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BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

CAF cancer-associated fibroblasts

CDK cyclin dependent kinase
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Abstract

ABSTRACT

Head and neck cancer defines a group of neoplasms originating in the oral cavity,
pharynx and larynx. The most frequent histology is squamous cell carcinoma. Podoplanin
is implicated in the carcinogenesis of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC).
Podoplanin is a transmembrane mucoprotein that is expressed in the lymphatic
endothelium and can be overexpressed in tumor cells and in their stroma. Expression of
podoplanin in tumor cells induces platelet aggregation through binding to the platelet
receptor CLEC-2. Podoplanin modulates the transduction signals that regulate
proliferation, differentiation, migration, invasion, and epitheliomesenchymal transition
(EMT), and also tumor cell acquires a pluripotent stem cell profile. All of them are
fundamental steps in the malignant progression of HNSCC and in the development of
metastases. The expression of podoplanin in the stroma, in the cancer-associated
fibroblasts (CAF) and in the immune cells allows the remodeling of the extracellular
matrix and the acquisition of a tumor microenvironment with immunosuppressive
characteristics. Podoplanin promotes invasion through several patterns: collective
invasion, partial EMT, or individual cell. In addition, podoplanin acts as a co-inhibitory
molecule for T cells, enabling immune evasion.

This research work examined the expression of podoplanin in human papillomavirus
HPV-negative HNSCC and assessed its correlation with clinicopathological features
(extracapsular extension, perineural and vascular or lymphatic invasion, state of resection
margins) and TNM staging. In addition, it evaluated the prognostic role of podoplanin
immunoexpression in the presence of locoregional recurrence and overall survival.

The study design was through a retrospective observational analysis of 70 cases
affected by HPV-negative HNSCC treated surgically between 2012 and 2017, with a
minimum follow-up of 5 years. The locations were the oral cavity, oropharynx, larynx,
and hypopharynx. TNM staging was defined according to the seventh edition of the
American Joint Committe on Cancer (AJCC-TNM). Podoplanin expression was analyzed
through immunoreactivity score (IRS) and was defined as low-grade immunoexpression
(corresponding to an IRS of 0 to 3) and high-grade immunoexpression (corresponding to
an IRS>3).

The high degree of podoplanin expression suggested aggressive tumor behavior by
presenting a statistically significant association with locoregional recurrence (p=0.002),
with extracapsular extension (p=0.028) and affected resection margins (p=0.028).
However, no statistically significant differences were found in overall survival with the
degree of podoplanin expression.



Resumen

RESUMEN

El cancer de cabeza y cuello define un grupo de neoplasias originadas en la cavidad
oral, faringe y laringe, siendo la estirpe histoldgica escamosa la méas frecuente. La
podoplanina esta implicada en la carcinogénesis del carcinoma escamoso de cabeza y
cuello (CECC). La podoplanina es una mucoproteina transmebrana expresada en el
endotelio linfatico y puede sobreexpresarse en las células tumorales y en su estroma. La
expresion de la podoplanina en las células tumorales induce la agregacion plaquetar a
través de la union con el receptor plaquetar CLEC-2. También modula las sefiales de
transduccion que regulan la proliferacién, diferenciacion, migracién, invasion, y la
transicion epiteliomesenquimal, y ademas, permite adquirir a la célula tumoral un perfil
pluripotencional de célula madre. Todos ellos, pasos fundamentales en la progresion
maligna del CECC y en el desarrollo de las metéstasis. La expresion de la podoplanina
en el estroma, en los fibroblastos asociados al cancer (CAF) y en las células inmnues
permite la remodelacion de la matriz extracelular y adquirir un microambiente tumoral
con caracteristicas inmunosupresivas. La podoplanina promueve la invasion a través de
varios patrones: invasion colectiva, TEM parcial o celular individual. Ademas, la
podoplanina actia como una molécula coinhibitoria de las células T posibilitando la
evasion inmune.

Este trabajo de investigacion examind la expresion de la podoplanina en los CECC
virus papiloma humano (VPH) VVPH negativos y valor6 su correlacion con los pardmetros
clinicopatoldgicos (extension extracapsular, invasion perineural y vasculolinfatica,
estado de los margenes de reseccion) y estadiaje TNM. Ademas, evalud la
potencionalidad prondstica de la inmunoexpresion de la podoplanina con la presencia de
recidiva locoregional y la supervivencia global.

El disefio del estudio fue mediante un analisis retrospectivo observacional de 70
casos afectos de CECC VPH negativo tratados quirurgicamente entre el 2012 y 2017, con
un seguimiento minimo de 5 afios. Las localizaciones fueron la cavidad oral, orofaringe,
laringe e hipofaringe. El estadiaje TNM fue definido acorde a la clasificacion de los
tumores malignos de la séptima edicién de la Unién Internacional Contra el Cancer. La
expresion de la podoplanina se analiz6 a traves de la inmunoreactividad (IRS) y se definid
en inmunoexpresion de bajo grado (correspondiente a un IRS de 0 a 3) y de alto grado
(correspondiente a un IRS>3).

El grado alto de expresion de la podoplanina sugirié un comportamiento tumoral
agresivo al presentar una asociacion estadisticamente significativa con la recidiva
locoregional (p=0,002), con la extension extracapsular (p=0,028) y con los margenes de
reseccion afectos (p=0,028). No obstante, no se objetivaron diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia global con el grado de expresion de la podoplanina.
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1. INTRODUCCION

1.1. CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO

1.1.1. Epidemiologia del carcinoma escamoso de cabeza y cuello

La clasificacion de los tumores de cabeza y cuello de la World Health
Organization (WHO)! 2 engloba un grupo amplio de neoplasias derivadas del tracto
aerodigestivo superior, cavidad oral, faringe, laringe, traquea, cavidad nasal y senos
paranasales, glandulas salivares, oido y hueso temporal, tumores odontogénicos y los
derivados del sistema paraganglionar. La variedad de estirpes histopatologicas malignas
descritas refleja la complejidad del area de cabeza y cuello, siendo ademas un conjunto
de neoplasias que presentan una gran diversidad genética y morbimortalidad. No
obstante, en mas de los 90% de los casos corresponden a carcinomas escamosos o alguna
de sus variantes (como el linfoepitelioma, carcinoma verrucoso o el carcinoma
indiferenciado).

Los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC), representan la sexta
neoplasia mas frecuente, siendo el 4,5% a nivel mundial. La incidencia global es varibale
segun factores demograficos y regiones geograficas, y se ha estimado un aumento de la
incidencia a 1,08 millones de casos nuevos por afio en el 2030 3. En la poblacion general
de Esparia se estiman 12000 casos nuevos por afio, extrapolado a través de datos de Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN)*°, y el CECC se sittia en un 5% de todos los canceres
tras el tumor colorrectal, pulmén, mama, prostata, neoplasias hematoldgicas y vejiga. El
CECC es mas comun en el rango de poblacion entre 50-70 afios. La predominancia de los
CECC en los hombres respecto a las mujeres se mantiene.

Los principales factores de riesgo descritos del CECC son el tabaquismo vy el
consumo de bebidas alcoholicas. El habito tabaquico y el endlico® tienen un efecto
carcinogénico sinérgico, acumulativo y multiplicativo’ 8. También la infeccion por el
virus del papiloma humano (VPH), y el virus de Epstein-Barr (VEB) estan ligados al
CECC.

El reconocimiento del CECC asociado al VPH, como una entidad diferente a los
tumores asociados al tabaco y alcohol, supone un cambio trascendental dentro de los
CECC, ya que presentan distinta distribucion por localizacion anatomica, diferentes
factores de riesgo y dispar pronéstico, con consecuencias y repercusiones tanto en la
clinica como en las estrategias de prevencion®. Asi pues, los CECC VPH positivos
muestran caracteristicas epidemioldgicas propias, siendo tumores diagnosticados en
pacientes mas jovenes®® (media de edad al diagnostico de 53 afios respecto a los 66 afios
en los CECC VPH negativos), y dada que la infeccion por VPH es de transmision sexual,
se asocian con factores relacionados con los habitos sexuales, edad de inicio de las
relaciones, mayor nimero de actividad sexual orogenital'?, multiples parejas, y sexo
masculino®2. El serotipo VPH 16 esta implicado en el 90% de los casos CECC VPH
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positivos®®. La asociacion mas fuerte de la infeccion con el VPH es con los CECC
localizados en orofaringe (sobre todo a nivel de amigdalas palatinas y base de lengua).
Clinicamente, los CECC VPH positivos presentan mejor prondstico'* >89 con mayor
supervivencia y mejor respuesta al tratamiento respecto a los CECC VPH negativos'’.

1.1.2. Patofisiologia del carcinoma escamoso de cabeza y cuello

1.1.2.1. Carcinogénesis. Alteraciones genomicas y de la sefializacion celular.
Cancerizacién del campo

La carcinogénesis se considera un proceso multifactorial®®. El inicio y progresion
del CECC es una serie multietapa compleja, con la acumulacion® secuencial de
modificaciones genéticas y epigenéticas que resultan en una expresion aberrante de las
funciones reguladoras de varias de las vias de control del ciclo y sefializacion celular. La
progresion histopatoldgica?®desde las lesiones premalignas (displasias) hasta el
carcinoma infiltrante supone la acumulacion progresiva de diversas alteraciones en los
genes?! que controlan la diferenciacion, el crecimiento y la apoptosis celular, que implican
la inactivacion de los genes supresores como CDKN2A y TP53 (que codifican
respectivamente p1l6INK4a y p53) en etapas tempranas y la inactivacion de PTEN en
etapas posteriores??,

La primera secuenciacion del genoma del CECC fue publicada en 2011%°, y una
mayor cohorte de CECC fue estudiada con el analisis realizado por el Cancer Genome
Atlas Research Network en 201523, Ademas de los rasgos comunes del CECC, también
se han identificado caracteristicas especificas en cada tipo, revelando diferencias en los
tumores asociados con factores de riesgo como el tabaco, y los relacionados con la
infeccion VPH, siendo divididas las mutaciones génicas seguin el estatus VPH? en CECC
VVPH negativo y CECC VPH positivo. Estos analisis muestran que el predominante
defecto genético identificado en el CECC es la mutacion inactivante de la p53. El gen
TP53 codifica para la proteina p53, y es el gen mas frecuentemente mutado en el CECC?®.
La peérdida en el cromosoma 17p, que ocurre en el 60% de los CECC, inactiva a TP53,
un gen supresor tumoral implicado en el control del ciclo celular y la apoptosis. El
consumo de tabaco?® y alcohol se asocia a una mayor frecuencia de mutaciones en TP53
en los pacientes afectos de CECC. Las mutaciones en TP53 han sido asociadas a un
descenso en la supervivencia global, mayor tasa de recurrencia locorregional y a un
descenso en la respuesta a la pauta de tratamiento?’ 28 debido a la resistencia a la
radioterapia y a la quimioterapia basada en cisplatino?. La desactivacion de la p53 se
produce en gran parte por la mutacion genética en la TP53. La funcién de la p53 puede
ser inactivada por la expresion de la proteina E6 en los CECC VPH positivo (se liga a
p53 y se degrada), por la sobreexpresién de MDM2 (también media la degradacion del
p53) y por la inactivacion de CDKN2A (que elimina p14ARF, un regulador negativo de
MDMZ2). La delecion 9p21 es una alteracion precoz y es responsable de la mutacion de
CDKN2A®¥®, La mutacion del CDKN2 es encontrada entre un 9-12% de los CECC. Estas
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mutaciones estan asociadas a tumores mas invasivos y en las lesiones iniciales como la
displasia o el carcinoma in situ.

El perfil de mutaciones difiere entre el CECC VPH negativo y el CECC VPH
positivo. Los CECC VPH positivo albergan menos mutaciones comparado con los CECC
VPH negativo®!. Las mutaciones de TP53 fueron encontradas casi exclusivamente en los
CECC VPH negativo. Se ha descrito que prevalecen las mutaciones activadoras de los
genes PIK3CA y son mas frecuentes en los CECC VPH positivo, siendo una diana en el
desarrollo de estrategias de tratamiento®. EI CECC VPH negativo presenta un
comportamiento mas agresivo con peores resultados clinicos y tal como ha quedado
reflejado estd mas asociado a las mutaciones de la p53%’. En cambio, el CECC VPH
positivo presenta un perfil genébmico menos complejo. Este mantenimiento en la
expresion de la p53 puede relacionarse con la mayor sensibilidad a la radioterapia® en
los CECC VPH positivo, aunque también se ha relacionado con la funcion de pl16 vy el
descenso de la ciclina D134, Tanto la inactivacion de p16 (producto de CDKN2A) como
la sobreexpresion de la ciclina D1 promueven la proliferacion celular, asociandose con
una menor supervivencia, a un aumento de las recurrencias y a un mayor riesgo de
diseminacion linfatica y hematogena. El locus CDKN2 del cromosoma 9p21 codifica las
proteinas p14ARF y p16INK4A, siendo ambas también reguladoras de la funcion de la
p53. La proteina p14 inhibe la MDMZ2 (inhibidora a su vez de p53). Las alteraciones en
la proteina p16 y retinoblastoma (Rb) estan descritas méas frecuentemente en los CECC
VVPH positivos. La proteina p16 (su sobreexpresion ha sido consistentemente asociada
con los CECC VPH positivos® relacionada con la inactivacion del Rb por la proteina E7
del VPH) inhibe el complejo de ciclinas que promueven la progresién del ciclo celular a
través de la fosforilacion del Rb.

Las dos proteinas del VPH mas importantes implicadas en la carcinogénesis del
CECC son las oncoproteinas virales E6 y E7 a través de las interacciones con el gen
supresor tumoral TP53 y Rb%®. De forma resumida, la expresion de la oncoproteina E6
induce la degradacion de la p53, inactivandola y evitando la apoptosis celular. La
oncoproteina E7 inactiva el Rb (gen supresor que inhibe la progresion del ciclo celular)
alterando el control del ciclo celular entre la fase G1 y S¥. La degradacion de los
miembros del Rb por la E7 provoca una sobreexpresion de pl16, por lo que la expresion
de la p16 es usada como un marcador de la infeccion por VPH® *°. Asi, el VPH al
integrarse en la célula infectada, replica el genoma del VPH y promueve una inestabilidad
gendmica*® que induce a la progresion maligna. Por tanto, la habilidad oncogénica del
VPH est4 atribuida principalmente por las funciones de las oncoproteinas E6 y E7** %2 que
perturban la replicacion y la diferenciacion celular para facilitar la replicacion viral y
conseguir una inmortalizacion celular. La expresion de E6 y E7 también es necesaria para
escapar del sistema inmune*® ya que bloquean los efectos antivirales, antiproliferativos,
antiangiogénicos y la actividad inmunoestimuladora del INF.

Los tumores pueden evadir activamente la destruccién inmune, mediante distintas
vias, inluyendo la activacion de puntos de control o checkpoints que normalmente regulan
la respuesta inmune. El receptor de muerte programada, PD-1, esta expresado en las
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células T activadas y su funcidon es la inmunosupresion. Su ligando PD-L1 se encuentra
expresado en las células tumorales. En el CECC de orofaringe asociado a VPH, el tejido
tumoral se caracteriza por la infiltracion de linfocitos. PD-L1 se encuentra expresado en
la superficie del 70% de los CECC asociados a VPH y desempefia un papel tanto en la
persistencia de la infeccion por VPH como en la resistencia y evasion al sistema inmune
del huésped durante la progresion tumoral.

La cancerizacion del campo?! es definida como la presencia en un area mucosa de
células epiteliales con alteraciones genéticas*® con capacidad de sufrir una expansion
clonal, reemplazando gradualmente a la mucosa normal por epitelio malignizado. Entre
otras, las alteraciones detectadas son la pérdida en el cromosoma de 9p, 3p y 18q, el
descenso en la expresién de citoqueratinas y la modificacion en las ciclinas. La
acumulacion de alteraciones®®, la inestabilidad gendmica tras la exposicion a los
carcindgenos®® y la asociacion con la mutacion de p53 estan implicados en el proceso de
la tumorogénesis del CECC. El concepto de la cancerizacion del campo también explica
la propension del CECC a desarrollar recurrencias locales y segundos tumores primarios,
tanto sincrénicos como metacronicos®’.

En la carcinogenesis del CECC, la alteracion en las vias de sefializacion de la
regulacion celular causa una acumulacion de cambios genéticos que promueven y
favorecen la progresion en el desarrollo tumoral, la invasion tumoral y la diseminacion
metastasica. Las principales alteraciones y vias implicadas en la carcinogénesis del CECC
promueven a la célula tumoral un potencial replicativo ilimitado (vias p53, CDKN2A,
ciclina D1), una desregulacion en la diferenciacion celular (via NOTCH), cambios en los
sefiales de los factores de crecimiento y en la evasion a la apoptosis (vias EGFR, ras,
PI3K-PTEN-AKT), la estimulacion de la angiogénesis (via VEGF), permiten la invasion
y pérdida de adhesién celular (vias TGFB , SMAD y LOX) vy la evasion del sistema
inmune. La via de sefializacion més frecuentemente alterada en el CECC es la via PI3K—
AKT-mTOR*,

La mayor parte de las muestras analizadas en el CECC comparten ciertos
reordenamientos y alteraciones que afectan a genes que codifican a receptores de factores
de crecimiento como el EGFR (epidermal growth factor receptor) y moléculas de
sefializacion implicadas en las vias encargadas de controlar el crecimiento y la
proliferacion celular. La sobreexpresion del EGFR se produce en un 90% de los CECC?,
y esta asociado a un aumento en la recurrencia local y un empeoramiento en la
supervivencia global® 5. La EGFR suele identificarse en la displasia de alto grado y en
mas del 90% de los CECC®2. El EGFR ha sido usado como diana terapéutica en el CECC,
con la introduccion de anticuerpos monoclonales como el cetuximab que se unen a la
porcion extracelular del EGFR bloqueando la union a sus ligandos®. También se han
desarrollado inhibidores de la tirosinquinasa, como el afatinib®.

Las mutaciones en la PI3KA también han sido detectadas en el CECC* ¢, y son
particularmente comunes en los CECC VPH positivo®. Las PI3Ks son una familia de
enzimas implicadas en la regulacion de procesos biologicos celulares como el crecimiento



Introduccion

celular, proliferacion, migracion y diferenciacion®®. La funcion de laPTEN es antagonista
a la actividad de PI3K. La pérdida de PTEN descrita en los CECC®® resulta en una
desenfrenada actividad de PI3K conllevando al crecimiento tumoral. Otras vias
apoptoticas con un rol importante en el CECC, son la via de la caspasa CASP8 (codifica
para la enzima que inicia la cascada proteolitica de la apoptosis) y la Bcl-2 (un regulador
antiapoptético). Un 70% de los CECC tienen una sobreexpresion de genes que inhiben la
apoptosis (Bcl-xL y Bcl-2%), lo que evita la muerte celular programada e inmortaliza las
celulas. La sobreexpresion de Bcl2 se ha correlacionado con mejor prondstico, al
presentar una mejor respuesta a quimioterapia, menor indice de recurrencia y mayor
supervivencia®l,

La angiogénesis®? conforma la aparicion de nuevos vasos para aportar oxigeno y
nutrientes durante el desarrollo tumoral. Los vasos neoformados en el seno de un tumor
tienen membranas basales incompletas y crecen estimulados por distintas moléculas,
especialmente del VEGF y otros factores de crecimiento®,

La invasion y metastasis engloban una compleja secuencia multietapa de procesos
bioldgicos® como son la separacion de la célula tumoral del estroma y las células vecinas,
la degradacion de la matriz celular, seguida de una motilidad direccional especifica®, la
penetracion (intravasacion) a los vasos sanguineos o linfaticos y la embolizacion tumoral,
la supervivencia de las células tumorales en la circulacion hasta llegar al lugar
metastatizado elegido con el favorable suplemento de los apropiados factores de
crecimiento, la union de la célula tumoral al endotelio de los vasos para permitir la
extravasacion y la proliferacién celular e invasion de la nueva localizacion y
angiogénesis. En el proceso de la metastasis estd implicada la transicidn
epiteliomesenquimal (TEM).

Las moléculas de adhesion también participan en los procesos de diferenciacion
celular. La progresion del grado de displasia en lesiones premalignas se ha asociado a la
pérdida de expresion nuclear de RAR-beta (receptor de &cido retinoico) . EI gen doc-1
(deleted in oral cancer-1) o la Cadherin E17 son otras moléculas de adhesion implicadas
en el CECC. También adquieren relevancia las enzimas que son imprescindibles para la
degradacion de la matriz extracelular y, por tanto, en la capacidad de infiltracion y
metastasis como MMP-2, MMP-9, y MMP-13%7. Su accién de lisar las colagenasas puede
ser inhibida por los TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase), genes que se consideran
supresores tumorales por esa inhibicion de la capacidad infiltrativa, estando la TIMP-3
frecuentemente inactiva por la hipermetilacion del promotor en el CECC®8. En la pérdida
de la adhesion celular y de la capacidad de invasion del CECC estan participes las vias
del TGFB y SMAD. El gen CSMD1 en el cromosoma 8p®° esta relacionado en el proceso
de diseminacién y metastasis del CECC. También colaboran la quinasa NTRK2 y su
ligando BNDF, y también la via del TGFB’®. En la activacion en la migracion de las
células tumorales esta implicada la capacidad metastasica del CECC, y el proceso de
transicion epiteliomesenquimal. Por tanto, el TGFp es un polipéptido multifuncional que
interviene en diversos procesos celulares como la proliferacion, la diferenciacion y en la
angiogénesis, y también en la transicion epiteliomesenquimal. EI TGFp actia como
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supresor tumoral en las células epiteliales normales y en el estadio temprano de la
progresion tumoral, pero en los CECC avanzados la funcion inhibitoria del crecimiento
se pierde conllevando a la proliferacion celular, invasion y metastésis. La pérdida de la
sefial inhibitoria del TGFB'! también esta asociada al desarrollo del CECC causando un
aumento de la proliferacion celular y promoviendo la transformacion de la mucosa
aerodigestiva a CECC invasivo. También, es una via interconectada con el factor nuclear
kB2, el incremento de este factor promueve la supervivencia celular y la respuesta
inmune. La perdida de funcion por mutaciones en el TGFp y en SMAD2 y 4 ha sido
identificada en el CECC. La delecion del SMAD4 provoca una inestabilidad genética a
través de la activacion del TGFB1 y la delecion del TGFBR2 actfia con la KRAS para la
promocion de las metastasis’.

Una vez escapadas las células tumorales, el establecimiento de la colonia
metastasica es favorecida a través de cambios en el microambiente de los tejidos como la
hipoxia. La enzima lisiloxidasa (LOX) regula la maduracion de las proteinas de la matriz
extracelular, modificando y remodelando el tejido conectivo. La LOX recluta las células
CD11b+ que se adhieren al colageno IV produciendo la metaloproteinasa 2 rompiendo el
colageno e incrementando la invasion y las células metastasicas. El desarrollo de
moleculas que inhiban la LOX puede prevenir el reclutamiento de las células CD11b+y
asi prevenir el crecimiento metastasico. Ademas se ha validado el LOX como un
biomarcador’™ de las metastasis en el CECC.

El sistema inmune vigila constantemente la aparicion de células premalignas y
malignas. Los fallos en el sistema inmune de reconocer, rechazar y destruir las células
dafadas estan implicados en la aparicién y desarrollo del tumor. Las células T tienen la
funcion de ser reguladoras negativas del sistema inmune, evitando la activacién celular
continua y aberrante contra el tejido. Las células cancerigenas son capaces de alterar esta
fase de equilibrio y escapar del control inmune evitando este freno. Las celulas
cancerigenas realizan una autoedicion inmune” y reclutan componentes inmusupresores
(como las células T reguladoras, células supresoras y macrofagos) permitiendo el escape
del tumor de la vigilancia del sisteme inmune, creciendo y diseminandonse’®. Las
proteinas que son expresadas en las células T activadas son el CTLA4 (proteina 4
asociada al linfocito citotdxico) y la proteina PD1 (implicada en la muerte celular
programada). Por tanto, la célula tumoral pude evadir la vigilancia del sistema inmune
alterando la activacion y la funcion de los efectores de la inmunidad celular. Como dianas
terapéuticas en el CECC'’ se han desarrollado anticuerpos monoclonales anti-CTLA4 y
anti PD1/PD-L1, cursando un papel importante la inmunoterapia en los casos de CECC
metastasicos o recurrentes.
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1.1.2.2. Transicidn epiteliomesenquimal

La TEM® (transicion epiteliomesenquimal) es el proceso bioldgico en el que la
célula epitelial, a través de multiples modificaciones bioquimicas y vias de sefializacion,
cambia su fenotipo a célula mesenquimal. Este cambio incluye una pérdida de la
polarizacion celular y de las uniones intercelulares, resultando en una célula con una
capacidad superior de motilidad, de migracion y de invasion, adquiriendo también una
mayor capacidad de produccion de los productos de la matriz extracelular y de resistencia
a la apoptosis. La TEM estd implicada en los procesos de la embriogénesis, en la
reparacion tisular y, también, en la progresion tumoral y metastasis.

Estan descritos tres tipos clasicos de TEM®. La TEM tipo | se identificé en la
morfogénesis embrionaria temprana y se encontrdé implicada en varias etapas del
desarrollo, como la gastrulacion, la formacion de la cresta neural y en la morfogénesis del
corazén. La TEM tipo Il es inducida en respuesta a la inflamacion, durante la
cicatrizacion, en la regeneracion tisular y en la fibrosis. La TEM tipo Il esta activada
durante el proceso de la carcinogénesis. La TEM implica la disrupcion en la interaccion
celular, permitiendo la motilidad y la difusién al sistema vascular o linfatico, la
extravasacion y la colonizacion a distancia. Las células cancerosas en el tumor primario
activan la TEM para ganar motilidad e invasividad por el cual se diseminan desde su sitio
de origen, liberandose a la circulacién. También se han detectado en los frentes invasivos
de tumores, pequefios agregados de células tumorales que se extienden o se desprenden
del tumor y que ingresan al estroma adyacente. Se encontré que esto era concomitante
con una reduccion de la expresion de E-cadherina, con la pérdida selectiva de la
membrana basal y/o con el aumento de la expresién de Vimentina. La TEM también
induce otras propiedades, como la adquisicion de un fenotipo similar a las células madre,
la resistencia a la quimioterapia, y la inmunoevasion de las células cancerosas,
dificultando su erradicacion.

La complejidad del mecanismo de la TEM también se ejemplifica por el hecho de
que las células que se someten a TEM pueden presentar un fenotipo hibrido epitelial-
mesenguimatoso, mostrando tanto marcadores epiteliales como mesenquimatosos. Se
detectd que las células cancerosas que se someten a TEM no muestran una conversion
completa de forma binaria, sino que pasan a través de la TEM en diferentes expresiones.
En consecuencia, algunas de estas células pueden expresar marcadores tanto de células
epiteliales como mesenquimales, exhibiendo asi un estado hibrido epitelial-
mesenquimatoso. Recientemente, considerando la TEM como un proceso dindmico se ha
introducido el estado intermedio de la TEM®& 8! conocido como TEM parcial, mixta o
hibrida. La TEM parcial se define por la pérdida incompleta de marcadores epiteliales y
la ganancia de marcadores mesenquimales. Destacar que las células cancerosas en el
estado de TEM parcial muestran caracteristicas fenotipicas mas agresivas que en el estado
de TEM completo. La TEM parcial conduce a los comportamientos malignos de las
células cancerosas, incluida la invasion, metastasis, la formacion de células tumorales
circulantes e incluso la resistencia a farmacos®?. En el proceso de invasion del cancer,
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tanto la migracion colectiva de grupos células como la migracién individual de células
sufren una TEM.

En la induccién de la TEM estan implicados la activacion de los factores de
transcripcion supresores com el TFSnail y ZEB vy la desregulacion de la E-cadherina
(proteina presente en las uniones del citoesqueleto del epitelio). La pérdida de E-
cadherina produce una disrupcion de las uniones intercelulares y una expresion de
proteinas mesenquimales tipo N-cadherina o vimentina. En el proceso de tumorogénesis,
tras la disrupcion de las uniones celulares en la TEM se degradan las membranas basales
a través de las metaloproteinasas MT1 y 2-MMP (también incrementadas en los
invadépodos) para permitir que la célula tumoral alcance el tejido conectivo y la
vascularizacion. La TEM es regulada por multiples vias de sefiales existiendo una
cooperacion entre distintos factores de transcripcion. EI mas potente inductor es el
TGFp®, siendo otras vias implicadas los receptores tirosinquinasa, NOTCH, Hedgehog,
la hipoxia y el mTOR.

Por tanto, la TEM implica la disrupcién en la interaccion celular, permitiendo la
motilidad y la difusion al sistema vascular o linfatico, la extravasacion y la colonizacion
a distancia. Pero también ha sido establecido en el proceso de cancerinogénesis® la
invasion colectiva celular en ausencia del fendmeno de la TEM. En ambas vias de
invasion y metéstasis (via TEM y via colectiva TEM independiente) estd implicada la
podoplanina.

1.2. PODOPLANINA

1.2.1. Definicion

La podoplanina fue descrita en 1990 por Nose et al.® Es una proteina
transmembrana que esta expresada fisiolégicamente en distintos tejidos y tipos celulares
y participa en mdultiples funciones. Tiene una distribucion amplia en el organismo
encontrandose en el rifion (podocitos glomerulares, implicados en la homeostasis
glomerular), pulmén (células epiteliales alveolares tipo I, esenciales para el intercambio
gaseoso), endotelio linfatico y tejido linfatico periférico, placenta, miometrio, células del
plexo coroideo, epitelio ciliar ocular, condrocitos, osteocitos, células mesoteliales, en la
capa basal de la epidermis, células gliales, algunos tipos neuronas y en diferentes tipos de
fibroblastos. La podoplanina es considerada uno de los marcadores principales del
endotelio linfatico® y linfangiogénesis®’, ya que la podoplanina se expresa en el endotelio
linfatico pero no en el endotelio vascular.

Fisiol6gicamente, la podoplanina participa en la embriogénesis, siendo necesaria
para el correcto desarrollo y morfogénesis de rifiones, pulmones y sistema cardiaco, y
para la formacion del sistema linfatico. También, esta implicada en la respuesta del
sistema inmune, y en las funciones de agregacion plaquetar y de regeneracion tisular.
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1.2.2. Estructura molecular

La podoplanina es una glicoproteina tipo mucina transmembrana, con un dominio
extracelular glicosilado N-terminal (130 aminoacidos aproximadamente), seguido de un
unico dominio transmembrana y un corto dominio citoplasméatico (10 aminoacidos
aproximadamente). La estructura basica molecular queda reflejada en la figura 1.
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Figura 1. Estructura molecular de la podoplanina. PDPN podoplanina, MEC matriz extracelular, TEM
transicion epiteliomesenquimal, ERM ezrin/radixin/moesin family of membrane cytoskeleton linker proteins, CLEC 2
receptor plaquetar. Adaptado de Suzuki et al Roles of Podoplanin in Malignant Progression of Tumor. Cells. 2022 Feb
7;11(3):575.

El dominio extracelular tiene una secuencia repetida en tdndem denominada
PLAG 1, PLAG 2, PLAG3 y PLAG4 0 PLD (PLAG-like domains) (PLAG platelet
aggregation stimulation), que permite la interaccion de la podoplanina con el receptor
plaquetar tipo lectina CLEC-2% 89 presente en la superficie celular de las plaquetas,
células dendriticas o algunos tipos de macréfagos. EI dominio extracelular también es el
responsable de la interaccion de la podoplanina con otras proteinas® como con la lectina
galectina-8 componente de la matriz extracelular implicada en la regulacion de la
linfangiogénesis®?, HSPA9 y CCL21.

El dominio transmembrana esta implicado en la asociacion de la podoplanina con
las balsas lipidicas (“lipid-rafts™), en la induccion de la transicion epiteliomesenquimal®®
y en la interaccion con la tetrasparina CDO.

El dominio intracelular de la podoplanina, contiene aminoacidos basicos (RK)
situados yuxtamembrana siendo lugares de unién con las proteinas ERM (ezrina, radixina
y moesina) que modulan la actividad RHO GTPasa y promueven la reorganizacion de la
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actina del citoesqueleto, promoviendo la migracion celular, motilidad y la regulacion de
las células madre®. La interaccion de la podoplanina con la familia de proteinas de la
ERM es esencial para la transicion epiteliomesenquimal®, para la adquisicion de
caracteristicas migratorias e invasivas, para la respuesta inmune y para la linfagiogénesis.
También interactua con CD44 y con MMP14 responsable de la degradacion de la matriz
extracelular. Ademas, este dominio tiene dos residuos serina que son sitios potenciales de
fosforilacion por la accion de las quinasas PKA y CDKS5, que podrian modular la funcién
promigratoria de la podoplanina®.

1.2.3. Funciones e interactoma

Las funciones de la podoplanina estdn mediadas a través de una serie de
interacciones con otras proteinas. Este interactoma asociado a la podoplanina explica sus
efectos fisioldgicos y patoldgicos.

La interaccion de la podoplanina con el receptor de superficie plaquetar CLEC2
induce la agregacion y la activacion plaquetar, el desarrollo de la vasculatura linfatica y
la tromboinflamacion® %8, También interviene en la produccion plaquetar de la médula
6seay en la respuesta immune®®, Ademas, participa en la invasion tumoral y en la cascada
metastasica. La interaccidn proteica con la galectina 8 promueve la adhesion y migracion
de las células endoteliales linfaticas, y la linfangiogénesis inflamatoria. La interaccién
con HSP9 (Heat shock protein A9)% contribuye en la respuesta al estrés y la
neurodegeneracion®,

La union con CCL21, quimiocina especifica del sistema linfatico asociada con la
respuesta adaptativa del sistema inmune y en el desarrollo de las células T, permite la
evasion de las células tumorales de la vigilancia inmune®.

La interaccion con tetrasparina CD9'° produce una inhibicion y atenuacion de la
interaccién de la podoplanina con CLEC2 blogueando la agregacion plaquetar e inhibe
las metastasis estando implicada en la respuesta inmune!®.

Relevancia adquiere la interaccion de la podoplanina con CD44. CD44 es el
principal receptor del acido hialurénico, el mayor componente de la matriz extracelular,
siendo encontrado en gran variedad de tejidos y células. La interaccién de la podoplanina
con CD44 estd sobreexpresada en la progresion maligna de los tumores vasculares
endoteliales y en los CECC, promoviendo la migracion tumoral direccional'®. Las
células del CECC con altos niveles de CD44 adquieren capacidad de autorenovacion®,
y se asocian con los CEEC de peor prondstico y metastasicos'® 1%, Ademas, la CD44 es
un componente de los invadopodios en las células del CECC6 107,

La asociacion de la podoplanina con las proteinas ERM*® esta implicada en la
cardiomorfogénesis, en la linfangiogénesis, en la respuesta inmune y en la transicién
epiteliomesenquimal (TEM). Esta asociacion es clave en la estabilizacion del
citoesqueleto y para la funcion celular promigratoria y proinvasiva. La interaccion de la
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podoplanina con las proteinas ERM y la regulacion por la actividad RHoA GTPasa
promueve la TEM adquiriendo la célula epitelial propiedades migratorias. Esta
interaccion es activadora de las vias de sefiales GTPasa RHoA y ROCK, vias inductoras
de la TEM vy de la estabilizacion de los componentes de los invadopodos, que son
protusiones celulares con actividad proteolitica usados por las células tumorales para la
invasion a través de la membrana basal. Esta interaccion incrementa la estabilidad de los
invadépodos, y promueve la degradacion de la matriz extracelular a través de la
modulacion de la via que implica la activacion de ROCK!%, También la interaccion con
MMP14 promueve la invasion tumoral y metéstasis en los CECC de cavidad oral al
promover la degradacion de la matriz extracelular.%®

1.2.4. Papel de la podoplanina en el cancer

Hanahan and Weinberg!'® establecieron los diversos procesos implicados en la
carcinogeénesis: la inmortalidad en la replicacién, el mantenimiento de las sefiales de
proliferacion, el bloqueo de las sefiales supresoras, la resistencia a la apoptosis, la
induccion de angiogénesis, y la activacion de la invasion y metastasis. Posteriormente
Douglas!! afiade la evasion de la respuesta inmune, la reprogramacion del metabolismo
energético, la mutacién e inestabilidad gendmica y la activacion de fenémenos
inflamatorios, para la creacion del microambiente tumoral. En la Gltima revision?® se
incluy6 el desbloqueo de la plasticidad fenotipica, la reprogramacion epigénetica no
mutacional, el microbioma y las presencia de las células senescentes. Procesos comunes
de la tumorogénesis a la practica totalidad de las diferentes estirpes histoldgicas, estando
la podoplanina implicada en varios de los procesos descritos en la carcinogesis.

La expresion de la podoplanina esta descrita en carcinomas escamosos de varias
localizaciones (cabeza y cuello, eséfago, utero, pulmén), tumores germinales,
astrocitomas, glioblastomas, mesoteliomas, tumores ovaricos, testiculares y de vejiga, y
en el osteosarcoma. En la mayoria de ellos, la expresion de podoplanina se asocia con la
progresion maligna, la metéstasis y a un peor pronostico*?,

En el proceso de la carcinogénesis la inmunoexpresion de la podoplanina es
observada tanto en las propias células tumorales, como en el estroma del microambiente
tumoral principalmente en los fibroblastos activados (CAF). La expresion de la
podoplanina en las células tumorales determina varios efectos en la progresion maligna y
en las metastasis''®. La podoplanina facilita la capacidad de invasion y de migracion
metastasical. Las metastasis comprenden un proceso complejo y multietapa, etapas que
estan reguladas a través de multiples interacciones, entre ellas con la podoplanina.
Ademaés, la podoplanina estd implicada en la adquisicion de las células tumorales de
caracteristicas pluripotenciales y de clonalidad de células madre.

La activacion y la agregacion de las plaquetas tienen un papel crucial en la
progresion metastasica del cancer!™®. La interaccion de la podoplanina con el CLEC-2%
promueve la activacion y la agregacién plaquetar siendo un mecanismo de proteccion de
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las células tumorales circulantes, tanto del estrés mecanico sometido en el torrente
sanguineo, como evadiendo el sistema inmune, favoreciendo la supervivencia de las
células tumorales en la sangre'’®, La agregacion plaquetar tiene significancia en las
metastasis hematdgenas®'’. Las plaquetas promueven la adhesion de las células tumorales
al endotelio vascular y favorecen la embolizacién microvascular y la extravasacion de
estas células. Los factores derivados de las plaguetas (PDGF y TGFB) promueven la
plasticidad y la supervivencia celular. EI PDGF activa la proliferacion celular a través de
la via Ras-ERK!8, EI TGFp a través de la via PIK3-AKT promueve la proliferacion y la
migracion de las células tumorales'®®, y es un factor multifuncional que también esta
implicado en la activacion de la TEM celular'?,

La expresion de la podoplanina facilita la dispersion y migracion celular tumoral,
y promueve la induccion de la transicion epiteliomesenquimal (TEM). Tal como se ha
reflejado, la TEM es el proceso en el que las células epiteliales adquieren caracteristicas
mesenquimales (morfologia y arquitectura celular con mayor capacidad migratoria,
similar a los fibroblastos, y adquisicion de marcadores mesenquimales como N-cadherina
y vimentina) perdiendo el fenotipo epitelial (uniones estables intercelulares, polaridad
celular apical/basal e interacciones con la membrana basal preservadas) y los marcadores
epiteliales (E-cadherina y queratina).

La podoplanina participa en la invasion tumoral y en las metéstasis, tanto a través
de la via TEM como por la migracién colectiva celular via TEM independiente. Segun la
cohesion celular, determinada por mecanismos epigenéticos, transcripcionales y de
localizacion, las caracteristicas de la matriz extracelular y la motilidad celular seran
adquiridas a través de una de las vias'?!. La TEM, proceso en el que las células epiteliales
pierden su polaridad y cohesion y adquieren caracteristicas migratorias de los
fibroblastos, es un proceso critico en la progresion de la malignizacién. Se ha constatado
que la expresion de la podoplanina en las células epiteliales es un inductor de la TEM8,
La podoplanina impulsa la TEM parcial'?? o la TEM completa a través de la interaccion
con las proteinas ERM, adquiriendo las células tumorales mayor motilidad, capacidad de
migracion celular y capacidad invasiva, tumorogeénica y metastasica. La sobreexpresion
de la podoplanina en los tumores incrementa la migracion celular, y al ser también
inductor de la TEM, las células adquieren un fenotipo fibroblastoide y un incremento de
la motilidad. La expresion de la podoplanina en ciertos tumores, tanto en las células
malignas como en el estroma, puede resultar en peor pronostico dada la capacidad de
invasion y metastasica adquirida. La podoplanina se expresa principalmente en el frente
de invasion tumoral, y su papel bioldgico estaria relacionado con la migracion colectiva
de las células tumorales, lo que implica la pérdida de sus uniones adherentes a las células
epiteliales vecinas y su posterior invasion hacia el tejido conectivo subyacente
favoreciendo la metéastasis. La expresion de la podoplanina en los tumores localizada con
E-cadherina puede promover la migracion celular colectiva*?. En los tumores que la
expresion de la podoplanina se correlaciona con la pérdida de E-cadherina provoca la
migracion individual de las células tumorales al debilitar los contactos célula-célula del
frente invasivo.
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La podoplanina activa la RhoA GTPasa y su quinasa ROCK a través de la
interaccion con la ezrina y/o moesina. Este incremento de actividad ERM aumenta los
niveles activos de RhoA y sus efectores ROCK que fosforilan mas proteinas ERM,
entrando en un bucle activador en el citoesqueleto promoviendo la formacion de
filamentos de actino-miosina necesarios para la motilidad celular, lo que conduce a una
reorganizacion del citoesqueleto, a una mayor estimulacion de la motilidad y a la
induccion de la TEM. En la via de progresion tumoral no TEM dependiente a través de
la migracion colectiva celular también esta implicada la podoplanina®?!. En esta via las
células mantienen la expresion de las estructuras de adhesion epitelial, pero pueden
invadir el tejido a través del incremento en la migracion celular a traves de cambios en la
sefializacion RhoA, en la organizacion de las proteinas ERM y de las actinas del
citoesqueleto, y la formacién de filopodias.

Para la invasion del tejido las celulas tumorales deben destruir y remodelar la
matriz extracelular. La migracion de las células tumorales y la degradacion de la matriz
extracelular se producen a través de la interaccion de la podoplanina con CD44% y con
MMP1412, Ademas, la podoplanina permite adquirir capacidad de célula madre
tumoral'?*, que promueve la colonizacion a distancia y mayor poder de recidiva tumoral
al conferir resistencia a los tratamientos. Al presentar una expansion clonal da lugar a un
tumor con caracteristicas mas agresivas y de rapido crecimiento. La expresion del CD44
es caracteristica de esta poblacion celular?®.

La expresion de la podoplanina promueve la maduracion y la estabilizacién de los
invadopodios a través de la activacion de la via RhoC-ROCK-LIMK-cofilina que también
estimula la degradacion de la matriz extracelulart?®.

El microambiente tumoral contiene principalmente la matriz extracelular,
fibroblastos, células inmunes (macrofagos, linfocitos T y B) y la vascularizacion tanto
linfatica como sanguinea. En el tejido normal los fibroblastos son los responsables de la
sintesis de la matriz extracelular. En el estroma tumoral los fibroblastos presentan un
perfil activado, y son inductores del crecimiento tumoral y la angiogénesis. Ademas, las
celulas tumorales del estroma son fuente de citoquinas inflamatorias, como el TGF,
IFNy y el TNFo, que a la vez son inductores de la podoplanina. En la carcinogénesis el
microambiente tumoral esta implicado en la produccion de la matriz extracelular, en la
activacion de los CAF, en la supresion del sistema inmune®?” 128 y en la promocion de la
angiogeénesis. La podoplanina actia como molécula inhibitoria de las células T limitando
la supervivencia de las células CD8+ y CD4+'?° permitiendo a la célula tumoral evadirse
del sistema inmune. Varios tumores muestran una marcada presencia de CAF, una forma
activada de los fibroblastos presentes en el estroma tumoral que a través de la secrecion
de determinados factores de crecimiento (PDGF-A y B, FGF2), citoquinas (TGFp1),
quimioquinas CCL2) y enzimas proteoliticas tales como metaloproteinasas e
interleuquinas (IL-1A, IL-1B, IL-6, IL-10) provocan una inmunosupresion (con la
inhibicién también de las células citotoxicas CD4 y 8+), y participan en la angiogénesis,
tumorogénesis, y en la remodelacion del citoesqueleto. Algunos estudios han demostrado
que la presencia de los CAFs se asocia con mayor recurrencia local de la enfermedad y

15



Introduccion

baja supervivencia'*®

agresivo.

ya que tendrian la capacidad de inducir un fenotipo tumoral

Ademas, la expresion de la podoplanina puede promover el proceso de las
metastasis sin estar asociado al crecimiento tumoral®'®. Las metastasis linfaticas pueden
ser causadas por la invasion directa de las células tumorales en los vasos linfaticos
preexistentes en la periferia del tumor o a través de la induccion de la linfoangiogénesist3!,
Los factores de crecimiento producidos por las células tumorales estimulan el desarrollo
y la dilatacion de los vasos linfaticos y facilitan la entrada de las células tumorales a través
del endotelio linfatico. EI VEGF-C es uno de los factores de crecimiento y es expresado
a través de la unién con su receptor VEGFR-3 (la gran mayoria localizado en los capilares
linfaticos) donde se activa el desarrollo de vasos linfaticos tumorales y se facilita el acceso
de las células tumorales en los vasos'®. La presencia del eje VEGF-C y VEGFR-3 esta
asociado a un incremento en el nimero de vasos linfaticos pero no con la progresion de
las metastasis, donde entra en juego la podoplanina como factor prometastasico
potenciado la linfagiogénesis'®® tumoral y las metastasis linfaticas. Ademas, descrito por
Carrasco et al, las células tumorales pueden secretar podoplanina al medio extracelular a
través de microvesiculas y exosomas, promoviendo tanto la angiogénesis como la
linfangiogénesis'®.

1.3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los resultados en el manejo del CECC a pesar de los avances en biotecnologia,
conocimiento molecular y genético, en el desarrollo de nuevos tratamientos (quimio e
inmunoterapicos) y técnicas (tanto quirtrgicas como de radioterapia) no han
desencadenado grandes cambios, especialmente en los CECC VPH negativos, tumores
con un mayor riesgo de presentar recidivas a nivel locoregional, metastasis a distancia o
de desarrollar segundos tumores en el tracto aerodigestivo.

El desarrollo de indicadores pronosticos de la enfermedad y predictivos de la
respuesta al tratamiento son de gran valor para la introduccion de la terapia de precision
en el CECC.

Actualmente, biomarcadores en el CECC como el p16, el VEB y el PD-L1 son
usados en la practica clinica. Plantear la investigacién y la introduccion de marcadores de
los factores de mal prondstico e indicativos del comportamiento biolégico del CECC
VPH negativo permitiria mejorar el manejo de estos pacientes. Lo que justifica el
desarrollo de este proyecto de investigacion para el estudio de la podoplanina como
marcador inmunohistoquimico del CECC VPH negativo.
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2. HIPOTESIS

La expresion elevada de la podoplanina en el CECC VPH negativo implica un
comportamiento tumoral agresivo con peor prondstico.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

La finalidad de este trabajo es contribuir a desentrafiar el significado prondstico de la
expresion de la podoplanina en los CECC VPH negativos.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Como objetivos especificos se enumeran los siguientes:

1. Determinar la inmunoexpresion de la podoplanina en los CECC VPH negativos.

2. Analizar la expresion de la podoplanina en los CECC VPH negativos con la
asociacion con variables clinicohistopatoldgicas (extension extracapsular, invasion
perineural, invasion angiolinfatica, margenes de reseccion quirurgicos) y estadiaje
TNM.

3. Identificar la expresion de la podoplanina en los CECC VPH negativos como factor
pronostico, estudiando la recidiva locorregional y la supervivencia global.
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4. MATERIAL Y METODOS

A lo largo del trabajo desarrollado se realiza la generalizacion del cancer de cabeza
y cuello (CECC) para referirse a los carcinomas epidermoides localizados en la cavidad
oral, faringe (oro e hipofaringe, con exclusion de la rinofaringe) y/o laringe.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de
las Islas Baleares (CEI-IB N° IB 3505/17 PI, se adjunta en el annexo), con los siguientes
criterios béasicos de inclusion:

a) pacientes con CECC VPH negativo primario de cavidad oral, orofaringe,
hipofaringe y laringe.

b) sin quimioterapia previa, radioterapia o antecedentes de CECC.

c) con tratamiento quirdrgico inicial

d) disponibilidad de suficiente muestra de tejido tumoral y datos patoldgicos.

e) minimo 5 afios de seguimiento clinico.

f) consentimiento informado firmado.

Se pidio el consentimiento informado mediante una hoja informativa para obtener
los datos de los pacientes, puesto que el estudio no tenia ninguna intervencion.

Se realizd un analisis retrospectivo de 70 pacientes afectos de CECC VPH
negativo tratados quirdrgicamente entre el 2012 y 2017 por parte del servicio de
Otorrinolaringologia y de Cirugia Maxilofacial en el Hospital General Mateu Orfila.

Figura 2. Ejemplos de reseccion quirGrgica en casos de CECC VPH negativo. A. Reseccion de CECC
cavidad oral (labio inferior). B. Vaciamiento ganglionar funcional cervical izquierdo. C. Reseccidn peroral de CECC
orofaringe (tonsila palatina izquierda). D. Laringectomia supraglética de CECC laringe. E. Laringofaringectomia total
de CECC hipofaringe. F. Cordectomia tipo Il derecha de CECC laringe.
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El criterio de inclusion de los pacientes afectos de CEEC cuyo abordaje
terapéutico fue en primera fase la opcion quirtrgica permite obtener el estadiaje de la
enfermedad basado en criterios histopatologicos. De la pieza quirurgica se procedio a la
obtencion de las muestras tisulares para el analisis del VPH y de la podoplanina.

Se recogieron los datos clinicos que incluian la edad, el sexo, y los habitos toxicos
de tabaquismo y consumo de alcohol.

La localizacion y el estadiaje del tumor se definieron segun la séptima edicién de
la clasificacion TNM de tumores malignos de la Union Internacional Contra el Cancer (72
edicién de la UICC).

El grado de diferenciacion histoldgico del tumor primario se determiné segun la
clasificacion de Broders definido como:

grado 1 G1: carcinoma escamoso bien diferenciado.
grado 2 G2: carcinoma escamoso moderadamente diferenciado
grado 3 G3: carcinoma escamoso pobremente diferenciado.

Se reviso la presencia de invasion linfovascular (IVL) y de invasion perineural
(IPN) (presente/ausente), de la extension extracapsular (ECS) (presente/ausente) y el
estado de los mérgenes quirargicos (RO libres, no afectos/R1 afectados).

El seguimiento minimo de los pacientes al final del estudio fue de 5 afios,
registrando las recidivas locales y regionales (presente/ausente), las metastasis a
distancia, la aparicion de segundos tumores primarios, las muertes a causa del tumor y las
muertes por otras causas.

La supervivencia fue definida como el intervalo desde el tratamiento inicial hasta
el fallecimiento. El intervalo de los pacientes que no perecieron fue considerado hasta la
ultima fecha de seguimiento clinico. La recurrencia locoregional englobé el intervalo
desde la terapia inicial hasta la aparicion de recidiva de la enfermedad. El intervalo de los
pacientes que no presentaron recidiva fue hasta la Gltima fecha de seguimiento clinico.
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La determinacion de los casos VPH negativos en los CECC se realiz6 a traves de
la inmunotincion de pl6, considerado un marcador subrogado de la carcinogénesis
mediada por VPH®. Los casos con expresion tumoral de p16 difusa (>75 %), con una
intensidad de tincion al menos moderada (+2/3) fueron excluidos del estudio.
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Figura 3. A. CECC de orofaringe VPH asociado, tincion con hematoxilina y eosina. B. Tincién
inmunohistoquimica positiva para p16 del CECC de orofaringe VPH asociado.

Figura 4. Expresion selectiva de la podoplanina en el endotelio linfatico de CECC VPH negativo de cavidad
oral.

Las muestras histoldgicas del tumor primario se obtuvieron del departamento de
Anatomia Patolodgica, y se procedio a realizar una inmunohistoquimia especifica para la
podoplanina. La mucoproteina transmembrana podoplanina fue selectivamente expresada
en el endotelio linfatico y reconocida por el anticuerpo monoclonal D20-40. Los cortes
de tejido fueron incubados con el anticuerpo monoclonal antipodoplanina D2-40 durante
32 minutos a 37 °C y el sistema de deteccion utilizado fue a través de Ultraview. Todo el
protocolo fue utilizando el equipo automatizado Benchmark. El diagnéstico histologico
se realiz6 cegado a los datos clinicos.
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La inmunoexpresion de la podoplanina se analizé a través de la inmunoreactividad
(IRS immunoreactive score). La IRS de la podoplanina se calculé multiplicando la
intensidad de la tincion por el porcentaje de células positivas.

La intensidad de la tincion de la podoplanina se califico en una escala de 0 a 3:
0= ausente
1= débil
2= moderada
3= fuerte.
El porcentaje de células positivas a podoplanina se definié como:
0= 0%
1= menos del 10%
2=11% a 30%
3=31% a 50%
4=51% a 80%
5= mas del 80%.
El rango de la IRS de la podoplanina fue definido entre 0 y 15:
O=ausente
1-3=débil
4-7=moderado
8-15=fuerte.

En nuestro estudio, el grado de expresion de la IRS de la podoplanina se dividio
en bajo grado y alto grado correspondiente a:

IRS de bajo grado: 0 a 3 (quedando englobados los rangos de IRS ausente
y débil)

IRS de alto grado: > 3 (quedando englobados los rangos de IRS moderado
y fuerte).
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Grado bajo de IRS de la podoplanina
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Figura 5. Inmunoexpresion de la podoplanina en muestras de CECC VPH negativo. 3A. Ausencia de
expresion de podoplanina, destaca la expresion selectiva del endotelio linfatico. 3B Expresion débil de podoplanina.
3C Expresion moderada de podoplanina. 3D Expresion fuerte de podoplanina.

Andlisis estadistico:

El analisis descriptivo de los participantes y las caracteristicas clinicopatoldgicas
se realizd utilizando valores medios + desviacion estandar y rango para las variables
continuas y frecuencias absolutas y porcentajes para las variables categoricas. Las
diferencias estadisticas entre los grupos se evaluaron mediante la prueba de Chi-cuadrado
o0 la prueba exacta de Fisher, segun corresponda. Se realiz6 un analisis de regresion
logistica para obtener la odds ratio (OR) y sus intervalos de confianza del 95% (IC del
95%) para la relacién del grado de expresién de la podoplanina con la recurrencia
locoregional. Un valor de p inferior a 0,05 se considero estadisticamente significativo.

Para el calculo del andlisis de supervivencia se utilizé el método de Kaplan-Meier
con informacion desde la fecha del tratamiento hasta la fecha de la muerte. Se utilizo el
test de long-rank para comparar y analizar las diferencias entre las curvas de
supervivencia. Un valor de p inferior a 0,05 se consider0 estadisticamente significativo.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el Statistical Package
for the Social Science (SPSS) version 25.0 y el software R (R version 4.0.4), con los datos
completamente anonimizados.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS

Los datos clinicos e histopatoldgicos son resumidos en las tablas 1 y 2.

La cohorte estudiada comprende un total de 70 pacientes afectos de CECC VPH
negativo recopilados en el periodo determinado entre el 2012 y 2017, con un minimo de
seguimiento clinico de 5 afios. La edad media de los pacientes fue de 67 + 12,3 afios. La
distribucion por sexo fue de 62 hombres (88,6%) y 8 mujeres (11,4%).

Respecto los habitos tdxicos y estilo de vida, el 75,7% eran fumadores y el 41,4%
bebedores.

En cuanto al grado histologico de la diferenciacion del carcinoma escamoso a
través de la clasificacion de Broders, 30 casos fueron bien diferenciados (correspondiente
al 42,9%), 34 casos moderadamente diferenciados (48,6%) y 6 pobremente diferenciados
(8,6%).

La distribucion de la localizacion del tumor fue en 24 pacientes (34,3%) en la
cavidad oral, 6 casos en la orofaringe (8,6%), 34 en laringe (48,6%) y 6 en hipofaringe
(8,6%).

La clasificacion TNM de los tumores primario de acuerdo con la 72 edicion de la
UICC mostro6 35 pacientes con T1 (50%), 15 casos con T2 (21,4%), 9 con T3 (12,9%) y
11 casos con T4 (15,7%). Representando el 28,6% tamafios tumorales avanzados (T3 y
T4). 54 casos no presentaron metastasis en los ganglios linfaticos regionales (NO), y 16
casos presentaron ganglios linfaticos afectos (N+ que incluyen N1 y N2. N1 metéastasis
en un ganglio ipsilateral con dimension igual o menor a 3 cm. N2 metastasis en ganglio
ipsilateral mayor a 3cm y menor a 6 cm, o en ganglios maltiples ipsilaterales menores de
6 c¢cm, o bilaterales o contralaterales menores a 6cm). Ningun caso afectado de N3
(metéastasis ganglionar mayor a 6 cm).

Respecto al estadiaje, 33 pacientes estaban en estadio | (47,1%) siendo tumores
confinados al lugar primario, 12 en estadio Il (17,1%), 7 en estadio 11l (10%) siendo
tumores con afectacion local y ganglionar regional progresivamente mayor, y 18 casos de
tumores avanzados en estadio 1V (25,7%).

Los factores de riesgo histopatoldgicos seleccionados en el estudio fueron los
margenes de reseccion quirurgicos afectos, la presencia de extension extracapular, y de
afectacion por invasion linfovascular y perineural.

Los margenes quirurgicos afectos fueron descritos como la presencia de
carcinoma in situ o carcinoma invasivo en el margen de la reseccion y se detectaron en 7
casos (10%). Los margenes no afectos fueron definidos por la distancia del frente tumoral
al margen de resseccion de 5mm o mas, y en caso de tumores gloticos fue considerado
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adecuado el margen de 1-2 mm. En 63 pacientes (correspondiente al 90% de casos) los
margenes de reseccion fueron libres.

El proceso de invasion neoplasica de los nervios se observo en 10 casos (14,3%),
y en 60 pacientes no presentaron invasion perineural (85,7%). La invasion linfovascular
fue presente en 11 pacientes (correspondiente al 15,7%).

La extension extracapsular o extranodal considerada como la presencia del tumor
en los limites de los ganglios linfaticos y extendido a traves de la capsula del ganglio
linfatico hasta el tejido conectivo adyacente, con o sin reaccion estromal asociada, se
present6 en 17 pacientes (24,3%), siendo ausente en 53 casos (75,7%).

La recurrencia locorregional descrita como la aparicion de enfermedad tumoral en
el lugar de origen o bien en los ganglios linfaticos regionales después del tratamiento
inicial se desarrollé en 16 casos (22,9%).
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CASO/SEXO |EDAD |TABACO |ALCOHOL GRADO DE, LOCALIZACION| T| N|M|ESTADIAJE IRS ECS MARGEN,ES IVL [ IPN |RECURRENCIA
DIFERENCIACION PODOPLANINA RESECCION
Y 70 si si G3 cavidad oral [3[2c|0 IVA moderado si afectos si | si si
2( M 72 si no G2 cavidadoral |3[ 0|0 I débil no libres no | no no
3l m 73 no si G1 laringe 3100 I débil no libres no | no no
4 M 50 si si G2 orofaringe [2| 0|0 1l débil no | afectos si | no no
5| M 52 si no G2 cavidadoral |1{ 0|0 | moderado no libres no | no no
6| M 64 si si G1 cavidad oral (2[00 I débil no libres no | no si
7| M 50 si no Gl laringe 2[00 1l débil no libres no | no no
8l M 61 no no G1 laringe 1/0]0 | débil no libres no | no no
9 M 61 si no G1 laringe iofo | ausente no libres no | no no
10| M 77 si no G1 cavidadoral |1{ 0|0 | ausente no libres no | no no
11| M 57 si no G1 laringe 11010 | débil no libres no | no no
12| M 57 no no G2 cavidadoral |1{ 0|0 | débil no libres no | no no
13( M 81 si no G1 cavidadoral (1[0 |0 | débil no libres no | no no
14| M 79 si no G1 laringe iofo | ausente no libres no | no no
151 ™M 75 si no G2 laringe 4/ 010 IVA fuerte no libres no | no si
16 M 63 si si G1 cavidadoral (1[0 |0 | débil no libres no | no no
17) M 67 no si G2 hipofaringe [4]|2c| 0 IVA ausente si libres si | si si
18] M 83 no no G2 cavidadoral |1{ 0|0 | débil no libres no | no no
19 ™M 51 si si G2 orofaringe [1| 1|0 1] ausente no | afectos no | no no
20 M 50 si si G2 hipofaringe |3|2c| 0 IVA débil si libres no | no si
21 M 81 si no G2 cavidadoral (1[0 |0 | fuerte no libres no | no si
22l M 81 si no G1 cavidadoral |1{ 0|0 | débil no libres no | no no
23| F 80 no no Gl laringe 1/0]0 | débil no libres no | no no
24| F 57 si no G1 laringe 31110 I débil no libres no | no no
25| M 61 si si G1 cavidadoral |1{ 0|0 | ausente no libres no | no no
26| M 59 si si G1 laringe 1/0]0 | débil no libres no | no ind
27| F 67 no no G1 laringe iofo | ausente no libres no | no no
28| M 50 si no Gl laringe 1|0{o0 | fuerte no libres no | no no
29| M 44 si no G2 hipofaringe (4| 1|0 IVA moderado si | afectos si | si si
300 M 63 si no G1 cavidadoral |1{ 0|0 | moderado no | afectos no | no no
31 M 78 si no G2 cavidadoral (1[0 |0 | débil no libres no | no no
32 F 93 no no G2 orofaringe 4| 1|0 IVA débil si libres no | no si
33| M 61 si no G2 laringe 2|2b| 0 IVA ausente si libres no | no no
34| F 82 no no G1 cavidadoral (1[0 |0 | moderado no libres no | no no
351 M 53 si si Gl hipofaringe |3|2a| 0 IVA débil si libres no | no no
36 M 78 si si G1 laringe 1/10]0 | débil no libres no | no no
37 M 81 si si G2 laringe 21010 1l fuerte si libres no | no no
38 M 54 si si G2 laringe 3[0]0 ] ausente no libres si | si no
39 M 85 no no G1 cavidadoral (1[0 |0 | débil no libres no | no no
40| M 50 si no G2 laringe 2[0]0 1l ausente no libres no | no no
41( F 61 si no G2 cavidadoral |4[ 1|0 IVA fuerte si libres no | no si
421 M 47 si no G2 cavidad oral 2[00 I moderado si afectos | no | si si
43| M 72 si no G3 cavidad oral |2(2b| 0 IVA fuerte si libres si | si si
44| F 73 no no G1 cavidadoral (1[0 |0 | fuerte no libres no | no no
45! M 60 si si G2 laringe 1/0]0 | fuerte si libres no | no si
46| M 57 si no Gl laringe 1|0{o0 | débil no libres no | no no
47\ M 63 si si G3 orofaringe (2| 0|0 1l moderado si | afectos | no| no si
48| M 94 no no G2 laringe 1j0{o0 | fuerte no libres no | no ind
49 M 66 si si G2 laringe 21010 1l débil no libres no | no si
50 M 84 si si G2 laringe 1/0]0 | débil no libres no | no no
51| M 78 no no G2 cavidadoral |2[ 0|0 1l moderado si libres no | no ind
52| M 62 si si G3 laringe 2|10 1 débil no libres si | no si
53| M 56 si no G2 laringe 2[0]0 1l ausente si libres si | si no
54] M 56 si si G2 hipofaringe (4| 0|0 IVA débil no libres no | no no
55| M 75 si si G2 orofaringe (4| 0|0 IVA débil no libres no | no no
56| M 68 si si G2 orofaringe 4| 1|0 IVA débil si libres no | no si
571 M 70 si si G3 laringe 3|2c| 0 IVA ausente si libres si | si no
58] M 65 si no G2 cavidadoral |4[ 0|0 IVA débil no libres no | no no
59| M 62 si si Gl laringe 1/0]0 | ausente no libres no | no no
60 M 40 no no G1 cavidadoral (1[0 |0 | débil no libres no | no no
61 F 82 no no G3 cavidadoral |4( 0|0 IVA débil no libres no | si no
62| M 60 si si G2 laringe 3|2c| 0 IVA débil no libres si | si no
63 M 84 si no G1 cavidadoral |1{ 0|0 | débil no libres no | no no
64 M 71 si si Gl laringe 1j0{o0 | fuerte no libres no | no no
65| M 84 no no G1 cavidadoral (2( 1|0 1] débil no libres si | no no
66| M 67 no no G2 laringe 1j0{o0 | moderado no libres no | no no
67| M 62 si no G2 laringe 1010 | moderado no libres no | no no
68| M 62 si si Gl laringe 1/0]0 | moderado no libres no | no no
69 M 67 si si G2 hipofaringe |4/ 0|0 IVA moderado no libres no | no no
70| M 74 si si G2 laringe 21010 1 débil no libres no | no no

M: masculino, F: femenino, G1 ben diferenciado, G2 moderadamente diferenciado, G3 pobremente diferenciado, T:tamafio tumor primario, N: metdstasis ganglionares,
M: metdstasis a distancia, ECS extensidn extracapsular, IRS inmunoreactive score, IVLinvasién vasculolinfatica, IPN invasién perineural

Tabla 1. Datos clinicohistopatoldgicos (1)

26




Caracteristicas n (%)
Edad (meanzsd) 67,1+£123
Sexo Masculino 62 (88,6)
Femenino 8(11,4)
Tabaquismo No 17 (24,3)
Si 53 (75,7)
Alcohol No 41 (58,6)
Si 29 (41,4)
Grado de diferenciacion [G1 30 (42,9)
G2 34 (48,6)
G3 6 (8,6)
Localizacion Oral 24 (34,3)
Orofaringe 6 (8,6)
Laringe 34 (48,6)
Hipofaringe 6 (8,6)
TNM T1+T2 50 (71,4)
T3+T4 20 (28,6)
T1| 35(50)
T2|15(21,4)
T3| 9(12,9)
T4|11 (15,71)
NO 54 (77,2)
N+ 16 (22,8)
Estadiaje | 33 (47,1)
I 12 (17,1)
1] 7 (10,0)
v 18 (25,7)
Recurrencia locoregiona/No 51 (72,9)
Si 16 (22,9)
No determinada 3(4,3)
Extension extracapsular |No 53 (75,7)
Si 17 (24,3)
Margenes reseccion No afectos 63 (90,0)
Afectos 7 (10,0)
Invasién perineural No 60 (85,7)
Si 10 (14,3)
Invasién angiolinfatica |No 59 (84,3)
Si 11 (15,7)

Tabla 2. Datos clinicohistopatol6gicos (2)

Resultados
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5.2. INMUNOEXPRESION DE LA PODOPLANINA

La expresion de la podoplanina en los casos de CECC VPH negativo del estudio
se muestra resumida en las tablas 3 y 4.

La inmunoexpresion de la IRS de la podoplanina se considero ausente en 13 casos
(18,6%), débil en 35 pacientes (50%), de rango moderado en 12 (17,1%) y fuerte en 10
casos (14,3%).

Los grados de expresion definidos en el proyecto de la IRS de la podoplanina fue
de 48 casos con IRS de bajo grado (68,6%) e IRS de alto grado en 22 (31,4%).

IRS Podoplanina
Ausente Presente
13 (18,5%) 57 (81,5%)
Débil 35 (50%)
Moderado 12 (17,1%)
Fuerte 10 (14,2%)

Tabla 3. Inmunoexpresion de la podoplanina

Grado IRS de podoplanina
Bajo grado Alto grado
48 (68,6%) 22 (31,4%)

Tabla 4. Grado de la inmunoexpresion IRS de la podoplanina

53. RELACION DE LA EXPRESION DE LA PODOPLANINA Y LAS
CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS

La relacion entre los grados de expresion de la podoplanina y las caracteristicas
clinicohistopatol6gicas del CECC VPH negativo se encuentra resumida en la tabla 5.

Respecto a los habitos tdxicos, el grado alto de expresion de la podoplanina no
presentd asociacion estadisticamente significativa con el consumo de tabaco y alcohol.

En cuanto a los grados de diferenciacion del CECC, se detectd una IRS de grado
alto en 6 tumores bien diferenciados (20%), 13 en moderadamente diferenciados (38,2%)
y en 3 casos pobremente diferenciados (50%).

Desglosando la localizacién del CECC, el grado alto de expresion de la
podoplanina fue descrito en 9 casos de cavidad oral, en 1 caso de orofaringe, en 10 casos
de laringe y en 2 de hipofaringe.
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Considerando el tamafio tumoral, de los 50 casos en estadios iniciales T1y T2
presentaron un alto grado de expresion IRS de la podoplanina en un 34%. En cambio, en
los tumores avanzados T3 y T4 se detecto en el 25% de los casos.

En un 25% de pacientes con afectacion ganglionar (N+) se detect6 un grado alto
de expresion de la IRS de la podoplanina, siendo en un 33% en los casos sin afectacion
ganglionar regional (NO).

El grado de inmunoexpresién elevado de la podoplanina fue mostrado en el 27,3%
de los casos con invasion vasculolinfatica y en el 40% de casos con invasion perineural
presente.

El grado de diferenciaciéon del carcinoma (p=0,148), la localizacion tumoral
(p=0,846), el tamafio tumoral (p=0,464), la afectacion ganglionar (p=0,528) y la invasion
perineural (p=0,714) y vasculolinfética (p=1) no presentaron asociacion estadisticamente
significativa con el grado de expresion de la podoplanina.

En el 71,4% de los casos con margenes de reseccion afectados se detect6 un grado
elevado de la IRS de la podoplanina, expresandose en un 27% en los casos con margenes
de reseccion libres, con una p de 0,028.

Se expresd en grado alto la IRS de la podoplanina los casos con extension
extracapsular en un 52,9% (9 casos) y en un 24,5% (13 casos) sin presencia de extension
extracapsular, presentando una p de 0,028.

El 62,5% de pacientes afectados de recurrencia locoregional del CECC VPH
negativo presentaron un alto grado de expresion de la IRS de la podoplanina, siendo del
21,6% en los casos sin recurrencia. La p determinada fue del 0,002.

Por tanto, el grado alto de expresion IRS de la podoplanina se asoci6
significativamente con la presencia de recurrencia locorregional (p=0,002), con la
extension extracapsular (p=0,028) y con los margenes de reseccion positivos (p=0,028).
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[Grado de IRS de 1a podoplanina

I Bajo | Alto I p-valor
Tabaquismo 0,837
No 12 (70,6%) 5 (29,4%)
Si 36 (67,9%) 17 (32,1%)
Alcohol 0,269
No 26 (63,4%) 15 (36,6%)
Si 22 (75,9%) 7 (24,1%)
Grado de diferenciacion 0,148
Gl 24 (80,0%) 6 (20,0%)
G2 21 (61,8%) 13 (38,2%)
G3 3(50,0%) 3(50,0%)
Localizacion 0,846
Oral 15 (62,5%) 9 (37,5%)
Orofaringe 5 (83,3%) 1 (16,7%)
Laringe 24 (70,6%) 10 (29,4%)
Hipofaringe 4 (66,7%) 2 (33,3%)
T 0,464
T1+T2 33 (66,0%) 17 (34,0%)
T3+T4 15 (75,0%) 5 (25,0%)
N 0,528
NO 36 (66,7%) 18 (33,3%)
N1+N2 12 (75,0%) 4 (25,0%)
Margenes reseccion 0,028
No afectos 46 (73,0%) 17 (27,0%)
Afectos 2 (28,6%) 5 (71,4%)
Invasion perineural 0,714
No 42 (70,0%) 18 (30,0%)
Si 6 (60,0%) 4 (40,0%)
Invasion angiolinfatica 1,000
No 40 (67,8%) 19 (32,2%)
Si 8 (72,7%) 3(27,3%)
Extension extracapsular 0,028
No 40 (75,5%) 13 (24,5%)
Si 8 (47,1%) 9 (52,9%)
Recurrencia locoregional 0,002
No 40 (78,4%) 11 (21,6%)
Si 6 (37,5%) 10 (62,5%)

Tabla 5. Relacion del grado de expresion IRS de la podoplanina y las caracteristicas clinicopatoldgicas
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54. RELACION ENTRE LA RECURRENCIA LOCORREGIONAL, LAS
CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS Y LA EXPRESION DE LA
PODOPLANINA

Los resultados del analisis de regresion logistica binaria se muestran en la tabla 6
y revelaron que, después de ajustar por tabaco y alcohol, el grado alto de expresion de la
IRS de la podoplanina (OR: 5,40; IC 95%: 1,14-25,86; p=0,034) y la presencia de
extension extracapsular (OR: 14,18; IC 95%: 3,20-62,72; p<0,001) mostraron una
asociacion estadisticamente significativa con la recurrencia locorregional.

El andlisis multivariante se realizé con pardmetros que fueron significativos en el
analisis univariante para determinar si en la recurrencia locoregional el efecto del grado
de expresion de la podoplanina y de la extension extracapsular dependia de otros factores
de riesgo.

No revel6 significancia estadistica la relacion entre la recurrencia locoregional y
el grado de diferenciacion tumoral, el estadio T y N, la localizacion, los margenes de
reseccion afectos ni la invasion perineural o vasculolinfatica.

Recurrencia locoregional Univariate Multivariate**
No | si orR | (1c95%) | p-valor OR | (1C95%)
p-valor

Grado expresion IRS pdpn |Bajo IRS 40 (87,0%) | 6 (13,0%) 1 1

Alto IRS 11 (52,4%) | 10 (47,6%) 6,06 1,80 - 20,37 0,004 5,40 1,14 - 25,68 0,034
Grado de diferenciacion G1 28 (93,3%) | 2(6,7%) 1

G2 21 (67,7%) | 10 (32,3%) 6,67 (1,32-33,69)] 0,022

G3 2(33,3%) | 4(66,7%) 28,00 [3,03-25842 0,003
Localizacion Oral 18 (75,0%) | 6 (25,0%) 1

Orofaringe | 3(60,0%) | 2 (40,0%) 2,00 0,27 - 14,98 0,500

Laringe 27 (84,4%) | 5(15,6%) 0,56 (0,15-2,10)| 0,386

Hipofaringe | 3 (50,0%) | 3 (50,0%) 3,00 0,47 - 19,04 0,244
T T1+T2 39 (81,3%) | 9 (18,8%) 1

T3+T4 12 (63,2%) | 7 (36,8%) 2,53 (0,78-8,23)| 0,124
N NO 44 (84,6%) | 8 (15,4%) 1

N1+N2 7(46,7%) | 8 (53,3%) 6,29 1,78-22,24 0,004
Margenes reseccion No afectos | 48 (80,0%) | 12 (20,0%) 1

Afectos 3(42,9%) | 4 (57,1%) 5,33 1,05 - 27,09 0,043
Invasién perineural No 46 (80,7%) | 11 (19,3%) 1

Si 5(50,0%) | 5 (50,0%) 4,18 1,03-17,01 0,046
Invasién angiolinfatica No 45 (80,4%) | 11 (19,6%) 1

Si 6 (54,5%) | 5 (45,5%) 3,41 0,88 - 13,25 0,077
Extension extracapsular No 46 (90,2%) | 5(9,8%) 1 1

Si 5(31,3%) |11 (68,8%) 20,24  [4,97-82,35) <0,001 14,18 [3,20-62,72) <0,001
Tabaquismo No 13(86,7%) | 2 (13,3%) 1 1

Si 38 (73,1%) | 14 (26,9%) 2,39 0,48-11,98 0,288 1,39 0,18 - 10,64 0,750
Alcohol No 32(82,1%) | 7 (17,9%) 1 1

Si 19 (67,9%) | 9(32,1%) 2,17 (0,69-6,77) 0,184 2,37 0,48 - 11,60 0,288
*! ajustado por tabaco, alcohol

Tabla 6. Relacion entre la recurrencia locoregional, las caracteristicas clinicopatoldgicas y la
inmunoexpresion de la podoplanina.
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5.5. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

La figura 6 muestra la representacion de las curvas de supervivencia.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en relacion con la
supervivencia segun el grado de inmunoexpresion de la IRS de la podoplanina (p=0,920),
con el tamafio T (p=0,369), ni con los margenes quirdrgicos afectados (p=0,235). A pesar
de una marcada tendencia a una menor supervivencia con la presencia de la VL no reflejo
una diferencia significativa (p=0,054).

En cuanto a la supervivencia relacionada con la ECS, hubo diferencia
estadisticamente significativa, en la que los pacientes sin ECS tuvieron una mejor tasa de
supervivencia (p<0,001). Para los pacientes con presencia de ECS, la mediana de
supervivencia global fue de 28,4 meses. A los 5 afios, las tasas de supervivencia global
correspondientes fueron del 77,6 % (IC del 95 %, de 62,9 a 87,0) en los casos sin ECS y
del 40,31 % en los afectos de ECS (IC del 95 %, de 17,7 a 62,2) respectivamente.
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Figura 6. Curvas de supervivencia estratificadas segiin A. Extensidn extracapsular. B. Expresion de los
grados de IRS de la podoplanina C. Tamafio T. D. Margenes de reseccion. E. Invasion vasculolinfatica

33




Discusién

6. DISCUSION

Los biomarcadores son definidos**® acorde al NCI (National Cancer Institute)

como una molécula bioldgica encontrada en sangre, o bien en otros liquidos o tejidos
corporales que es signo de un proceso (normal o anormal), una afeccién o una
enfermedad. Los biomarcadores son clasificados como diagnosticos, prondsticos
(valorando la evolucion de la enfermedad independientemente del tratamiento aplicado)
o predictivos (valorando la respuesta a un tratamiento especifico). El biomarcador ideal
debe poseer una alta especificidad, sensibilidad y altos valores predictivos, y debe ser
aplicable a la decision clinica aportando informacién Gtil con un coste economico
adecuado.

El prondstico del CECC esta ligado al estadio de la enfermedad en el momento
del diagndstico. El estadiaje del CECC es evaluado a través de la clasificacion TNM3
determinado por la extension del tumor, la presencia de ganglios linfaticos afectados y
las metéstasis a distancia. No obstante, el TNM presenta un insuficiente valor prondstico
incluso entre pacientes con idéntica estadificacion.

Actualmente, el manejo y tratamiento del CECC estan basados principalmente en
los aspectos clinicos, donde destaca el sistema de clasificacion TNM y se complementa
con la informacion histopatoldgica especifica del tumor. El tratamiento del CECC ha
presentado avances tanto en las técnicas quirdrgicas, como en nuevos agentes
quimioterapicos, en el campo de la radioterapia, la introduccion de la inmunoterapia e
innovaciones en el manejo multidispliciplinar, consiguiendo mejoras en el control
locoregional y en la calidad de vida del paciente afecto.

A pesar de ello, la supervivencia global en el CECC no ha mejorado
significativamente a lo largo de las décadas. La tasa de supervivencia de 5 afios aumento
del 55% durante el periodo 1992-1996 al 66% en el periodo 2002-2006 analizando en
todos los grupos de edad y sitios anatdmicos dentro del registro SEER®. El analisis
observO una mejor supervivencia en todos los grupos de edad, excepto en pacientes
mayores (> 75 afos) y en todos los sitios anatomicos excepto en el CECC de laringe,
donde la supervivencia estaba estancada. Esta modificacién con una modesta tendencia
en la mejoria de la supervivencia en el CECC estuvo relacionada con la aparicion del
CECC asociado a la infeccion por VPH, siendo una poblacién con mejor prondstico que
los CECC VPH negativos™®.

El conocimiento de la carcinogénesis y la biologia molecular del CECC permite
el desarrollo de nuevas estrategias y dianas terapéuticas. Asi pues, la investigacion de
marcadores predictivos que puedan predecir la evolucion, la repuesta a las pautas de
tratamiento y marcadores pronosticos de la enfermedad, permitiria realizar un tratamiento
individualizado y dirigido con alta especificidad y menor toxicidad para los pacientes
afectos de CECC. Si bien los parametros clinicos facilitan las decisiones terapéuticas y la
estimacion del pronostico, conocer los mecanismos biolégicos y moleculares que
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acomparian la progresion de la neoplasia es relevante para identificar nuevas dianas para
desarrollar tratamientos de precision que mejoren el curso y la evolucion de la
enfermedad.

La secuenciacion gendmical® ha permitido una mayor comprension en la
patogenia molecular del CECC catalogando las alteraciones genéticas implicadas, y
también se ha diferenciado los CECC segun el estatus del VPH. Asi, los CECC VPH
positivo y VPH negativo representan entidades clinicopatoldgica y molecularmente
distintas!*!, presentando los CECC VPH positivo una mayor supervivencia global'*?,
menor tasa de recurrencia y mayor respuesta a la quimioradioterapia. En los CECC VPH
negativo, un 80% presentan anomalias en la funcion del TP53, y en un 20% se han
asociado mutaciones inactivantes del CDKN2A. En cambio, en los CECC VPH positivos
se han asociado a mutaciones activadoras del PIK3CA. Existen descritas alteraciones
genéticas comunes en los CECC (VPH positivos y negativos), presentandose en un tercio
de los CECC mutaciones en los genes que controlan la diferenciacion escamosa
(NOTCHL1, IRF6, TP63) y en un 10% aproximadamente presentan anomalias en el
CASPS8, que esta implicado en la sefializacion de la via extrinseca de la apoptosis. Queda
reflejado que la gran variedad de alteraciones moleculares y genéticas es capaz de influir
en el comportamiento, evolucién y prondstico del tumor.

En el CECC las alteraciones en el genoma confirmadas son en TP53, HER-2,
CDKN2A, PIK3CA, PTEN, HRAS and NOTCH1. NOTCH1 es un gen oncosupresor y
es la segunda mutacion mas frecuentemente presentada en el CECC, con una frecuencia
del 15-19%. También en el CECC el gen HRAS estd mutado aproximadamente en un 4—
8% de los pacientes. En los CECC VPH negativos sin mutaciones en p53 o en caspase-8
con alteraciones en el nimero de copias del ADN provocan una gran inestabilidad
genética. La via de sefializacion de PI3K/AKT/mTOR esté activa en méas del 90% de los
CECC como resultado de la activacion del EGFR (47%), mutaciones en la subunidad o
de PIK3CA (8.6%), amplificaciones de PIK3CA (14.2%), sobreexpresion de PI3K
(7.2%) y mutaciones de PTEN (10-15%). La presencia de alteraciones en esta via de
sefializacion esta asociada a un peor pronéstico y resitencia a la quimioradioterapia.

Tanto el conocimiento de la biologia molecular del CECC, como la identificacion
de biomarcadores, permitirian detectar los CECC de mayor riesgo (que presentan mayor
indice de recurrencias locoregionales, aparicion de nuevos tumores primarios 0 metastasis
a distancia) y ajustar el tratamiento méas adecuado. No existen biomarcadores
inmunohistoquimicos en el CECC anéalogos al receptor de estrogenos HER2 en los
canceres de mama o a la oncoproteina CD117/cKit de los canceres gastrointestinales.
Dada la heterogeneidad del CECC, el riesgo de recurrencia, el crecimiento y progresion,
y la variedad de subsitios anatomicos donde se presenta, es critica la deteccion precoz
antes del desarrollo de metéastasis (tanto regionales como a distancia) siendo necesarios
estudios que permitan la identificacion de biomarcadores con valor prondstico y
predictivo del CECC que permitan mejorar el manejo clinico.
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Dadas las diferencias entre los tumores VPH asociados y no asociados, tanto a
nivel de la expresion genética, mutaciones y perfil inmune, como en la localizacion
anatémica, los factores de riesgo asociados y el prondstico, refleja la necesidad de
investigar e incidir sobre biomarcadores Utiles en el CECC VPH negativo, grupo de peor
pronostico en los CECC, prop6sito de este trabajo.

Este proyecto estudio el valor inmunohistoquimico de la expresion de la
podoplanina con los parametros clinicopatoldgicos y su relevancia pronosticaen el CECC
VPH negativo. Los resultados revelaron un grado alto de expresion de la IRS de la
podolanina en los casos de recidiva locorregional (62,5%), en los casos con diseminacion
extracapsular (52,9%) y en los casos con margenes de reseccion quirurgicos afectados
(71,4%). Denotando que la inmunoexpresion en grado alto de la IRS de la podoplanina
se asocio significativamente con la recurrencia locorregional (p=0,002), con la extensién
extracapsular (p=0,028) y con los margenes de reseccion quirdrgicos positivos (p=0,028).

No pudimos demostrar una asociacion estadisticamente significativa entre el
grado de expresion de la podoplanina en relacion con la localizacion y tamafio del tumor,
el estado de afectacion ganglionar ni con el grado de diferenciacion histolégico.

Nuestro proyecto no reflejé una asociacion estadisticamente significativa entre el
grado de diferenciacion tumoral y el grado de inmunoexpresion de la podoplanina. En
cambio, en estudios publicados, se establece que la expresion de la podoplanina esta
incrementada segn el grado de diferenciacion del CECC. El estudio de Prasad et al'*®
asocio los niveles de expresion de la podoplanina con los diferentes grados de
diferenciacion en el CECC de cavidad oral. Una expresién mas fuerte de la podoplanina
se asocid con los grados histopatoldgicos pobremente diferenciados. Estos resultados
pueden explicarse por el hecho de que la podoplanina juega un papel esencial en la
reorganizacion del citoesqueleto, que es necesaria para aumentar la movilidad celular y
es generalmente mayor en las células tumorales indiferenciadas.

La diseminacion metastasica demanda un fenotipo invasivo de las células
neoplasicas. La podoplanina remodela el citoesqueleto de actina de las células tumorales
y puede promover la invasion celular incrementando su movilidad celular modificando
las uniones de las fibras de estrés y participando en la concomitante formacion de
filopodias. La podoplanina tiene maltiples vias efectoras que incluyen la influencia del
ensamblaje de los microtibulos y de las fibras de actina mediado por la via RhoA y
ROCK, vias que conducen a la reorganizacion de las fibras de estrés'?!. Tratamientos
enfocados en la inhibicion de la via RhoA podrian reducir la movilidad de las células
tumorales. Las fibras de estrés estan compuestas por una disposicion de filamentos de
actina que estan unidos por a-actinina. Estos filamentos de actina estan presentes en las
adhesiones focales y son vitales para la sefializacién intercelular. La motilidad de las
células puede presentarse como celula individual, que implica una gran disociacion
celular con la pérdida de cohesion y aumento de la movilidad, y es considerada el peor
patrén de invasion segun la clasificacion propuesta por Bryne!#4, o en forma de migracion
celular colectival®, con distintos patrones de invasividad (frentes celulares, cordones
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infiltrantes, grupos de células infiltrantes). La expresion de la podoplanina puede dar
objetividad a esta invasividad del tumor al cuantificar la motilidad independientemente
del patron invasivo. En ausencia de la TEM la podoplanina también induce la migracion
celular colectival'?%® 1o que enfatiza alin mas el papel de la expresion de la podoplanina
en el frente tumoral del CECC, conferiendo propiedades proinvasivas y promigratorias.

En contraste, el estudio de De Vicente et al** encontraron una correlacion inversa
entre la expresion de la podoplanina y el grado histoldgico en los CECC de cavidad oral.
La proporcion de podoplanina y la IRS presentaron una asociacion estadisticamente
significativa (p=0,03 y p=0,01 respectivamente) con el grado de diferenciacion siendo del
43% en bien diferenciados, 38% de los moderadamente diferenciados y 19% de los casos
pobremente diferenciados. Destaca que la expresion de la podoplanina tiende a ser mayor
en los casos bien diferenciados, que usualmente son menos invasivos que los pobremente
diferenciados. Sugirieron que la desdiferenciacion no se correlacionaba con la propiedad
invasiva del carcinoma y que la podoplanina promueve la invasividad de las células
tumorales incrementando la formacion de filopodios!® y con el desarrollo de una
poblacion celular tumoral especifica, las células madre cancerigenas, que son células
iniciadoras de tumores y mas invasivas que al expandirse clonalmente dan lugar a un
tumor de forma mas rapida, y con mayor predisposicion a las recidivas, con mayor
capacidad regenerativa y con mas resistencia a la quimio y radioterapia. Es importante
conocer la funcién bioldgica de las moléculas cuya expresion es caracteristica de esta
poblacion celular, como es el caso de CD44 y de la podoplanina'®® para, asi, poder
entender mejor la biologia de estos tumores, conseguir realizar un diagnéstico precoz, e
identificar nuevas dianas terapéuticas para el CECC.

Por tanto, puede considerarse que la expresion de la podoplanina es un
determinante en el perfil de la motilidad e invasividad de las células tumorales en el
CECC independientemente del grado de diferenciacién. La podoplanina podria ser util
como biomarcador en la identificacion de la poblacion de células tumorales con alta
propension a la invasion, proceso clave en el desarrollo de las metatasis®*’.

Los resultados de nuestro estudio no presentaron diferencias significativas entre
el grado de expresion de la podoplanina y las diferentes localizaciones anatdmicas del
CECC. La mayoria de los estudios publicados que evaldan la expresion
inmunohistoquimica de la podoplanina y su relacion con variables clinicopatoldgicas se
han realizado en el CCE de cavidad oral, donde una mayor expresién de la podoplanina
se asocid a una baja supervivencia y a un peor prondstico48 149150,

En la tumorogénesis, la expresion de la podoplanina en las lesiones premalignas
del CECC de cavidad oral y la laringe esta asociado a un mayor grado de displasiay a un
mayor riesgo de transformacion maligna® 12, La expresion de la podoplanina fue mayor
en el CECC oral que en las lesiones premalignas, que a su vez presentan una mayor
expresion en los casos con displasia severa™2, por lo que la podoplanina se perfila como
un posible biomarcador de la carcinogénesis y del desarrollo neoplasico en etapas
tempranas del CECC de cavidad oral. EIl analisis de mas de 300 lesiones orales
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premalignas agrupadas de varios estudios retrospectivos® %2 154 155 indicé que mas del
46% de las lesiones con expresion notable de la podoplanina progresaron a carcinoma
siendo en menos del 14% en las lesiones sin esta expresion. La probabilidad de formacién
neoplésica de las lesiones histoldgicamente benignas estd aumentada con la expresion de
la podoplanina y los datos del estudio de Kawaguchi reflejaron que mas del 80% de las
leucoplasias orales que expresan niveles elevados de podoplanina se conviertieron en

carcinomal®,

En el estudio de Rodrigo et al'®® la expresion de podoplanina aumenté en las
primeras etapas de la tumorogénesis laringea y estuvo asociado con un mayor riesgo de
desarrollar CECC de laringe. Los pacientes con lesiones con alta expresion de la
podoplanina tuvieron una mayor incidencia de cancer de laringe que aquellos con
expresion negativa alcanzando el limite estadistico de significancia (51% versus 30%,
p=0,071). No obstante, la expresion de la podoplanina en los CECC de laringe disminuyé
durante la progresion del tumor. La alta expresion de podoplanina se correlacion6
inversamente con la clasificacion T (p=0,033), estadio de la enfermedad (p=0,006) y el
grado patolégico (p=0,04). Hubo una tendencia, aunque no significativa, hacia la
reduccién de la supervivencia especifica de la enfermedad para pacientes con niveles
bajos de podoplanina (p=0,31) y el patrén de expresion difusa (p=0,08). Tomados en
conjunto, estos datos apoyan un papel para la expresion de la podoplanina en el inicio del
desarrollo de los CECC de laringe pero no en cambio en su progresion.

En otras localizaciones del CECC esta asociacion es variable, mientras que se ha
observado una relacion similar entre la expresion tumoral de la podoplanina con la baja
supervivencia y el fenotipo infiltrante en el CCE de es6fago®®’, en el CECC de orofaringe
no se pudo demostrar esta asociacion'®®, Estas diferencias pueden explicarse porque
existen diferentes factores de riesgo y mecanismos moleculares especificos para cada
carcinoma.

En estudios publicados, se encontraron resultados dispares con respecto a la
metastasis en los ganglios linfaticos y la expresion de la podoplanina. En nuestro proyecto
no pudimos demostrar una relacion estadisticamente significativa entre el grado de
inmunoexpresion de la podoplanina y el estado de afectacién ganglionar.

La mayoria de los estudios informaron de una mayor expresion de la podoplanina
en los casos con afectacion ganglionar positiva en el CECC de cavidad oral!4® 19160161 162
163 Huber et al estudiaron la expresion de la podoplanina en pacientes afectos de CECC
de cavidad oral y de orofaringe, demostrando que la podoplanina fue un predictor
significativo de la metastasis ganglionar, también reflejado en el estudio de Hamada et
al?® en el CECC de cavidad oral. En cambio, en el estudio de VVoelker et al*®* no reflejo
una relacion entre la expresion de la podoplanina y la presencia de metastasis
ganglionares en los CECC de laringe e hipofaringe.

Estudios publicados relacionaron una correlacion significativa entre la alta
expresion de la podoplanina y la progresion de la metastasis en los ganglios linfaticos y
el mal pronostico en los tumores del tracto aerodigestivo superior'*®, como el trabajo de
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Chuang et al*”® que mostraron una relacion significativa entre la expresion de la
podoplanina y las metastasis en los ganglios linfaticos en el carcinoma de es6fago.

La presencia de la IVL y de la IPN tiene implicacion pronoéstica en el CECC. En
nuestro proyecto la asociacion entre el grado de expresion elevado de la IRS de la
podoplanina no fue estadisticamente significativa con la invasion vasculolinfatica y
perineural, igualmente mostrado en otros estudios'®. De acuerdo con el estudio de
Vicente et al**’, la presencia de margenes quirtrgicos afectados fue un predictor
independiente de la supervivencia.

Mostramos que el grado alto de expresion de la IRS de la podoplanina fue un
factor independiente asociado con la recurrencia locorregional (OR: 5,40; 1C 95%: 1,14-
25,86; p=0,034). No obstante, en nuestro estudio no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la supervivencia global con la alta expresion de la IRS
de la podoplanina.

Las publicaciones existentes sobre el papel prondstico de la expresion de la
podoplanina en el CECC presentaron resultados controvertidos. Estos hallazgos sugieren
que la funcion bioldgica de la podoplanina puede variar segun el subtipo de CECC.

La mayoria de los estudios han sugerido una relacion negativa entre la expresion
de la podoplanina en las células tumorales y los resultados del tratamiento. Vormittag et
al.1®® evaluaron 63 casos de CECC tratados con radio o quimioradioterapia. En el analisis
multivariante, la alta expresion de la podoplanina se asoci6 con una peor supervivencia
global (p = 0,044). La podoplanina fue identificada como un marcador de transformacién
maligna y de mal prondstico en el CECC de cavidad oral'*, asociado a progresion
maligna con mayor mortalidad. En 2001, Kreppel et al.*>® presentaron los datos de 63
pacientes con CECC de cavidad oral. Las tasas de supervivencia global a los 5 afios fueron
del 93% en pacientes con baja expresion de la podoplanina y del 15% en pacientes con
alta expresion de la podoplanina (p<0,001). En el estudio de Bartuli et al.*®" de 20
pacientes afectos de CECC de cavidad oral, los niveles altos de expresion de la
podoplanina se asociaron con una mayor tasa de metastasis en los ganglios linfaticos
(p<0,001). Ademas, los pacientes con metastasis en los ganglios linfaticos y con una alta
expresion de la podoplanina tuvieron una supervivencia libre de enfermedad
significativamente peor que los demés pacientes (p=0,004). Seki et al. % presentaron una
serie de 78 pacientes con CECC de cavidad oral, los casos con alta expresion de la
podoplanina también se asociaron con un mal prondstico en este estudio. Ademas, se ha
informado de un impacto pronostico negativo de la expresiéon de la podoplanina en las
células tumorales para otros tipos de carcinoma escamoso. Krepel et al. *%° investigaron
a 63 pacientes sin tratamiento previo con carcinoma escamoso cutaneo de la region de
cabezay cuello. La podoplanina se expresé en 40 casos. Las tasas de supervivencia global
a los 5 afos fueron del 91% en pacientes con un tumor que no expresa podoplanina y del
0% en pacientes con tumor expresor de podoplanina (p<0,001). Chao et al.}’® presentaron
una serie de 113 pacientes con carcinoma escamoso de esofago. En el analisis
multivariante, la alta expresion de la podoplanina fue un predictor negativo independiente
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para la supervivencia global (p<0,001). Igualmente, en la publicacion de una serie de 45
pacientes con carcinoma escamoso esofagico'’! la supervivencia libre de enfermedad fue
mas pobre en los pacientes con alta expresion de la podoplanina (27% frente a 54%, con
p<0,001).

En el estudio de Voelker et al'®, se analizd el potencial prondstico de la
podoplanina en el CECC de laringe e hipofaringe. En la valoracion de 119 casos a través
de andlisis multivariante, mostré que la expresion alta de la podoplanina en las células
tumorales se asocié con un empeoramiento significativo del prondstico. La podoplanina
se ha considerado un biomarcador de la progresion tumoral en los CECC de cavidad
oral'’,

En cambio, otros estudios publicados no encontraron una relacién clara entre la
expresion de la podoplanina en las células tumorales y el prondstico de la supervivencia
de los pacientes, como en nuestro proyecto de investigacion. Chuang et al.}”® no
observaron una asociacién directa entre la expresion alta de la podoplanina y la
supervivencia global en una serie de 59 pacientes afectos de carcinoma escamoso
esofagico. Dos Santos et al.1™ declararon que la podoplanina no era un factor prondstico
significativo en 42 pacientes valorados con CECC bien diferenciado de cavidad oral.
Hallazgos similares fueron reportados en otra serie de 35 pacientes con CECC de la
cavidad oral*™, y en el estudio de De Vicente et al**’,

La podoplanina participa en la invasion celular del CECC por el incremento de la
movilidad de las células tumorales'’® 17113y |o realiza tanto por la via TEM dependiente
como por la migracion celular colectiva via independiente de la TEM. En los CECC se
ha detectado la expresion de la podoplanina en la parte invasiva del tumor. En el estudio
de Wakisaka'’®, se ha hallado que los CECC VPH positivo tienen un fenotipo asociado a
la TEM, a pesar de ello estos tumores no expresan la podoplanina al contrario que los
CECC VPH negativo que si expresan podoplanina. EI mecanismo propuesto en los CECC
VPH positivo implicado es por la sobreregulacién del miR363, que también regula la
expresion de la podoplanina. La sobreexpresion de la podoplanina en el CECC ha sido
correlacionada con un empeoramiento en el prondstico y una mayor incidencia en las
metéstasis linfaticas®"'’®, sobretodo en CECC localizados a nivel de cavidad oral*®, y
con una menor respuesta al tratamiento quimioradioterapico®® 9,

La transicion epiteliomesenquimal (TEM) participa en las metéstasis del CECC.
Los cambios en los niveles de E-cadherina y vimentina estan asociados con el incremento
de las metéastasis en el CECC*®!, asi como la coexpresion de los factores de transcripcion
TWIST, SNAIL y HIF o!®. La TEM, ademas, permite a la célula tumoral adquirir
caracteristicas de célula madre'®. La TEM es un proceso dinamico y su reversibilidad es
necesaria para el establecimiento de la metastasis’®*. Durante la metastasis, tras la
extravasacion de los vasos sanguineos y la formacion de un foco secundario, las células
que han sufrido una TEM deben experimentar el proceso inverso, es decir, una transicion
mesénquima-epitelial (TME), ya que se ha observado que, por regla general, las
metastasis de los carcinomas conservan el fenotipo epitelial del tumor primario del

40



Discusién

CECC. Este proceso parece ser importante para que las micrometastasis puedan crecer y
desarrollar un tumor secundario®®,

Ademas, las células tumorales pueden adquirir una TEM parcial. La TEM parcial
es un predictor independiente de la metastasis en el CECC, del grado tumoral y de un
peor prondstico, siendo la expresion de la podoplanina necesaria para la TEM parcial. La
migracion celular permuta segun el grado de diferenciacién del carcinoma escamoso. En
general, los CECC bien diferenciados presentan una migracion celular colectiva y actdan
como una unidad funcional activando las metaloproteasas que degradan la matriz
extracelular. En cambio, en los CECC moderadamente o pobremente diferenciados puede
presentarse una migracion individual tipo mesenquimatica a través de una TEM parcial.
Esta migracion depende de las adhesiones celulares de las fibras de estrés que a través de
contracciones de actina y miosina permiten infiltrarse a través de la matriz extracelular
sin la degradacion por parte de las metaloproteasas'®. Independientemente del
mecanismo de migracion, las células tumorales del CECC utilizan los invadopodios para
poder traspasar la membrana basal y su tejido conjuntivo adyacente, las células
endoteliales vasculares y linfaticas y la matriz extracelular para completar la migracion
de la metastasis'®’. Para la estabilizacion de estos invadopodios es fundamental la
interaccidn de la podoplanina con el CD44.

Nuestros resultados son consistentes con los datos obtenidos en estudios previos!®®
y metaanalisis*®® publicados sobre la importancia de la diseminacion extracapsular en el
CECC, representado un predictor de la recurrencia regional y de las metastasis a distancia,
siendo un factor clave en la supervivencia de los pacientes afectos de CECC.

Reflejamos en el estudio que la presencia de la diseminacion extracapsular se
asocio de forma estadisticamente significativa con la recurrencia locorregional (OR:
14,18; 1C95%: 3,20-62,72; p<0,001) y con una supervivencia global disminuida (siendo
del 40,31% en los casos con ECS).

La presencia de la ECS es un factor prondstico negativo para la supervivencia en
el CECC'® y es un criterio para una seleccion de pacientes de alto riesgo que se
beneficiaran de quimiorradioterapia adyuvante.

La ECS de los ganglios linfaticos se define cuando las células tumorales se
extienden a través de la capsula nodal en el tejido adiposo periganglionar y es indicativo
de un fenotipo agresivo para multiples canceres, incluido el CECC*®*. Los métodos para
clasificar la ECS estan basados en la evaluacion histologica'®? y se ha caracterizado la
ECS para determinar su importancia pronostica, correlacionando los datos
histopatoldgicos y clinicos.

Multiples estudios demuestran que la ECS tiene un impacto prondéstico
significativo asociando una menor supervivencia global, con una mayor recurrencia local
y presencia de metastasis. La importancia pronoéstica de la ECS ha sido extensamente
estudiada en el CECC, Hirabayashi et al. demostraron que la supervivencia a los 5 afios
para pacientes con CECC de laringe con ECS que se sometieron a cirugia cervical radical
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fue del 17% en comparacion con el 76% en pacientes sin ECS'®. Se subraya la
importancia especifica en el CECC por el hecho de que la ECS esté incorporada en la
clasificacion ganglionar de la 82 edicion de la UICC*,

Para el CECC, la presencia de metastasis ganglionares sigue siendo un factor
predictivo relevante para la recurrencia regional y la supervivencia, disminuyendo la tasa
de supervivencia en aproximadamente un 50%. La presencia de la ECS tiene un impacto
negativo significativo adicional. El primer estudio clave de Myers et al en 2001 destaco
el impacto de la ECS en el CEEC de cavidad oral (lengua) tratado mediante reseccion
quirdrgica en 266 pacientes. La ECS resultd ser el predictor mas significativo de la
recurrencia regional y del desarrollo de metastasis a distancia que comportaron una
disminucion de la supervivencia global'®®. El estudio de Shaw et al. con 561 casos de
CECC de cavidad oral mostré que la ECS de los ganglios linfaticos cervicales fue el
marcador predictivo negativo con una supervivencia global a los cinco afios de sélo el
24%. Ademaés, demostraron que la ECS estaba asociada con una duplicacion de la
recurrencia local y de las metastasis a distancia, y de una recaida regional triplicada
incluso con margenes quirdrgicos libres'®. Suoglu et al. demostraron que la ECS
contralateral se asociaba con el aumento del estadio N y del numero total de ganglios
positivos®’. Una revision sistematica con el metanalisis de Mermod et al.*®® evalud el
papel de la ECS en el CECC, identificando que la extension de la ECS estaba
significativamente asociada con el mal prondstico, y no reportd asociacién entre el
tamafio de los ganglios linfaticos y la presencia de la ECS. La ECS puede ser una
caracteristica frecuente en casos clinicamente con ganglios negativos y puede ser mas
comdn en ganglios linfaticos mas pequefios de lo que generalmente se aprecia'®®. En el
estudio realizado por Volkert et al. donde se analizaron 245 casos de CECC de cavidad
oral, la extensién de la diseminacion extracapsular jugd un papel fundamental en la
supervivencia general y especifica de la enfermedad cuando se extendia més alla de 1,7
mm de la capsula ganglionar. La supervivencia especifica de la enfermedad fue
significativamente mas baja en comparacion con pacientes sin ECS®.

Estudios publicados apoyan la idea de que el alcance del crecimiento de la ECS
debe ser considerado como un determinante clave similar al crecimiento del tumor
primario®®. El nimero de metastasis en los ganglios linfaticos es un factor predictor
significativo independiente de la ECS (p < 0.05; OR: 11.6) ?°* Liu et al. analizaron en los
casos afectos de CECC de laringe con metastasis ganglionares cervicales ipsilaterales que
el nivel de la ECS puede aumentar proporcionalmente a la carga de los ganglios linfaticos
(presencia de ECS del 8,6% con un ganglio positivo, del 33,3% con dos ganglios
positivos, y del 66,7% con tres 0 mas ganglios cervicales afectos) 2°2. En la practica
clinica habitual, el nimero de ganglios linfaticos afectos solo se puede determinar después
del procedimiento quirdrgico debido a la escasa sensibilidad de las modalidades de
imagen actuales?®®. Como resultado, la caracterizacion molecular de la ECS es vital para
proporcionar biomarcadores para identificar el fenotipo agresivo del CECC en una etapa
temprana.
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Los métodos basados en el analisis del tejido obtenido de una biopsia tumoral
diagndstica para predecir la ECS y el fenotipo agresivo podrian conllevar un importante
impacto clinico en el tratamiento y manejo de los pacientes afectos de CECC.

La mayoria de los estudios que han examinado la expresion de proteinas en los
casos de ECS en el CECC usando métodos de inmnunohistoquimica se han realizado en
relativamente pequefias cohortes de pacientes. En el CECC se han encontrado
asociaciones clave con la expresion de proteinas con la ECS con la NO sintasa inducible
(iNOS)?*, la matriz metaloproteinasa 12 (MMP-12)?%, la podoplanina (PDPN)®, la
proteina tipo Speck asociada a la apoptosis (ASC)?%, inhibidor del activador del
plasmindgeno-1 (SERPINE1) y actina de musculo liso o (SMA)?%, fibronectina oncofetal
glicoproteina®® | receptor de ensamblaje mitocondrial (MasR)?*, quinasa 1 similar al
receptor de activina (ACVRL1)?%, y la expresion de mioferlina (MYOF)?'!, Cabe
destacar que Kumar et al. describieron que la expresion de MYOF predice de forma
independiente un mal resultado clinico en pacientes con CECC de orofaringe y esa
expresion es inversamente relacionada con el estado del VPH?!L,

Estudios a través de biomarcadores séricos en el CECC como Tai et al. relataron
que la elevacion de los niveles de proteina ¢ reactiva (PCR) (5,0 mg/L) se correlacion6
significativamente con la ECS en el CECC de cavidad oral, abogando por que la PCR
sérica preoperatoria se use como un marcador prondstico?2,

La identificacion histoldgica de la ECS precedio a la era molecular, y actualmente
se ha identificado una variedad de asociaciones moleculares con la ECS a través de la
investigacién con las nuevas tecnologias disponibles, como estrategias de secuenciacion,
gendmica, transcriptdmica y de la epigenética, que deben utilizarse para proporcionar una
informacién amplia para caracterizar e identificar biomarcadores asociados con un
fenotipo agresivo del CECC que sean prondsticos, predictivos e independientes de la
histopatologia.

El analisis molecular del subconjunto de pacientes que presentan ECS ha revelado
una multitud de biomarcadores potenciales asociados con este fenotipo agresivo,
contribuyendo en un futuro para mejorar la préactica clinica en el manejo de los pacientes
afectos de CECC. La investigacion de estos biomarcadores moleculares asociados con la
ECS en el CECC permitiria enfoques terapéuticos mas especificos, efectivos y
potencialmente personalizados con el objetivo final de reducir la recurrencia de la
enfermedad y mejorar la tasa de supervivencia.

Se han desarrollado investigaciones sobre la identificacion de potenciales
biomarcadores mediante la secuenciacion de ARN de las muestras tumorales de CECC.
El analisis de expresion de ARN en el CECC de cavidad oral (lengua) revelo un perfil
molecular que contenia BMP2, CTTN, EEF1AL, MMP9 y la expresion genética de EGFR
se asociaron significativamente con la ECS?'3, La publicacion de Wang et al?** identificd
el perfil de expresion de 11 genes (GGH, MTFR1, CDKN3, PSRC1, SMIM3, CA9, IRX4,
CPA3, ZSCANL16, CBX7 y ZFP3) y se asocid con el estado de ECS y los pacientes que
expresaron este perfil tuvieron una supervivencia general significativamente peor. El
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extenso estudio realizado por The Cancer Genome Atlas (TCGA) evaluo a 279 pacientes
con CECC identificando una firma de 11 genes (PAGE4, SMTNL1, VTN, CABA,
Clorf43, KRTAP19-1, LEP, HRH4, PAGES5, SEZ6L, CREB3) asociado con la ECS y
con la disminucidn de la supervivencia general**°. Un nuevo analisis de estos datos por
otro estudio identificé que la expresion del gen HSP90AA1 también fue asociado con la
ECS y tuvo resultados generales a largo plazo significativamente méas pobres con tasas de
supervivencia libre de enfermedad menores?'®. Liao et al. realizaron una secuenciacion
utilizando un panel de genes especificos en 345 casos de CECC de cavidad oral donde
201 presentaban ECS. EIl panel incluyo 10 genes (6 oncogenes y 4 genes supresores de
tumores); HRAS, BRAF, FGFR3, SMAD4, KIT, PTEN, NOTCH1, AKT1, CTNNB1y
PTPN11. Entre los pacientes positivos para ECS, 46 muestras con un panel de secuencia
positiva tuvieron tanto un resultado libre de enfermedad significativamente peor, como
de supervivencia global y de supervivencia especifica de la enfermedad?!®. Respecto la
asociacion de la ECS con las mutaciones en el TP53, se ha reflejado en el estudio de
Lapke et al?'’ en una cohorte de 345 pacientes con CECC de cavidad oral, las mutaciones
missense en el domino de unién del ADN TP53 se asociaron con una disminucion
especifica de la supervivencia en comparacion con TP53 de tipo wild. Después de
considerar otros factores clinicopatoldgicos, estas mutaciones missense se asociaron con
la ECS, los autores sugirieron que el analisis de las mutaciones del TP53 podrian mejorar
la estratificacion prondstica del CECC de cavidad oral. Relacionado con el TP53, otro
estudio evalud los polimorfismos de MDM2 (un inhibidor de TP53) y las mutaciones
somaticas de TP53 en una cohorte de CECC de cavidad oral demostrando una asociacion
con la presencia de ECS, describiendo una interaccion entre MDM2 SNP 309 y p53 con
respecto a comportamientos tumorales (incluyendo la diferenciacién tumoral, la
diseminacion extracapsular de los ganglios linfaticos y supervivencia libre de
enfermedad) 2*8. Peng et al?*® identificaron a través de 112 casos de CEEC de cavidad
oral que la amplificacion de ADN recurrente en la region 8g22.2 a 8q24.3 estuvo asociado
con la ECS. Otro estudio revel6 que las aberraciones del nimero de copias de EGFR
estaban significativamente asociadas con la ECS 2%,

Dentro de los estudios epigenéticos en el CECC, destaca el realizado por Jithesh
et al. En una cohorte de 44 casos de CECC de orofaringe perfilé el metiloma de ADN.
Los niveles diferenciales de metilaciéon identificados en varios genes estableci6 el
concepto de metilacion concordante o fenotipo metilador de isla CpG (CIMP) mostrando
una asociacion de peor prondstico con el CIMP alto en el CECC?2L,

En relacién con la ECS y la expresion de la podoplanina, Mermod et al.
propusieron que la expresion de la podoplanina en el area intratumoral y en el ganglio
metastasico fue un factor independiente asociado con la extension extranodal en los
CECC de de cavidad oral*®,

Las células de CECC con altos niveles de CD44 adquieren capacidad de
autorenovacion, adquiriendo caracteristicas de células madre, y se asocian con CEEC de
peor prondstico y metastasicos. Sefialar que el CD44 ha sido identificado también como
un componente de los invadopodios en las células del CECC104 105106,
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En cuanto a la podoplanina como biomarcador de la migracion de las celulas
tumorales en el CECC, los hallazgos sugieren una asociacion significativa entre la
extension extracapsular y la actividad de la podoplanina, especialmente en el frente
invasivo. Ademas, se considera que la presencia marcada de podoplanina estromal en la
extension extracapsular representa la reaccion desmoplésica alrededor del borde
infiltrante periganglionar en el nodulo metastasico®?®. Esto tiene el significado de
enfatizar la importancia del microambiente en el borde infiltrante del tumor donde ocurre
la extension extracapsular. Dado que la extension extracapsular es una caracteristica
agresiva representativa de varios tipos de cancer, incluido el CECC, se han realizado
estudios para identificar y predecirla. Sin embargo, no hay consenso sobre los factores
relacionados con el tumor primario, y persiste la controversia del propio diagnostico de
la extension extracapsular??®. A falta de una evidente manifestacion clinica, salvo
hallazgos radiol6gicos que puedan facilitar un diagndstico preoperatorio definitivo de
extension extracapsular, se han explorado mecanismos moleculares y biomarcadores que
pueden inducir la extension extracapsular??® subdividiendo todo el grupo de extension
extracapsular méas alla de la capsula ganglionar metastasica de 2 mm?%,

Por tanto, la verificacion de la relacién entre el grado de expresion de la
podoplanina y la extension extracapsular podrian aportar subcategorias para establecer
nuevas implicaciones clinicas en el CECC. En nuestro estudio el grado alto de
inmunoexpresion de la podoplanina se asocid significativamente con la extension
extracapsular (p=0,028) en el CECC VPH negativo.

Ademas, el microambiente tumoral ha reflejado su potencial para afectar el
comportamiento de las células cancerosas, y la importancia de los biomarcadores
relacionados con el microambiente tumoral estd aumentando®®. Los fibroblastos
asociados al cancer (CAF), cuya proliferacion y secrecion de factores de crecimiento son
anormalmente elevadas debido al tumor, son las principales células constituyentes del
microambiente tumoral®?®. La expresion de la podoplanina en los CAF se propuso
recientemente como un nuevo biomarcador y se ha identificado en varias neoplasias
malignas, incluidos los canceres de mama y pulmon, y hay evidencia de la participacion
del microambiente tumoral en el desarrollo de la extension extracapsular en el
microambiente nodal de los CECC de cavidad oral??. Los CAF estan involucrados en la
progresion tumoral en canceres que incluyen el CECC, a través de la linfangiogénesis y
la TEM, similar al principal mecanismo de accion de la podoplanina.

Estudios recientes??’ han demostrado que las células tumorales del CEEC de
cavidad oral inducen la diferenciacion de los CAF a través de la produccion y liberacion
de TGF-B y, a su vez, de los CAF a través de la secrecion del mismo factor, que induce
tanto la diferenciacion de nuevos CAF como la expresion de la podoplanina en las células
tumorales??®. Los estudios in vitro e in vivo han demostrado que los CAF inducen la
expresion de la podoplanina en las lineas celulares de CECC orales cuya activacion esta
asociada con la formacion de invadopodios y con la degradacion de la matriz extracelular
mediante la activacion de la proteina de union al ARNm del factor Il de crecimiento
similar a la insulina-3 (IMP-3), provocando que las células tumorales adquieran un
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fenotipo invasivo con capacidad migratoria, favoreciendo la TEM vy la metastasis'®, lo
que indica una potencial diana terapéutica de interés para desarrollar novedosos estudios
experimentales e histopatologicos que busquen esclarecer esta relacion en diferentes
formas del CECC. Existe evidencia de que las células tumorales del CECC de cavidad
oral tienen la capacidad de inducir la diferenciacion de los CAF y que estos a su vez
inducirian la expresion de la podoplanina en las células tumorales a través de la secrecién
de TGF-B, favoreciendo la TEM vy la invasividad del carcinoma. Esto indica que la
relacion entre los CAF y la expresion tumoral de la podoplanina podria desempefiar un
papel importante en la progresion del CECC. La podoplanina se localiza, generalmente,
en el frente invasivo y también presenta expresion en células del estroma, principalmente
en los CAF, sin embargo, el valor prondstico de su presencia es controvertido, estando en
algunos casos asociado a una supervivencia méas corta y un peor pronostico, y, en otros,
a un prondstico favorable®,

La activacion de la via de sefializacion celular de RAS-MAPK, PI3BK-AKT-
mTOR 222 y STAT3%?, también a través de la interaccion con la podoplanina, permite a
la célula tumoral evadir la muerte celular programada (anoikis) al desprenderse de la
unién a la membrana basal. Otro mecanismo descrito para evitar esta muerte celular es a
través de factores derivados de los CAF del microambiente tumoral. Estos CAF presentan
sobreexpresion de la podoplanina?®.

Sin embargo, aun no se han establecido todos los mecanismos moleculares
regulados por los CAF en el contexto del CECC. En el microambiente tumoral del CECC
existe una marcada presencia de CAF, que participan en procesos que promueven la
progresion tumoral, como la linfangiogénesis, la angiogénesis, la modulacion del sistema
inmunitario, y promueven la proliferacién y migracion de células tumorales, clinicamente
relacionado con una baja supervivencia y mal prondéstico. La presencia de los CAF puede
evaluarse mediante la identificacion de varios antigenos, aunque se ha demostrado que la
proteina a-SMA es uno de los marcadores mas utilizados para distinguir este tipo de
células de los fibroblastos normales y otras células del estroma. Entre los posibles
mecanismos implicados en la interaccion entre el microambiente tumoral y el CEEC, se
ha establecido que los CAF inducirian la expresion de proteinas que favorecen la TEM
de las células tumorales como la podoplanina?®.

Las limitaciones de este proyecto de investigacion fueron el anélisis retrospectivo,
el limitado tamafio muestral, la heterogeneidad de los casos y ser un estudio realizado en
un dnico centro. Se excluyeron los pacientes con CECC previo, y los pacientes con CECC
tratados en primera linea con radioterapia o quimioradioterapia, o bien con antecedentes
de tratamiento con quimioterapia o radioterapia para reducir la mala interpretacion. Se
minimizo el error técnico por mala calidad en la preparacion histologica por el analisis
realizado de las muestras obtenidas de los pacientes tratados quirdrgicamente y no de
muestras obtenidas a traves de una biopsia diagnostica. La cuantificacion de la expresion
de podoplanina se basé en la valoracion subjetiva con el sesgo de interpretacion
intrinseco. En este estudio, el analisis de la expresidn de podoplanina se realizd segun un
protocolo previamente publicado?® y con la IRS, analizando el nimero de células
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Discusién

expresando podoplaninay la intensidad de la tincion. La no uniformidad de los diferentes
estudios publicados del rango de la IRS de la podoplanina refleja incongruencia entre los
resultados al considerar la podoplanina como biomarcador pronéstico de los CECC. %42

La muestra relativamente limitada de este trabajo justifica una validacion de estos
resultados en un estudio prospectivo més amplio e inclusive multicéntrico para evaluar la
utilidad clinica de la podoplanina como biomarcador inmunohistoquimico del CECC
VPH negativo y para analizar el impacto de la inmunoexpresion de la podoplanina en la
supervivencia global de los pacientes afectos de CECC.
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Conclusién

7. CONCLUSION

1.- El grado alto de expresion de la IRS de la podoplanina se asocia de forma
independiente y de forma estadisticamente significativa con la recurrencia locorregional
en el CECC VPH negativo.

2.- Respecto a las caracteristicas histopatoldgicas, el grado alto de
inmunoexpresion de la IRS de la podoplanina se asocio significativamente con la
presencia de la extension extracapsular y con los margenes de reseccion quirdrgicos
afectados. Pero no presentaron asociacion estadisticamente significativa con la invasion
angiolinfatica ni perineural, ni con el grado de diferenciacion del CECC VPH negativo.

3.- El grado alto de expresion de la IRS de la podoplanina no se relaciond
significativamente con la supervivencia global en los CECC VPH negativos.

4.- El grado alto de la expresion de la IRS de la podoplanina en los CECC VPH
negativos sugiere un comportamiento tumoral agresivo. La podoplanina puede perfilarse
como un biomarcador inmunohistoquimico prondstico en los CECC VPH negativos.
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Lineas de futuro

8. LINEAS DE FUTURO

Remarcar que las opciones de prevencion primaria del CECC no deben
minusvalorarse, dado que los mayores factores de riesgo en la tumorogénesis del CECC
son el tabaco, el alcohol y la infeccidén por el VPH. Los esfuerzos para disminuir el
consumo del tabaco y alcohol, y la vacunacion contra el VPH podrian reducir en el futuro
los casos de CECC.

Valorar la aplicabilidad de evaluar la inmunoexpresion de la podoplanina en la
practica clinica habitual mediante la aprobacion tanto del comité ético de investigacion
como del comité multidisciplinar de cabeza y cuello de nuestra institucion, para permitir
un analisis prospectivo e inclusive multicéntrico con una mayor cohorte estudiando la
relevancia de la podoplanina como biomarcador inmunohistoquimico pronostico en el
CECC VPH negativo.

Dentro del estudio molecular y de las funciones de la podoplanina, diversas lineas
de investigacion estan en desarrollo para determinar la relacion entre los patrones de
invasion de las células tumorales y las proteinas de unién de la podoplanina, y también
para esclarecer la adquisicion y el mantenimiento de las caracteristicas de célula madre
que obtienen las células tumorales.

Identificar la significancia clinicopatoldgica de la sobreexpresion de la
podoplanina en el CECC permitird determinar su papel como biomarcador pronostico.

Ademas, estdn en desarrollo estrategias terapéuticas para los tumores con
sobreexpresion de la podoplanina como los anticuerpos monoclonales antipodoplanina,
mAb NZ1 que neutraliza la relacion entre la podoplanina y el CLEC-2. También destacar
la investigacién del rol de la podoplanina en el desarrollo de la inmunoterapia mediada
por células T (CAR-T).

Sefialar la investigacion de terapias basadas en la deteccién de mutaciones
presentes en el CECC como el tipifarnib en los casos de CECC recurrentes o metastasicos
con mutaciones en el HRAS, el uso de PI3K inhibidores en los casos con CECC con
mutaciones en el NOTCHL1, farmacos inhibidores de la via PI3K/AKT/mTOR (buparlisib
y alpelisib), o bien marcadores de exclusion de inmunoterapia en pacientes con alta
expresion de INFy. La identificacion a través de la NGS (next generation sequencing) de
las alteraciones moleculares presentes en el CECC amplia las expectativas de futuro para
el desarrollo de nuevas pautas de tratamiento en el CECC.
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