor SC

Il. Circulation

Ill. Adhesion

IV. Homing/Metastasis

V. Survival/Expansion

Una hipdtesis que puede establecerse a partir de nuestros resultados, es que uno
de los mecanismos que favoreceria la aparicion de metastasis ganglionares o a

distancia seria la positividad de CXCRA4.
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Las células tumorales con una escasa expresion de CXCR4, no tendrian el
receptor adecuado para movilizarse a partir de la existencia de un gradiente de
CXCL12.

La otra condicion para que se produjese la migracion celular seria la existencia de
dicho gradiente. En los tumores con unos niveles de expresion elevados a nivel
del microambiente tumoral de CXCL12, no existirian discrepancias notables entre
la concentracion local de CXCL12 y la existente en los érganos diana, por lo que
no se estableceria un gradiente adecuado que indujese la migracion de la célula
tumoral. Por el contrario, los tumores con unos niveles de expresion bajos de
CXCL12 serian aquellos que contarian con dicho gradiente, justificando nuestros

hallazgos y los establecidos por el grupo de Clatot y cols.**®.

Estudios “in vitro” han podido determinar cémo este incremento en la capacidad
de diseminacion a nivel ganglionar relacionada con la expresion del eje
CXCL12/CXCR4, seria consecuencia de una serie de alteraciones en el
comportamiento celular relacionadas con la activacion de dicho eje.

La activacion del eje CXCL12/CXCR4 en lineas celulares de CECC comportd un
incremento “in vitro” de la capacidad de migracion e invasién. Entre los
mediadores que justifican este incremento en la agresividad celular mediada por
CXCL12/CXCR4 se han podido estudiar la activacion de las vias:

ERK-1/2 5960837173 7 59.60.73 NFKRT3,

Por su parte, el bloqueo del eje CXCL12/CXCR4 comporté una disminucion de la

66,74

capacidad invasiva y migracion celular™'”, asi como de la capacidad de inducir

“in vivo” la aparicion de metastasis en modelos experimentales®®®. Este
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incremento en la capacidad de invasion y metastatizacion se ha correlacionado

con el incremento en la actividad de MMP-9%*"'y MMP-13%,

Por otra parte, varios autores han comprobado la capacidad del eje
CXCL12/CXCR4 en inducir “in vitro” los cambios fenotipicos relacionados con el
proceso de transicion epitelial-mesenquimal, como uno de los elementos
favorecedores de la capacidad de invasion y metastasis por parte de las células

tumorales’®"?.

El otro elemento a considerar, en el caso de que un paciente sufra la aparicion de
una recidiva a nivel regional, es que los depdsitos metastasicos existentes a nivel
de las areas ganglionares hayan contado con la capacidad de resistir el
tratamiento efectuado a dicho nivel.

En el caso de un tratamiento quirurgico, la recidiva suele aparecer fuera de las
areas tratadas o en caso de tumores extensos, con afectacion ganglionar
extracapsular, a nivel del lecho de reseccion.

En recidivas tras radioterapia o quimioradioterapia, las recidivas afectan areas
marginales no incluidas en los campos de tratamiento o, con una mayor
frecuencia, aparecen en las areas de drenaje del tumor inicial, indicando una
capacidad por parte del tumor a nivel regional de resistencia frente al tratamiento

administrado.

A partir de datos indirectos como la capacidad de inducir el proceso de transicion

epitelial-mesenquimal y la relacion existente entre la promocion de este proceso y

86,87

la resistencia al tratamiento™"’, seria sensato considerar que las células que
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cuentan con una activacion del eje CXCL12/CXCR4 contarian con una menor
sensibilidad a los tratamientos con radioterapia o quimioradioterapia.

Hasta donde sabemos, no existen estudios que hayan analizado la existencia de
diferencias en la sensibilidad a los tratamientos oncolégicos en funcién del nivel
de activacién de CXCL12/CXCR4 en los CECC. Sin embargo, existen evidencias
obtenidas de otros modelos tumorales que sefalan este eje como diana

terapéutica.

Actualmente se han desarrollado tres clases de antagonistas CXCR4:

(1) antagonistas no péptidos de CXCR4: AMD3100 y AMD3465°;

(2) antagonistas peptidicos: T140 y su analogo TN14003%°, ALX40-4C*°, o
BKT140; y (3) anticuerpos anti-CXCR4: MDX-1338.

Estudios experimentales han evidenciado como el tratamiento concomitante con
AMD3100 afiadido a la radioterapia, conduce a una disminucién en la proliferacion
celular e incrementa el control en tumores de pulmoén, mama®' o prostata®. Por
otra parte, estudios “in vitro” e “in vivo” han demostrado como el antagonista
peptidico BKT140, incrementd los efectos terapéuticos del cisplatino, el paclitaxel
o la radioterapia en un modelo de carcinoma pulmonar no microcitico®.

No existen ensayos clinicos que hayan evaluado la capacidad terapéutica de la
inhibicion de CXCR4 en combinacion con tratamientos con radioterapia. Los datos
preclinicos obtenidos en diferentes modelos tumorales indican que la expresion
intratumoral de CXCL12 se incrementa tras el tratamiento la irradiacion a partir de
la activaciéon de las vias TGF- y HIF-1a.

La presencia de CXCL12 promoveria el reclutamiento de monocitos y macréfagos

circulantes que participarian en los procesos de neo-vascularizacion y repoblacién
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celular. Uno de los mecanismos que justificarian una actividad como
radiopotenciador de los inhibidores de CXCR4, seria la capacidad de disminuir

estos procesos de neovascularizacion y linfangiogénesis®'%.

Por otra parte tal como se sefalaba anteriormente, la via CXCL12/CXCR4 se
encuentra ampliamente activada en las “cancer stem cells” (CSC) de diferentes
tipos de tumor, incluidos los CECC y su actividad es crucial para el mantenimiento
de las caracteristicas clonogénicas y el potencial carcinogénico de estas células,

asi como para el desarrollo de la capacidad de resistencia a los tratamientos.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Traumann y cols.”®, la sobre-
expresion de CXCR4 podria ser uno de los acontecimientos bioldgicos asociados
a la resistencia al tratamiento con radioterapia. Los autores desarrollaron unos
clones radioresistentes de células de carcinoma prostatico, que compartian
caracteristicas propias de las CSC como son: la positividad frente a CD133,
ALDH, ABCG2 y CXCR4, asi como un incremento en la potencialidad
clonogénica, de formacién de esferas y de migracion. Una comparacion entre las
células parenterales y los clones radioresistentes evidencié que estos ultimos,
ademas de tener un incremento en la expresion de vias que se han relacionado
con las “stem cells” como Wnt, Notch y TGF-B, contaron con un incremento
marcado en la actividad CXCR4. A partir de una comparacién en la
radiosensibilidad de las células tumorales en funcién de su expresion de CXCR4;
los autores pudieron comprobar como las células CXCR4 positivas contaron con

una mayor resistencia al tratamiento que las negativas.
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Dado que la curaciéon de los tumores sélo puede ser conseguida si se elimina la
totalidad de las “cancer stem cells”, de acuerdo con los autores el tratamiento con
terapias dirigidas al bloqueo de la actividad CXCR4 en combinacién con los

tratamientos estandar podria contar con un papel terapéutico relevante.
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Quedaria por determinar las causas que determinan la existencia de una
diferencia en el comportamiento a nivel local y regional del tumor en funcion de la
actividad del eje CXCL12/CXCRA4.

A nivel de la localizacion primaria del tumor y considerando tan soélo el grupo de
pacientes tratados de forma no quirdrgica, no encontramos diferencias en el
control local conseguido con el tratamiento en funciéon de las categorias de

expresion de CXCL12/CXCRA4.
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Por el contrario, si que aparecieron diferencias en el control regional al considerar

los pacientes tratados de manera no quirurgica a nivel cervical.
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Ademas de atribuir estas diferencias a que la categorizacién de los pacientes se
realizd en funcion del control regional de la enfermedad, otra explicacion plausible
seria la posibilidad de que el nivel de activacién del eje CXCL12/CXCR4 sea
diferente en el tumor primario y en la localizacion regional.

Tal como ha quedado establecido a partir de los estudios realizados por diferentes
autores, los niveles de expresion del CXCL12 eran superiores en el tejido linfatico,
y esta diferencia de expresion seria la que crea el gradiente que facilita la
metastatizacién ganglionar de las células CXCR4 positivas. La presencia de un
microambiente tumoral rico en CXCL12 actuando sobre una poblaciéon de células
tumorales CXCR4 positivas activaria el receptor. Esta activacion del receptor a
nivel regional podria ser la responsable de cambios en la sensibilidad de las
células tumorales al tratamiento con quimioterapia o quimioradioterapia. De

acuerdo con esta hipotesis, el nivel de ligando presente en la localizacién primaria
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del tumor no contaria con la capacidad de activar de manera suficiente el

receptor, y en consecuencia, no alteraria su sensibilidad a los tratamientos.

Un elemento de discrepancia en nuestros resultados en relacidén con los obtenidos
con el resto de autores, seria la ausencia de capacidad pronostica en relacién a la
supervivencia ajustada en funcion de la expresion del eje CXCL12/CXCR4. Una
mayoria de los autores revisados han sefalado que los pacientes con unos
niveles elevados de CXCR4 contaron con una peor supervivencia, en tanto que
de acuerdo con nuestros resultados, no aparecieron diferencias en la
supervivencia final de la enfermedad de acuerdo con la categoria de expresion del

eje CXCR4/CXCL12, tal como muestran las siguientes curvas de supervivencia.
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Pensamos que son varios los motivos que podrian explicar esta discrepancia. En
primer lugar, la mayoria de trabajos evaluan la actividad del eje CXCL12/CXCR4
a partir de un estudio inmunohistoquimico. Tal como sefialamos previamente, es
posible la existencia de mecanismos de regulacion post-transcripcional que
pudiesen modificar los niveles de actividad determinados a partir de la
cuantificacion de la expresion genética medida mediante PCR. Por otra parte,
existen diferencias notables entre las caracteristicas de los pacientes analizados
en nuestra serie, que incluye pacientes con tumores primarios de diferentes
localizaciones y tratados mayoritariamente con radioterapia o quimioradioterapia,
y las correspondientes al resto de estudios, que incluyen preferentemente

pacientes tratados de forma quirurgica.

De acuerdo con nuestros resultados, existio una correspondencia entre las
categorias de expresion del eje CXCL12/CXCR4 definidas por el analisis de
particion recursiva y los niveles de expresidon correspondientes a genes
relacionados con la respuesta inflamatoria (COX-2, mPGES-1, EP2), la sintesis
de PGI (PGIS), la promocion de angiogénesis (VEGF), la degradacién de la matriz
extracelular (MMP-2, MMP-9), la actividad antioxidante (SOD-1, SOD-2, SOD-3) y

la actividad de las chaperonas (Hsp90AA, Hsp90AB, Hsp90B1).

Las diferencias aparecieron basicamente en relacion con la expresion de CXCR4.
Los tumores con unos niveles de expresion baja de CXCR4 contaron con unos
niveles de expresion igualmente disminuidos de COX-2 y mPGES-1, PGIS, MMP-
2 y MMP-9, VEGF, NFkB, CD-45, mieloperoxidasa (MPO), Hsp90, y las diferentes

superoxido-dismutasas (1, 2 'y 3).

98



Este perfil de expresion es compatible con tumores de mejor prondstico y con una
mayor sensibilidad al tratamiento con radioterapia o quimioradioterapia. Diferentes
estudios desarrollados a partir de los pacientes incluidos en el presente trabajo,
han encontrado una relacion entre el prondstico de la enfermedad y los niveles de
expresion transcripcional de MMP-9%, NFkBY" y PGIS®.

Dentro del grupo de pacientes con unos niveles elevados de CXCR4, no
aparecieron diferencias significativas entre los valores de expresién de los
diferentes genes evaluados y las categorias de expresion definidas de CXCL12

mediante el analisis de particion recursiva.

Las principales limitaciones del presente estudio se deben a que se trata de un
estudio retrospectivo, realizado en una unica institucion con un numero limitado
de pacientes, disponiendo tan solo de datos referentes a la actividad
transcripcional de CXCL12/CXCR4 a nivel de la localizacion primaria del tumor.
Pensamos que la posibilidad de disponer de informacion de la expresion
inmunohistoquimica de la via, asi como de su actividad a nivel de las areas
ganglionares serian elementos que permitirian avanzar en el estudio de la
relacion existente entre la expresién del eje CXCL12/CXCR4 como biomarcador
con capacidad prondstica en relacion al control regional de la enfermedad en

pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.
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/.- Conclusiones
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1. La expresion de CXCL12 fue significativamente inferior en las muestras de
tumor, en tanto que la de CXCR4 fue significativamente superior que la

correspondiente a muestras de mucosa sana.

2. No existieron diferencias significativas en los niveles de expresion de
CXCL12/CXCR4 en funcion de la localizacion, la extension local o regional

del tumor, o el estatus HPV.

3. Existieron diferencias significativas en el control regional de la enfermedad
en funcion de la expresion de CXCL12/CXCR4. Los pacientes con una
expresion baja de CXCR4, o con una expresion elevada de CXCR4 y de
CXCL12 contaron con un riesgo bajo de recidiva del tumor a nivel regional
(2.6% y 4.5%, respectivamente). Por el contrario, los pacientes con una
expresion elevada de CXCR4 y baja de CXCL12 contaron con un riesgo
elevado de sufrir una recidiva del tumor a nivel regional (34.0%). De
acuerdo con los resultados de un analisis multivariante, los pacientes con
una expresion elevada de CXCR4 y baja de CXCL12 tuvieron un riesgo
10.7 veces superior de sufrir una recidiva del tumor a nivel regional. La
relacion entre la expresion del eje CXCL12/CXCR4 y el control regional de
la enfermedad se mantuvo de manera independiente a la categoria de
extension inicial del tumor a nivel regional, el tipo de tratamiento realizado

sobre las areas ganglionares, o el control local de la enfermedad.

4. Aparecié una correlacion entre la expresion de CXCL12 y PGIS, asi como

de CXCR4 y COX-2, PGIS, VEGF y  MMP-2.
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