UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DE RESPUESTA
EN PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO
DE CABEZA Y CUELLO

Beatriz Cirauqui Cirauqui

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

PROGRAMA DE DOCTORADO DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DE RESPUESTA
EN PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO
DE CABEZA Y CUELLO

Beatriz Cirauqui Cirauqui

Barcelona, 2021






UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

PROGRAMA DE DOCTORADO DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DE RESPUESTA
EN PACIENTES CON CARCINOMA ESCAMOSO
DE CABEZA Y CUELLO

Autora

Beatriz Cirauqui Cirauqui
Directores
Mireia Margeli Vila

Rafael Rosell Costa

Tutor

Manel Monreal Bosch

Barcelona, 2021






A mi abuela Josefina,
Te lo debia, ...

Nadie estaria tan orgulloso de mi, ni se lo contaria a mas gente, ...






A todos y cada uno de los pacientes que han hecho posible esta tesis, a los que
estan, a los que desafortunadamente ya no estan, a los que hemos podido analizar y a

los que no, ... por dar sentido a todo el trabajo que hago cada dia.

A todas las personas que cuidan de ellos, familiares y personal sanitario en
general; vuestro trabajo es mas importante que el mejor de los farmacos para sacar

adelante a los pacientes

A mis directores de tesis. A Mireia Margeli, por tantas cosas, ..., pero, sobre todo,
por acompafiarme en los mejores y peores momentos y hacerme crecer durante estos
ultimos 20 afos. A Rafael Rosell, por tu ayuda desinteresada cuando me parecia

imposible arrancar este proyecto e inculcarme el espiritu investigador.

A Manel Monreal, por toda tu ayuda y por ser un ejemplo de que un gran

profesional puede ser una persona cercana con los companeros y los pacientes.

A Anna Martinez, gracias por tu ayuda desinteresada, tu optimismo, ayudarme a
ver que un problema es una oportunidad y sacar todo adelante cuando mas lo

necesitaba. Eres increible...

A Ricard Mesia, por creer en mi, por ser un referente, por tu apoyo incondicional
y por ser un punto de inflexién en mi carrera profesional. Nunca podré agradecerte todo

lo que haces por mi.

A todo el servicio de Oncologia Médica, por ser una gran familia y hacer que el
dia a dia sea mas facil. Gracias por todo vuestro apoyo durante estos afios y espero

gque muchos mas.

Quiero hacer un agradecimiento especial a mis compafieros del equipo B. A
Vanesa Quiroga, por todo, por tu rojo y por estar siempre ahi. A Iris Teruel, por tu gran
trabajo en silencio. A Marga Romeo, por tus palabras inmerecidas. A Eudald Felip, por

tu frescura y humildad. Sois el dream team.

A Teresa Moran y Cris Bugés, por compartir sus experiencias conmigo. Todo ha

sido mas sencillo gracias a vosotras.

A mis companferos de la unidad funcional de cabeza y cuello. Gracias por todo
lo que me ensefidis cada martes, gracias por vuestra colaboracién desinteresada,

vuestro espiritu y hacerme disfrutar de esta patologia.



En especial, gracias a Ariadna Quer, por todo lo que has hecho en esta tesis y

en cada proyecto que hacemos juntas.

A todos los residentes que me han hecho crecer durante estos afios, algunos
con dedicacion al cancer de cabeza y cuello en la actualidad. Sois un estimulo en mi

trabajo.

A todas las personas que han colaborado en el laboratorio, Adria Bernat, Marta
Domenech, Jose Luis Ramirez, Imane Chaib, ltziar Aguirre, Cristina Queralt, ... Sois

unos verdaderos idolos para mi

A las estadisticas Andrea Gonzalez, Ana Esteve y Ana Drozdowsky, por vuestra

rigurosidad y todo lo que he aprendido con vosotras.

A Xavi Martinez, por “salvarme la vida” en el ultimo momento y evitar que esta

tesis se quedara encriptada como un jeroglifico.

A mis padres, por ensefarme que con trabajo, amor, honradez, ilusiéon y una
sonrisa en la cara, puedes conseguir todo lo que te propones. Gracias por todos los
valores que me habéis transmitido y por todo el apoyo en todas las decisiones que he

tomado, algunas dificiles para vosotros.

A mi hermano Roberto, a Laura y al pequefio Daniel. Gracias por vuestra alegria,

carifio, sencillez y por estar siempre ahi, aunque sea en la distancia.

A mis familias, los Martinez-Cirauqui, por ser y estar, y los Sanchez-Sanchez,

por haberme acogido como una mas.

A mis amigos, los de alli, porque no parece haber pasado el tiempo y los de aqui,

porque hacen que pase volando.

A Asier, por las horas robadas, por tu inocencia y tu carifio. Te prometo que

jugaremos muchas horas.

Y, a Eusebio, por tu paciencia, por intentar comprender, por estar a mi lado cada
dia, y compartirlo todo. Gracias por todo lo que me das, no se puede expresar con

palabras. Gracias por el futuro ...



ABREVIATURAS






ABC: transportadores dependientes de ATP

ADCC: antibody-dependent cellular cytotoxicity o citotoxicidad célular mediada por
anticuerpo

ADN: acido desoxirribonucleico

AgtR2: receptor de la angiotensina-l|

AKT: gen que codifica la RAC-alfa serina / treonina-proteina quinasa

ARN: acido ribonucleico

ARNmMm: &cido ribonucleico mensajero

ATM: quinasa ataxia telangiectasia mutada

53BP1: proteina 1 de unién a p53

B7.1: CD80 o cluster of differentation 80 o cumulo de diferenciacién 80

B7.2: CD86 o cluster of differentation 86 o cimulo de diferenciacién 86

BER: base excision repair o reparacion de escision de base

bFGF: basic fibroblast growth factor o factor de crecimiento basico de fibroblastos
BLM: gen asociado al Sindrome de Bloom

BRT: biorradioterapia

CA: aberraciones cromosomicas

CAF: cancer-associated fibroblasts o fibroblastos asociados al cancer

CECC: carcinoma escamoso de cabeza y cuello

CECC-LA: carcinoma escamoso de cabeza y cuello localmente avanzado

CCEC R/M: CECC recurrente/metastasico

CDK: cyclin-dependent kinase o quinasa dependiente de ciclina

CD147: cluster of differentiation o grupo de diferenciacion 147

CEIC: Comité Etico de Investigacion Clinica

CISH: chromogenic in situ hybridization o hibridacion in situ cromogénica

CLR: control locorregional

CNTF: ciliary neurotropic factor o factor neurotrofico ciliar

COF: carcinoma de orofaringe

CPNCP: carcinoma de pulmén no célula pequena

CPS: combined positive score o puntuacion positiva combinada

CSC: cancer stem cells o células madre tumorales

CSF1R: colony stimulating factor 1 receptor o receptor del factor estimulante de
colonias-1

CtIP: c-terminal binding protein 1 (CtBP1) interacting protein o proteina que interactua
con la proteina de union c-terminal 1

CTLA-4: cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 o antigeno 4 del linfocito T citotdxico



CTR: proteina transportadora de cobre

DBD: DNA-binding domain o dominio de union al ADN

DDR: DNA damage repair o reparacion del dafio de ADN

DHA: dihidroartemisinina

DNA-PK: DNA-dependent protein kinase o proteina quinasa dependiente de ADN
DSB: double strand DNA breaks o roturas de ADN de doble cadena

E2F1: factor de transcripcion E2F1

E6: oncogen E6

E7: oncogén E7

EE: enfermedad estable

EGF: epidermal growth factor o factor de crecimiento epidérmico

EGFR: epidermal growth factor receptor o receptor del factor de crecimiento
epidérmico

EMA: European Medicines Agency o Agencia Europea de Medicamentos

EMT: epitelial mesenchymal transition o transicion epitelio-mesénquima

ERCC1/ ERCC4: excision repair cross -complementation group 1/4 o proteina de
reparacion por escision del grupo de complementacion cruzada 1/4

ERK: extracellular signal- regulated kinase o quinasa extracelular regulada por sefiales
FA: anemia de Fanconi

5-FAUMP: 5-fluorodesoxiuridinmonofosfato

FDA: Food and Drug Administration o Administracion de Alimentos y Medicamentos
FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded o tejidos embebidos en parafina y fijados con
formalina

FGF: fibroblast growth factor o factor de crecimiento de fibroblastos

GCSF: granulocyte colony-stimulating factor o factor estimulante de colonias de
granulocitos

GG-NER: global genomic NER o ruta NER gendmica global

GPCR: G protein-coupled receptor o receptor acoplado a la proteina G

IL-6: interleucina-6

H4: histona 4

HGFR: hepatocyte growth factor receptor o receptor de factor de crecimiento de
hepatocitos

HIF: hypoxia-inducible factor 1 o factor inducible por hipoxia

HR: homologous recombination o recombinacion homdloga

HSP90: heat shock protein 90 o proteina de choque térmico 90

IAP: inhibitors of apoptosis proteins o proteinas inhibidoras de la apoptosis

IFN-y: interferon gamma



IGF: insulin-like growth factor o factor de crecimiento parecido a la insulina

IGFR: insulin-like growth factor receptor o receptor del IGF

IGFBPs: insulin-like growth factor-binding proteins o proteinas de unién con alta afinidad
aIGF

IHQ: inmunohistoquimica

IT: inmunoterapia

JAK: Janus quinasa

LIF: leukemia inhibitory factor o factor inhibidor de la leucemia

LIG4: ADN ligasa 4

LOH: /oss of heterocigocity o pérdida de heterocigosidad

LS: largos supervivientes

LT: laringectomia total

MAPK: mitogen-activated protein kinases o proteinas quinasas activadas por mitégeno
MDC1: mediator of DNA damage checkpoint protein 1 o proteina mediadora del punto
de control del dafio del ADN

MDSC: myeloid-derived supresor cells o células supresoras de estirpe mieloide

MET: hepatocyte growth factor receptor o receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos

miR: microARN

MMR: missmatch repair o reparacion de desajuste

MMSET: multiple myeloma SET domain

mTOR: mammalian target of rapamycin o diana de rapamicina en células de mamifero
NER: nucleotide excision repair o reparacion de escision de nucledtido

NGF: nerve growth factor o factor de crecimiento nervioso

NHEJ: nonhomologous end joining o union final no homologa

OSM: oncostatin-M

p16: cyclin dependent kinase inhibitor 2A o inhibidor 2A de quinasa dependiente de
ciclina o CDKN2A

p53: proteina codificada por TP53

PARP: polyADP ribose polymerase o poli ADP ribosa polimerasa

PCNA: proliferating cell nuclear antigen o union del antigeno nuclear de células en
proliferacion

PDCD4: programmed cell death protein 4 o gen que codifica la proteina de muerte
celular programada 4

PD1: programmed death protein 1 o proteina de muerte celular programada 1

PDGF: platelet derived growth factor o factor de crecimiento derivado de plaquetas

PD-L1: programmed death-ligand 1 o ligando de la proteina de muerte programada



PE: progresion de enfermedad

PF: platino y 5-fluorouracilo

PI3K: phosphoinositide 3-kinase o fosfatidilinositol-3-quinasa

PIAS: protein inhibitor of activated STAT o proteinas inhibidoras de STAT activado
PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha o gen
que codifica la fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa, subunidad catalitica alfa,
también llamada proteina p110a que es una subunidad catalitica de clase | Pl 3-quinasa
PIKK: phosphoinositide 3-kinase related kinase o0 quinasa relacionada con la
fosfoinositol 3 quinasa

PKC: protein kinase C o proteina quinasa C

PLCy: phospholipase C-gamma o fosfolipasa C gamma

PNKP: polynuclotide kinase 3’phosphatase o polinucletido fosfatasa / quinasa

PRB: proteina del retinoblastoma

PS: performance status o estado de rendimiento

PSTAT3: fosfoSTAT3

PTEN: phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate 3-phosphatase o fosfatidilinositol-3, 4, 5-
trisfosfato 3-fosfatasa

PTIP: PAX transcription activation domain interacting protein

PTPs: protein tyrosine phosphatase o fosfatasas de proteina tirosina

PTPR: receptor type tyrosine-protein phosphatase o fosfatasa de proteina tirosina de
tipo receptor

QT: quimioterapia

QRT: quimiorradioterapia

RAP80: receptor-associated protein 80 o proteina asociada a receptor 80

Rb: retinoblastoma

RC: respuesta completa

RFC: replication factor C o factor de replicacion C

RIBE: radiation-induced bystander effect o efecto espectador inducido por la RT

RIF1: Replication Timing Regulatory Factor 1

RP: respuesta parcial

RT: radioterapia

RTK: receptor tirosina quinasa

SBRT: stereotactic body radiation therapy o radioterapia estereotactica del cuerpo
SFK: Src kinase family o quinasas de la familia Src

SKI-Il: sphingosine kinase inhibitor 2 o inhibidor no competitivo especifico de quinasa 2-
(p-hidroxianilino)-4-(p-clorofenil) tiazol

SLP: supervivencia libre de progresion



SG: supervivencia global

SOCS: supressors of cytokine signalling o proteinas supresoras de sefializaciéon por
citoquinas

SP1: sphingosine-1-phosphate o esfingosina-1-fosfato

SPHK1: sphingosine kinase 1 o esfingosina quinasa 1

SSB: single-stranded DNA binding proteins o roturas de ADN de cadena simple

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription o Transductor de sefal y activador
de proteinas de transcripcion

SUMO: small ubiquitin-like modifier

TAD: transactivation domain o dominio de transactivacion C-terminal

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TILs: tumor-infiltrating lymphocytes o linfocitos infiltrantes de tumor

TNBC: triple negative breast cancer o cancer de mama triple negativo

TTCC: Grupo Espafiol de Tratamiento de Tumores de Cabeza y Cuello

TCC: tumores de cabeza y cuello

TC-NER: transcription-coupled-NER o ruta NER acoplada a la transcripcion

TEAD: transcriptional enhacer factor TEF-1 o TEA domain family member o factor de
transcripcion del dominio TEA

TGF-a: transforming growth factor a o factor de crecimiento transformante alfa

TGF: transforming growth factor (8 o factor de crecimiento tumoral beta

TKI: tyrosine kinase inhibitors o inhibidores de la tirosina quinasa

TNF: tumor necrosis factor o factor de necrosis tumoral

TP53: gen p53

TPS: tumor proportion score

TR: tasa de respuesta

TRAF3: TNF receptor-associated factor o gen que codifica el factor asociado al receptor
de TNF

Tregs: células T reguladoras

VEGF: vascular endotelial growth factor o factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR: vascular endotelial growth factor o receptor de factor de crecimiento endotelial
vascular

VPH: virus del papiloma humano

WT: wild type o tipo salvaje

XLF: XRCC4-like factor o factor parecido a XRCC4

XRCC4: X-ray repair cross-complementing protein 4 o proteina de reparacion de ADN
XRCC4

YAP-1: yes-associated protein 1 o proteina asociada a Yes 1






“Es un error juzgar el pasado con los ojos del presente” Arturo Pérez Reverte

“Estudiar el pasado puede definir el futuro” Confucio
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RESUMEN






Introduccion:

Los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC) son tumores que se
diagnostican frecuentemente en una fase localmente avanzada, hecho que condiciona
un modesto prondstico. A pesar del manejo multidisciplinar, presentan una
supervivencia global (SG) menor al 40% a los 5 afios, debida a un 50-60 % de
recurrencias locales y un 20-30% de metastasis a distancia a los 2 afos. Por todo esto,
existe una necesidad de detectar biomarcadores que nos ayuden a seleccionar la mejor
modalidad terapéutica para cada paciente y a desarrollar nuevas estrategias que

reviertan las resistencias a los tratamientos convencionales.
Objetivos:

Con la hipoétesis de que los niveles de expresion de genes implicados en las vias de
reparacion del ADN y la activacién de la via del transductor de sefal y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) pueden jugar un papel prondstico y predictivo de respuesta a
diferentes tratamientos del CECC, evaluamos la correlacién de los primeros con la
eficacia a la quimiorradioterapia (QRT) con platino y de la segunda con la de la

combinacion de paclitaxel y cetuximab.
Material y métodos:

Para evaluar el primer objetivo, determinamos los niveles de expresion de ARNm de los
genes BRCA1, RAP80, proteina 1 de unién a p53 (53BP1), mediador del punto de
control del dafio del ADN 1 (MDC1) y RNF8, todos ellos relacionados con la reparacion
del ADN, y los correlacionamos con la respuesta y la SG en 72 pacientes con CECC
localmente avanzado (CECC-LA) tratados con carboplatino semanal AUC 2 y

radioterapia (RT).

Para evaluar el segundo objetivo, analizamos retrospectivamente las muestras
tumorales disponibles de 52 pacientes de una serie con CECC recurrente/metastasico
(CECC R/M) tratados con paclitaxel y cetuximab entre 2008 y 2017, y determinamos los
niveles transcripcionales de STAT3, la expresion de STAT3 fosforilado (pSTAT3) y la
hipermetilacion del promotor del gen de la fosfatasa T de proteina tirosina de tipo
receptor (PTPRT).

Resultados:
En la primera serie, la respuesta completa (RC) a la QRT fue significativamente superior

en los pacientes que tenian tumores con niveles bajos de 53BP1 en comparacién con
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aquellos con tumores con niveles elevados, y se acompafaba de una tendencia a una
mejor SG. Para un pequefo grupo de pacientes con tumores con baja expresion de
53BP1 y BRCA1 o RAPS8O alto, la tasa de RC todavia era superior.

En la segunda serie, 58,82% de los tumores presentaron metilacion del promotor de
PRPRT y ésta se asocio significativamente con una menor tasa de respuesta (TR) a
paclitaxel y cetuximab. La sobreexpresion de la proteina pSTAT3 se detectd en el
66,67% de los tumores y también se correlacioné con resistencia al tratamiento, aunque

no se obtuvieron diferencias significativas.
Conclusiones:

En nuestro primer trabajo observamos que la eficacia de la RT en combinacién con
carboplatino en el tratamiento del CECC-LA se correlaciona con los niveles de expresion
de ARNm de 53BP1 y que los niveles de expresion de ARNm de BRCA1 y RAPS80

parecen reforzar su valor predictivo.

En nuestro segundo trabajo, la activacion de la via STAT3, valorada por la sobrexpresién
de pSTAT3 y mediada por la metilacion del promotor de PTPRT, predice resistencia a

paclitaxel y cetuximab en CECC R/M.
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ABSTRACT






Background:

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) are tumors that are frequently
diagnosed in a locally advanced phase, a fact that determines a bad prognosis. Despite
multidisciplinary management, they have a 5-year overall survival (OS) of less than 40%,
due to 50-60% local recurrences and 20-30% 2-year distant metastases. For this reason,
there is a need to detect biomarkers that help us to select the best therapeutic modality
for each patient and develop new strategies to reverse resistance to conventional

treatments.

Objectives:

With the hypothesis that the expression levels of genes involved in DNA repair pathways
and the activation of the signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
pathway may play a prognostic and predictive role in response to different HNSCC
treatments, we evaluated the correlation of the first ones with the efficacy of
chemoradiotherapy (CRT) with platinum and of the second ones with that of the

combination of paclitaxel and cetuximab

Material and methods:

To evaluate the first endpoint, we determined the mRNA expression levels of the genes
BRCA1, RAPS80, p53-binding protein 1 (53BP1), mediator of DNA damage checkpoint 1
(MDC1) and RNFS8, all of them related to DNA repair and correlated them with response
and OS in 72 patients with locally advanced HNSCC (LA-HNSCC) treated with weekly
AUC 2 carboplatin and radiotherapy (RT).

To evaluate the second endpoint, we retrospectively analyzed the available tumor
samples from 52 patients from a series with recurrent / metastatic HNSCC (R / M
HNSCC) treated with paclitaxel and cetuximab between 2008 and 2017, and we
determined the transcriptional levels of STAT3, the expression of phosphorylated STAT3
(pSTAT3), and the hypermethylation of the receptor-type tyrosine-protein phosphatase
T (PTPRT) promoter.

Results:

In the first series, the complete response (CR) to CRT was significantly higher in patients

who had tumors with low levels of 53BP1 compared to those with tumors with elevated
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levels, and a trend towards better OS. For a small group of patients with tumors with low
expression of 53BP1 and high BRCA1 or RAP80 expression, the CR rate was still higher.

In the second series, 58.82% of the tumors presented PRPRT promoter methylation and
it was significantly associated with a lower response rate to paclitaxel and cetuximab.
The overexpression of the pSTAT3 protein was detected in 66.67% of the tumors and
was also correlated with resistance to treatment, although no significant differences were

reached.

Conclusions:

In our first work we observe that the efficacy of RT in combination with carboplatin in the
treatment of LA- HNSCC is correlated with the levels of expression of 53BP1 mRNA,
and that the levels of expression of BRCA1 mRNA and RAP80 seem to reinforce its

predictive value.

In our second work, the activation of the STAT3 pathway measured by the
overexpression of pSTAT3 and mediated by the methylation of the PTPRT promoter

predicts resistance to paclitaxel and cetuximab in R/ M HNSCC.
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1. INTRODUCCION






1.1.CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO (CECC)

1.1.1. Epidemiologia y factores de riesgo

Los tumores de cabeza y cuello (TCC) conforman una de las neoplasias mas
frecuentes. En 2018, de diagnosticaron aproximadamente 835000 nuevos casos a nivel
mundial, por lo que son el sexto tumor en incidencia (1). De ellos, 9600 se diagnosticaron
en Espafia, donde son la quinta neoplasia mas incidente en varones. La previsiéon es
que aumente su incidencia anual hasta 12000 a 14000 casos en los proximos anos (2).
De hecho, en el caso del carcinoma escamoso de laringe, la incidencia espafola es la
mas alta de toda Europa. En mujeres, la incidencia es mucho menor, pero ha presentado
un incremento en los ultimos 10 afos relacionado, posiblemente, con la evolucién de

sus habitos téxicos (incremento del consumo de tabaco) (1).

Dentro de los TCC, el tipo histolégico mas comun es el CECC, constituyendo un
90% de las lesiones (3,4). Los factores de riesgo mas frecuentes de los CECC son el
consumo de alcohol y de tabaco, contribuyendo aproximadamente en el 75% de los
casos (5-7). Sin embargo, en los ultimos afos, se ha demostrado, también, que el virus
del papiloma humano (VPH) es un agente patdgeno de lesiones, fundamentalmente en
los carcinomas de orofaringe (COF) (8). La estimacién del porcentaje atribuible al VPH
en los COF es del 25%, observandose una gran variabilidad segun el area geografica
(9). En numerosos estudios se ha observado una tendencia creciente de la proporcion
de COF, asi como de la incidencia de casos relacionados con el VPH. En Catalufa, el
porcentaje ha pasado de alrededor del 8% en el periodo 1991-1997 a casi el 20% en el
periodo 2007-2014(10,11). Los COF relacionados con el VPH son diferentes en términos
epidemioldgicos, moleculares y clinicos, a los no asociados al virus, y presentan un
mejor pronostico (Tabla 1) (12). Por este motivo, se estan desarrollando multiples
ensayos clinicos para desintensificar el tratamiento en pacientes con tumores
relacionados con el VPH, con estrategias como la reduccién de la dosis de radioterapia
(RT) o la sustitucién de cisplatino por cetuximab, alguno de ellos con resultado negativo
(13,14).

Se trata de un grupo de neoplasias malignas potencialmente curables si se
diagnostican en una etapa precoz, aunque, desgraciadamente, dos terceras partes de
los casos se siguen detectando en una fase locorregional avanzada, definida como
estadios Il y, sobre todo, 1V, sin metastasis a distancia (15). Esto condiciona el modesto
pronostico de estos pacientes, con una supervivencia global (SG) menor al 40% a los 5
anos, debida a un 50-60 % de recurrencias locales y un 20-30% de metastasis a

distancia a los 2 afios (16-20).
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Tabla 1. Diferencias entre los carcinomas de orofaringe relacionados y no relacionados con el VPH

(Adaptada de (21))

COF relacionado VPH

COF no relacionado VPH

Edad Mas jovenes (30-50 afios) Menos jovenes (60-70 afios)

Sexo 3:1 varones 3:1 varones

Nivel socioeconémico Mayor Menor

Estado general Bueno Peor

Factor de riesgo Sexo oral Tabaco, alcohol

Localizacion mas Amigdala y base de lengua Cualquiera

Frecuente

Histologia Pobremente diferenciado, Bien o moderadamente
Basaloide Diferenciado

Cancerizacion de campo No Si

Biologia

P53: catabolismo aumentado (E6)
PRB: catabolismo aumentado (E7)

P16: expresion aumentada

Menor nimero de mutaciones

P53 mutado e inactivado
PRB no degradado
P16-ciclina D1/CDK-PRB desactivado
EGFR, survivina

Mayor nimero de mutaciones

Alteraciones Menos frecuentes Frecuentes
Cromosoémicas
Estadio T precoz Variable

N avanzada (quistica) (N solida)
Metastasis a distancia Raras Frecuentes
Incidencia Aumentando Disminuyendo
Supervivencia global 82 % 57 %
3 afos
Segundos tumores Raros Frecuentes

1.1.2. Etiopatogenia
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Enlos CECC relacionados con el tabaco, la transformacion de la mucosa normal
en carcinoma invasivo sigue un modelo de progresion molecular de carcinogénesis de
varios pasos. La pérdida de material genético de la region cromosomica 9p21 y la
inactivacion de la proteina p16 son las primeras alteraciones identificadas en la mucosa
hiperplasica. La transicion posterior a la displasia, se caracteriza por la pérdida de las
regiones cromosomicas 3p y 17p y por la inactivacion de la proteina p53. Seguidamente,
la pérdida de las regiones 11q, 13q y 14q preceden a la transicién a carcinoma in situ.
Se identifican pérdidas de las regiones 6p, 8p y 4p durante la transformacion a
carcinoma invasivo (22,23). Paralelamente, el CECC relacionado con el VPH se induce
por la alteracion en el genoma del huésped de la expresion del factor E2, el represor
transcripcional de las proteinas virales E6 y E7. Estas actian como oncoproteinas que
se unen y degradan la proteina supresora tumoral p53 y la de retinoblastoma (Rb),
respectivamente. La degradacion de Rb induce la expresion de p16INK4A, que

utilizamos en la practica clinica como marcador subrogado de infeccion por VPH (24).

El Cancer Genome Atlas Network (TCGA) publicd un analisis exhaustivo de las
mutaciones somaticas presentes en alrededor de 280 CECC y mostr6 que los tumores
asociados al VPH estan dominados por mutaciones de dominio helicoidal del oncogén
que codifica la fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa (PIK3CA); dichas alteraciones
implican la pérdida del gen que codifica el factor asociado al receptor de TNF (TRAF3)
y la amplificacion del gen del ciclo celular E2F1, dando lugar a la proliferacién celular
descontrolada. En cambio, el CECC relacionado con el tabaquismo demuestra
mutaciones casi universales de pérdida de funcién de TP53 e inactivacion de la proteina
reguladora de ciclo celular CDKN2A, asi como frecuentes alteraciones en el numero de
copias en el genoma, incluidas las amplificaciones de 3q26/28 y de 11q13/22. También
existen alteraciones en los genes que codifican para las proteinas del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), del receptor de factor de crecimiento de hepatocitos
(MET) y NOTCH, que promueven la proliferacion, la migracion y la supervivencia celular
a través de las vias de sefalizaciéon RAS / RAF / quinasa extracelular regulada por
sefiales (ERK), fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) / RAC-alfa serina / treonina-proteina
quinasa (AKT) / diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) y Janus quinasa
(JAK) / transductor de sefal y activador de proteinas de transcripcion (STAT), todas
habitualmente desreguladas en CECC (25).

La hipermetilacion del acido desoxirribonucleico (ADN) del supresor tumoral
CDKNZ2A / p16INK4a es la modificacion epigenética mas frecuente observada en CECC

que conduce a la proliferacion celular (26). Asi, también se han involucrado diferentes
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alteraciones epigenéticas en la progresion del CECC vy la resistencia al tratamiento. Por
otro lado, los cambios en la estructura de la cromatina conducen a la desacetilacion de
la histona y la metilacion de la lisina en las colas de la histona, lo que resulta en
silenciamiento génico (27).

Por ultimo, los micro ARN (miR) funcionan como supresores tumorales o como
oncogenes y regulan genes implicados en la tumorigénesis del CECC (28,29). miR-22
actua como un supresor tumoral, controlando los niveles de la proteina transmembrana
multifuncional CD147, y con frecuencia se regula negativamente en CECC, aumentando
procesos como la proliferacion, la migracién y la invasion. miR-21 se acumula en CECC
mostrando caracteristicas oncogénicas al atacar el gen PDCD4, que codifica la
Programmed cell death protein 4, aumentando la resistencia al tratamiento con cisplatino
(30).

En los ultimos afios, también ha habido un creciente conocimiento de la
implicacién del microambiente en la carcinogénesis del CECC. La hipoxia, el
microambiente inmunitario, los fibroblastos asociados al cancer (CAF) y el microbioma
oral juegan un importante papel en la permisividad de todos los mecanismos
oncogeénicos que inducen el desarrollo tumoral (31-35).

La integracion de todos estos factores genéticos, epigenéticos y del
microambiente probablemente nos guiara hacia el desarrollo de un tratamiento

personalizado.

1.1.3. Estrategias terapéuticas utilizadas en el CECC

1.1.3.1.RT

La RT sigue siendo una de las modalidades de tratamiento mas utilizadas en
cancer en general, y en CECC, en particular. Su objetivo final es provocar dafo celular
o tisular que, si no es reparable, eventualmente mata a las células. Actua principalmente

de dos maneras (36):

- por un lado, produce un dafo directo en el ADN en forma de roturas de cadena
simple (SSB) o de doble cadena (DSB)

- por otro, también actua indirectamente, produciendo radicales libres que se
derivan de la ionizacién o excitacion del componente acuoso de las células, que

también danan el ADN.
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Por lo tanto, el ADN es el objetivo principal de la muerte celular inducida por la
RT y existe una considerable redundancia en la capacidad de las células normales para
reparar el dafio; por ello, las vias de respuesta al dafio del ADN son una diana
prometedora para la radiosensibilizacion selectiva de las células tumorales.

También se han descrito efectos de la RT en el microambiente tumoral, como el
impacto en las células implicadas en la inmunidad, y el efecto espectador inducido por
la RT (RIBE), donde las células no irradiadas adyacentes o ubicadas lejos de las células
o tejidos irradiados demuestran respuestas similares a las de las células irradiadas
directamente (37-39)

1.1.3.2. Quimioterapia (QT)

Existen diferentes agentes quimioterapicos utilizados en el manejo del CECC.
Pueden ser utilizados en monoterapia, en combinacién entre si o con otras modalidades

terapéuticas como la RT, la terapia dirigida o la inmunoterapia (IT).

1.1.3.2.1. Agentes derivados del platino

El mecanismo de accién de los agentes derivados del platino consta de 5 pasos

principales:

- Captacion celular

- Activacién

- Lesién del ADN

- Procesamiento celular de las lesiones

- Activacion de mecanismos de muerte celular (apoptosis, necrosis, autofagia)

La captacion de platinos por parte de la célula se produce tanto por difusion
pasiva como a través de los transportadores de cobre (CTR1 y CTR2) u otros
transportadores especificos, de forma activa. Una vez que el platino esta dentro de la
célula, la menor concentracion de iones cloruro favorece la sustitucion de sus ligandos
de cloruro por moléculas de agua. Los complejos de platino acuoso / activado pueden
reaccionar con centros nucleofilicos en bases de acido desoxirribonucleico (ADN) de
purina. Normalmente actua en la misma cadena de ADN (en cis), formando aductos
entre bases nitrogenadas de guanina adyacentes. En menor medida, pueden actuar en

trans, coordinandose con bases de guanina de la cadena complementaria de ADN para
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formar enlaces cruzados entre cadenas, que induce una distorsién significativa en la
doble hélice de ADN. La lesion en el ADN es reconocida por la maquinaria celular, que
intenta reparar la lesion, iniciando finalmente el proceso de muerte celular. El
mecanismo mas significativo por el cual los complejos de platino clasicos inducen la
muerte celular es por la inhibicion de la transcripcion del ADN. Mientras las acido
ribonucleico (ARN) polimerasas transcriben ADN, se estancan en el enlace cruzado de
platino y alli se recluta la maquinaria de reparacion acoplada a la transcripcion. Si esta
maquinaria no puede reparar la lesiéon, la célula activa una via de muerte celular
programada. En el caso de que la maquinaria sea capaz de reparar la lesion, la célula
tumoral es viable, dando lugar a la aparicion de mecanismos de resistencia al
tratamiento (40,41).

1.1.3.2.2 Taxanos

Los inhibidores de microtubulos (como los alcaloides de la vinca), y los
estabilizadores de microtubulos (como los taxanos), son dos de las familias de
quimioterapicos mas activas en cancer en general, y en los TCC en particular. En este
contexto, el paclitaxel es uno de los taxanos mas usados.

Los microtubulos son estructuras dinamicas, que experimentan polimerizacion y
depolimerizacion a través de la adicion y pérdida de subunidades de tubulina en sus
extremos. Juegan un papel muy importante en gran numero de procesos celulares como
son la mitosis, el transporte intracelular y la dinamica del citoesqueleto. Los agentes
antimicrotubulos provocan un bloqueo en esta via, impidiendo que se puedan producir
estos importantes procesos, y dando lugar a un arresto del ciclo celular y la activacion
de los mecanismos de muerte celular. Ademas, la importante implicacion de los
microtubulos en el transporte axonal es la causa de que su blogueo se asocie
frecuentemente con neurotoxicidad derivada del tratamiento con taxanos en la clinica
(42).

1.1.3.2.3. Agentes antimetabolito: 5-fluorouracilo y metotrexato
El concepto farmacoldégico de antimetabolito consiste en la administracion de
sustancias muy parecidas a las que fisiolégicamente participan en procesos celulares

esenciales, pero con propiedades quimicas lo suficientemente diferentes como para que

sean detectables por los mecanismos celulares. De esta manera, se provoca el bloqueo

46



de dichos procesos hasta un grado en que el deterioro de la maquinaria celular
conduzca por si mismo a la apoptosis de la célula. Una de las dianas mas evidentes
para estos productos son los procesos de sintesis de los componentes, reparacion y
duplicacion del ADN.

El 5-fluorouracilo es un profarmaco que en el interior celular, es transformado en
5-FAUMP que es su forma activa. Este actia como un falso sustrato de la timidilato
sintasa impidiendo la sintesis de ADN (43).

El metotrexato es un analogo de acido félico que inhibe selectivamente la
dihidrofolato-reductasa al competir con el dihidrofolato, con mas afinidad por la enzima
que el propio sustrato natural. Otro mecanismo potencialmente implicado en la
citotoxicidad del metotrexato es la posibilidad de inhibir otras enzimas dependientes de

folatos como la timidilato sintasa (44).

1.1.3.3. Anticuerpos contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico.

Cetuximab y panitumumab.

Cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico murino humanizado que se
une al dominio extracelular del EGFR, bloqueando el sitio de unién con su ligando, el
factor de crecimiento epidérmico (EGF). Esto provoca la inhibiciéon de la funcion del
receptor y bloquea su cascada de sefales, lo que conduce a la detencién en la fase G1
del recorrido del ciclo celular e incluso a la muerte celular en ciertas circunstancias. Este
arresto en la fase G1 potencia el efecto de la RT y de la QT. Ademas, induce la
internalizacion de EGFR, lo que puede conllevar una disminucion de los receptores
disponibles en la superficie celular y también dirige a las células efectoras inmunitarias
citotoxicas hacia las células tumorales que expresan EGFR (citotoxicidad celular
mediada por anticuerpo, ADCC) (45).

A su vez, panitumumab es un anticuerpo 1IgG2 completamente humano que
reconoce un epitopo diferente al cetuximab en el dominio extracelular de EGFR,
evitando, también, la union del ligando al receptor. Es por ese motivo que existe una
resistencia cruzada parcial entre panitunumab y cetuximab, ya que hacen la misma

funcion pero en posiciones distintas (46).

1.1.3.4. Inmunoterapia (IT)

La estrategia de IT mas utilizada en cancer hasta la actualidad es la inhibicién
de los puntos de control inmune, aunque esta creciendo, de forma exponencial, el

desarrollo de nuevas alternativas.
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Las células tumorales evaden la inmunovigilancia y progresan a través de
diferentes mecanismos, incluida la activacion de las vias de control inmunitario que
suprimen las respuestas inmunitarias antitumorales (34). Los inhibidores de los puntos
de control inmune revierten las respuestas inmunitarias antitumorales al interrumpir las
sefiales coinhibitorias y promover la eliminacion de células tumorales mediada por el
sistema inmunitario. La proteina de muerte programada 1 (PD-1) / ligando de la proteina
de muerte programada 1(PD-L1) y antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4) / B7-
1/B7-2 son ejemplos de proteinas de puntos de control que estan en las células T o en

las células tumorales (47).

1.1.4. CECC localmente avanzado (CECC-LA)

1.1.4.1. Definicion

Dos terceras partes de los casos de CECC se siguen diagnosticando en una fase
locorregional avanzada y corresponden a tumores en estadios Il y, sobre todo, IVA'y
IVB (15), lo que implica una extensién local a estructuras vecinas o la afectacion
ganglionar.

Este tipo de tumores se divide en dos grupos fundamentalmente: resecables e
irresecables. No existe una definicion universalmente aceptada de irresecabilidad. La
decision final depende de las capacidades de la institucion y del cirujano. Ademas, se
debe considerar que la cirugia no puede ser adecuada si el equipo médico quirdrgico
prevé la imposibilidad de lograr una reseccion completa con margenes libres, las
secuelas funcionales o estéticas de la cirugia no son aceptables, hay pocas expectativas
de curacion quirdrgica o se trata de una cirugia de alto riesgo debido a la edad o las
comorbilidades (48).

El tratamiento va a depender de la ubicacion y extensién del tumor.

1.1.4.2. Tratamiento

1.1.4.2.1. Quimiorradioterapia (QRT) concomitante

La estrategia estandar clasica de tratamiento en los CECC-LA resecables ha
sido la cirugia seguida de RT. Sin embargo, esta aproximacion terapéutica presenta una
tasa subdptima de control locorregional (CLR) de la enfermedad o, lo que es lo mismo,
un 60% de recaidas locorregionales, ademas de un 15-20% de metastasis a distancia a

los cinco anos (49,50).
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Por este motivo, se planted la incorporacion de la QT en combinacion con los
tratamientos anteriores, con la finalidad de intentar mejorar la eficacia terapéutica en los
CECC considerados resecables.

En tres metanalisis publicados conjuntamente en el afio 2000 se observé que el
maximo beneficio en SG de la introduccién de la QT se conseguia con la administracion
concomitante a la RT, con un aumento absoluto del 8% respecto al tratamiento
locorregional exclusivo. En cuanto al beneficio obtenido con la adicion de la QT en el
contexto de adyuvancia o neoadyuvancia, se observaron aumentos absolutos no
significativos (51).

A partir de estos datos, en pacientes con CECC-LA irresecables o en estrategias
de preservacion de organo en CECC-LA resecable, la QRT concomitante pasé a
considerarse el tratamiento de eleccion. Estas estrategias conservadoras se plantean
en los tumores que requieren una laringectomia total (LT) para la reseccién completa de
la neoplasia, y en los tumores avanzados de orofaringe, ya que la cirugia del tumor
primario conlleva, en muchas ocasiones, déficits funcionales deglutorios importantes.

Se han investigado opciones menos tdxicas como el carboplatino, que fue una
opcién aceptada en la practica clinica (52,53), y farmacos basados en la inhibicion de
dianas moleculares especificas, como el cetuximab, que ha permitido disponer de una
alternativa eficaz y segura a la QRT concomitante.

La hipoxia induce radiorresistencia, directamente, porque el dafio al ADN se
maximiza en presencia de oxigeno e, indirectamente, al promover la inestabilidad
genética (54). La hipoxia induce la expresion y mejora la fosforilacion de EGFR
regulando asi los mecanismos intrinsecos de reparacién de ADN, mientras que EGFR
puede estabilizar el factor inducible por hipoxia 12 (HIF1a) (55,56). Es por este motivo
que la inhibicion del EGFR se ha explorado como un posible complemento terapéutico
de la RT en CECC. Un estudio fase Ill en pacientes con CECC-LA compar¢ la eficacia
y la seguridad de la RT sola, con intencion curativa, frente a la combinacion de RT y
cetuximab (biorradioterapia, BRT) radical. EI CLR del tratamiento combinado fue
significativamente superior, asi como la SG a los cinco afios, sin incremento importante
en la toxicidad (57).

No disponemos de una comparacion directa entre BRT y QRT con cisplatino
como tratamiento radical en el global de la poblacion, pero en pacientes con COF
relacionado con el VPH, la BRT ha demostrado inferioridad respecto al esquema clasico
(13,14). Por ello, la BRT se plantea en caso de contraindicacion al tratamiento basado

en platinos.
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1.1.4.2.2. Otros

En lo que respecta al tratamiento complementario a la reseccion quirurgica, se
recomienda la QRT concomitante con cisplatino en pacientes con caracteristicas
patoldgicas de alto riesgo, como son la presencia de extension extracapsular ganglionar
y / 0o margenes afectados (58—60).

En cuanto a la QT de induccion, el esquema de eleccidn consiste en la
administracion de docetaxel en combinacion con cisplatino y 5-Fluorouracilo (TPF)
(61,62). Pese a que no existen estudios randomizados que demuestren la superioridad
frente a la QRT, se considera una opcion cuando el objetivo es la preservacion de
organo y en CECC-LA irresecables con gran volumen tumoral o riesgo de diseminacion

a distancia.

1.1.5. CECC recurrente/metastasico (CECC R/M)

1.1.5.1. Definicion

El 10% de los pacientes con CECC se diagnostican con enfermedad
metastasica. Ademas, casi un 50% de los pacientes tratados por enfermedad
locorregional, desarrollan recurrencias y, de ellos, solo entre el 15 y el 30% son

tributarios de un tratamiento de rescate con intencion curativa (4,63).

1.1.5.2. Tratamiento

1.1.5.2.1. Papel del tratamiento local en la enfermedad recurrente/metastasica

Cuando un paciente presenta una recidiva local o ganglionar, o ambas, la
primera opcion terapéutica es un tratamiento local, bien sea el rescate quirurgico o la
reirradiacion en aquellos casos en los que, tras valoracion por parte de un equipo
multidisciplinar, se considere posible.

De igual forma, también debemos considerar la realizacién de un tratamiento
local en la enfermedad oligometastasica, tanto cirugia de las metastasis como la

radioterapia estereotactica (SBRT) (4).
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1.1.5.2.2. Primera linea de tratamiento

El esquema EXTREME (cisplatino o carboplatino/ 5-fluorouracilo/ cetuximab) ha
sido el estandar de tratamiento desde el afio 2008. Se basa en un estudio fase lli
publicado por Vermorken, donde se compar6 la eficacia y seguridad de PF (con
cisplatino o carboplatino) respecto a PF asociado a cetuximab semanal en pacientes
CECC R/M no tratados previamente. La rama de PF en combinacion con cetuximab
resultd significativamente superior a la rama control en términos de SG (mediana de
10,1 meses respecto a 7,4 meses con PF), SLP (5,6 meses y 3,3 meses con PF) y tasa
de respuesta (TR) (incremento desde el 20% con PF al 36% con PF en combinacion

con cetuximab), con aceptable tolerancia (64).

Sin embargo, con mucha frecuencia nos encontramos pacientes no candidatos
a recibir platino o 5-fluorouracilo en este escenario, bien sea por contraindicacién o por
refractariedad (en el caso de pacientes que han recibido tratamiento con platino en fase
de enfermedad locorregional, sin beneficio demostrado). En estas situaciones, la
combinacion de paclitaxel y cetuximab (ERBITAX) es el tratamiento mas utilizado en
nuestro entorno, si el estado general del paciente lo permite. Este esquema fue evaluado
en un estudio fase Il del Grupo Espafiol de Tratamiento de Tumores de Cabeza y Cuello
(TTCC), en el que se incluyeron 46 pacientes con CECC R/M no tratados previamente
para la enfermedad recurrente o metastasica, y en el que se reportd una TR global del
54% y de control de la enfermedad del 80%, ademas de un buen perfil de tolerancia
(65).

También se ha evaluado la IT en primera linea de tratamiento en este escenario.
El estudio Keynote 048 es un estudio fase Il que evalud la eficacia de pembrolizumab
(farmaco antiPD-1) en monoterapia, pembrolizumab/ cis o carboplatino /5fluorouracilo o
el esquema EXTREME, en pacientes con CECC que no habian recibido ningun
tratamiento sistémico en el escenario recurrente/metastasico. En la comparaciéon de
pembrolizumab y QT frente a EXTREME, el brazo experimental mejoré la SG en el
global de los pacientes (66). Sin embargo, al analizar los resultados de la monoterapia
con pembrolizumab frente a EXTREME, el beneficio en SG fue en los pacientes con
tumores con combined positive score (CPS) >1. El CPS se define como ratio entre
nimero de células (tumorales, linfocitos y macrofagos) PD-L1 positivas por
inmunohistoquimica (IHQ) y el numero de células tumorales totales, multiplicado por
100.
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Este estudio ha dado la aprobacién de pembrolizumab en primera linea de CECC
R/M por la FDA y la EMA, lo que ha supuesto un cambio reciente en el estandar de
tratamiento. En nuestro entorno, en breve podremos utilizar pembrolizumab solo o en
combinacién con platino y 5-fluorouracilo en primera linea de tratamiento en pacientes
con CECC R/M con CPS > 1.

1.1.5.2.3. Segunda linea de tratamiento

Las opciones terapéuticas clasicas en este escenario consideraban el uso de
taxanos (paclitaxel o docetaxel), cetuximab, en este caso en monoterapia (si no se habia
utilizado en primera linea) y metotrexato. Todos ellos estan basados en estudios fases

Il'y obtienen una mediana de SG de unos 6 meses (67,68).

Nivolumab, otro anticuerpo monoclonal antiPD-1, ha sido testado en pacientes
refractarios a tratamiento con platino, frente a los esquemas de QT usados
clasicamente, con un beneficio en SG independiente del estado del marcador PD-L1
(determinado por TPS o tumor proportion score, definido como el porcentaje de células
tumorales con sobreexpresion de PD-L1 por IHQ), aunque este beneficio era mayor en
la poblacién PD-L1 positiva (69,70).

1.1.5.2.4. Tercera y posteriores lineas de tratamiento

Las opciones de tratamiento en tercera y posteriores lineas son muy limitadas, y
estan basadas en estudios fase Il de QT en monoterapia, con escaso nimero de
pacientes incluidos y que muestran un modesto beneficio. Es importante seleccionar al
paciente tributario a tratamiento en este escenario, en funcion de su estado general, asi
como de la respuesta obtenida en lineas de tratamiento previas y, siempre que sea
posible, priorizar su inclusion en ensayos clinicos para que pueda beneficiarse de

nuevas estrategias que no estan disponibles en la practica clinica habitual.
1.2. MECANISMOS DE DANO Y REPARACION DEL ADN

Los CECC no relacionados con el VPH tienen una multitud de alteraciones
genéticas somaticas, muchas de las cuales afectan a la capacidad de reparacién del

dafio del ADN en las células. Esto ha llevado a los investigadores a estudiar

polimorfismos en los genes de reparacion del ADN para determinar si hay un aumento
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en la susceptibilidad de un individuo para desarrollar CECC (22,71). Desde una
perspectiva terapéutica, también hay un gran interés en vias relacionadas con la eficacia
del tratamiento. La piedra angular del tratamiento no quirirgico del CECC-LA ha sido
una combinacion de QT basada en platino, agentes biolégicos y RT, con el objetivo de
provocar dafio en el ADN celular, iniciando asi una cascada de sefiales que
desencadenan la apoptosis (72). Incluso los estudios con IT se han desarrollado y se
estan llevando a cabo en combinacién con estos tratamientos.

Si bien hay muchos factores asociados con la sensibilidad a estos tratamientos,
las alteraciones moleculares en la reparacion del ADN pueden, en parte, hacer que las
células tumorales sean mas sensibles a los agentes que inducen dafio en el ADN (73).
Del mismo modo, la resistencia a éstos podria estar relacionada, en muchos casos, con
la capacidad que tienen las células tumorales de reparar este dafno. Existe un
conocimiento creciente sobre cémo la maquinaria de reparacion de ADN regula la
eficacia y la resistencia del tratamiento en el CECC, aunque resulta dificultoso (por la
complejidad de los sistemas de reparacion de ADN y la ausencia de subestudios que
incluyan biomarcadores de reparacion del dafio del ADN en los ensayos clinicos).

Las sales de platino ejercen sus efectos citotoxicos mediante la formacién de
aductos en el ADN (74). La presencia de estos aductos desencadena mecanismos de
parada del ciclo celular y de reparacion del ADN. Si la reparacion no tiene éxito, las
células progresan a mitosis aberrante y apoptosis (75). Del mismo modo, la RT a
menudo induce sus efectos citotoxicos al inducir DSB. Si bien la combinacién de
cisplatino y RT puede curar un alto porcentaje de CECC-LA, todavia hay un porcentaje
importante de pacientes con tumores que son intrinsecamente resistentes al tratamiento

y desarrollan una enfermedad recurrente o metastasica (76).

Por todo lo explicado, es esencial comprender el papel de las vias de reparacion

del ADN en la resistencia al tratamiento del CECC.

1.2.1. Vias de reparacion del ADN

El dafio en el ADN representa una amenaza letal para las células vivas. En
consecuencia, las células han desarrollado mecanismos celulares de respuesta (DDR)
que reconocen y reparan eficientemente el dafio (77).

Las DSB son las lesiones en el ADN mas perjudiciales debido a la falta de una
cadena complementaria intacta para restaurar la secuencia original durante la

reparacion del ADN (78). Su reconocimiento y el reclutamiento de proteinas de
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reparacion de ADN se encuentran entre los primeros pasos en la respuesta celular a las
DSB (79).

Las vias comunes y sus funciones (80), incluyen la reparacion de escision de base (base
excision repair, BER) (81), la reparacion de escision de nucleétido (nucleotide excision
repair, NER) y la reparacion de desajuste (missmatch repair, MMR) (82); y, en el caso
de las DSB, la unién final no homdloga (nonhomologous end joining, NHEJ), la
recombinacion homologa (homologous recombination, HR) y la reparacién mediada por
el sistema anemia de Fanconi (FA) (83—-85). El dafio mediado por el cisplatino y la RT,
dos de las estrategias mas utilizadas en el tratamiento del CECC, se repara,

generalmente, mediante la accién de la maquinaria de reparacién de DSB y NER (72).

1.2.1.1. Recombinacién homéloga (HR)

En las células de mamiferos, las DSB se reparan, principalmente, mediante HR

y NHEJ (86,87). La eleccion entre uno u otro depende de la fase del ciclo celular y de la
naturaleza de las DSB (88-90).
La HR esta restringida en gran medida a las fases S y G2 del ciclo celular, cuando las
cromatidas hermanas estan disponibles (91). La reparacion de las DSB a través de HR
utiliza secuencias de ADN homoélogas (generalmente en la cromatida hermana) como
plantillas para restaurar la secuencia original, por lo que a menudo esta libre de errores.
Si bien este es un sistema robusto en presencia de una lesion aislada, puede causar
pérdida de heterocigosidad (LOH) al reemplazar genes de tipo salvaje (WT) con alelos
defectuosos en estados desregulados como el cancer (92).

La HR se inicia cuando la DSB es resecada por nucleasas y helicasas, que
generan fragmentos de ADN monocatenario 3', en el que los que la recombinasa RAD51
se ensambla como un filamento de nucleoproteina. Esta estructura invade la plantilla
hermana de ADN y la repara (92). La deteccion inicial de la rotura estd mediada por el
complejo MRN, compuesto por tres proteinas (MRE11, RAD50 y NBS1). El complejo
MRN recluta y activa la quinasa ataxia telangiectasia mutada (ATM), desencadenando
paradas en el ciclo celular (94).

BRCAA1 es reclutado para sitios de rupturas de ADN DSB a través del complejo
MRN, con activacion de fosfoinositida-3-quinasas similares a las quinasas (PIKK), que
incluyen ATM y la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PK), y fosforilacion de la
histona H2AX (95). BRCA1 juega un papel muy importante en la HR pero es modulada
por otros compuestos de vias de reparacion. Se sabe que el dominio BRCA1 se une al
menos a tres fosfoproteinas: Abraxas-RAP80 (96), BRIP1 (también conocido como
BACH1 o FANCJ) y CtIP.
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La unién de la proteina mediadora del punto de control del dafio del ADN (MDC1) y la
cola fosforilada de la histona H2AX inicia el ensamblaje de complejos de reparacién de
ADN, pero MDC1 es también un objetivo para la caspasa apoptética 3: recluta el
complejo UBC13-RNF8 y facilita la union de BRCA1 al ADN dafnado (97-99) (Figura 1.)
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La integridad de los genomas eucariotas esta constantemente amenazada por la formacion de DSB, que
pueden surgir debido a errores en el metabolismo del ADN o lesiones genotoxicas, como la QT o RT. Las
células que se replican usan HR para restaurar la integridad del genoma, mientras que en G1 los DSB se
reparan mediante la NHEJ. Una funcion critica de 53BP1 es limitar las resecciones 5’ de los extremos rotos
de una manera dependiente del ciclo celular. Mientras que la reseccion inapropiada en G1 impedira la
reparacion de DSB por NHEJ, se necesita reseccion para HR en S / G2. La inhibicion de la reseccion del
extremo 5 'en G1 esta mediada principalmente por el RIF1 unido a 53BP1. La eliminacion de 53BP1
conduce al acumulo del factor HR RAD51 en el ADN monocatenario y restaura la HR cuando BRCA1 es
deficiente. Las actividades de 53BP1 estan mediadas por el reclutamiento de RIF1 y PTIP. RNF8 se recluta
para los DSB y se requiere para el proceso de cascada de la HR. RNF8 también regula la abundancia de
Ku80 en sitios de dafio en el ADN y su agotamiento perjudica al NHEJ. Durante NHEJ, el heterodimero
Ku70 / Ku80 se une directamente a los extremos rotos del ADN y recluta proteinas como DNAPKGcs, lo que

resulta en un procesamiento final seguido de ligasa IV (100)

55



1.2.1.2. Unién final no homoéloga (NHEJ)

La NHEJ une dos extremos de ADN independientemente de su secuencia y, por
lo tanto, es propensa a introducir errores, por lo que puede provocar dafo adicional en
el ADN, incluido el inicio de eventos de translocacion. Ocurre en la fase G1 del ciclo
celular (101).

En el sistema de reparacion NHEJ, el heterodimero Ku78 / Ku80 realiza el
reconocimiento inicial de la rotura, que se une directamente a los extremos 5" del ADN.
Estas proteinas reclutan mas tarde la DNA-PK, y este complejo trimérico, alinea los dos
extremos rotos. Las enzimas de procesamiento final generan mas tarde fragmentos
terminales adecuados para el ensamblaje, seguidos de PNKP para asegurar la
fosforilacion adecuada. Finalmente, XLF y el complejo XRCC4 / LIG IV juntos cierran el
corte.

La proteina 1 de union a p53 (53BP1) contribuye a la NHEJ al interactuar con la
cromatina en los sitios DSB y mantener la estabilidad genémica (102-105). La
fosforilacion de 53BP1 se disipa a medida que las células pasan a la fase G1 y la
participacion de 53BP1 en la reparacion de DSB se restablece por completo. 53BP1
regula negativamente la reparacion de HR por inhibicion de CtIP y lo promueve creando
un complejo con BRCA1 (106,107). 53BP1 es reclutado inicialmente por MDC1 y
retenido en la region de cromatina que rodea la ruptura. Sin embargo, se ha propuesto
un modelo alternativo mediado por la metiltransferasa MMSET. RIF1 y PTIP son
efectores de 53BP1 reclutados de una manera dependiente de fosforilacion, que
bloquea la reseccién a través de un mecanismo desconocido. Posiblemente, RIF1
puede inhibir la capacidad de la helicasa BLM de desenrollar el ADN para la reseccion
o bien, RIF1 y / o PTIP pueden estabilizar proteinas de la via NHEJ, como el
heterodimero Ku en los extremos del ADN, lo que impediria el acceso de los extremos
para las nucleasas de reseccion. La estructura final del ADN puede ayudar a determinar
las actividades de RIF1 y PTIP. Una diferencia clave entre los dos efectores es que el
PTIP parece especifico de los eventos inapropiados de NHEJ de fase S que caracterizan
a las células que carecen de BRCA1, mientras que RIF1 se requiere adicionalmente
para la recombinacién de cambio de clase, una forma especializada de NHEJ que ocurre
en las DSB generadas por la desaminacion de citosina en el desarrollo de células B
(91,108-110) (Figura 1.)

1.2.1.3. Reparacion de escision de nucleétido (NER)
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Hay dos subtipos principales de NER:

1. La ruta NER gendmica global (GG-NER) que usa proteinas de
reconocimiento especificas que escanean el genoma para identificar
cualquier lugar de dafio en el ADN (111).

2. La ruta NER acoplada a la transcripcion (TC-NER) (112), cuyo
mecanismo reconoce las regiones del genoma que son

transcripcionalmente activas.

Ambas convergen en factores posteriores como el complejo ERCC1-XPF
(ERCCA4). El dimero ERCCA4 reconoce el ADN danado y corta el extremo 5’ de la lesion
(113,114). Este es, a menudo, un paso critico de limitacién de velocidad en el proceso
de reparacioén. El dominio catalitico de la nucleasa se encuentra en ERCC4, y ERCC1
es responsable de la unién y estabilizacion del ADN (115). En paralelo, XPG escinde el
extremo 3'de la lesion. Posteriormente se elimina la base defectuosa vy, la union del
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y el factor de replicacion C (RFC)
permiten que las ADN polimerasas situen en el sitio y, posteriormente, llenen el espacio.
El cierre final de la lesion estda mediado por XRCC1-LIG3 o un complejo de ligadura
alternativo que involucra FEN1-LIG1. ERCC1 y ERCC4 han sido estudiadas
ampliamente en CECC como biomarcadores de actividad de la via NER y potencial

predictivo de respuesta a terapias que danan el ADN (116-120).

1.2.2. Relacion de las vias de reparacion del ADN con la respuesta al tratamiento
del CECC

La respuesta tumoral a la RT y la QT depende de la DDR, que es crucial para
mantener la integridad, la estabilidad y las funciones normales del genoma. Las
funciones anormales de proteinas en la red DDR contribuyen a la aparicion y progresion
de varios tumores, asi como a la resistencia al tratamiento (80,121).

53BP1 es un componente clave de la red DDR ya que es un efector temprano
importante en la reparacion del ADN involucrado en la apoptosis celular, la remodelacion
cromatica, la estabilidad genética y la progresion tumoral. La pérdida de 53BP1 se
asocia con el desarrollo tumoral y el mal prondstico en algunos casos (122). Ademas,
se ha demostrado que la expresion aberrante de 53BP1 influye en la eficacia de la QT

y la RT en algunos tumores (123,124).
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La baja expresion de BRCA se ha correlacionado con una mejor respuesta al
cisplatino en el cancer de pulmén (125); el cancer de mama con mutacion de BRCA ha
mostrado un beneficio en SLP, pero no en SG con la inhibicion de poli ADP ribosa

polimerasa (PARP) sintéticamente letal en los ensayos de fase Il (126-128).

La importante implicacién del dafio en el ADN en los tratamientos del CECC y
los datos obtenidos en otros tumores, hacen que se haya valorado la implicacién de

estos mecanismos como factores predictivos de respuesta.

1.2.2.1. Daino del ADN inducido por RT

La RT induce varios tipos de lesién, como: enlaces cruzados de ADN-proteina,
alteraciones de base y glucosa, SSB y DSB que eventualmente conducen a la formacion
de aberraciones cromosémicas (CA). La DSB es uno de los efectos nocivos mas
importantes de la RT, ya que supone una grave amenaza para la integridad del genoma.
Silas DSB no se reparan o se reparan mal, pueden contribuir a la mortalidad celular, las
mutaciones y las aberraciones cromosémicas (129).

Cuando se produce un dafio en las fases G1 o S del ciclo celular, la transicion a
través de la fase S se bloqueara o sucedera lentamente y si se generan DSB en la fase
G2 del ciclo celular, la entrada a la mitosis se retrasara. La sensibilidad celular a la RT
difiere en cada fase del ciclo celular. El grado mas alto de radiosensibilidad pertenece a
la fase G2/ M después de la fase G1y el grado mas bajo esta cerca de los extremos de
la fase S. El bloqueo de G2/ M es el objetivo principal de la muerte celular inducida por
farmacos anticancerigenos y agentes radiosensibilizantes. La activacion de los puntos
de control del ciclo celular G2 / M es necesaria para la entrada celular a la fase M. Estos
puntos de control aseguran la precision de la progresion celular. Las vias involucradas
en la reparacion de las DSB inducidas por RT son las mismas que las encontradas en
la reparacion de las DSB que ocurren naturalmente. La variabilidad en los genes
involucrados en estas vias puede explicar la radiosensibilidad tanto en las células
tumorales como en los tejidos normales circundantes. Pacientes con sindromes que son
resultado de mutaciones hereditarias en genes de reparacion del ADN muestran
hipersensibilidad a agentes como la RT (130,131).

Los modelos predictivos de radiosensibilidad disponibles para varios tipos de
tumores utilizan diferentes parametros clinicos. Teniendo en cuenta las diferentes
respuestas en pacientes con las mismas caracteristicas clinicas, otro tipo de técnicas

que evaluen otros indicadores como la sangre (por ejemplo, las proteinas), el ADN (por
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ejemplo, modificaciones epigenéticas), las imagenes (por ejemplo, imagenes de hipoxia)
o biomarcadores, podrian mejorar esta prediccion (132-135).

El papel de la via NHEJ en la reparacion de las DSB inducidas por RT esta bien
establecido y, aunque el mecanismo de sensibilizacion al cisplatino para la RT
permanece en gran medida indefinido, la evidencia sugiere que dicha via también esta

involucrada (136).

1.2.2.2. Dano del DNA inducido por QT

Aunque ERCC1 esta implicado en NER, diferentes ensayos aleatorizados
dirigidos por niveles de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de ERCC1 en carcinoma
de pulmén no célula pequefa (CPNCP) no mostraron un beneficio de SG para el

tratamiento dirigido sobre la QT no seleccionada (137,138).

BRCA1 funciona como un modulador diferencial de supervivencia con cisplatino
y agentes antimicrotubulos, como taxanos y vinorelbina. Varios modelos experimentales
han demostrado que BRCA1 induce un aumento de 10 a 1000 veces en la resistencia a
los platinos, pero una sensibilidad al paclitaxel, docetaxel y vinorelbina (139-141). Los
niveles de expresion de BRCA1 se han relacionado con la resistencia al cisplatino y la
sensibilidad a los taxanos en el cancer de pulmon, ovario, vejiga, mama y gastrico,
aunque algunos ensayos encontraron resultados discordantes (142,143).

Los niveles mas altos de ARNm de BRCA1 se asociaron con una mayor
respuesta y una SLP mas prolongada en pacientes con CPNCP tratados con docetaxel
en combinacion con gemcitabina y con una SG mas prolongada en pacientes con cancer
gastrico que recibian docetaxel de segunda linea (143). En un estudio fase Il dirigido
por biomarcadores del Grupo Espafol de Cancer de Pulmén, donde los pacientes fueron
tratados con cisplatino/gemcitabina, cisplatino/docetaxel o docetaxel como agente

unico, no se encontraron diferencias en la SG segun los niveles de BRCA1 (144).

RAPS80 juega un papel importante en la HR y se asocia con varias proteinas. En
el estudio anteriormente mencionado (144), la SG estuvo influenciada por los niveles de
ARNm de RAP80. Los niveles de BRCA1 y RAP80 se mostraron como predictores de
la respuesta a platino, sin embargo, estos resultados no fueron validados en el ensayo
de fase Il (145).

Se ha podido demostrar el valor predictivo de la expresion de ARNm de 53BP1

y BRCA1 en pacientes con CPNCP avanzado tratados con QT de primera linea basada
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en platino (99) Los niveles bajos de ARNm de 53BP1 son esenciales para mantener la
sensibilidad al cisplatino en presencia de niveles bajos de BRCA1. En ausencia de
BRCAA1, la reparacion de enlaces cruzados entre cadenas puede ocurrir de manera
independiente de la HR, lo que podria verse afectado por 53BP1. Por el contrario, en
pacientes que expresan niveles altos de BRCA1, la expresion de 53BP1 no afect6 el
resultado de la QT basada e platino, lo que significa que en presencia de una alta
expresion de BRCA1, que confiere una mayor resistencia tumoral a la terapia con
platino, 53BP1 podria no ser esencial para determinar la sensibilidad al platino.

Esto también explicaria por qué en las células con deficiencia de BRCA1, 53BP1 mejora
los eventos de NHEJ que crean cromosomas radiales letales en respuesta a los
inhibidores de PARP.

1.2.2.3. Daino del DNA inducido por cetuximab

En los CECC humanos, existe una clara relacion inversa entre los niveles de
expresion de EGFR y la respuesta a la RT. La RT induce la relocalizacion nuclear de
EGFR y ese EGFR nuclear interactia y aumenta la actividad de DNA-PKcs, una enzima
clave en la via NHEJ de reparacion de las DSB (146).

Un estudio en modelos celulares demostr6 que cetuximab afectaba la
supervivencia celular a través de la induccion de DSB (147). Este tratamiento fue
especialmente eficaz para las células de CECC con importante sobrexpresion de EGFR,
mientras que no se observd ningun efecto para las células con niveles bajos de
expresion de EGFR.

Varios grupos han demostrado que el cetuximab bloquea la importacion nuclear
de EGFR, dando como resultado un complejo de EGFR-ADN-PKcs que es secuestrado
en el citoplasmay, por lo tanto, se vuelve disfuncional (56,148). Estos y otros resultados,
que muestran la inhibicion de la activacion de DNA-PKcs y la reparacién de DSB con el
tratamiento con cetuximab y también con inhibidores tirosina quinasa (TKI) de EGFR,
proporcionaron una base para el efecto radiosensibilizador de los inhibidores de EGFR.
Clinicamente, se ha demostrado que la BRT es mas efectiva que la RT sola para el
tratamiento del CECC-LA (57).

Es importante sefialar que no todos los tumores que sobrexpresan EGFR
responden igualmente bien a la terapia anti-EGFR. Sin embargo, esto no es
sorprendente, ya que la efectividad de la terapia anti-EGFR puede verse comprometida
por factores como la coactivacion de otros receptores tirosina quinasa (RTK) que inciden
en las vias de sefnalizacion de la cascada de EGFR, o la adquisicién de mutaciones

secundarias en el dominio de quinasa del EGFR que impiden la unién de los TKI, como
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sucede a menudo en los CPNCP. Ademas, la activacion de la sefializacion de PI3K-AKT
puede ocurrir por mecanismos distintos, como mutacion o amplificacion de PI3K, la
amplificaciéon de AKT, la activacion de oncogenes como Ras o la pérdida de
fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) (149).

EGFR también se encuentra claramente implicado en la reparacién de DSB a
través de la HR (150). EGFR, en un complejo de proteinas con BRCA1, tiene un rol
esencial en la reparacion de DSB a través de la HR. Tras la irradiacion, ATM se asocia
con EGFR y se fosforila en el sitio de DSB (151). Del mismo modo, EGFR regula la
fosforilacion de ATM, lo que lleva a la actividad de Chk2 (152), que puede afectar la
detencion del ciclo celular G1, un requisito previo para NHEJ. Ademas, también se ha
demostrado que la fosforilacion del antigeno nuclear de células proliferativas unidas a
cromatina (PCNA) depende de la actividad de tirosina quinasa de EGFR en el nucleo,
lo que estabiliza la proteina unida a la cromatina y sus funciones asociadas (153). EGFR
también media en la fosforilacion de la histona 4 (H4), lo que conduce a la metilacion de
L4-20 de H4 y a la aceleracion de la sintesis y reparacion del ADN (154). En el contexto
de la regulacién epigenética por RTK, también se conoce que la acetilacion de EGFR
participa en la funcién del receptor, lo que lleva a la resistencia de las células tumorales
a los inhibidores de la histona desacetilasa (155).

Estas y ofras lineas de evidencia indican fuertemente que EGFR esta
involucrado en la regulacion de la respuesta DDR estimulando la reparacion de DSB a
través de HR y NHEJ, por lo que su expresion esta inversamente correlacionada con la

sensibilidad a la RT y la SG de los pacientes tras la misma.

1.3. VIAS ACTIVADAS POR EL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO

EGFR es un receptor de superficie celular de glucoproteina transmembrana de

la familia ErbB / HER. Se sabe que seis ligandos principales se unen a EGFR:

- factor de crecimiento epidérmico

- heparina de unién a EGF

- factor de crecimiento transformante (TGF)-a
- anfiregulina

- betacelulina

- epirregulina
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Cuando EGFR se une a su ligando, causa homo o heterodimerizaciéon con otros
receptores HER u otros RTK como el receptor MET o IGF-1 (factor de crecimiento

insulina-like 1).

El EGFR activado afecta a cuatro vias principales de sefializacion

- lavia de las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK),
- 1aPI3K/AKT /mTOR

- lavia PLCy (fosfolipasa C gamma) / PKC (proteina quinasa C)

- lavia JAK/ STAT (156)

(Figura 2., adaptada de (157) en pagina 63):

1.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA AL TRATAMIENTO CON AGENTES
ANTIEGFR

El EGFR se sobrexpresa en el 80-90% de los casos de CECC y se correlaciona
con un peor pronostico y eficacia del tratamiento (158,159). Los datos obtenidos
mediante los estudios del TCGA han detectado la alteraciéon de EGFR en 14 % de los
casos, con un 65,0% de amplificaciones (25). El potencial de esta via como diana
terapéutica es muy importante y representa tanto un desafio como una atractiva

oportunidad para la investigacion en CECC.

El uso de EGFR como diana terapéutica puede lograrse, fundamentalmente de
dos formas:
a) bloqueando el dominio extracelular de uniéon a ligando mediante anticuerpos
monoclonales.
b) inhibiendo la actividad del dominio citoplasmatico de tirosina quinasa usando

inhibidores tirosina quinasa.

Cetuximab, un anticuerpo monocional quimérico con alta especifidad y afinidad
por EGFR, sigue siendo la unica terapia dirigida aprobada en el tratamiento del CECC
(567,64). A pesar de las altas tasas de sobrexpresion de EGFR, cetuximab ha
demostrado una eficacia limitada. Segun las hipétesis que se han barajado para justificar
este hecho, son las aberraciones en otros miembros de la familia HER y sus ligandos,
y/o la activacion de otros componentes de la cascada de sefnales, los procesos mas

destacados, aunque, los mecanismos exactos contintian sin conocerse (160,161).
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Figura 2. Biologia del EGFR
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Se han desarrollado nuevas terapias dirigidas a EGFR y, sin embargo, hasta el
momento, éstas han mostrado un modesto beneficio en la SLP y ninguna ha sido
aprobada para el tratamiento en CECC. Aunque inicialmente algunos estudios de
combinacién con otros farmacos parecian ser prometedores, los TKls se han mostrado
ineficaces tanto en monoterapia, como en combinacion. Erlotinib, por ejemplo, demostré
un escaso beneficio en SLP cuando se usd en combinacion con el agente
anitangiogénico bevacizumab en CECC R/M (162). Afatinib, un pan-HER TKI, también
ha sido testado en este escenario en un estudio; se comparé con metotrexate, donde
se observo que los pacientes se beneficiaban de afatinib tenian amplificacion de EGFR,
bajos niveles de HER3, falta de expresion de p16 y altos niveles de PTEN, destacando
la importancia de la identificacion de biomarcadores en pacientes que muestran una
respuesta favorable (163,164). En CECC- LA, afatinib en combinacién con cisplatino y

RT tampoco demostré ningun beneficio.

1.4.1. Resistencia mediada por la via de las proteinas quinasas activadas por
mitégeno (MAPK): via del EGFR

Cetuximab ha logrado beneficio en SG en combinacion con QT basada en platino
en el contexto de la primera linea R / M. Sin embargo, solo un porcentaje de CECC es
sensible al cetuximab. El uso de la expresiéon de EGFR como biomarcador de respuesta
a sus inhibidores esta limitado por la naturaleza semicuantitativa de su deteccion, la
subjetividad de la valoracion IHQ, en el caso de su sobrexpresion, y al disefio e
inexactitud de los ensayos donde se valora el papel de su amplificaciéon (165,166). Estos
hechos provocan que sea un marcador biolégico poco robusto en comparacién con la
presencia de mutaciones activadoras en su dominio TK como biomarcador de
inhibidores dirigidos a éste (167). Varios estudios exploraron los patrones moleculares
y los de respuesta a los anticuerpos de bloqueo del receptor EGFR, como el cetuximab,
para identificar biomarcadores potenciales. Los resultados obtenidos no han
conseguido, hasta la fecha, que se disponga de un buen biomarcador (166, 168,169);
por ello, el analisis de alteraciones moleculares relacionadas con EGFR no ha sido

incorporado en la evaluacion patologica de CECC en la practica clinica.

Los estudios gendmicos realizados, han sugerido que la alteracion del receptor
EGFR es mas comun en los CECC no relacionados con el VPH en comparacion con los
CECC VPH relacionados (25,170). En la clinica, se ha demostrado la positividad del

VPH como un biomarcador de resistencia a anticuerpos anti-EGFR (13,14,64).



Por esto, el desarrollo de inhibidores de EGFR podria ser mas relevante en el

tratamiento del CECC no relacionado con el HPV.
A modo de resumen, se adjunta una tabla adaptada de una revision bibliografica

sobre el valor pronéstico y predictivo de diferentes alteraciones en EGFR en el CECC
(171) (Tabla 2.)

Tabla 2. Valor pronéstico y predictivo de EGFR

Expresiéon Activacion N° copias = Polimorfismos Mutacién EGFRvlll Ligandos
Px Pred Px Pred Px Pred Px Pred Px Pred Px Pred Px Pred
v v
RT O O ¢ | »  x 2 2 2 2 2 2] 2 x| 2
TGF-
a
.
Clrugla ? 7 % 2 ? X x| ? ?
R521K TGF -
QT
a
? ? ? ? ?
! ! ! Escasa !
lEn(r;.FR X X X X R521K Evidencia X AREG

RT: radioterapia; QT: quimioterapia; Inh. EGFR: inhibidores de EGFR; Px: factor pronéstico; Pred: factor
predictivo; £ si; X: no; 2: no investigado; )(: resultados discordantes; AREG: anfirregulina

1.4.2. Resistencia mediada por vias de sefalizacion alternativas
1.4.2.1. Via IGFR/PI3K/AKT

La via de sefializacion mediada por IGF consiste en la activacion mediada por
varios ligandos (insulina, IGF-1 e IGF-2) y diferentes receptores (INSR, IGF-1R, IGF-2R
y receptores hibridos IGF-1R / INSR). Los ligandos de IGF se unen a sus receptores y
proteinas de union con alta afinidad (IGFBPs), que influyen en su capacidad de union al
receptor. Las proteasas de IGFBP escinden la proteina en fragmentos con menor
afinidad por los ligandos, aumentando asi la biodisponibilidad de IGF-1 e IGF-2 libre.
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IGF-1, IGF-2 y la insulina se pueden unir de manera cruzada al receptor del otro. La
activacion de la via promueve el crecimiento celular, la proliferacion, la supervivencia y
la metastasis (172—-174).

Se ha observado una mayor expresion del receptor IGF-1R, asi como un
aumento de los niveles circulantes de ligandos de IGF relacionados con diversos tipos
de cancer. Esta sobrexpresion se asocia con una progresion mas rapida de la
enfermedad y un peor prondstico (175,176).

Ademas, se ha demostrado que la presencia de IGF-1R funcional es esencial
para la transformacion maligna (177). La sobrexpresion de IGF-1R puede ser el
resultado de la pérdida de supresores tumorales como p53 y BRCA1 (178,179). No
obstante, la sefalizacion de la via IGF en las células tumorales es principalmente debida
a la sobrexpresion de ligandos, y no por alteraciones en los receptores (178).

La activacién de esta via resulta en la activacion de diferentes cascadas de
sefiales como las vias Ras / Raf / MAPK y PI3K / AKT (180), altamente relacionadas
con procesos de carcinogénesis y resistencia terapéutica.

Diferentes datos preliminares avalan la posible eficacia de inhibidores de estas
vias en monoterapia 0 en combinacion con otras terapias en el CECC. En un estudio,
se demostrd que el tratamiento con el anticuerpo anti-IGF-1R A12 en combinacion con
cetuximab fue mas efectivo que el anti-EGFR en monoterapia en reducir la proliferacion
celular y la migracion de las lineas celulares de CECC (181). Ademas, en xenoinjertos
de células de cancer de lengua, se demostré mayor frecuencia de respuesta completa
con la combinacion. Con respecto a la RT, el anticuerpo anti-IGF-1R mejor6 la
radiosensibilidad en lineas celulares de CECC, asi como la respuesta terapéutica de los
xenoinjertos FaDu (182). También se ha descrito que la activaciéon de la via mediada
por IGF-1R esta involucrada en la resistencia al gefitinib (TKI de EGFR) y RT (183,184).
Los resultados en modelos preclinicos han demostrado que la inhibicion dual de los
receptores EGFR e IGF-1R es mas eficaz en comparacion con la administracion como
agentes unicos (185). Finalmente, aunque los datos preclinicos respaldan la eficacia de
la inhibicion de IGF-1R en lineas celulares de CECC, figitumumab (186) o cixutumumab
(187), anticuerpos monoclonales dirigidos a IGF-1R, no han mostrado eficacia en
poblaciones de pacientes no seleccionados en el contexto de estudios clinicos.

Respecto a la via PI3K / AKT, ésta desempefa un papel central en una variedad
de funciones celulares como supervivencia, proliferacion, motilidad, crecimiento celular,
apoptosis y metabolismo.

Las quinasas PI3K son heterodimeros formados por una subunidad catalitica

(p110) y una subunidad reguladora (p85). Cuando EGFR es activado por sus ligandos,
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PI3K es reclutada a la membrana celular para unirse al receptor, presentando mas
afinidad con el receptor HER3 que con EGFR. La subunidad catalitica del receptor
fosforila PIP2 a PIP3 para iniciar la cascada de sefalizacion. La proteina PTEN cataliza
la reaccion opuesta, inhibiendo la sefializacion de la via. PIP3 recluta posteriormente
AKT y PDK, siendo la fosforilacion de la primera un paso clave en la activacion de
importantes vias para la supervivencia celular (188,189).

Por esta razon, alteraciones genéticas como la pérdida de la funcion PTEN por
mutacion o metilacion del promotor, y la amplificacion o mutaciéon del gen PISKCA,
principalmente en los exones 9 y 20 estan frecuentemente presentes en los procesos
tumorigénicos. Estas alteraciones dan lugar a la activacion constitutiva de AKT y la
proliferacion y supervivencia de la célula tumoral (190,191).

Las mutaciones de PIK3CA estan presentes en el 6%-11% de los CECC y estan

asociadas con la activacion de la via de sefalizacion de AKT (192). En relacién con la
resistencia a cetuximab, se vio que el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR de las
células de CECC resistentes a al mismo no produjo la disminucion de los niveles de
fosforilacion de AKT que se observaba en las células CECC sensibles a cetuximab. Esto
era debido a una mutacion en el exén 20 del gen PIK3CA en la linea celular CECC
resistente, o que provocaba una activacion persistente de AKT (193). La activacion
persistente de AKT y/o de otras proteinas de la via MAPK en lineas celulares de CECC
y de colon han demostrado una eficacia limitada de la terapia con cetuximab (194).
Por el contrario, el tratamiento con cetuximab de las células Cal27 de CECC con PTEN
silenciado, si condujo a una disminucién de los niveles de pAKT y pERK1/2. No
obstante, en el cribado de 16 lineas celulares de CECC para detectar mutaciones en
PIK3CA y PTEN (12,5% de casos mutados), no se encontrd correlacion directa entre
estas mutaciones y la respuesta al tratamiento con cetuximab (195).

Los primeros resultados de ensayos clinicos dirigidos a la via PI3K/ AKT /mTOR
con inhibidores no selectivos fueron decepcionantes. En los ensayos de fase Il, no se
observaron respuestas con inhibidores de mTOR como everolimus o temsirolimus
(196,197). La combinacion de erlotinib con ambos resulté en una mayor toxicidad sin
ninguna eficacia adicional (198,199). PX-866, un inhibidor oral, irreversible, panisoforma
de PI3K, se evalué en combinacién tanto con docetaxel como con cetuximab, sin
aportar, tampoco, ningun beneficio en eficacia (200, 201). El buparlisib, un inhibidor
selectivo de PI3K de la subunidad p110a /B /& /vy, se probé como un agente Unico en
CECC R/M pretratado. Los resultados preliminares mostraron una tasa de control de la
enfermedad del 39% a los 2 meses en pacientes cuyo tumor no tenia mutacion de
PIK3CA.
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Posteriormente, se evalud en segunda linea en combinacidn con paclitaxel semanal en
el estudio BERIL-1, un ensayo aleatorizado de fase Il controlado con placebo. La
mediana de SLP fue significativamente mayor en el brazo de buparlisib (4,6 frente a 3,5
meses, p = 0,01), asi como en la SG (10,4 frente a 6,5 meses, p = 0,041). Sin embargo,
la toxicidad severa también fue superior (202). Un analisis exploratorio planificado
previamente mostré que la combinacion parecia beneficiar a un subgrupo de pacientes
con alteraciones de TP53, ausencia de relacion con el VPH, baja carga mutacional o
alta presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) o células CD8 positivas.

Es importante destacar que la eficacia de buparlisib no se asocié con la
desregulacion de la via PI3K / AKT / mTOR (mutacion / amplificacion PIK3CA, pérdida
de PTEN) (203). Actualmente esta en curso un ensayo de fase lll en el que se evalua el

valor predictivo de estos biomarcadores.

1.4.2.2. Via STAT3

1.4.2.2.1. STAT3 y la familia STAT

STAT comprende una familia de factores de transcripciéon citoplasmaticos,
mediadores clave de la sefializacion de citoquinas. Actuan como transductores de sefal
y factores de transcripcion, y participan en respuestas celulares normales a las
citoquinas y factores de crecimiento. La familia STAT consta de siete proteinas en
humanos (STAT1-STAT4, STAT5A, STAT5B y STAT6) (204). Todas ellas estan
formadas por un dominio de aminoacidos (NH2), un dominio en espiral (CCD) para la
union con proteinas interactivas, un dominio de uniéon al ADN (DBD), un conector
principal, un dominio homodlogo SRC 2 (SH2) para fosforilaciéon y dimerizacion, y un
dominio de transactivacion C-terminal (TAD) (205,206). La mayoria de estos dominios
estan altamente conservados entre las proteinas STAT siendo sélo TAD divergente,
contribuyendo principalmente a su diversidad estructural. Para realizar su funcion,
migran desde la membrana plasmatica al nucleo celular con el fin de activar la
transcripcion (204,207).

Los componentes de la familia STAT estan implicados en la regulacién de la
expresion génica para eventos biolégicos como el desarrollo embrionario, la muerte
celular programada, la organogénesis, la inmunidad innata y adaptativa y la regulacion
del crecimiento celular en muchos organismos (208,209). STAT2, STAT4 y STAT6 son
activados por citoquinas y tienen un papel importante en el desarrollo de las células T y

en la sefalizacion de interferon gamma (IFN-y). STAT1, STAT3 y STATS se activan en
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varios tipos de tejidos. STAT1 actua principalmente como un supresor tumoral,
promoviendo la apoptosis y contrarrestando los efectos de STAT3 y STAT5. STATS vy,
sobre todo, STAT3 estan implicados con mayor frecuencia en la progresion del cancer
humano ya que controlan la progresién del ciclo celular y la apoptosis (210-212).

En células normales, tras modular la expresion génica, STAT3 es desfosforilada
por tirosina fosfatasas y queda libre para un nuevo ciclo de estimulacion. Esta regulacion
negativa de la activacion de STAT3, asegura un control preciso de su transcripcion
(204). Ademas de su funcién transcripcional, STAT3 tiene otras funciones. Una de ellas
es que puede localizarse en la mitocondria y estar implicado en el metabolismo celular;
y la segunda es que puede interactuar con estructuras del citoesqueleto y modular la

funcion de los microtubulos y la motilidad celular.

STAT3 esta constitutivamente activo en muchos tipos tumorales, entre los cuales
se encuentra el CECC (213).

1.4.2.2.2. STAT3y CECC

Se ha estimado que la actividad aumentada aberrante de STAT3 esta presente
en mas del 70% de los canceres humanos y que se correlaciona con un mal pronéstico
(214-216).

También la activacion de STAT3 a través de un ciclo de retroalimentacién
positiva constituye un mecanismo primario de resistencia a farmacos en las células
adictas al oncogén (217). Estos datos preclinicos sugieren que los enfoques
terapéuticos que bloquean la actividad de STAT3 en las células tumorales podrian tener
un valor adicional sustancial para prevenir o revertir la resistencia a los tratamientos
contra el cancer.

La activacion de la familia STAT juega un papel importante en la patogénesis del
CECC, tanto en el relacionado con el virus VPH, ya que p53 y Rb regulan el ciclo celular
a través de la cascada de la via Jak / STAT e incluso STAT3 también puede mediar la
actividad de las proteinas del virus E6 y E7 (218), como en el CECC no relacionado con
el VPH, donde multiples proteinas STAT han sido implicadas en la carcinogénesis
inducida por el alcohol y el tabaco (219).

Grandis y col. descubrieron que la activacion de STAT3 ocurre de forma
temprana durante la carcinogénesis del CECC debido a la activacion autocrina de la
sefalizacién de TGF-a / EGFR, que se observa entre el 80 y el 100% de estos tumores

(157). Estudios en células tumorales de pacientes con CECC mostraron actividad, tanto
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constitutiva como inducida por TGF-qa, de los dimeros STAT3 (homodimeros STAT3 y
heterodimeros STAT3 / STAT1). Ademas, se observd una mayor expresion y
fosforilacion de STAT3, no soélo en las células tumorales, sino también en las células de
las mucosas no tumorales cercanas, en comparacion con el epitelio de controles sanos,
lo que sugiere que la activacion de STAT3 es un evento temprano en el desarrollo del
CECC (220).

La transferencia de STAT3 constitutivamente activo en células de CECC dio
como resultado una mayor proliferacion in vitro y mayores tasas de crecimiento tumoral
in vivo en modelos murinos, mientras que la inhibicion de STAT3 condujo a una
inhibicion del crecimiento e induccién de la apoptosis (157,221,222). En un modelo de
xenoinjerto de CECC, la administracion de un inhibidor de STAT3 resultdé en una
disminucion del volumen del tumor y la induccién de apoptosis (223,224) y la activacion
de STAT3 se correlacion6 significativamente con un peor prondstico (221,225). Todos
estos hallazgos proporcionan evidencia de que el CECC depende significativamente de

la sefializacion de STAT3 para el mantenimiento del fenotipo maligno.

A pesar de la activacion de sefializacion de STAT3 casi universal en CECC, no
se han observado mutaciones de STAT3 de ganancia de funcidon ni mutaciones
activadoras en los receptores que se encuentran en la parte superior de la cascada de
sefalizacién, como EGFR o JAK (226,227).

1.4.2.2.3. Vias de activacion de STAT3 en CECC

La activacion de la sefializacion STAT3 puede ocurrir a través de diversas vias:
unas inespecificas y otras asociadas a CECC.

Dentro de las vias comunes a otros tumores tenemos las formadas por complejo
receptor de citocinas - complejo quinasa / complejo factor de crecimiento-receptor y las

tirosina quinasas no receptoras.

Los STAT se activan a través de la cascada de fosforilacion de tirosina después
de la unién del ligando y la estimulacion del complejo receptor de citocinas - complejo
quinasa y complejo de factor de crecimiento - receptor como TGF-a /EGF, VEGFR
(receptor de factor de crecimiento endotelial vascular), IGFR (receptor de factor de
crecimiento similar a la insulina- like), HGFR (receptor de factor de crecimiento de
hepatocitos), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), PDGF (factor de crecimiento

derivado de plaquetas), GCSF (factor estimulante de colonias de granulocitos), IL-6
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(interleucina-6), CNTF (factor neurotrofico ciliar), OSM (Oncostatin-M), LIF (Factor
inhibidor de la leucemia), CSF1R (receptor del factor estimulante de colonias-1), c-kit,
receptor de insulina, c-Met, GPCR (receptor acoplado a la proteina G) y AgtR2 (receptor
de la angiotensina-II).

Dentro de estas vias, destacan TGF-a/EGFR/JAK/STAT (156) e IL- 6/JAK /STAT (228—
231).

También se ha reportado que otras clases de proteinas tirosina quinasas no
receptoras estimulan la activacion de STAT3. La familia de quinasas Src pueden activar
STATS3 directamente o pueden funcionar en la cascada de sefiales de la activacion de
RTK o GPCR (232). Otras proteinas como son mTOR, MAPK, p38 y cascadas de
sefializaciéon de quinasa MEK (quinasa MAPK / ERK) también conducen a la

fosforilacion y activacion de STATS3.

Varios investigadores han identificado recientemente vias de activaciéon de
STAT3, que parecen estar altamente asociadas con la carcinogénesis del CECC
(233,234). En los queratinocitos orales, la nicotina, un carcindgeno importante en el
tabaco, puede activar STAT3 a través del receptor de acetilcolina nicotinico alfa.
Esta activacion de STATS3 relacionada con el tabaco, al menos en parte, explica la tasa
marcadamente alta de activacion de STAT3 (> 80%) en muestras clinicas de carcinoma

oral de células escamosas que se desarrollan en masticadores de tabaco (233,234).

En estado inactivo, STAT3 actua como un monitor ubicado en el citoplasma.
Después de la fosforilacion de tirosina mediada por JAK, el dominio SH2 de STAT3
reconoce y se une a estos sitios de acoplamiento de fosfotirosina, colocando STAT3
cerca de las enzimas JAK activas, que posteriormente fosforilan STAT3 en Tyr705. La
fosforilacion de Tyr705 da como resultado la dimerizaciéon de la cabeza a la cola y la
translocacion del dimero STAT3 al nucleo. Una vez alli, STAT3 se une a elementos de
respuesta en los promotores de genes diana, induciendo asi la transcripcion de un
amplio panel de genes que codifican reguladores de la proliferacion celular (como la
ciclina D1 y MYC) y la supervivencia (como BCL-xL y survivina), asi como factores de
crecimiento inmunosupresores y citocinas (como IL-6) que promueven la angiogénesis
(como VEGF) (196,235).

La fosforilacion de Ser727, aunque menos estudiada que la fosforilacion de
Tyr705, puede estar mediada por varias quinasas, incluidas JNK y otras MAPK vy la

proteina quinasa C, y generalmente promueve la actividad STAT3 (235, 236).
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Las multiples y diversas vias de activacion de STAT3 parecen proporcionar una
proteccién para su activacion, en caso de que una o varias se alteren con los eventos
geneticos o epigenéticos que ocurren durante la progresion del tumor. En este contexto,
la inhibicion directa y la focalizacion de STAT3 se postula como un método mucho mas
racional y poderoso para la prevencion y tratamiento del cancer, en lugar de la inhibicion
indirecta de las multiples moléculas activadoras de STAT3 en la parte superior de la

cascada.

1.4.2.2.4. Efectos asociados a la activacion de STAT3

a. STAT3 acelera la proliferacion y la supervivencia celular

La actividad de STAT3 se ha correlacionado con el aumento de la expresion de
ciclina D1 y del factor de transcripcién c-myc, que ocurre en las primeras etapas de la
carcinogénesis del CECC (221,235, 237-240).

También se ha demostrado que la via de sefializacion STAT3 suprime la
apoptosis en las células tumorales mediante el aumento de proteinas antiapoptoéticas
como Bcl-2, Bcl-XL y Mcl1 de la familia del inhibidor de la apoptosis (IAP). La inhibicidn
de STAT3 en CECC y otros canceres conduce a una expresion reducida de multiples
proteinas antiapoptoticas y una rapida induccion de apoptosis. Las lesiones precursoras
como las establecidas en CECC muestran una sobreexpresion frecuente de estas
proteinas y esta sobreexpresion se asocia significativamente con un estadio mas
avanzado y un peor pronostico. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que también se
ha descrito una asociacion paraddjica entre el aumento de la expresién de Bcl-2 y el

prondstico favorable en pacientes con CECC (241,242).

b. STAT3 promueve la angiogénesis

STAT3 induce directamente el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y HIF-1a, ambos reguladores de la angiogénesis (243). Durante condiciones de hipoxia
en el nucleo de las células tumorales, STAT3 y HIF1a se unen al promotor VEGF, lo que
conduce a la angiogénesis (244). Ademas, otros factores proangiogénicos, como el
bFGF (factor de crecimiento basico de fibroblastos) y el HGF (factor de crecimiento de
hepatocitos), también estan regulados por STAT3 (245,246).

c. STAT3 favorece la evasion inmune
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STAT3 actua regulando negativamente los neutrofilos, las células Natural Killer,
las células T efectoras y las células dendriticas, mientras que regula positivamente las
poblaciones de células supresoras de estirpe mieloide (MDSC) y las células T
reguladoras (Tregs) (247-257).

Citoquinas derivadas de células tumorales, incluidas IL-6, IL-10, VEGF, HGF o
GCSF, que inducen la sefalizacion de STAT3, promueven una acumulacion anormal de
MDSC y estimulan su actividad inhibitoria para las células T citotoxicas (258,259). La
sefalizaciéon STAT3 inducida por células tumorales promueve la acumulaciéon de células
dendriticas inmaduras y la expresion de PD-L1 en células tumorales. La activacion de
STAT3 suprime eficazmente la polarizacion de los macréfagos M1, bloquea sus
funciones citotoxicas y proinflamatorias y favorece la acumulacion de macrofagos M2
con un fuerte potencial inmunosupresor y proangiogénico. Ademas, los macréfagos M2
y las MDSC secretan IL-6 (259,260).

d. STAT3 favorece la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y el desarrollo de

metastasis

Las células tumorales epiteliales cambian de una morfologia epitelial altamente
diferenciada a un fenotipo invasivo migratorio durante la EMT, experimentando una baja
regulacion de las moléculas adherentes, incluidas la e-cadherina y las citoqueratinas y
la regulacién positiva de las moléculas mesenquimatosas, incluidas la vimentina y la
N-cadherina, lo que provoca la pérdida del contacto célula-célula y la ganancia de
motilidad celular (261,262).

STAT3 regula de forma positiva LIV-1, que funciona como un transportador
nuclear de la proteina Snail, un regulador maestro de EMT (263). También induce la
expresion de FoxM1, que favorece la sobrexpresién de Snail y promueve la EMT
inducida por EGF / EGFR al aumentar la expresion de TWIST (264). Por ultimo, conduce
a la expresién regulada por incremento de metaloproteinasas de matriz, como MMP2,
MMP9 y MMP1 (235).

e. STAT3 mantiene las células madre tumorales

Las células madre tumorales (CSC) tienen un papel importante en la iniciacion y
progresion del cancer y la resistencia al tratamiento. Las CSC tienen caracteristicas de
autorrenovacién y capacidad para generar diversas células tumorales, lo que

proporciona heterogeneidad tumoral (265).
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STAT3 aumenta marcadores de CSC como CD44 y CD133 (266). Debido a la
importancia de que STAT3 mantenga las propiedades de CSC (como las capacidades
de renovacion automatica en la carcinogénesis), el bloqueo de esta via de sefalizacion

podria eliminar las CSC y jugar un papel importante en prevencion del cancer.

Llama la atencién que la activaciéon de un factor de transcripcion simple esté
ampliamente asociada con diversos pasos que son criticos para el desarrollo y la
progresion del CECC (Figura 3. adaptada de (242)), por lo que sugiere que éste es
adicto a la activacion de STAT3 y, por lo tanto, se ha definido que podria ser el talon de

Aquiles de este tipo de neoplasia.

Figura 3. Efectos asociados a STAT3
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1.4.2.2.5. Reguladores negativos de STAT3

La activacion de STAT3 puede controlarse mediante, al menos, tres clases

diferentes de reguladores negativos:
1) proteinas inhibidoras de STAT activado (PIAS)

2) proteinas supresoras de sefalizacion por citoquinas (SOCS)
3) fosfatasas celulares (SHP1, SHP2, DUSP22, PTPRD, PTPRT y PTPN1-2)
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La inhibicién o la expresién reducida de estos reguladores negativos pueden
conducir a la activacion constitutiva de STAT3, un efecto que a menudo se observa en
pacientes con cancer.

También se ha demostrado que varios miR amortiguan la sefalizaciéon de
IL-6/JAK/ STAT3 al reducir la expresion de los componentes de esta ruta, ya sea en

células tumorales o en células inmunes infiltrantes de tumores (232,267).

1.4.2.2.5.1. Familia proteinas inhibidoras de STAT activado (PIAS)

Hay cuatro genes PIAS en mamiferos: PIAS1, PIAS2, PIAS3 y PIAS4. Las
proteinas PIAS se identificaron inicialmente como inhibidores de la transcripciéon de
STAT (268) pero pueden regular una gama mas amplia de procesos bioldgicos, incluido
el trafico nuclear y la reparacion del dafio en el ADN (269).

Debido al efecto inhibidor de PIAS3 sobre la activacion de STATS3, la regulacion
negativa de la expresion de PIAS3 puede desempefiar un papel critico en el desarrollo
del cancer. De hecho, muchos estudios han demostrado que la expresion de PIAS3 se
reduce en varios tipos de cancer (270-272).

Por el contrario, muchos estudios han demostrado que la regulacion positiva de
la expresion de PIAS3 puede inhibir la proliferacion celular y aumentar la
quimiosensibilidad en varios tumores. Por ejemplo, la inhibicion de STAT3 por la
curcumina atenua el crecimiento de las células tumorales mediante la regulacion positiva
de PIAS3 en las células de cancer de ovario y endometrio (273); por otra parte, la
sobreexpresion de PIAS3 contribuye a la supresion del crecimiento de células de cancer
de pulmodn (274), restaura la quimiosensibilidad a los farmacos (275), induce apoptosis
de células de cancer de préstata tanto in vitro como en modelos de ratones (276), y
puede reducir la transcripcion de STAT3 e inhibir la proliferaciéon de células de
glioblastoma (270).

Todos estos hallazgos indican que PIAS3 puede ser un candidato atractivo para
intervenir en la via de senalizacion JAK/STAT vy restaurar la sensibilidad a los farmacos
quimioterapicos.

Sin embargo, la sobreexpresion de los genes PIAS también se ha observado en
algunos tipos de cancer, como préstata, mieloma y colorrectal ; puede estar en relacion
con su papel en la sumoilacion, que es un proceso de cambios postraduccionales en
donde determinadas proteinas se unen covalentemente con un péptido llamado SUMO
(small ubiquitin-like modifier) similar a la ubiquitina, motivo por el que la funcion biolégica

de PIAS en la tumorigénesis y la terapia antitumoral es algo controvertida (277).
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1.4.2.2.5.2. Familia de proteinas supresoras de la senalizacion por citoquinas
(SOCS)

SOCS consta de ocho miembros: SOCS 1-7 y una proteina que contiene SH2
inducible por citoquinas. Inhiben la sefalizacion de JAK-STAT por mecanismos de
bloqueo del reclutamiento de STAT al receptor de citoquinas al proteger los sitios de
union, unirse a JAK e inhibir su actividad quinasa, y dirigirse a proteinas receptoras o a
JAK para la degradacién proteosdomica mediante ubiquitinacién (278,279). Se ha
demostrado una correlacion positiva entre la desregulacion de SOCS vy la progresion
tumoral. Varios miembros de la familia SOCS han sido identificados como supresores
de tumores, y la desregulacién de sus funciones bioldgicas en el control de las citoquinas
y la sefalizaciéon de factores de crecimiento puede contribuir al desarrollo de muchos
canceres humanos (280,281).

SOCS-1 esta hipermetilado en hasta un tercio de las muestras de CECC, y la
hipermetilacion de los genes SOCS-1y SOCS-3 se ha asociado con disminucién de la
activacion de STAT3 (231,282, 283). Los datos en el analisis de otros tipos de cancer
han demostrado que SOCS-3 reduce los niveles de pSTAT3 al ocupar los sitios de unién
JAK (284).

1.4.2.2.5.3. Familia de fosfatasas celulares

La superfamilia de PTPs o fosfatasas de proteina tirosina son un grupo amplio
de enzimas que, en estrecha correlacion con tirosina quinasas, regula diferentes vias
de senalizacion mediante la eliminacién de un grupo fosfato de determinadas proteinas
(285).

La fosforilacion aberrante de la proteina tirosina es un sello distintivo del cancer
humano. De todas las fosfatasas de proteina tirosina, las fosfatasas de proteina tirosina
de tipo receptor (PTPR) comprenden la familia mas grande. Se ha informado que
algunos PTPR, incluidos PTPRD y PTPRT, funcionan como supresores de tumores
porque sus mutaciones genéticas o su metilacion contribuyen al crecimiento y la
supervivencia en modelos preclinicos (286). Esto sugiere que muchos miembros de la
familia PTPR pueden estar involucrados en la supresion tumoral al desfosforilar STAT3.
Interesantemente, se han descrito mutaciones en la familia de genes PTPR en el 31%
de los CECC, independientemente de la relacion con el VPH, mientras que la metilacion
de PTPRD o PTPRT se ha observado en el 60% de los casos de los CECC en los
estudios del TCGA (287). Muchos hot-spots mutacionales se agrupan en el dominio de

la fosfatasa catalitica, lo que respalda que la desfosforilacion de la oncoproteina STAT3
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puede ser importante para la hipotética funciéon supresora de tumores (288) de PTPRT.
Dicha funcion se corroboré mecanicamente en muestras de CECC, donde algunas
mutaciones de PTPRT se correlacionaron con la regulacion positiva in situ de la
expresion de fosfoSTAT3 (pSTAT3), en comparacion con los tumores que eran PTPRT
de tipo salvaje. Ademas, cuando las células de CECC se modificaron para
sobreexpresar PTPRT, se observé una disminucién de la fosforilacion de STATS3,
mientras que la transfeccién de la forma mutada en el dominio fosfatasa de PTPRT dio

como resultado un aumento de la fosforilacion de STAT3 (288).

La metilacion del promotor PTPRT ha demostrado que aumenta la expresion de
pSTAT3 y esta asociada con la sensibilidad a inhibidores de STAT3 en las células de
CECC (289).

Por el contrario, las mutaciones en PTPRD conducen a la pérdida de su funcion
y la hiperfosforilacion posterior de sus sustratos, observando que las lineas celulares de
CECC que albergan mutaciones de PTPRD, son mas sensibles a la inhibicion de STAT3
(290).

El silenciamiento epigenético o genético de los PTPR, puede representar un
estimulo para el crecimiento tumoral en CECC por hiperactivacion de STAT3. Este
descubrimiento sugiere que los tumores que albergan eventos de pérdida de funcion
(mutacién o metilacién del promotor) de PTPR pueden ser susceptibles de bloqueo de
la via de STAT3 (Figura 4., pag 78)

1.4.2.2.6. STAT3 como factor pronéstico

La activacion de STAT3 puede no sélo ser relevante para el desarrollo del CECC,
sino que también puede proporcionar un valioso indicador prondstico para esta
enfermedad. El analisis de ARNm e IHQ de 20 biopsias de CECC revel6 que los niveles
de STATS3 se elevaron en los tumores CECC mas pobremente diferenciados, mientras
gue se encontraron niveles elevados de STAT1 en tumores bien diferenciados; esto
sugiere que las relaciones STAT3 / STAT1 pueden ser indicativas del estado de
diferenciaciéon tumoral (291). Ademas, los niveles elevados de pSTAT3 se
correlacionaron con metastasis ganglionares y estadios mas avanzados, asi como tasas
reducidas de supervivencia especifica de la enfermedad en biopsias de CECC de lengua
(221). Esta relacién con la SG se ha confirmado en estudios adicionales de carcinoma

escamoso de cavidad oral (225).
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Figura 4. Via STAT3 e interaccion con PTPRT
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Las moléculas de STAT3 son activadas por fosforilacion de un residuo tirosina por receptores tirosina
quinasa activados como EGFR o tirosina quinasas no receptores como JAK y Src. Los PTPRs inducen su
inactivacion por desfosforilacion. La dimerizacion espontanea de dos moléculas STAT3 fosforiladas hace
que se formen homodimeros que se traslocan al nicleo y se unen a secuencias de las regiones promotoras
de genes diana, conllevando su transcripcion y posterior traduccion en proteinas que inducen la proliferacion
y supervivencia celular. Existen terapias diana que inhiben esta via en diferentes puntos.

78



1.4.2.2.7. STAT3 y resistencia a tratamientos para el CECC

Ademas de su funcién como oncogén en el CECC, STAT3 también representa
un mecanismo de resistencia clave para el tratamiento estandar que incluye QT con

platino y RT.

La activacion sostenida de STAT3 puede conducir a la proliferacion tumoral, en
parte, al aumentar la expresion de proteinas antiapoptdticas, lo que disminuye
significativamente la sensibilidad de las células tumorales a la QT y la RT. Se ha
demostrado que la inhibicion de STAT3 aumenta notablemente la sensibilidad in vitro e
in vivo de las células de CECC a los agentes quimioterapicos, 5-fluorouracilo y
cisplatino, mediante la regulacion negativa de la expresion de Bcl-2 y Bcel-XL (292, 293).
La sobreexpresion de Bcl-2 o Bel-XL también se correlaciona con un mal pronéstico en
estadios precoces de CECC tratados con RT (294).

STAT3 se ha descrito como un mediador clave de la resistencia a la QRT en
numerosos tipos de cancer, incluidos los gliomas, el cancer de mama, el cancer

colorrectal y los canceres de prostata y cuello uterino, ademas del CECC (295).

STAT3 también participa en la quimiorresistencia inducida por hipoxia. En este
contexto, la absorcién intracelular de la QT, especialmente del cisplatino, se reduce
drasticamente debido a la expresion regulada al alza de los transportadores
dependientes de ATP (ABC). Se ha descubierto que STAT3 aumenta los niveles de
expresion de los transportadores ABC, en células de cancer de mama triple negativo
(TNBC) en condiciones de hipoxia, por lo que confieren quimiorresistencia a cisplatino
(296). Otro estudio reveld que la activacion de STAT3 mediada por IL-6 induce la
expresion de HIF-1a en células de TNBC (297), lo que, en consecuencia, atenua la
citotoxicidad inducida por QT y la apoptosis celular mediante la regulacién de la
expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis (Bax y Bcl-2) y transportadores de
farmacos (glicoproteina P y MRP1). Ademas, el tratamiento combinado con inhibidores
de HIF-1a y STAT3 mejora significativamente la citotoxicidad del cisplatino contra las

células de TNBC y supera la quimiorresistencia inducida por hipoxia (298).

Los agentes antimicrotubulos producen un arresto y la apoptosis celular.
Experimentos en lineas celulares de cancer de mama, ovario y prostata tratadas con
paclitaxel, han demostrado su papel en la desfosforilacion de STAT3 (299,300). Se ha

observado un efecto similar con otros agentes antimicrotibulos como es la vinorelbina,
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pero no con farmacos clasicos como las antraciclinas (295,301). En el caso del
paclitaxel, se ha demostrado su implicacion en la fosforilacion de STAT3 y, ademas, en
la disminucién de su actividad transcripcional (302). No existe evidencia, sin embargo,
sobre la importancia de esta inhibicion dentro de la citotoxicidad del farmaco ni el

mecanismo por el que la produce.

Ademas, se ha demostrado el papel de la via STAT3 en la resistencia a
inhibidores de EGFR en CECC. La sobrexpresién de EGFR ocurre en la mayoria de
CECC y se asocia con estadios avanzados y una peor SG. La regulacion positiva de
STAT3 y la activacion a través de vias dependientes e independientes de EGFR
contribuyen a la resistencia intrinseca o adquirida a estos farmacos en CECC y otros
tumores sdlidos (204). La activacion de STAT3 se ha encontrado en el contexto de
resistencia a los TKI del EGFR en modelos preclinicos de CECC (222,303). También se
ha demostrado que la inhibicién indirecta de STAT3 por los inhibidores de EGFR puede

promover significativamente la sensibilidad de las células CECC a la RT (304,305).

1.4.2.2.8. Terapias dirigidas a la via STAT3

Dado que STAT3 tiene un papel central en la proliferacion celular, la
diferenciacion, la apoptosis, la angiogénesis, la respuesta inmune y los procesos de
metastasis, modular su funciéon supone una estrategia racional para el desarrollo de
nuevas terapias contra el cancer (203,210,232,246,306)

Los inhibidores de STAT3 pueden tener dos estrategias principales: la inhibicion
directa o la indirecta. Los inhibidores directos bloquean el dominio SH2, el dominio de
union al ADN y el dominio N-terminal, que regulan la activacion de STAT3 al bloquear
su fosforilacion, dimerizacién, su translocacion nuclear y la unién al ADN. Los
inhibidores indirectos se dirigen a los reguladores de la parte superior de la via STAT3,

como la union del receptor-ligando y los dominios quinasa.

De las moléculas en investigacion actuales, hasta ahora los inhibidores de
EGFR, los anticuerpos anti-IL-6, la inhibicion de Jak mediante la curcumina, los
inhibidores de molécula pequena del dominio STAT3 SH2 y las terapias antisentido
STAT3 han progresado a ensayos clinicos, aunque no todos incluyen pacientes con
CECC. Sin embargo, estos ensayos también proporcionan las bases para una posible
investigacion para el tratamiento del CECC. Las limitaciones de la posible aplicacion

clinica de estas terapias incluyen la falta de selectividad y de eficacia. Ademas, como la
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heterogeneidad tumoral es comun en los CECC, mas de una via oncogénica puede

estar implicada en cada paciente.

Un ensayo clinico, actualmente en la fase de reclutamiento, tiene como objetivo
evaluar la eficacia de Ruxolitinib, un inhibidor selectivo de JAK1 y JAK2, en CECC
(NCT03153982).

Danvatirsen (AZD9150), una molécula de oligonucleétido antisentido sintética
dirigida a STAT3 mediante la inhibicion de la traduccion de ARNm, ha demostrado
actividad antitumoral en modelos de xenoinjerto. Se ha evaluado en ensayos clinicos
que incluyen pacientes con CECC R/M, ya sea administrado en monoterapia o en
combinacion con el agente antiPD-L1 durvalumab. Un ensayo de fase Ib / |l con esta
ultima combinacién, no reveld toxicidades sinérgicas aparentes. Ademas, la
trombocitopenia reversible y la transaminitis (previamente asociadas con la monoterapia
con danvatirsen) se manejaron facilmente. Se observé una actividad antitumoral
alentadora, con respuestas parciales prolongadas (TR 23%, DOR 11,1 meses y 47% de
supervivencia a los 6 meses de tratamiento) en pacientes sin tratamiento previo con IT
anti PD- L1(307).

1.4.2.3. AXL

AXL es miembro de la familia TAM de RTK. La unién del ligando a los receptores
TAM en la superficie celular conduce a la dimerizacion del receptor, la activacion del
dominio quinasa mediante la auto/transfosforilacion de los residuos de tirosina ubicados
en la cola citoplasmatica de cada receptor. La activacion de los receptores TAM estimula
las cascadas de sefializacion PI3K / AKT y RAS / RAF / MEK / ERK (MAPK) que
conducen a una mayor supervivencia celular, proliferacion, migracion, invasion y
angiogeénesis. La sobrexpresion y activacion de la familia TAM se han observado en

muchos tipos tumorales (308-310).

En el caso del CECC, se ha identificado que AXL esta altamente expresado y
esto se asocia con un peor prondstico (309). Por otra parte, se ha descrito su implicacion
en la resistencia de las células tumorales a los TKI anti-EGFR y a agentes
quimioterapicos. Brand y col. lograron inhibir las vias de proliferacion y metastatizacion
en CECC mediante la inhibicion de AXL, y revertir la resistencia al cetuximab en modelos
in vitro (311). También identificaron sobreexpresion e hiperactivacion de AXL en lineas

celulares de CECC y modelos murinos PDX que eran resistentes a la RT. Se obtuvieron
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datos similares en modelos de CPNCP, con AXL sobrexpresada, y se asocio
estrechamente con la expresién de EGFR en células resistentes a cetuximab. La
activacion de AXL estimulaba la proliferacion celular, la activaciéon de EGFR y la
sefalizacion MAPK en estos modelos. En particular, EGFR regulaba directamente la
expresion de ARNm de AXL a través de la sefalizacion MAPK 'y el factor de transcripcion
c-Jun, creandose un circuito de retroalimentacion positiva que mantenia la activacion de
EGFR mediante AXL. Estos datos indican que la doble inhibicion de AXL y EGFR puede
proporcionar respuestas antitumorales beneficiosas independientemente de la
sensibilidad inicial a la terapia anti-EGFR. Asimismo, se ha identificado AXL como un

mediador clave de la resistencia adquirida al TKI erlotinib en CECC (312).

Rosell y col. exploraron in vitro e in vivo el efecto del inhibidor del EGFR
osimertinib, solo y en combinacién con el inhibidor de STAT3 dihidroartemisinina (DHA)
en CECC. Otros compuestos que inhiben STAT3, las quinasas de la familia Src (SFK),
la esfingosina quinasa 1 (SPHK1) o AXL también se combinaron con osimertinib in vitro.
Osimertinib ejercié citotoxicidad sinérgica hacia las células de CECC cuando se combino
con DHA in vitro. DHA revirtio la expresion de STAT3 inducida por osimertinib y la
fosforilacion de Src. Esta doble combinacién también inhibid la expresion de AXL. El
potencial anticancerigeno de la combinacion de osimertinib mas DHA fue validado in

vivo en xenoinjertos CECC en ratones, sin efectos secundarios notables (313).

AXL se ha investigado como diana terapéutica. AXL se sobrexpreso o se inhibio
selectivamente con BGB324 en lineas celulares de CECC para evaluar su papel en la
proliferacion, migracion y capacidad de invasion. Ademas, la sobrexpresion de AXL
aumento la migracién y la capacidad de invasion, y ambas propiedades eran reducidas
mediante el tratamiento con BGB324. Por el contrario, la proliferaciéon no se vio afectada
por la sobrexpresion de AXL ni por la inhibicién con BGB324 in vitro, aunque se observo
una sobrexpresion de la proteina AXL durante la progresion tumoral con niveles de
expresion mas altos en tumores recurrentes. Esto indica que AXL es importante para la

progresion a etapas tumorales mas avanzadas (309).

En conjunto, estos datos sugieren que AXL funciona como un potente oncogén
que puede modular la resistencia a las terapias convencionales y dirigidas contra el

cancer.

1.4.2.4. Esfingosina quinasa 1
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Los esfingolipidos juegan un papel crucial en la patogénesis del cancer, al
modular las vias de transduccién de sefales celulares que influyen en multiples
procesos bioldgicos como la senescencia celular, la diferenciacion, la apoptosis, la
migracion y la proliferacion (314,315).

La SPHK1 es una quinasa que cataliza la conversion de la esfingosina en
esfingosina-1-fosfato (S1P). Se ha demostrado que la expresion de ARNm de SPHKA1
esta significativamente elevada en varios tipos de tumores (316). El aumento de los
niveles de S1P, resultado de la expresion / actividad elevada de SPHK1, se ha asociado
con la supresion de la apoptosis (317), el aumento del crecimiento y la migracion celular
(318), la angiogénesis aumentada (319), la resistencia a la RT (320) y a la QT (321,322).

Los mecanismos de activacion de SPHK1 a menudo implican una variedad de
factores de crecimiento, entre ellos el PDGF, EGF, factor de crecimiento nervioso (NGF),
IGF vy el factor de crecimiento tumoral beta (TGFB) (316). La interacciéon del RTK de
estos factores con SPHK1 / S1P da como resultado una red de sefializacion intracelular
compartida (323).

La SPHK1 es importante en el metabolismo de los esfingolipidos, que regula el
crecimiento tumoral en CECC. El silenciamiento de SPHK1 produce una menor
proliferacion celular con menor crecimiento tumoral (324), y aumenta la sensibilidad a la
RT. Del mismo modo, se ha encontrado una correlacidén entre un mayor estadio tumoral
y la expresion elevada de SPHK1 (325).

En un estudio en CECC, se inhibi6 SPHK1 usando el inhibidor no competitivo
especifico de quinasa 2-(p-hidroxianilino)-4-(p-clorofenil) tiazol (SKI-II). Este inhibidor
redujo el crecimiento tumoral en modelos murinos (326).

Ademas de su papel bien documentado en la proliferacion celular del CECC,
SPHK1 también regula la invasion (327). En muestras tumorales de CECC, la expresion
de SPHK1 fue significativamente mayor, en comparacion con la mucosa normal, y esto
también se asocié con una mayor profundidad de la invasion tumoral, mayor riesgo de
metastasis y una peor SG (328).

No hay evidencia de si SPHK1 esta directamente involucrada en la activacién
del EGFR en CECC. Sin embargo, se observd que la expresion de SPHK1 se
correlacionaba con genes de la cascada de la via EGFR (anfiregulina, integrina a5,
epirregulina). De hecho, mediante tincion IHQ, se demostré una correlacion positiva
entre la expresion de EGFR y SPHK1. Ademas, modelos celulares con sobrexpresion
de SPHK1 presentaban una mayor fosforilacion de EGFR, mientras que las células con

SPHK1 silenciada mostraron una fosforilacion de EGFR reducida (327).
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Ademas, otro trabajo también demostré que EGFR participa en el proceso de
invasion, junto con STAT3, en CECC (329). La eliminacion de S1P1 redujo
significativamente la sefalizacion de IL-6 / STAT3; SPHK1 reguldé positivamente la
sefalizacion de EGFR y STAT3 para aumentar la capacidad invasiva (330).

Juntos, estos estudios sugieren que puede existir una relacién entre SPHK1,

EGFR y STAT3 para afectar la capacidad invasiva.

Se ha estudiado el impacto de SPHK1 sobre la eficacia in vitro de la RT en
CECC, con especial interés en la sefializacion de EGFR. Lineas celulares sensibles a
la irradiacion mostraron una pobre respuesta al cetuximab y a inhibidores de SPHK1
(SKI-II), pero una reduccion de la migracion celular y la supervivencia tras la seleccion
simultanea de EGFR y SPHK1 (331).

También se ha observado que SPHK1 esta implicada en la cascada de sefales
de IGF-1 y desempefa un papel critico en la EMT inducida por IGF-1, la migracién y la
resistencia al paclitaxel en células de CPNCP, lo que postula a SPHK1 como potencial

diana terapéutica (332).

1.4.2.5. Proteina asociada a Yes 1 (YAP-1)

La via Hippo-YAP ha sido identificada como una via de sefalizacion alterada en
muchos tumores, incluyendo el CECC (333). YAP-1 es el principal efector de esta viay
actua como un cofactor de transcripcion que regula la expresion de genes involucrados
en las sefiales de proliferaciéon, supervivencia y migracion celular; lo que contribuye al
genotipo tumorigénico (334). También se ha observado que determinadas
caracteristicas tumorales, como las propiedades de sus CSC y la EMT, estan reguladas
por YAP-1(335). Esto se corrobora en evidencias recientes que muestran que algunos
tipos de tumores podrian depender de la regulacion transcripcional de YAP (336).

El contacto célula-célula promueve la activacion de quinasas que fosforilan a
YAP, que es degradada y no puede traslocarse al nucleo. En ausencia de contacto
célula-célula o en presencia de sefales de crecimiento, los componentes del complejo
central de Hippo no estan activos y YAP no fosforilado puede translocarse al nucleo,
uniéndose a TEAD (factor de transcripcion del dominio TEA) y activar la expresion de
genes involucrados en la proliferacion, supervivencia y migracion celular (337).

Paralelamente, FAT1 ha sido identificado como un regulador de la via Hippo/YAP
en CECC. Mas del 25% de los CECC tienen mutaciones inhibitorias o deleciones en
este regulador, aproximadamente dos veces la frecuencia de presencia de alteraciones

en EGFR en este tipo de cancer. La pérdida de FAT1 dificulta la formacion del complejo
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de seializaciéon multimérico de la via Hippo, hecho que conduce a la activacion de YAP
y a la progresién del tumor (338).

Otras vias, como la de PI3K-PDK1 también se han asociado con la activacion de
la transcripcion dependiente de YAP (339).

Ademas, se ha demostrado que la sobreexpresion de YAP en CECC es
significativamente mayor que en el tejido benigno, correlacionandose con una peor
diferenciacion tumoral (340). Varios estudios confirmaron que la activacion de YAP
promovia la tumorigénesis en CECC y que se correlacionaba con mal pronéstico (341).

En cuanto a la relacién de YAP con la respuesta a farmacos, se ha asociado el
aumento de su expresion con la resistencia al cisplatino (342). La amplificacién de YAP
también se ha identificado como biomarcador de resistencia al cetuximab (343), asi
como a TKls de EGFR. La inhibicién de YAP result6 en la resensibilizacion de las células
resistentes a inhibidores de EGFR (gefitinib y erlotinib) en células de CPNCP (344), por

lo que los inhibidores de YAP podrian tener un papel como diana terapéutica (345).

1.4.2.6. TP53

TP53 es el principal gen supresor de tumores, que codifica para un factor de
transcripcion con funciones en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, el ciclo
celular, la reparacion del ADN, la apoptosis y la senescencia (346).

Debido a la heterogeneidad en CECC vy a las diferentes tecnologias utilizadas
para detectarlas, la prevalencia de mutaciones en TP53 reportada en esta neoplasia es
bastante variable. Estudios de secuenciacion de ultima generacion mas recientes han
confirmado que TP53 es el gen supresor de tumores mas frecuentemente mutado en
CECC, con una frecuencia en casos no asociados al VPH que varia de 75% a 85%
(25,226,227). Los tumores de laringe e hipofaringe tienen la tasa de mutacion mas alta
(83.5%) y los de orofaringe la mas baja (28.6%). Este hallazgo no es sorprendente dado
que un porcentaje importante de los COF esta asociado con el VPH y es bien conocida
la relacion inversa entre la presencia de ADN del virus VPH en el COF y la presencia de
mutaciones de TP53. Casi un tercio de los tumores de orofaringe en los CECC de los
datos del TCGA son VPH relacionados y WT para TP53, mientras que los tumores en
otras localizaciones son menos propensos a ser VPH relacionados y tienen tasas mas

altas de mutaciones de TP53.

Este resultado sugiere que en pacientes con infeccion por VPH, p53 se inactiva

al unirse a las proteinas virales E6 en lugar de por mutacion (25).
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En contraste con muchos otros tipos de cancer, la mayoria de las mutaciones en
TP53 en CECC son mutaciones missense, que ocurren con frecuencia dentro de la
region central de la proteina, que sirve como dominio de unién de la misma al ADN
(347).

Los resultados derivados de estudios del TCGA confirmaron que las alteraciones
de TP53 a menudo ocurren en etapas tempranas del proceso carcinogénico del CECC,
ya que pueden detectarse en lesiones premalignas (348). Ademas, un estudio mediante
técnicas de secuenciacion directa, no demostro diferencias en las mutaciones de TP53
presentes en tejidos de CECC primarios y las lesiones metastasicas ganglionares (349).
Tomados en conjunto, estos resultados indican que la aparicion temprana de
mutaciones en TP53 contribuye a la expansion y progresion clonal en la carcinogénesis
del CECC.

Todavia es controvertido si los factores de riesgo, como el uso de tabaco o
alcohol y la exposicién a productos quimicos, pueden afectar la frecuencia de las
mutaciones de TP53 en pacientes con CECC (347). Estos resultados inconsistentes
pueden resultar del uso de diferentes métodos para detectar estas mutaciones. Del
mismo modo, también existen datos discordantes sobre su asociacion con la edad
(350,351).

Muchos estudios han sugerido que las mutaciones de TP53 se correlacionan con
el prondstico del CECC. Poeta y col. clasificaron estas mutaciones como disruptivas,
cuando producen la proteina p53 truncada o un cambio en los aminoacidos en el
dominio de unién al ADN, o no disruptivas. Encontraron mutaciones de TP53 en 224
casos de 420 pacientes (53,3%) con CECC. En comparacioén con TP53 WT, la presencia
de cualquier mutacion disruptiva en TP53 se asocié con una disminucion de la SG de
forma significativa en el analisis uni y multivariado (347).

Usando esta clasificacion funcional, varios estudios han confirmado la relacion
de las mutaciones disruptivas con un crecimiento tumoral mas rapido, presencia de
metastasis ganglionares y a distancia, y menores tasas de SG.

En cuanto a su papel como biomarcador predictivo, se ha demostrado su
implicacién en la respuesta a la terapia basada en platino (352). En un estudio se
clasificaron las mutaciones de TP53 en funcién de la actividad de transactivacion de las
proteinas mutadas como funcionales, parcialmente funcionales o no funcionales. Las
mutaciones no funcionales se correlacionaron con una baja tasa de respuesta patoldgica
completa a la QT neoadyuvante basada en cisplatino. A pesar de estos resultados,
todavia se tiene que hallar un sistema efectivo de evaluacion del estado de TP53 para

estratificar a los pacientes en diferentes grupos de respuesta.
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Adicionalmente, Lyu y col. observaron que p53 junto con la proteina RAS pueden
desempefar un papel importante en la regulacion de la inmunidad en el CECC, y que el
estado mutacional de ambos genes podria ser un biomarcador util para seleccionar a

los pacientes con CECC sensibles a la IT (353).

Se han desarrollado varias estrategias para las terapias dirigidas a TP53 (354),
como
- laterapia génica adenoviral
- pequenas moléculas para restaurar la funcion de p53
- estrategias para promover la degradacion de la proteina mutada, como los
inhibidores de heat shock protein 90 (HSP90)
- estrategias para actuar en rutas de sefalizacion afectadas por la presencia

de mutaciones en de TP53, induciendo la letalidad sintética
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2. HIPOTESIS






Como hemos descrito anteriormente, los pacientes con CECC tienen un
prondstico modesto. Adicionalmente, los tratamientos utilizados en estos tumores son
muy agresivos y conllevan un alto porcentaje de efectos secundarios agudos, pero

también crénicos, que empeoran de forma importante su calidad de vida.

Existe una necesidad de detectar biomarcadores que nos ayuden a seleccionar
la mejor modalidad terapéutica para cada paciente y a desarrollar nuevas estrategias
que reviertan las resistencias a los tratamientos convencionales. La via de STAT3, asi
como los genes implicados en la reparacion del ADN han demostrado participar en el

mecanismo de accidn de la mayoria de tratamientos administrados.

En esta linea, nos planteamos la hipoétesis de que los niveles de expresion de
genes implicados en las vias de reparacion del ADN y la via de STAT3 pueden
jugar un papel pronéstico y predictivo de respuesta a diferentes tratamientos del
CECC.
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3. OBJETIVOS






Para explorar la hipétesis expuesta en el apartado anterior, planteamos como

objetivos de esta tesis los que se exponen a continuacion.

Objetivo principal

- Correlacionar los niveles de expresion de los genes implicados en las vias de
reparacion del ADN con la eficacia de la QRT con platino, y la activacion de la

via de STAT3 con la eficacia de la combinacién de paclitaxel y cetuximab.

Objetivos secundarios

1. Analizar la tasa de respuesta, el control locorregional a los 2 afos y la supervivencia
global en una serie de pacientes con CECC LA, tratados mediante la administracién
concomitante de RT y platino segun los niveles de expresion de ARNm de genes
implicados en la reparacién del ADN (63BP1, BRCA1, MDC1, RAP80 y RNFS8).

2. Analizar la tasa de respuesta y la supervivencia global en una serie de pacientes con
CECC R/M tratados con el esquema basado en paclitaxel y cetuximab en relacion a la
metilacion de PTPRT, la sobrexpresion de pSTAT3 y los niveles de expresion de ARNm
de STATS.

3. Describir las caracteristicas de los pacientes y analizar factores clinicos o

epidemioldgicos en relacion a su potencial valor prondstico y predictivo de respuesta en

ambas series de pacientes con CECC.
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4. MATERIAL Y METODOS






A continuacion detallaremos la metodologia llevada a cabo para intentar

demostrar la hipotesis de nuestro trabajo.

3.1. Seleccidén de pacientes y muestras.

Para la valoracion del primer objetivo, se seleccionaron 72 pacientes con
CECC-LA resecable e irresecable con muestra histologica disponible en el servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Germans Trias i Pujol tratados en nuestro servicio
entre 1994 y 2010 con RT convencional o hiperfraccionada concomitante a carboplatino
AUC 2 semanal. Denominamos a esta serie de pacientes serie de quimiorradioterapia
(serie de QRT).

Para la valoracion del segundo objetivo, se seleccionaron los pacientes con
CECC R/M tratados en nuestro servicio con la combinacion de paclitaxel y cetuximab,
entre los afos 2008 y 2017. Se detectaron en nuestra base de datos 52 pacientes que
habian recibido este esquema de tratamiento en este periodo, pero soélo 34 de los
anteriores tenian muestra histolégica disponible en el servicio de Anatomia Patologica
del Hospital Germans Trias i Pujol. Denominamos a esta serie de pacientes serie
ERBITAX.

La seleccion de los pacientes, la recogida de datos clinicos y las muestras de
tejido tumoral previamente conservado y fijado en formol e incluido en parafina (FFPE)

se realizé de forma retrospectiva.

3.1.1. Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC), Banco de Tumores y

consentimiento informado

Se obtuvieron las aprobaciones pertinentes del Banco de Tumores y del CEIC
antes de iniciar el estudio.

En referencia al consentimiento informado para la recopilacién de datos clinicos
y la utilizacién de las muestras histologicas, obtuvimos el consentimiento de todos los
pacientes vivos, pero debido a que se trata de un estudio retrospectivo en una patologia
con una alta tasa de mortalidad, la gran mayoria de los pacientes que se incluyeron

habian muerto. En este caso, si no disponiamos de un consentimiento firmado por el
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paciente con anterioridad para este propodsito, se intentdé conseguir el de sus
representantes mediante un esfuerzo razonable (llamadas telefénicas, etc.).

El uso de las muestras fue realizado bajo las directrices nacionales e
internacionales (Coédigo Deontoldgico y Declaracion de Helsinki) y la normativa legal
vigente (Ley Organica 3/2018, de Proteccion de Datos de caracter personal (LOPD) y la
Ley Organica 14/2007, del 3 de Julio, de Investigacion Biomédica).

3.1.2. Recogida de datos clinicos

Los datos clinicos considerados de relevancia para el estudio de la serie de QRT
que fueron seleccionados y registrados fueron: edad, sexo, habitos toxicos (tabaco y
alcohol), performance status (PS), localizacion del tumor, fecha del diagnéstico, TNM
clinico, estadio clinico, resecabilidad, requerimiento o no de cirugia de rescate, TNM
patolégico en aquellos que se realizé cirugia de rescate, fecha de inicio y fin del
tratamiento, tipo de RT, respuesta a la QRT, progresion al tratamiento, fecha de
progresion, existencia de un segundo tumor primario, fecha del ultimo control, estado en
el ultimo control y fecha de la muerte.
La recogida de los datos clinicos se realizé a partir de las historias clinicas en papel de
los pacientes. Todos los datos fueron codificados al ser introducidos en la base de datos,

siguiendo las normas de proteccion de datos.

Como datos clinicos de relevancia para el estudio de la serie ERBITAX, se
registraron: edad, sexo, habitos tdxicos ( tabaco y alcohol), localizacién del tumor, fecha
del diagndstico y estadio al diagnéstico, tratamientos previos, respuesta al tratamiento
previo, fecha de recidiva, linea de tratamiento, tipo de recidiva, PS en el momento de la
recidiva, respuesta a paclitaxel / cetuximab, grado de rash acneiforme (sélo se analiz6
este parametro de toxicidad por su posible relacion con la eficacia del tratamiento), fecha
de inicio de tratamiento, fecha fin de tratamiento, progresion (si/no), fecha de progresion,
tratamientos tras la progresion (si la habia), fecha del ultimo control, estado en el ultimo
control y fecha de la muerte.

La recogida de los datos clinicos se realiz6 a partir del programa informatico SAP. Todos
los datos fueron codificados al ser introducidos en la base de datos, siguiendo la
normativa vigente.

Se recogieron los datos clinicos de todos los pacientes, independientemente de si tenian
muestra histolégica disponible o no, para poder comparar ambas poblaciones y valorar

la representatividad de la poblacion de estudio.
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3.1.3. Manejo de las muestras

Todas las muestras fueron anonimizadas en el Biobanco-IGTP y enviadas al
laboratorio. Los cortes de 10 micras en laminilla para cada muestra se obtuvieron a partir
del bloque de parafina, por métodos estandar. Una patologa especialista discrimind
entre las células tumorales y estromales: si la infiltracion tumoral resultaba < 85%, el
area tumoral se aislaba por microdiseccion laser; en caso contrario, se hacia por
macrodiseccién con un micrétomo.

Sélo se pudo realizar el analisis molecular en 32 de los 72 casos seleccionados

en el estudio de la serie de QRT debido a la antigliedad de las muestras.

3.2. Analisis del estado del VPH

En la primera serie (serie de QRT) se evaluo el estado del VPH en 63 de las 72
muestras tumorales, debido a la calidad de las mismas. Se utilizaron las técnicas de IHQ
e hibridacion in situ cromogénica (CISH).

En el estudio la segunda serie (serie ERBITAX), sélo se evalud el estado del
VPH en las muestras tumorales localizadas en la orofaringe mediante IHQ. No se utilizé
estudio de ADN del VPH porque la IHQ era el estudio considerado estandar por las
guias y la comunidad cientifica en ese momento, y en un intento de preservar la mayor

cantidad posible de tejido.

3.2.1. Analisis de expresion proteica mediante IHQ

p16INK4a es una proteina codificada por el gen supresor tumoral CDKN2A, que
se encuentra funcionalmente inactiva en numerosos tumores. Actia como inhibidor de
CDK 'y desacelera el ciclo celular inactivando la funcion del complejo ciclina D/ CDK4-6.
Este complejo regula el punto de control de la fase G1 del ciclo celular mediante la
fosforilacion y la subsiguiente inactivacion de pRb, que permite la liberacion del factor
de transcripcion E2F y permite a la célula entrar en fase S.
La proteina E7 del VPH se une a la forma hipofosforilada de pRb, causando la liberacion
de E2F y la posterior degradacion de pRb, lo cual provoca un aumento de p16. Por esto,
la sobrexpresiéon de p16 ha sido propuesta como un marcador biolégico subrogado de

infeccion por el VPH.
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El analisis de IHQ de p16INK4a (IHQ-p16) se realizd con el anticuerpo CINtec®
Histology (E6H4), Ventana Medical Systems, IncRoche. EI complejo inmune formado
por el anticuerpo unido a la proteina se visualizd con el sistema BenchMark Ultra
(Ventana). Se utilizé como control positivo una muestra de amigdala palatina.

Todas las tinciones fueron valoradas por un patélogo especialista, y se definieron
como tumores p16 positivos aquellos que presentaban tincién intensa y difusa, nuclear
y citoplasmatica, en 70% o mas de las células tumorales (Fig.5).

Figura 5. Carcinoma escamoso de amigdala p16 positivo

3.2.2 Analisis de VPH mediante CISH

El analisis mediante CISH para la deteccién del ADN viral del VPH se realizé con
el test INFORM HPV Il Family 16 (Ventana Medical Sytems, IncRoche), que detecta los
serotipos oncogénicos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 66. El complejo inmune
generado se visualizo con el sistema BenchMark XT (Ventana). Se considero positiva la
tincion puntiforme nuclear en las células tumorales.

Se encontraron dificultades en la valoracion de esta técnica, ya que se objetivo
positividad débil e inespecifica en células inflamatorias, estromales y epiteliales
(estructuras glandulares y mucosa).

3.3. Analisis por IHQ de la proteina pSTAT3

102



Por cuestiones logisticas, la determinacion de pSTAT3 se llevo a cabo en dos
fases en el tiempo, con dos anticuerpos diferentes y valorada por dos patdlogos
distintos.

Las primeras 22 muestras, correspondientes a un analisis preliminar, fueron
analizadas con el anticuerpo Phospho-Stat (Tyr705) (3E2). Mouse mAb. (Cell Signaling
Technology), y las 12 siguientes, como cohorte de ampliacion, con el
antiSTAT3 (phosphoY705) antibody (EP2147Yab171358) de Abcam. ElI complejo
inmune se visualizé con el sistema BenchMark Ultra (Ventana). Secciones tumorales

incubadas sin el anticuerpo sirvieron como control negativo.

En cada seccion, el nucleo y el citoplasma de las células tumorales fueron
graduados por la intensidad de la reaccién (0 o ausente, 1+ o débil, 2+ o moderado, y
3+ o intenso).

Se habia planificado realizar un coeficiente histoscore, calculado mediante la
suma de (1 x % células 1+) + (2 x % células 2+) + (3 X % células 3+), con un resultado
maximo de 300. Debido a las diferencias técnicas y consecuentes diferencias en
resultados obtenidas entre el primer y el segundo analisis, ambas poblaciones no fueron
comparables y decidimos valorar como sobrexpresion de pSTAT3 la presencia de areas
2 y/o 3+ en la valoracién independiente por cada uno de los patdlogos.

Figura 6. Imagenes por IHQ de la expresion proteica de pSTAT3

a. Carcinoma escamoso sin sobrexpresion de pSTAT3 (1+)
b. Carcinoma escamoso con sobrexpresion de pSTAT3 (2+)
c. Detalle foco pSTAT3 (2+)
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3.4. Analisis de expresion génica a nivel de ARN mensajero

En el estudio de la serie de QRT, se realiz6 la extraccion de ARN de las muestras
parafinadas, siguiendo un procedimiento patentado de nuestro laboratorio (numero de
patente europea EP1945764-B1), basado en la optimizacién del aislamiento de ARN
procedente de tejidos parafinados, mediante extraccion con el método fenol-cloroformo

modificado.

Se determind la expresion a nivel de ARNm de los genes 53BP1, BRCA1, MDC1,
RAP80 y RNF8 mediante técnicas de PCR cuantitativa a tiempo-real (RT-gPCR),
después del proceso de retrotranscripcion inversa (MMLV y Random Hexamers). Se
usaron TagMan Gene Expression assays (Thermofisher) predisefiados, para el estudio

de los genes, siguiendo los protocolos del fabricante.

En el estudio derivado de la serie ERBITAX, se realizo la extraccion de ARN de
las muestras parafinadas siguiendo el protocolo de los kits comerciales EZNA FFPE

RNA easy de Omega.

Para el estudio de la expresion de STAT3, los primers y la sonda de tipo MGB
(tecnologia TagMan) de amplificacion fueron disefiadas usando Primer Express 3.0
Software (Applied Biosystems), de acuerdo con su cédigo en la base de datos Ref Seq

( http://www.ncbi.nIm.nih.gov/LocusLink). Especificamente, las secuencias de los

primers y de la sonda de amplificacién fueron: forward primer, 5'- CACCTTCAGGATGT
CCGGAA-3', reverse primer, 5-ATCCTGGAGATTCTCT ACCACTTTCA-3', sonda 5°-
FAM AGAGTGCAGGATC TAGA-MGB 3'. Debido a la escasez de material, sélo se pudo

realizar esta determinacién en 21 de las 34 muestras inicialmente disponibles.

La cuantificaciéon de la expresion génica se realizé mediante ABI Prism 7900HT
Sequence Detection System (Thermofisher). Los niveles de expresion génica se
calcularon mediante el método comparativo AACt, ampliamente descrito en la
bibliografia. En todos los analisis, se usé el gen GAPDH como control interno de muestra
(gen housekeeping), por ser el que demostré menos variabilidad intermuestra en su

expresion.
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3.5. Analisis de las mutaciones de PTPRT

La evaluacion de dichas mutaciones se realizd mediante el abordaje por
secuenciacion masiva de todo el gen. Se aislé el ADN a partir de la seleccion previa de
la zona tumoral, realizando la macrodiseccion o microdiseccion de dicha zona, como
hemos comentado previamente, y se purificd el ADN mediante un método basado en
ultrasonidos (Covaris) que preserva en mejores condiciones el ADN extraido de material
parafinado. Acto seguido, mediante amplicones de tamaro de 150 bp, que cubrian todo
el gen PTPRT, se realizaron las librerias con todas las muestras. Se realiz6 el analisis
de las muestras en el equipo MiSeq de lllumina. Una vez analizadas, se procedié al
analisis bioinformatico de los resultados obtenidos, usando un programa especifico

(Ingenuity program).

Realizamos el analisis en los primeros 22 pacientes, hallando alguna mutacion
en PTPRT en 3 de ellos. Debido a la escasa frecuencia en este reducido nimero de
muestras, no realizamos la determinacion en las 11 muestras restantes debido a que

consideramos que no impactaria en los resultados.

3.6. Analisis de la hipermetilacion del promotor de PTPRT

De la misma extraccion de ADN obtenida anteriormente se procedio al estudio
de la metilacion del ADN de la region promotora del gen PTPRT. Se realiz6 la
modificacion quimica del ADN por el método de conversién por bisulfito, donde todas
las citosinas se transforman en timinas, excepto aquellas citosinas que estan metiladas,
que pierden solo su grupo metilo y son resistentes al cambio. El analisis de metilacion
se realiz6 mediante la técnica MSP (Methylation-Specific PCR): Se disefiaron
oligonucledtidos especificos para las regiones metiladas y otros para las no metiladas,
mediante el programa MethPrimer Software. Posteriormente se realizo la amplificacion
por la técnica de PCR, y se analizaron los productos a través de un gel de agarosa al
2,5%. Se consider6 como muestras metiladas o no metiladas segun si presentaban una
banda en la PCR especifica para regiones metiladas o no metiladas, respectivamente,

y hemimetiladas cuando presentaban banda para ambas reacciones (ver Figura 7).
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Figura 7. Resultados de PCR especifica de metilacion (MSP) del gen
PTPRT mediante visualizacion por gel de agarosa

Ejemplos de pacientes con tumores con PTPRT no metilado (num 2433, 3555, 4517), metilado o
hemimetilado (num 3858, 2020, 3283), y no amplificado (num 2974). Los pacientes hemimetilados, tienen
una copia del gen metilada y la otra copia no metilada: se consideran como pacientes metilados. A nivel
de controles: C- corresponde a control negativo sin amplificacion, hC a control de no metilacion, MET y MM

a control de metilacion.

3.7. Analisis estadistico

El analisis incluyo todos los datos descritos de los pacientes, del tumor y los

datos moleculares experimentales.

La respuesta radioldgica se evalu6 de acuerdo con los criterios de evaluacion de
respuesta en tumores solidos (RECIST) version 1.0., en el andlisis de la serie de QRT,
y 1.1. en la serie ERBITAX. (Ver anexo 2.)

Se determinaron:

- la supervivencia global (SG), que se calculd desde el inicio del tratamiento hasta
la muerte del paciente por cualquier causa o la fecha del ultimo seguimiento.

- la supervivencia libre de progresion (SLP), que se defini6 como el tiempo
transcurrido desde el inicio del tratamiento hasta la progresion o, en caso de que
no la hubiera, el ultimo seguimiento.

- la tasa de control locorregional (CLR) a los dos afios, definida como la ausencia
de progresion locorregional a los 2 afios desde el inicio del tratamiento.

- latasa de segundo tumor primario, definida como el porcentaje de pacientes con

otro tumor primario sincrénico o metacronico.
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- la supervivencia global relacionada con el cancer de cabeza y cuello, que se
calcul6 desde el inicio de tratamiento hasta la muerte por cancer de cabeza y
cuello

- supervivencia desde el diagnostico, que se calculé desde el diagndstico hasta la
muerte del paciente por cualquier causa o la fecha del ultimo seguimiento.

- tiempo a la recidiva, que se calculd desde el diagndstico hasta la recidiva y/o
muerte

- la tasa de respuesta (TR), que se calcula como el porcentaje de pacientes que
alcanzan la respuesta completa (RC) y parcial (RP) por la exposicion al
tratamiento comparado con el numero total de pacientes expuestos al

tratamiento.

La SGy la SLP se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier y se compararon
con la prueba log-rank. Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Spearman para
determinar la correlacion entre variables continuas, la prueba de U de Mann-Whitney
para comparar variables continuas segun los distintos niveles de las variables
categoricas, y la prueba Chi-cuadrado o Prueba exacta de Fisher para comparar
variables categoricas. En la serie de QRT, la asociacion entre cada factor prondstico
potencial y la SLP y la SG se evaluaron mediante modelos de Cox univariados. En la
serie ERBITAX, se realizaron modelos de regresion logistica univariados y multivariados
para la variable respuesta. La cuantificacion del efecto se estimé mediante la odds ratio
(OR) y su correspondiente intervalo de confianza (IC) al 95%. En el modelo multivariado
se incluyeron las variables que presentaron un nivel de significacion estadistica <0.25

en los modelos univariados.

Todos los analisis de la serie de QRT se realizaron utilizando el programa SAS V9.3

y los de la serie ERBITAX se llevaron a cabo mediante el Software R v3.4.2.
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5. RESULTADOS






Como hemos explicado en el apartado anterior, se seleccionaron 2 series de
pacientes, la serie de QRT vy la serie ERBITAX. A continuacion, describiremos los

resultados del analisis de ambas.
Durante el desarrollo de la tesis, hemos comunicado resultados preliminares de

este analisis en forma de un articulo, un poster y una comunicacion oral en congreso,

que adjuntamos en el anexo 7.
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4.1. Objetivo: Correlacionar los niveles de expresion de los genes implicados en

las vias de reparacion del ADN con la eficacia de la QRT con platino.

Los resultados de esta serie se describen en la siguiente publicacion:

Cirauqui B, Margeli M, Quiroga V, Quer A, Karachaliou N, Chaib | et al. DNA repair
pathways to regulate response to chemoradiotherapy in patients with locally
advanced head and neck cancer. Tumour Biol. 2016 Oct; 37(10):13435-13443.

doi: 10.1007/s13277-016-5149-0. Epub 2016 Jul 27. PMID: 27465548.

4.1.1. Caracteristicas clinicas de la serie de QRT

4.1.1.1. Caracteristicas clinicas basales de los pacientes

Recordemos que 72 pacientes con CECC LA fueron incluidos en la serie de QRT.

Observamos un claro predominio de pacientes varones, con una mediana de
edad de 60 afios. La gran mayoria habia estado expuesto a habitos téxicos y presentaba
un PS 0 6 1. Casi la mitad de los tumores estaban localizados en la orofaringe y mas

del 90% se diagnosticaron en estadio IV y fueron considerados irresecables.
En cuanto a la relacion con el VPH, sélo 4 de los 72 pacientes (6,35%) tuvo
sobrexpresion de p16: dos pacientes con el tumor localizado en la orofaringe, uno en

seno maxilar y uno en cavidad oral. La determinacién por CISH mostré amplificacion en

uno de los casos y los otros 3 fueron dudosos.

Detallamos toda esta informacién en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas basales de los pacientes de la serie de QRT

Hombre
Mujer

Edad ( afios)

N (%) 67 (93,06)

N (%) 5 (6,94)
Mediana 60,19
(min-méx) (42-79)

Total (N=72)

0 N (%) 26 (36,11)
1 N (%) 45 (62,50)
2 N (%) 1(1,39)
Ninguno N (%) 5 (6,94)
Tabaco N (%) 6 (8,33)
Tabaco y alcohol N (%) 61 (84,72)7
Carcinoma escamoso N (%) 70 (97,22)
Carcinoma pobremente diferenciado N (%) 2(2,78)
Cavidad oral N(%) 8 (11,11)
Orofaringe N(%) 34 (47,22)
Hipofaringe N(%) 13 (18,05)
Laringe N(%) 12 (16,66)
Otros N(%) 5(6,94)
1] N (%) 7(9,72)
IVA N (%) 36 (50,00)
IVB N (%) 29 (40,28)
Resecable N(%) 5 (6,94)
Irresecable/inoperable N(%) 67 (93,05)
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4.1.1.2. Tratamiento

Todos los pacientes fueron tratados con QRT concomitante. La QT recibida fue
carboplatino AUC 2 semanal. 83% de los pacientes fueron tratados con RT convencional
y un 17% con hiperfraccionada, con dosis de 70 Gy sobre el tumory las areas de drenaje
ganglionar afectas, 50 Gy sobre el resto del cuello y con proteccién de médula espinal
a 45 Gy. No se recogieron los datos para evaluar la intensidad de dosis del tratamiento
(reducciones, retrasos y suspensiones de dosis de carboplatino ni interrupciones,
tiempo y dosis total de la RT). 17% de los pacientes requirieron un vaciamiento

ganglionar cervical de rescate.

4.1.1.3. Respuesta a la QRT

La tasa de respuesta completa tras la QRT fue del 43,1% y la TR del 86,2%. Un

10% de los pacientes progresaron durante el tratamiento (Tabla 4.).

Tabla 4. Respuesta a la quimiorradioterapia en la serie de QRT

‘ Total ‘
N % IC 95%
RC 31 431 [30,6-54,2 ]
No RC 40 55,6 [44,4-66,7 ]
RP 31 43,1 [31,9-54,2]
EE 1 1,4 [0-4,2]
PE 8 11,1 [4,2-19,4]
No evaluable 1 1,4 [0-4,2)

4.1.1.4. Respuesta tras cirugia de rescate

Se realiz6 cirugia de rescate en un 17% de los pacientes. Tras la misma, se

obtuvo una tasa de respuesta completa en un 61,1% de los pacientes.

A continuacion detallamos la respuesta al tratamiento tras la misma (Tabla 5.)
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Tabla 5. Respuesta tras la cirugia de rescate en la serie de QRT

N % IC 95%
RC 44 61,1 [50-72,2]
No RC 27 37,5
RP 18 25 [15,3-34,7]
EE 2 2,8 [0-6,9]
PE 7 9,7 [4,2-16,7]
No evaluable 1 1,4 [ 0-4,2 ]

4.1.1.5. CLR a los 2 ainos

El 38,89% de los pacientes no progresaron a nivel locorregional a los 2 afios de
iniciar el tratamiento (Tabla 6.).

Tabla 6. Control locorregional a los 2 aifos en la serie de QRT

Control locorregional a los 2 afos N %
No 30 41,67
Si 28 38,89
No evaluable 14 19,44
Total 72 100,0

4.1.1.6. Tipo de recidiva

Todos los pacientes que no alcanzaron una RC presentaron una progresion de
la enfermedad, a excepcion de 4 pacientes que fallecieron por otras causas. 14 de los
44 (31,82%) pacientes que obtuvieron una RC recayeron y 4 (9,1%) se perdieron del

seguimiento.

La mayoria de estas recidivas fueron locorregionales. Solo un 20% fueron
unicamente a distancia.
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4.1.1.7. Segundo tumor primario

17 pacientes (23,61%) presentaron un segundo tumor primario ya fuera

sincrénico o metacrénico, bien como antecedente o bien en el seguimiento.

4.1.1.8. SG

La mediana de SG fue 10,5 meses, con un IC 95% [8,1-19,7] (Figura 8.)

La causa de la muerte fue la neoplasia en un 56% de los casos, un segundo
tumor en un 17%, toxicidad al tratamiento en un 8% y otras causas en 19%. Entre estas
ultimas destacan los accidentes cerebrovasculares y las muertes inesperadas en

domicilio sin causa aclarada. El suicidio fue causa de la muerte en un paciente.

Figura 8. Supervivencia global en la serie de QRT

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)

0.9 66 95.5% (63) 4.5% (3) 10.5(8.1,19.7)

0.8
0.7
0.6
0.5 4

0.4 —

Survival Probability

0.3

0.2

0.1

0.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204

Time from treatment start(months)
Patients at Risk

66 30 21 15 12 9 9 9 7 6 4 4 4 3 1 1 1 0

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

4.1.1.9. Supervivencia global por cancer de cabeza y cuello

La mediana de supervivencia global por cancer de cabeza y cuello fue 18,4
meses con IC 95% [8,8-33,1] (Figura 9.)
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Figura 9. Supervivencia global por cancer de cabeza y cuello en la serie de QRT
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Patients at Risk

66 30 21 15 12 9 9 9 7 6 4 4 4 3 1 1 1 0

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

4.1.1.10. Caracteristicas basales de los pacientes con muestra valorable en la serie
de QRT

Debido a la antigledad de las muestras, sélo se pudo realizar el analisis
molecular completo de las mismas en 32 pacientes. A continuaciéon, detallamos las
caracteristicas de esos pacientes con muestra tumoral valorable (Tabla 7.). Observamos
que no existen diferencias significativas con las caracteristicas de la poblacion general

que hemos descrito en el apartado 4.1.1.1.
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes con muestra disponible en la serie de QRT

Total (N=32)

Resecabilidad

Resecable

Hombre N (%) 29 (90,6)
Mujer N (%) 3(94)
Mediana 61,16

(min-max) (44-79)

[ I

0 N (%) 12 (37,5)
1 N (%) 19 (59,37)
2 N (%) 1(3,13)
Ninguno N (%) 2(6,3)
Tabaco N (%) 3(94)
Tabaco y alcohol N (%) 27 (84,4)
Carcinoma escamoso N (%) 32(100)
Cavidad oral N(%) 4 (12,5)
Orofaringe N(%) 15 (46,9)
Hipofaringe N(%) 5(15,6)
Laringe N(%) 4 (12,5)
Otros N(%) 4 (12,5)
1] N (%) 2 (6,3)
IVA N (%) 17 (53,1)
VB N (%) 13 (40,6)

N(%)

2(6,3)

Irresecable

N(%)

30 (93,7)

119



4.1.1.11. SG en los pacientes con un segundo tumor primario

La SG fue significativamente superior en aquellos pacientes que desarrollaron

un segundo tumor primario (Figura 10.)

Figura 10. Supervivencia global en los pacientes con segundo tumor primario en la serie de QRT

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
No 49 95.9% (47) 4.1% (2) 8.3 (6.8,10.3)
Yes 17 94.1% (16) 5.9% (1) 45.9(19.7, 89.5)
Log-Rank P=0.0007
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204

Time from treatment start(months)
Patients at Risk

No 49 15 8 4 4 3 3 3 3 3 2 2 2 1 1 1 1 0

Yes 17 15 13 11 8 6 6 6 4 3 2 2 2 2 0 0 0 0

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

4.1.1.12. SG segun el CLR a los 2 afos

El CLR a los 2 afos se correlaciond significativamente con una mejor SG (Tabla

8y Figura 11)

Tabla 8. Efecto del control locorregional a los 2 afios en la supervivencia
global en la serie de QRT

HR p HR
Contrast value Estimate Cl195% LL Cl195% UL
No vs si <.0001 7.064 3.187 15.662
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Figura 11. Supervivencia global segtin el control locorregional a los 2 afios en la serie de QRT

0.9 B
0.8 H
0.7 H
0.6 -

0.5

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
No 30 100.0% (30) 0.0% (0) 8.6 (6.9, 11.1)
Yes 26 88.5% (23) 11.5% (3) 44.4 (31.1, 89.1)

Log-Rank P < 0.0001

0.4

Survival Probability

0.3

0.2

0.1

ontrol locorregional a los 2 afios: N0 “--4-—,

0.0 T

Patients at Risk

No 30 9

Yes 26 20

24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204
Time from treatment start(months)

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

4.1.1.13. Analisis univariado de la SG segun parametros clinicos

En el analisis univariado de la relacion de los parametros clinicos con la SG,

detectamos que los pacientes que desarrollaban un segundo tumor primario obtenian

una RC a la QRT vy fallecian por otra causa distinta a la neoplasia de cabeza y cuello,

alcanzaban una SG significativamente superior a los que no presentaban estas

caracteristicas.

En la Tabla 9. detallamos el analisis univariado de la SG.
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Tabla 9. Analisis univariado de la supervivencia global
segun los parametros clinicos en la serie de QRT

Variable Modelo Kaplan-Meier Regresion de Cox
Eventos Censurados Mediana Pr> Hazard Ratio
Log-rank
Valor N N (%) N (%) (IC 95%) (p-valor) | N Chisq (C195%)
Sexo Mujer 4 4 0 24,18 0,8756 66 Varén vs 0,8761 1,084
(100) (5,49-59,76) mujer (0,392-3)
Varén 62 59 3 10,20
(95,16) (4,84) (7,69-19,71)
ECOG 0 25 22 3 10,64 0,1850 66 | ECOG 1-2vs 0,1882 1,429
(88) (12) (6,77-52,79) 0 (0,840-2,434)
1-2 41 41 0 10,35
(100) (7,69-20,4)
Edad <65a 46 44 2 10,71 0,8676 66 Edad >65a 0,8691 0,955
(95,65) (4,35) (7,33-20,40) vs<65a (0,555- 1,644)
>65a 20 19 1 10,20
(95) (5) (6,50-45,86)
Riesgo Alcohol 61 58 3 10,64 0,7529 66 Ninguno vs 0,7539 1,159
Alcohol y/o
ylo tabaco (95,08) (4,92) (7,69-20,40) tabaco (0,462-2,908)
Ninguno 5 5 0 10,35
(100) (5,49-59,76)
Resecabilidad No 61 59 2 10,35 0,1133 66 Resecable vs 0,1232 0,442
(96,72) (3.28) (7.33-19,71) iresecable (0,157-1,248)
si 5 4 1 18,4
(80) (20) (8,31-
162,52)
2° No 49 47 2 831 0,0007 66 Sivs No 0,0011 0,375
Tumor (95,92) (4,08) (6,77-10,35) (0,208- 0,675)
si 17 16 1 45,86
(94,12) (5,88) (19,71-
89,52)
P16 No 54 52 2 9,79 0,1219 58 Sivs No 0,1353 0,406
positiva (96,3) (3,7) (7-19,71) (0,124-1,326)
Si 4 3 1 49.93
(75) (25) (8.15- ... )
RC a QRT si 30 27 3 32,75 <,0001 65 | NoRCvsRC <,0001 3,563
(90) (10) (10,35- (1,992-6,371)
59,76)
No 35 35 0 7,69
(100) (5,88-
10,64)
Causade la CECC 35 35 0 831 0,0005 63 | Otrovs CECC 0,0008 0,378
muerte (100) (6,77-10,05) (0,214-0,668)
Otra 28 28 0 21,01
(100) (9,53-41,33)
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4.1.2. Analisis de la respuesta completa asociada a biomarcadores

4.1.2.1. Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm
de 53BP1

La RC a la QRT en los pacientes con niveles bajos de expresion de ARNm de
53BP1 fue significativamente superior a la de los que tenian niveles iguales o superiores
a la mediana (50 vs 6,25 %) (Tabla 10)

Tabla 10. Distribucién de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia
segun los niveles de. ARNm de 53BP1 en la serie de QRT

53BP1 nivel expresion de 53BP1 nivel expresion de Total
ARNmM < mediana ARNmM > mediana
N % IC 95% N % IC 95% N % IC 95%
RC | 8 | 50,00 [ 24,65- 75,35] 1 6,25 [0,16- 30,23] 9 | 28,13 [13,75- 46,75]

noRC | 7 | 4375 | [19,75-70,12] | 15 | 9375 | [69,77-99,84] |22 | 68,75 | [49,99- 83,88]

no valorable | 1 6,25 [0,16- 30,23] 0 0 1 3,13 [0,08-16,22]

Fisher: 0,0059

También exploramos la relaciéon de la respuesta a la QRT y los niveles de
expresion de ARNm mensajero de 53BP1 mediante un modelo logistico, obteniendo un
odds ratio de 20,3 (IC 95% 1,328-310,318). Debido al pequefio tamafio muestral, el
intervalo de confianza es muy amplio, por lo que la interpretacion de los resultados debe

tomarse con cautela.

4.1.2.2. Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm
de BRCA1

La RC a la QRT en los pacientes con niveles altos de expresion de ARNm de
BRCA1 fue superior a la de los que tenian valores inferiores a la mediana (41,18 vs
29,41%), pero no de forma estadisticamente significativa, probablemente debido al

escaso numero de pacientes (Tabla 11).
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Tabla 11. Distribucion de frecuencia de la respuesta complesta a la quimiorradioterapia

segun los niveles de ARNm de BRCA1 en la serie de QRT

BRCAA1 nivel expresion ARNm | BRCA1 nivel expresion ARNm Total
< mediana > mediana
N | % IC 95% N % IC 95% N % IC 95%
RC 5 29,41 [10,31-55,96] 7 | 41,18 [18,44-67,08] |12 | 3529 | [19,75-53,.51]
no RC 11 | 64,71 [ 38,33- 85,79] 10 | 58,82 [32,92-81,56] |21 | 61,76 [43,56- 77,83]
no valorable 1 5,88 [ 0,15-28,.69] 0 0,00 1 2,94 [0,07-15,33]
Fisher: 0,72

4.1.2.3. Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm

de RAP80

No existieron diferencias significativas en el porcentaje de RC en funcion de los

niveles de ARNm de RAP80 (Tabla 12).

Tabla 12. Distribucion de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia
segun los niveles de ARNm de RAP80 en la serie de QRT

RAP80 nivel expresion ARNm

RAP80 nivel expresion ARNm
< mediana > mediana Total
N % IC 95% N % IC 95% N % IC 95%
RC 5 | 31,25 [ 11,02- 58,66] 5 | 29,41 [ 10,31- 55,96] 10 | 30,30 | [15,59-48,71]
noRC | 10 | 62,50 [ 35,43- 84,80] 12 | 70,59 [ 44,04- 89,69] 22 | 66,67 | [48,17-82,04]
no valorable | 1 6,25 [ 0,16-30,23] 0 |0,00 1 3,03 [ 0,08-15,76]
Fisher: 0,848

4.1.2.4. Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm de

MDC1

No existieron diferencias significativas en el porcentaje de RC en funcion de los
niveles de MDC1(Tabla 13.)
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Tabla 13. Distribucion de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia
segun los niveles de ARNm de MDC1 en la serie de QRT

MDC1 nivel expresion ARNm MDC1 nivel expresion Total
< mediana ARNm > mediana
N % IC 95% N % IC 95% N % IC 95%

RC| 6 30,00 [ 11,89-54,28] 8 | 40,00 | [19,12-63,95] | 14 | 35,00 [20,63-51,68]

noRC | 13 | 65,00 [ 40,78-84,61] 12 | 60,00 | [36,05-80,88] | 25 | 62,50 [ 45,80-77,27]

no valorable | 1 5,00 [0,13-24,87] 0 0,00 1 2,50 [0,06-13,16]

Fisher: 0, 7411

4.1.2.5 Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm de
RNF8

No existieron diferencias significativas en el porcentaje de respuestas completas
en funcién de los niveles de RNF8 (Tabla 14).

Tabla 14. Distribucion de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia
segun los niveles de ARNm de RNF8 en la serie de QRT

RNF8 nivel expresion ARNm RNF8 nivel expresion ARNm Total
< mediana > mediana
N % IC 95% N % IC 95% N % IC 95%

RC| 7 | 38,89 [17,30- 64,25] 6 | 33,33 [13,34-59,01] 13| 36,11 [20,82-53,78]

noRC | 10 | 55,56 [30,76-78,47] 12 | 66,67 [40,99-86,66] 22| 61,11 [43,46-76,86]

no valorable | 1 5,56 [0,14-27,29] 0 0,00 1 2,78 [0,07-14,53]

Fisher: 0,7332

4.1.2.6. Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm de
53BP1 y BRCA1

El subgrupo de pacientes con tumores que tenian niveles altos de ARNm de
BRCA1 y niveles bajos de 53BP1 son los que presentaron una mayor tasa de RC a la
QRT. Los pacientes con niveles de 53BP1 elevados fueron los que menos respondieron

al tratamiento, independientemente de los niveles de BRCA1. (Tabla 15)
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Tabla 15. Distribucion de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia
segun los niveles de ARNm de 53BP1 y BRCA1 en la serie de QRT

BRCA1< mediana & BRCA1< mediana & BRCA1> mediana & BRCA1> mediana & Total
53BP1< mediana 53BP1> mediana 53BP1< mediana 53BP1> mediana

N % IC95% | N % 1C 95% N % IC95% | N % IC95% | N % IC 95%

RC | 4 40 [12,16- 0 0,00 4 66,67 | [22,28- 1 12,50 [0,32- 9 | 30,00 [14,73-
73,76] 95,67] 52,65] 49,40]

no| 5 50 [18,7- 6 100 [ 54,07- 2 33,33 [4,33- 7 87,50 | [47,35- | 20 | 66,67 [47,19-
RC 81,29] 100] 77,72] 99,68] 82,71]
noval | 1 10 [0,25- 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 3,33 [0,08-
44,50] 17,22]

Fisher: 0,0547

4.1.2.7. Analisis de la respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm
de 53BP1 y RAP80

El subgrupo de pacientes con tumores que presentaban niveles altos de ARNm

de RAPS80 y niveles bajos de 53BP1 fueron los que mostraron una mayor tasa de RC a

la QRT. De nuevo, los pacientes con niveles de 53BP1 elevados fueron los menos

respondedores al tratamiento, independientemente de los niveles de RAP80. (Tabla 16)

Tabla 16. Distribucion de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia
segun los niveles de ARNm de 53BP1 y RAP80 en la serie de QRT

53BP1< mediana & 53BP1< mediana & 53BP1 > mediana & 53BP1 > mediana & Total
RAP80< mediana RAP80 > mediana RAP80< mediana RAP80 > mediana
N % IC95% [ N % IC95% | N % IC95% | N % IC 95% N % IC 95%
RC 2 28,57 | [3,67- 5 71,43 [ [29,04- | O 0,00 0 0,00 7 259 | [11,11-
70,96] 96,33] 3 46,38
noRC | 4 57,14 | [18,41- 2 28,57 [3,67- 6 | 100,00 | [54,07- | 7 | 100,00 | [59,04- 19 | 70,3 | [49,82-
90,10] 70,96] 100] 100] 7 86,25
No 1 14,29 | [0,36- 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 3.70 [0,09-
val. 57,87] 18,97]
Fisher: 0,0062
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4.1.2.8. Analisis de respuesta completa a la QRT segun los niveles de ARNm de
BRCA1 y RAP80

No existen diferencias significativas en los subgrupos en funcion de la
combinacion de los niveles de BRCA1 y RAP80 (Tabla 17).

Tabla 17. Distribucion de frecuencia de la respuesta completa a la quimiorradioterapia segtin los
niveles de ARNm de BRCA1 y RAP80 en la serie de QRT

BRCA1< mediana & BRCA1< mediana & BRCA1 > mediana & BRCA1 > mediana & Total
RAP80< mediana RAP80 > mediana RAP80< mediana RAP80 > mediana

N % 1C 95% N % 1C 95% N % 1C 95% N % 1C 95% N % IC 95%
RC 2 | 28,57 [3,67- 3 33,33 | [7,49- 2 25 [3,19- 2 | 33,33 [4,33- 9 | 30.00 | [14,73-
70,96] 70,07] 65,09] 77,72] 49,40]
noRC | 4 | 57,14 [18,41- 6 66,67 | [29,93- 6 75 [34,91- 4 | 66,67 | [22,28- | 20 | 66.67 | [47,19-
90,10] 92,51] 96,81] 95,67] 82,71]
Noval. | 1 14,29 [0,36- 0 0,00 0 0 0 0,00 1 3.33 [0,08-
57,87] 17,22]

Fisher: 0.9556

4.1.3. Correlacion entre los niveles de expresiéon de ARNm de los distintos

biomarcadores

Decidimos analizar la correlacion entre los niveles de ARNm de 53BP1, BRCA1
y RAP80, genes que habian obtenido resultados significativos en relacién con la
respuesta al tratamiento. En este caso, no encontramos asociacion entre los mismos
(Tabla 18).

Tabla 18. Anadlisis paramétrico y no paramétrico del coeficiente de correlaciéon de Pearson entre
los niveles de expresion de ARNm de los distintos biomarcadores en la serie de QRT

BP153 BRCA1 RAP80 BP153 BRCA1 RAP80

BP153 1.00000 0.63327 0.14008 BP153 1.00000 0.30545 0.35242

BP153 0.0002 0.4859 BP153 0.1007 0.0714

32 30 27 32 30 27

BRCA1 0.63327 1.00000 -0.09285 BRCA1 0.30545 1.00000 0.05697

BRCA1 0.0002 0.6256 BRCA1 0.1007 0.7649

30 34 30 30 34 30

RAP80 0.14008 -0.09285 1.00000 RAP80 0.35242 0.05697 1.00000
RAP80 0.4859 0.6256 RAP80 0.0714 0.7649

27 30 33 27 30 33
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4.1.4. Analisis de la SG por biomarcadores

4.1.4.1. Analisis de la SG segun los niveles de ARNm 53BP1

Evidenciamos una tendencia a una SG mayor en los pacientes con niveles bajos
de ARNm 53BP1 (Figura 12; Tabla 19). La diferencia numérica fue muy importante,
duplicandose la mediana de SG de 7,6 a 15,2 meses segun los niveles de expresion,
por lo que probablemente el reducido numero de la muestra justifique la ausencia de

significacion estadistica.

Figura 12. Supervivencia global segtin los niveles de ARNm de 53 BP1 en la serie de QRT

1.0 H Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
) < median 16 93.8% (15) 6.3% (1) 15.2 (5.5, 45.9)
0.9 - >=median 14 100.0% (14) 0.0% (0) 7.6(2.2,19.7)

Log-Rank P= 0.0560

Survival Probability

53BP1 < median

=="=i 53BP1>= median
00 T T T - T T T T T T T

T T T

T T T T
o] 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204

Time from treatment start(months)
Patients at Risk

< median 16 9 7 6 4 3 3 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 o]

>=median 14 4 2 1 o] o] o] o] o 0 o o} 0 o 0 o 0 0

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

Tabla 19. Efecto de los niveles de ARNm de 53BP1 en la supervivencia global en la serie de QRT

HR HR Cl195% Cl195%
Contraste p valor Estimado LI LS
53BP1>=mediana vs 53BP1< mediana 0.0620 2178 0.962 4.934
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4.1.4.2. Analisis de la supervivencia global por cancer de cabeza y cuello segun
los niveles de ARNm 53BP1

De la misma manera que en la SG por cualquier causa de muerte, evidenciamos
también una tendencia a una mayor supervivencia por muerte relacionada con el CECC
en el grupo de pacientes con niveles bajos de ARNm 53BP1 (Figura 13; Tabla 20). En
este caso, la diferencia numérica fue todavia superior (52,8 vs 10,6 meses), por lo que

el reducido tamafio muestral puede impactar en la significacion estadistica.

Figura 13. Supervivencia global por cancer de cabeza y cuello
segun los niveles de 53BP1 en la serie de QRT

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
< median 16 50.0% (8) 50.0% (8) 52.8 (5.5, NA)
>=median 14 78.6% (11) 21.4% (3) 10.6 (2.2, 33.0)

Log-Rank P= 0.0623
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204
Time from treatment start(months)

Patients at Risk
< median 16 9 7 6 4 3 3 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 o]

>=median 14 4 2 1 0 o] o] 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

Tabla 20. Efecto de los niveles de ARNm de 53BP1 en la supervivencia global
por cancer de cabeza y cuello en la serie de QRT

HR HR Cl95%  CI95%
Contraste p valor Estimado LI LS
53BP1>=mediana vs 53BP1< mediana 0.0711 2.442 0.926 6.441
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4.1.4.3. Analisis de la SG segun los niveles de ARNm BRCA1

No encontramos diferencias significativas en la SG en funcién de los niveles de
expresion de ARNm BRCA1, aunque los pacientes con niveles altos obtuvieron SG

numéricamente superiores (15,2 vs 6,8 meses) (Figura 14; Tabla 21).

Figura 14. Supervivencia global segtin los niveles de ARNm de BRCA1 en la serie de QRT

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
< median 16 93.8% (15) 6.3% (1) 6.8 (2.1, 41.3)
>=median 16 93.8% (15) 6.3% (1) 15.2(7.0, 52.8)
Log-Rank P=0.3663

Survival Probability

i BRCA1 < median

T T T T T T T T T

T T T
72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204
Time from treatment start(months)

Patients at Risk
< median 16 6 6 S 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1) 1 1 1 0

>=median 16 9 6 5 5 4 4 4 3 2 1 1 1 1 o] 0 o] o}

* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

Tabla 21. Efecto de los niveles de ARNm de BRCA1 en la supervivencia global en la serie de QRT

Contraste HR HR IC 95% IC 95%
p valor Estimado LI LS
BRCA1> mediana vs BRCA1< mediana 0.3692 0.717 0.347 1.481
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4.1.4.4. Analisis de la supervivencia global por cancer de cabeza y cuello segun
los niveles de ARNm BRCA1

No encontramos diferencias significativas en la supervivencia por muerte
relacionada con el CECC en funcién de los niveles de expresion de ARNm BRCA1,
aunque los pacientes con niveles altos obtuvieron supervivencias numéricamente

superiores (33 vs 8,8 meses) (Figura 15; Tabla 22)

Figura 15. Supervivencia global por cancer de cabeza y cuello
segun los niveles de ARNm de BRCA1 en la serie de QRT

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
<median 16 62.5% (10) 37.5% (6) 8.8 (2.1, NA)
>=median 16 50.0% (8) 50.0% (8) 33.0 (9.5, NA)
Log-Rank P=0.3030
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* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

Tabla 22. Efecto de los niveles de ARNm de BRCA1 en la supervivencia global por cancer de
cabeza y cuello en la serie de QRT

HR HR IC 95%  IC 95%
Contraste p valor estimado LI LS
BRCA1>mediana vs BRCA1< mediana 0.3088 0.615 0.242 1.568
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4.1.4.5. Analisis de la SG segun los niveles de ARNm de RAP80

No se obtuvieron diferencias significativas ni numéricas segun los niveles de
expresion de ARNm RAP80 (Figura 16.)

Figura 16. Supervivencia global segun los niveles de ARNm de RAP80 en la serie de QRT

1.0 Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
< median 14 100.0% (14) 0.0% (0) 12.3 (5.5, 43.0)
0.9 - >=median 15 93.3% (14) 6.7% (1) 10.8 (4.2, 34.3)
1 Log-Rank P= 0.6620
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* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui
y col. en la revista Tumor Biology

4.1.4.5. Analisis de la supervivencia global por cancer de cabeza y cuello segun
los niveles de ARNm RAP80

Sin embargo, al analizar la supervivencia por muerte relacionada con el CECC
segun los niveles de ARNm RAP80, las diferencias no fueron estadisticamente
significativas, pero los pacientes con tumores con niveles bajos tenian medianas mas
altas (43 vs 10,8 m) (Figura 17.)
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Figura 17. Supervivencia por muerte relacionada con cancer segun los niveles de ARNm de
RAP80 en la serie de QRT

Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
<median 14 57.1% (8) 42.9% (6) 43.0 (5.5, NA)
>=median 15 66.7% (10) 33.3% (5) 10.8 (4.2, NA)
Log-Rank P= 0.8295
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* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui
y col. en la revista Tumor Biology

4.1.4.5. Analisis de la SG segun los niveles de biomarcadores agrupados

Al agrupar los diferentes biomarcadores y analizar la SG no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas, hecho que relacionamos con el limitado
tamano de la muestra para cada uno de los biomarcadores. Sin embargo, los pacientes
con tumores con niveles de expresion bajos de ARNm de 53BP1 y niveles altos de

ARNm BRCA1 o RAP80 fueron los que alcanzaron SG mas prolongadas.

A continuacion, exponemos estos resultados en las figuras 18 a 20.
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Figura 18. Supervivencia global segun los niveles de ARNm de 53BP1y BRCA1 en la serie de QRT

1.0 x Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
| | Low BRCA1&Low 53BP1 10 90.0% (9) 10.0% (1) 6.8 (0.6, 41.3)
0.9 ' Low BRCA1&High 53BP1 5 100.0% (5) 0.0% (0) 6.8 (2.0, 43.0)
L High BRCA1&Low 53BP1 6 100.0% (6) 0.0% (0) 34.1 (9.5, 102.3)
= High BRCA1&High 53BP1 7 100.0% (7) 0.0% (0) 8.1(1.9,19.7)
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* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

Figura 19. Supervivencia global segtin los niveles de ARNm de 53BP1 y RAP80 en la serie de QRT

1.0 _] Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
. Low 53BP1&Low RAP80 7 100.0% (7) 0.0% (0) 9.5 (0.6, 41.3)
0.9 Low 53BP18&High RAP80 7 85.7% (6) 14.3% (1) 45.9 (2.1, 102.3)
i High 53BP1&Low RAP80 5 100.0% (5) 0.0% (0) 6.8 (1.9, 43.0)
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* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology
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Figura 20. Supervivencia global seguin los niveles de ARNm BRCA1 y RAP80 en la serie de QRT

1-°‘T| Subjects Event Censored Median (Cl 95%)
1 Low BRCA1&Low RAP80 7 100.0% (7) 0.0% (0) 6.9 (0.6, 43.0)
0.9 _-U. Low BRCA1&High RAP80 8 87.5% (7) 12.5% (1) 8.8 (2.0, 45.9)
. High BRCA1&Low RAP80 7 100.0% (7) 0.0% (0) 15.0 (1.9, 52.8)
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* Los numeros decimales estan expresados en puntos porque la grafica es la original del articulo publicado por Cirauqui

y col. en la revista Tumor Biology

4.1.5. Analisis univariado de la SG segun biomarcadores seleccionados

Para realizar este analisis, se crearon tres categorias para cada biomarcador, basadas

en la distribucion del valor de expresion del ARNm (Tabla 23).

Las categorias se denominaron como:

Bajo: si el valor de la expresién era menor que el primer tercil. es decir, <Q33
- Intermedio: si el valor de la expresion se encontraba en el intervalo [Q33, Q66)

- Alto si el valor de la expresion era> = Q66

Se seleccionaron 53BP1, BRCA1 y RAP80 en funcién de los resultados expuestos

anteriormente, sin obtener resultados significativos.
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Tabla 23. Analisis univariado de la supervivencia global segiin biomarcadores seleccionados

en la serie de QRT

Variable Modelo Kaplan-Meier Regresion Cox
Censur
Eventos ados Mediana Log-rank Hazard Ratio
N N (%) N (%) (IC 95%) (p-valor) [ N | Contraste | Pr>cChisq (IC 95%)
Niveles Altos 1 10 1 15,05 0,3529 | 32 Bajos/ 0,3561 1,434
BRCA1 ©0,9) | (9.09) | (588-89,52) Intermedios (0,667-3,084)
Vs
altos
Bajos/ 21 20 1 9,53
Intermedios (95,24) (4,76) (5,49-34,33)
Niveles Altos 9 9 0 7,00 01724 | 30 Bajos/ 0,1787 0,567
53BP1 (100,00) | (0,00) (1,97-33,02) Intermedios (0,248-1,297)
Vs
altos
Bajos/ 21 20 1 15,05
Intermedios (95,4) (4,76) (6,77-34,33)
Niveles Altos 10 9 1 9,40 0,7672 | 29 Bajos/ 0,7677 1,129
RAP80 (90,00) | (10,00) | (1,97-45,86) Intermedios (0,504-2,532)
Vs
altos
Bajos/ 19 19 0 19,71
Intermedios (100,00) | (0,00) (5,88-41,33)

4.1.6. Analisis del sistema operativo multivariado

Después de los resultados del analisis univariado, se podria aplicar un modelo

de regresion de Cox, incluyendo los parametros:

Segundo primario (si/no)
Respuesta a la QRT (RC/No CR)
Causa de muerte (CECC/Otros)

La presencia de un segundo primario presentaba colinealidad con la respuesta
y la causa de la muerte, por lo que el modelo multivariante no era adecuado y no se

realizo.
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4.1.7. Resumen resultados primera serie

Si recordamos el objetivo que nos habiamos planteado de correlacionar los
niveles de expresion de genes implicados en las vias de reparacién del ADN con la

eficacia de la QRT con platino, concluimos.

- que el porcentaje de pacientes con tumores con niveles bajos de ARNm de
53BP1 que alcanzaron la RC fue significativamente superior al de aquellos con
tumores con niveles altos.

- que la coexistencia de niveles bajos de ARNm de 53BP1 y niveles altos de
ARNm de BRCA1 o RAP80 en el tumor definié el subgrupo de pacientes con
mayor tasa de RC.

- que la SG de los pacientes con esos tumores con niveles bajos de ARNm de
53BP1 fue superior a la de aquellos con niveles altos, al limite de la significacién

estadistica.

También observamos la correlacion entre la SG y el desarrollo de un segundo tumor

primario.
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4.2. Objetivo: Correlacionar la activacién de la via de STAT3 con la eficacia de la

combinacién de paclitaxel y cetuximab (ERBITAX)

Los resultados de esta serie se describen en las siguientes comunicaciones:

- B. Cirauqui Cirauqui, A. Bernat Peguera, A. Quer Pi-Sunyer, J.L. Ramirez

Serrano, M. Domenech Vinolas, |I. Teruel Garcia, et al

965P Role of STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) activation and
its regulation by PTPRT (protein receptor tyrosine phosphatase type T) and response to
paclitaxel and cetuximab in patients (P) with recurrent/metastatic (R/M) head and neck

squamous cell carcinoma (HNSCC),
Annals of Oncology, Volume 31, Supplement 4, 2020, Page S681,
ISSN 0923-7534

https://doi.org/10.1016/j.annonc.2020.08.1080.(http://www.sciencedirect.com/science/a
rticle/pii/S0923753420410762)

- Beatriz Cirauqui Cirauqui, Ariadna Quer Pi-Sunyer, Adria Bernat Peguera, José

Luis Ramirez Serrano. Iris Teruel Garcia, Marta Domenech Vinolas, et al

0-59. Papel de la activacion de STATS3 (Signal Transducer and Activator of Transcription
3) y su regulacion por PTPRT (Protein Receptor Tyrosine Phosphatase Type T) en la
respuesta a paclitaxel y cetuximab (ERBITAX) en pacientes (p) con carcinoma

escamoso de cabeza y cuello (CECC) recurrente/ metastasico (R/M).

Libro de comunicaciones Congreso SEOM 2020 (ISBN: 978-84-09-27261-7)

Recordemos que el analisis de este objetivo se realizdé en una serie de 52
pacientes con CECC R/M tratados con paclitaxel y cetuximab denominada con
anterioridad serie ERBITAX.
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4.2.1. Caracteristicas clinicas de la serie ERBITAX

De los 52 pacientes tratados con paclitaxel y cetuximab, obtuvimos muestra

tumoral en 34 casos.

Pacientes elegibles
N =52

Pacientes excluidos (* sin biopsia)
n=18

Con biopsia
n=234

Consideramos diferentes factores como hipotéticas causas de la falta de
disponibilidad de muestra tumoral: el estadio al diagndstico, la participaciéon en otro
ensayo clinico o proyecto de investigacion, lugar de diagndstico y la realizacion de

cirugia en algun momento de la evolucion de la enfermedad.

En la Tabla 24 comparamos esos parametros entre la poblacion con o sin
muestra tumoral disponible y no encontramos diferencias significativas, aunque
destacamos que los pacientes del grupo con biopsia habian sido sometidos a cirugia

con mas frecuencia.
En base a esto, concluimos que no encontrabamos ningun dato que pudiera

influir significativamente en que los resultados de la serie de pacientes con biopsia

presentaran diferencias a los de la serie global.
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Tabla 24. Parametros que pueden influir en la presencia de biopsia disponible en la serie ERBITAX

Total Si No P
N=52 N=34 N=18
Estadio al diagnéstico, n (%):
I 129%) 1(2.9%) 0 (%)
I 3(88%) 3(8.8%) 0 (%)
I 8(23.5%) 8(23.5%) 0 (%)
IVA 16 (47.1%) 16 (47.1%) 0 (%)
IVB 6 (17.6%) 6 (17.6%) 0 (%)
Paticipacién EC/Proyecto de investigacién, n (%): 1.000
Si 6(11.5%) 4(11.8%) 2(11.1%)
No 46 (88.5%) 30 (88.2%) 16 (88.9%)
Dx en HGTIP, n (%): 1.000
Si 47 (904%) 31(91.2%) 16 (88.9%)
No 506%) 3088%) 2(11.1%)
Cirugia previa, n (%): 0.052
Si 38 (73.1%) 28 (82.4%) 10 (55.6%)
No 14 (269%) 6 (17.6%) 8 (44.4%)

La media de edad fue de 64,11 afos [41,71-84,39].

Se trata de una serie en la que la mayoria de los pacientes fueron varones, con
importante exposicion a habitos toxicos. Las localizaciones tumorales mas frecuentes
fueron la laringe, la orofaringe y la hipofaringe (por este orden). Existia afectacion
locorregional en mas de tres cuartas partes de los casos. La mayoria habian recibido
previamente RT, pero menos de un tercio habian recibido cetuximab y/o taxanos.
ERBITAX fue el primer tratamiento en el escenario recurrente/metastasico en la casi
totalidad de los casos, y, hay que destacar, que la mayoria de los pacientes no recibieron
ningun tratamiento posteriormente. Dos pacientes pudieron beneficiarse de estrategias
locales por la buena respuesta al esquema terapéutico (Tabla 25).

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con biopsia disponible fueron muy
similares a las de la serie global. Las unicas diferencias observadas fueron un mayor
porcentaje de tumores localizados en la laringe y un menor porcentaje de pacientes con
PS 2 en el momento de inicio del tratamiento en la serie con biopsia disponible, ambas

sin significacion estadistica.
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Tabla 25. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la serie ERBITAX

N=52 N=34

Sexo, n (%):

Varén

Mujer

Hibitos t6xicos, n (%):

Tabaco
Tabaco + Alcohol

Ninguno

Localizacién, n (%):

Cavidad oral
Orofaringe
Hipofaringe
Laringe

Otros

Cetuximab previo, n (%)
Taxano previo, n (%)
Radioterapia previa, n (%)

Tipo de recidiva, n (%):

Locorregional
A distancia

Ambas

PS en el momento de la recidiva, n (%):

0

2

Nimero de tratamientos posteriores, n (%)

0
1
2
3 o mis
Cirugfa

Radioterapia + cetuximab

Linea de tratamiento, n (%):

Primera

Segunda

45 (86.5%) 28 (82.4%)

7(135%)  6(17.6%)

9(173%) 6 (17.6%)
39 (75.0%) 24 (70.6%)

4(7.7%) 4 (11.8%)

9(173%) 4 (11.8%)
13 (250%) 8 (235%)
12(23.1%) 6 (17.6%)
17327%) 15 (44.1%)
1019%)  1(29%)
11@212%) 50147%)
17(32.7%) 10 (29.4%)

43 (82.7%) 30(88.2%)

35 (67.3%) 23 (67.6%)
7(135%) 7(20.6%)

10(19.2%) 4 (11.8%)

9(173%) 9(265%)
28 (53.8%) 21(61.8%)

15 (28.8%) 4(11.8%)

34 (68.0%) 19(594%)
10(200%) 9 (28.1%)
2040%) 2(62%)
2(40%) 2(62%)

1(2.0%)

1(2.0%)

50 (96.25%) 33 97.1%)

2 (3.8%) 1(2.9%)
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4.2.2. Respuesta y toxicidad al tratamiento en la serie ERBITAX

La TR en la serie global fue cercana al 40%, con un 18% de RC. La mayoria de
los pacientes habian fallecido en el momento del analisis (92,5%), siendo la progresion
de la neoplasia la causa mas frecuente de muerte. La TR en la serie de los pacientes
con biopsia fue similar a la global, con un porcentaje algo superior debido a un mayor
numero de RC. La duracion de la respuesta fue de 8,8 meses, tanto en la serie global

(7,9-9,6) como en los pacientes con biopsia disponible (2,25-15,35).

En la Tabla 26., exponemos los resultados de respuesta y toxicidad al

tratamiento en la serie ERBITAX

Tabla 26. Respuesta y toxicidad al tratamiento en la serie ERBITAX

Respuesta, n (%):
Respuesta 20 (38.5%) 15 (44.1%)
No respuesta o no valorable 32 (61.5%) 19 (55.9%)

Respuesta a tratamiento, n (%):

Respuesta completa 9(18.0%) 8(23.5%)
Respuesta parcial 11 (22.0%) 7 (20.6%)
Enfermedad estable 11 220%) 7 (20.6%)
Progresion 19 (38.0%) 12 (35.3%)

Estado en el tdltimo control, n (%):
Vivo 4(17%) 3 (8.8%)
Muerto 48 (92.3%) 31(91.2%)

Reaccién acneiforme, n (%):

0 11 212%) 5(14.7%)
1 14 (269%) 9 (26.5%)
2 19 (36.5%) 15 (44.1%)
3 8 (154%) 5 (14.7%)
Progresién, n (%) 43 (82.7%) 30 (88.2%)

Evento, n (%):

Progresi6n y vivo 1(1.9%)

Muerte 6(11.5%) 1(29%)
Progresién y muerte 42 (80.8%) 30 (88.2%)
Vivo 3(58%) 3(88%)
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4.2.2.1 TR segun los parametros clinicos en la serie ERBITAX

Analizamos la correlacion de la respuesta clinica con diferentes variables: la

edad, el sexo, la presencia de habitos téxicos, el PS, la localizacion de la neoplasia, el

tipo de recidiva, la exposicién previa a tratamientos (cetuximab, taxanos, RT), la linea

de tratamiento y la presencia de rash acneiforme. Las correlaciones estadisticamente

significativas que se obtuvieron, tanto en la serie global como en la serie de pacientes

con muestra disponible, son expuestas en las Tablas 27., 28., 29. y 30. En el resto de

parametros no hallamos diferencias.

Observamos que los pacientes con exposicion previa a cetuximab y/o taxanos,

PS 2y ausencia de rash acneiforme tuvieron TR inferiores.

Tabla 27. Respuesta segun la exposicion previa a cetuximab en la serie ERBITAX

Total Si No P
N=52 N=11 N=41
Respuesta, n (%): 0.004
Respuesta 20 (385%) 0(0.0%) 20 (48.8%)

No respuesta o no valorable 32 (61.5%) 11 (100.0%) 21 (51.2%)

Respuesta a tratamiento, n (%): 0.011
Respuesta completa 9 (18.0%) 0 (0.0%) 9 (23.1%)
Respuesta parcial 11 (22.0%) 0(0.0%) 11(28.2%)
Enfermedad estable 11 (22.0%) 3(273%) 8 (20.5%)
Progresién 19 (380%) 8(72.7%) 11 (28.2%)

Total Si No p
N=34 N=5 N=29
0.053
15 (44.1%) 0(00%) 15 (51.7%)
19 (55.9%) 5 (100.0%) 14 (48.3%)
0.148

8(235%) 0(0.0%) 8 (27.6%)
7(206%) 0(00%) 7 (24.1%)
7(206%) 1(200%) 6 (20.7%)

12 (353%) 4(80.0%) 8 (27.6%)

Tabla 28. Respuesta segun la exposicion previa a taxanos en la serie ERBITAX

Total Si No p Total Si No p
N=52 N=17 N=35 N=34 N=10 N=24
Respuesta, n (%): 0.002 0.020
Respuesta 20 (38.5%) 1(59%) 19 (54.3%) 15 (44.1%) 1(10.0%) 14 (58.3%)
No respuesta o no valorable 32 (61.5%) 16 (94.1%) 16 (45.7%) 19 (55.9%) 9 (90.0%) 10 (41.7%)
Respuesta a tratamiento, n (%): 0012 0.057
Respuesta completa 9(180%) 0(0.0%) 9 (25.7%) 8(235%) 0(0.0%) 8(33.3%)
Respuesta parcial 11 22.0%) 1(6.7%) 10 (28.6%) 7(20.6%) 1(10.0%) 6 (25.0%)
Enfermedad estable 11 22.0%) 6 (40.0%) 5 (14.3%) 7(20.6%) 3((30.0%) 4 (16.7%)
Progresion 19 (38.0%) 8(53.3%) 11 (31.4%) 12 (35.3%) 6(60.0%) 6 (25.0%)
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Tabla 29. Respuesta segun el PS en el momento de la recurrencia/diseminacién en la serie

ERBITAX
Total 0 1 2 p Total 0 1 2 P
N=52 N=9 N=28 N=15 N=34 N=9 N=2] N=4
Respuesta, n (%): 0.022 0.069
Respuesta 20 (38.5%) 7(77.8%) 10 (35.7%) 3 (20.0%) 15 (44.1%) 7 (778%) 7 (333%) 1(25.0%)
No respuesta o no valorable 32 (61.5%) 2 (22.2%) 18 (64.3%) 12 (80.0%) 19 (559%) 2(22.2%) 14 (66.7%) 3 (75.0%)
Respuesta a tratamiento, n (%): 0.125 0.331
Respuesta completa 9 (18.0%) 4 (444%) 5(179%) 0(0.0%) 8(23.5%) 4(444%) 4(19.0%) 0(0.0%)
Respuesta parcial 11(220%) 3(333%) 5(179%) 3 (23.1%) 7(206%) 3(33.3%) 3(143%) 1(250%)
Enfermedad estable 11 (22.0%) 1(11.1%) 7(250%) 3 (23.1%) 7(20.6%) 1(11.1%) 5(23.8%) 1(250%)
Progresién 19 (38.0%) 1(11.1%) 11 (39.3%) 7 (53.8%) 12(353%) 1(11.1%) 9 (42.9%) 2 (50.0%)

Tabla 30. Respuesta segun el grado de rash acneiforme por cetuximab en la serie

ERBITAX
Total 0 1 2 3 p
N=52 N=11 N=14 N=19 N=8
Respuesta, n (%): 0.009
Respuesta 20 (38.5%) 0(0.0%) 6(42.9%) 11(57.9%) 3 (37.5%)

No respuesta o no valorable 32 (61.5%) 11 (100.0%) 8 (57.1%) 8 (42.1%) 5 (62.5%)

Respuesta a tratamiento, n (%): 0.024
Respuesta completa 9(180%) 0(00%) 1(7.1%) 6(31.6%) 2(25.0%)
Respuesta parcial 11 (22.0%) 0(0.0%) 5(35.7%) 5(263%) 1(12.5%)
Enfermedad estable 11(220%) 1(11.1%) 2(14.3%) 5(26.3%) 3(37.5%)
Progresion 19 (380%) 8(889%) 6(429%) 3(158%) 2(25.0%)

Total 0 1 2 3 p
N=34 N=5 =9 N=15 =5

Respuesta, n (%): 0.084

Respuesta 15(44.1%) 0(0.0%) 5(55.6%) 9 (60.0%) 1 (20.0%)

No respuesta o no valorable 19 (55.9%) 5 (100.0%) 4 (44.4%) 6 (40.0%) 4 (80.0%)

Respuesta a tratamiento, n (%): 0.041
Respuesta completa 8(23.5%) 0(0.0%) 1(11.1%) 6(40.0%) 1(20.0%)
Respuesta parcial 7(20.6%) 0(0.0%) 4(44.4%) 3(20.0%) 0 (0.0%)
Enfermedad estable 7(20.6%) 0(0.0%) 1(11.1%) 4(26.7%) 2 (40.0%)
Progresién 12 (35.3%) 5(100.0%) 3 (33.3%) 2(13.3%) 2 (40.0%)
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4.2.3. SLP en la serie ERBITAX

La SLP fue de 5,26 meses (Figura 21). EI 83 % de los pacientes progreso en los

primeros 12 meses tras iniciar el tratamiento.

Figura 21. Supervivencia libre de progresion en la serie ERBITAX
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52 (0) 8 (44) 6 (46) 3 (47) 2(48) 2(48) 1(48) 0 (49)

Mediana en meses (IC 95%)

5.26 (2.8-7.3)

Tiempo (meses) Supervivencia (IC 95%)

12 17% (10-31)
24 13% (7-27)
36 12% (5-24)
60 9% (3-22)

Analizamos la SLP segun los parametros clinicos que habian mostrado
significacion estadistica en relacion con la respuesta. Sélo encontramos diferencias

significativas con el grado de rash acneiforme, como mostramos en la figura 22.
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Figura 22. Supervivencia libre de progresion segtin el grado de rash
acneiforme por cetuximab en la serie ERBITAX
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Reaccién acneiforme Tiempo (meses) Supervivencia (IC 95%)

0-1 12 12% (4-35)
24 4% (1-27)
36 4% (1-27)
60 4% (1-27)

2-4 12 22% (11-45)
24 22% (11-45)
36 19% (8-41)
60 12% (4-38)

4.2.4. SG y supervivencia desde el diagnostico en la serie ERBITAX

Consideramos como supervivencia global, la supervivencia calculada desde el
inicio del tratamiento con paclitaxel y cetuximab hasta la fecha de muerte o del ultimo
control, asi como también la supervivencia considerando la fecha del diagnéstico de la

neoplasia de cabeza y cuello.

146



La mediana de SG fue de 7,8 meses. Un 65% de los pacientes fallecieron en el

primer afio desde el inicio del tratamiento, pero se observo la presencia de largos

supervivientes (LS), con un 21% y un 13% de pacientes vivos a los 2 y 5 afios de inicio

del tratamiento, respectivamente (Figura 23).

Supervivencia global
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0.50 1

0.251

0.004

Figura 23. Supervivencia global en la serie ERBITAX
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35% (24-50)
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17% (10-31)

13% (6-27)

La mediana de supervivencia desde el diagndstico fue de 22 meses. (Figura 24).
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Figura 24. Supervivencia desde el diagnéstico del cancer de
cabeza y cuello en la serie ERBITAX
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Tiempo (meses) Supervivencia (IC 95%)

12 81% (71-92)
24 48% (36-64)
36 27% (17-42)
60 23% (14-38)

4.2.4.1. SG segun los parametros clinicos

Analizamos la SG segun los parametros que habian mostrado asociacion con la
respuesta. Se mantuvieron las diferencias obtenidas en todos los parametros menos en
el PS, de tal manera que los pacientes con exposicion previa a cetuximab y/o taxanos y
ausencia de rash acneiforme, como toxicidad al tratamiento, tenian medianas de SG
inferiores. (Figura 25, 26 y 27).
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Supervivencia global

Figura 25. Supervivencia global segtin la exposicién previa a

cetuximab en la serie ERBITAX
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Figura 26. Supervivencia global seguin la exposicién previa a taxanos
en la serie ERBITAX
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Figura 27. Supervivencia global segtin el grado de rash acneiforme

por cetuximab en la serie ERBITAX
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4.2.5. Eficacia del tratamiento segun los parametros de activacion de la via STAT3
en la serie ERBITAX

4.2.5.1. Parametros de activacion de la via STAT3

Se detectd la hipermetilacion del promotor de PTPRT en un 41% de los tumores
y la sobrexpresién de la proteina pSTAT3, definida como presencia de areas 2 y/o 3+

por IHQ estaba presente en un 67% de los mismos.

4.2.5.2. Correlacién entre los parametros de activacion de la via STAT3

La hipermetilacién del promotor de PTPRT se correlacion6 con la expresion de
pSTAT3 de forma significativa (Fisher; p 0.009), pero no con los niveles de expresion de
ARNm de STAT3 (Tabla 31.). Tampoco se encontrd correlacion entre la expresion de
pSTAT3y los niveles de expresion de ARNm de STAT3. No disponemos de datos de la

expresion de la proteina STAT3 total.
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Tabla 31. Correlacion entre los parametros de activacion de la via
STAT3 en la serie ERBITAX

Total No metilado Metilado P

N=33 N=19 N=14
Niveles mRNA STAT3, n (%): 0.156
Bajos 14 (66.7%) 11 (78.6%) 3 (42.9%)
Altos 7333%) 3(214%) 4(57.1%)
Expresion pSTAT3 2 y/o 3,n (%): 0.009
Presente 22(66.7%) 9 (474%) 13(92.9%)
Ausente 11(333%) 10(52.6%) 1(7.1%)

Total Bajos Altos p

N=21 N=14 N=7

Expresion pSTAT3 2 y/o 3,n (%): 1.000
Presente 11 (52.4%) 7(50.0%) 4 (57.1%)
Ausente 10 (47.6%) 7(50.0%) 3 (42.9%)

4.2.5.3. Correlacion de los parametros clinicos con la activacion de la via STAT3

Se valoré la relacién entre los parametros de activacion de la via STAT3 con los
parametros clinicos que previamente habiamos observado que tenian un impacto en la
eficacia de ERBITAX, sin obtener resultados significativos (Tablas 44-46 del anexo 5.).
Sdlo destacaremos que todos los pacientes que tenian un PS 0 tenian niveles bajos de
ARNm de STATS.

4.2.5.4. Distribucion de frecuencia de la respuesta segin los parametros de

activacion de la via STAT3

Si tenemos en cuenta las 3 variables que hemos definido para evaluar la
activacion de la via STAT3 (ARNm de STAT3, pSTAT3 y metilacion de PTPRT), todos
los pacientes con tumores que mostraban esta activacion presentaron peores
respuestas a paclitaxel y cetuximab comparados con los que no la presentaron, aunque
unicamente el estado de metilacién de PTPRT consiguié resultados estadisticamente
significativos (Tablas 32-34.). La mayoria de pacientes que experimentaron una RP o

RC no presentaban metilacién en el gen PTPRT.
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Tabla 32. Distribucion de frecuencia de la respuesta
segun la metilacion de PTPRT en la serie ERBITAX

Total  No metilado Metilado p
N=34 N=20 N=14
Respuesta, n (%): 0.060
Respuesta 15(44.1%) 12(60.0%) 3 (21.4%)
No respuesta o no valorable 19 (559%) 8 (40.0%) 11 (78.6%)
Respuesta a tratamiento, n (%): 0.046
Respuesta completa 8(23.5%) 63B0.0%) 2(143%)
Respuesta parcial 7206%) 6@300%) 1(7.1%)
Enfermedad estable 7 (20.6%) 1(50%) 6(42.9%)
Progresion 12 (353%) 7(350%) 5(35.7%)

Tabla 33: Distribucion de frecuencia de la respuesta

segun la sobrexpresion de pSTAT3 en la serie ERBITAX

Total Presente  Ausente p
N=33 N=22 N=11
Respuesta, n (%): 0.459
Respuesta 14 (424%) 8 (36.4%) 6 (54.5%)
No respuesta o no valorable 19 (57.6%) 14 (63.6%) 5 (45.5%)
Respuesta a tratamiento, n (%): 0.844
Respuesta completa 7212%) 4(182%) 3 (27.3%)
Respuesta parcial 7212%) 4(182%) 3 (27.3%)
Enfermedad estable 7212%) 5(22.7%) 2 (18.2%)
Progresién 12 (36.4%) 9 (409%) 3 (27.3%)
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Tabla 34. Distribucion de frecuencia de la respuesta
segun los niveles de expresion de ARNm de STAT3 en la serie ERBITAX

Total Bajos Altos p

N=21 N=14 N=7

Respuesta, n (%): 0.397
Respuesta 12 (57.1%) 9 (64.3%) 3 (42.9%)

No respuesta o no valorable 9 (42.9%) 5 (35.7%) 4 (57.1%)

Respuesta a tratamiento, n (%): 0.124
Respuesta completa 7(B33%) 4(28.6%) 3(42.9%)
Respuesta parcial 523.8%) 5(35.7%) 0(0.0%)
Enfermedad estable 4(19.0%) 1(7.1%) 3 (42.9%)
Progresién 5(23.8%) 4(28.6%) 1 (14.3%)

4.2.5.5. SLP segun los parametros de activacion de STAT3

En el caso de la SLP, los pacientes con tumores con activacion de la via STAT3
mediante metilacion de PTPRT o sobrexpresiéon de pSTAT3 mostraron una peor
mediana de SLP a paclitaxel y cetuximab, comparado con los que no la presentaron,
pero sin mostrar diferencias estadisticamente significativas (4,9 vs 6,9 meses y 5,1 vs
6,9 meses, respectivamente). Este hecho no se observé con los niveles de expresion
de ARNm de STAT3. (Figuras 38-40 del anexo 5)

4.2.5.6. SG segun los parametros de activacion de STAT3

Asimismo, al analizar la SG segun los parametros de activacion de STATS3, los
pacientes con tumores con activacion de esta via mediante metilacion de PTPRT y
sobrexpresion de pSTAT3 presentaron peor SG con paclitaxel y cetuximab en
comparacion con los que no la presentaron, fendbmeno que también observamos al
analizar los niveles de expresion de ARNm de STAT3, aunque las diferencias fueron

numeéricas, y no estadisticamente significativas. (Tabla 35. y Figuras 41-43 del anexo 5)
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Tabla 35. Supervivencia global segun los parametros de activacion de la via
STAT3 en la serie ERBITAX

Mediana en meses ( IC 95%) P
Metilacion de PTPRT 0,46
Metilado 8,1 (3,5-NA)
No metilado 9,8 (6,4-29,9)
Sobrexpresion pSTAT3 1
Presente 8,1(3,5-24,7)
Ausente 9,1 (7,7-NA)
Niveles ARNm STAT3 0,81
Altos 12,9 (9,8-NA)
Bajos 14,1 (7,9-75,8)

4.2.5.7. Supervivencia desde el diagnostico segun los parametros de activacion
de STAT3

Como hemos comentado anteriormente, las muestras tumorales se obtuvieron
antes de que los pacientes hubieran recibido RT y/o tratamiento sistémico. Por este
motivo, decidimos evaluar la supervivencia desde el diagnéstico del cancer en funcion
de los parametros de activacion de STAT3, para evaluar su papel pronostico y/o el

impacto de tratamientos realizados antes de la recurrencia o diseminacion.

Es importante destacar que la supervivencia desde el diagnéstico mostraba una
tendencia a ser superior en los pacientes con sobrexpresion de pSTAT3 (32,1 vs 22,7
meses), y con niveles altos de expresion de ARNm de STAT3 (54,1 vs 27,5 meses), sin

alcanzar la significacion estadistica. (Figuras 44-46 del anexo 5)

4.2.5.8. Tiempo a la recidiva segun los parametros de activacion de la via STAT3
Al analizar el tiempo transcurrido desde el diagnostico a la recidiva, no

encontramos diferencias significativas para ninguno de los tres parametros evaluados,

pero se observo una clara tendencia a un mayor tiempo a la recidiva en los pacientes

con tumores con niveles altos de ARNm de STAT3 (Figura 28.).
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Figura 28. Tiempo a la recidiva segun los niveles de ARNm de STAT3
en la serie ERBITAX
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Altos 12 71% (45-100)
24 43% (18-100)
36 14% (2-88)
60 14% (2-88)

4.2.6 Modelo de regresion logistica

Segun el modelo de regresion logistica univariado, los factores clinicos que
tenian un efecto significativo sobre la respuesta al tratamiento con ERBITAX fueron la
exposicion previa a taxanos (p 0,013) y el PS en el momento de la recidiva (p 0,028).
En cuanto a los parametros de activacion de la via STAT3, el estado de metilacion del
gen PTPRT mostr6 un efecto significativo sobre la respuesta al tratamiento (p 0,026).
Este efecto se mantuvo en el analisis multivariado, con una tendencia practicamente
significatica. Los pacientes con el gen metilado se beneficiaron menos del tratamiento

que los pacientes con el gen funcional (OR=2,84). (Tabla 36.)
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Tabla 36. Efecto de diferentes parametros clinicos y biomarcadores en la
respuesta al tratamiento en la serie ERBITAX

varianles UK (umvariapie) UK (IVioae1)
HPV No

No procede 0.38 (0.09-1.27, p=0.141)

St 0.38 (0.04-3.10, p=0.368)
Tipo de recidiva Locorregional

A distancia 0.63 (0.21-1.83, p=0.403)

Ambas 0.76 (0.20-2.91, p=0.685)
Cetuximab previo No
St 275.64 (0.00-NA, p=0.990)
Taxano previo No
Si 445 (1.50-16.63,p=0.013)  2.69 (0.84-10.19, p=0.115)

PS en el momento de la recidiva 0

1 3.31(1.18-10.10,p=0.028)  2.97 (0.89-11.59, p=0.080)

2 422 (0.89-23.60, p=0.081)  5.61 (0.88-44.28, p=0.070)
Reaccién acneiforme 0-1

2-4 0.69 (0.29-1.64, p=0.409)
Expresién pSTAT3 2 y/o 3 Presente

Ausente 0.63 (0.25-1.57, p=0.322)
Metilacién de PTPRT No metilado

Metilado 2.84 (1.15-7.37,p=0.026)  2.82 (0.96-8.75, p=0.060)

4.2.7 Eficacia del tratamiento segun los niveles de expresion de los genes

implicados en las vias de reparaciéon del ADN en la serie ERBITAX

Debido a los resultados obtenidos en el trabajo con la serie de QRT, en el cual
los niveles de expresion de ARNm de la proteina 53BP1 fueron los que mas se asociaron
con la respuesta a QRT, decidimos determinarlos en la serie de pacientes tratados con
ERBITAX para valorar su papel predictivo de respuesta. Segun los resultados obtenidos,
decidiriamos si continuar y realizar el analisis de otros genes como BRCA1 y RAPS80,

que habian mostrado peor correlacion en la serie de QRT.
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En el andlisis de expresion de ARNm, no encontramos una asociacion

significativa entre 53BP1 y la eficacia del tratamiento ERBITAX en términos de

respuesta, SLP ni SG (Tabla 47 y Figuras 47 y 48 del anexo 5).

Por ultimo, al tratarse 53BP1 de un gen reparador del dafio del ADN, y pensando

en su posible papel pronéstico y en la eficacia de tratamientos adyuvantes administrados

previamente, evaluamos su papel en el tiempo a la recidiva de la enfermedad. Los

pacientes con tumores con niveles altos de ARNm de 53BP1 presentaron un tiempo a

la recidiva muy superior a los que alcanzaron los pacientes con tumores con niveles

bajos. Sélo se pudo realizar esta determinacién en 20 muestras, por lo que estas

diferencias no son estadisticamente significativas. (Figura 29).

Figura 29. Tiempo a la recidiva segun los niveles de ARNm de 53BP1

en la serie ERBITAX
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4.2.8. Caracteristicas y resultados de la poblacion con tumores de orofaringe

relacionados con el VPH en la serie ERBITAX

Pese a que no era un objetivo del estudio y no estaba dimensionado para ello,
quisimos analizar especificamente los tumores localizados en la orofaringe, y mas
concretamente, aquellos relacionados con el VPH. En concreto, de los 13 tumores
localizados en la orofaringe, disponiamos de muestra tumoral en 8 y sélo 2 presentaron
positividad para p16 mediante IHQ (15% del total).

La supervivencia desde el diagnéstico y el tiempo a la recidiva de los pacientes
con tumores relacionados con el VPH fue muy superior a la de los no relacionados, pero

no se encontraron diferencias significativas por el reducido nimero de pacientes.

Los pacientes con tumores de orofaringe relacionados con el VPH presentaron
un 50% de respuesta al tratamiento (un paciente respondié y otro progreso). No
hallamos una correlacion significativa entre la respuesta y la asociacion con el virus. La
SG desde el inicio del tratamiento también fue muy superior, sin diferencias significativas

por las razones ya descritas.

Los dos tumores relacionados con el VPH tenian PTPRT metilado vy

sobrexpresion de pSTATS3.
A continuacién, exponemos la supervivencia desde al diagndstico en los COFs

segun la relacion con el VPH (Figura 30). El resto de resultados estan detallados en el

anexo 5 ( Figuras 49 y 50).
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Figura 30. Supervivencia desde el diagnéstico en los carcinomas de

orofaringe segun el estado del VPH serie ERBITAX
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No 12 73% (51-100)
24 27% (10-72)

4.2.9. Correlacion entre las diferentes medidas de eficacia en la serie ERBITAX

También quisimos confirmar la relaciéon entre los diferentes parametros que
valoraban la eficacia de la combinacion de paclitaxel y cetuximab con el propdsito de

confirmar que los resultados no eran una consecuencia del azar.

159



La respuesta al tratamiento se correlacion6 significativamente con la SLP y la
SG (Figuras 31y 32).

Destaca que el 75% de los pacientes que responden estan vivos al afio de iniciar
el tratamiento, en comparacion con el 16% de los que no lo hacen. EI 50% y el 22% de

los pacientes respondedores esta vivos a los 2 y 5 afios, respectivamente.

Figura 31. Supervivencia libre de progresion segtn la presencia o

ausencia de respuesta en la serie ERBITAX
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Respuesta Tiempo (meses) Supervivencia (IC 95%)

Respuesta 12 47% (27-80)
24 33% (16-68)
36 27% (12-62)
60 13% (3-67)
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Figura 32. Supervivencia global segtin la presencia o ausencia de

respuesta en la serie ERBITAX

Respuesta
Respuesta
No respuesta o no valorable
1.00 4
p < 0.0001
T 0751
o
o
@
2
S 0501
>
k<
[
s
3 0251
0.00 4
0 20 40 60 80 100 120 140

Meses desde el inicio del tratamiento

En riesgo (N° muertes)

15 (0) 8(7) 5 (10) 2(11) 1(12) 1(12) 0(12) 0(12)
19 (0) 0(19) 0(19) 0(19) 0(19) 0(19) 0(19) 0(19)
Respuesta Mediana en meses (IC 95%)
Respuesta 24.7 (14.4-NA)

No respuesta o no valorable 3.3 (2.3-9.8)

Respuesta Tiempo (meses) Supervivencia (IC 95%)
Respuesta 12 73% (54-100)

24 53% (33-86)

36 40% (22-74)

60 22% (8-65)
No respuesta o no valorable 12 16% (6-45)

4.2.10. Resumen de resultados de la serie ERBITAX

Si recordamos el objetivo que nos habiamos planteado de correlacionar la

activacion de la via STAT3 con la eficacia de paclitaxel y cetuximab, observamos que:

- la activacion de la via de STAT3 evaluada mediante la metilacion de PTPRT y la

sobrexpresion de pSTAT3 fue muy frecuente en el CECC.

- existia una franca correlacion entre la metilacion de PTPRT y la sobrexpresion de

pSTAT3, que no se reprodujo con los niveles de expresion de ARNm de STAT3. La
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metilacién de PTPRT fue el Unico parametro que tuvo un impacto en la eficacia en el

analisis multivariado.
- la metilacién de PTPRT fue el Unico parametro de activacion de la via STAT3 que tuvo
una relacion significativa con una peor respuesta. La sobrexpresion de pSTAT3 también

se relaciond con resistencia al tratamiento, pero sin significacion estadistica.

- los pacientes con tumores con activacion de la via STAT3 alcanzaron SLP y SG

inferiores a los que no los tenian, sin significacion estadistica.

- el tiempo a la recidiva de la neoplasia de cabeza y cuello en los pacientes con tumores
con niveles altos de ARNm de STAT3 y 53BP1 fue superior a aquellos con tumores con
niveles bajos.

Otros resultados del analisis fueron:

- la eficacia de ERBITAX fue peor en los pacientes con exposicion previa a cetuximab

y/o taxanos, peor PS y ausencia de reaccion acneiforme relacionada con cetuximab.

- los COF relacionados con el VPH tuvieron un mejor prondéstico.

- todos los resultados que evaluaban la eficacia (TR, SLP y SG) se correlacionaron entre

ellos.
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6. DISCUSION






5.1. Analisis de las caracteristicas de los pacientes y de los factores clinicos o
epidemiolégicos en relacion a su potencial valor pronéstico y predictivo de

respuesta en ambas series de pacientes con CECC.

En esta tesis hemos analizado 2 series de pacientes con CECC. La primera de
ellas consta de 72 pacientes con CECC-LA tratados con carboplatino y RT entre 1994 y
2010, denominada serie de QRT, y la segunda de 52 pacientes con tumores recurrentes
y/o metastasicos tratados con paclitaxel y cetuximab entre 2008 y 2017 (serie
ERBITAX).

5.1.1. Andlisis de las caracteristicas de la cohorte de pacientes con CECC LA

tratados con platino y RT (serie de QRT).

Una serie espafiola nos sirve para entender las caracteristicas clinicas de la
nuestra. Seijas-Tamayo y colaboradores (col.) describieron una cohorte de pacientes
diagnosticados de carcinoma escamoso de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y
laringe en 19 centros espafioles entre 2012 y 2014 (355). La mayoria eran varones, con
una mediana de edad de 59 afios, una carga importante de habitos tdxicos,
principalmente el tabaco, y la mayoria diagnosticados en estadios localmente
avanzados, sobre todo los localizados en la orofaringe. Los 72 pacientes con CECC-LA
de nuestra serie de QRT tenian una mediana de edad de 59 afos, el 93% eran varones
y habian estado expuestos al tabaco y el alcohol, y casi la mitad de ellos estaban
localizados en la orofaringe, por lo que son un reflejo de la realidad epidemioldgica de

este tipo de tumor en nuestro entorno.

En este punto es importante destacar dos aspectos.

En primer lugar, cuando se analizaron los datos, la correlacion entre la escala
ECOG/PS y el indice de Karnofsky era la siguiente: PS 0 - IK 100-90; PS 1- IK 80-70;
PS 2- IK 60- 50; PS 3 IK 40-30; PS 4 IK 20-10; PS 5 IK 0 (356). Los datos publicados
en el articulo en 2016 estan descritos de acuerdo a esta correlacion, donde el PS de los
pacientes era 0,1y 2 en un 36%, 62,5% y 1% respectivamente. Posteriormente ha
cambiado esa equivalencia entre ambas escalas, (https://oncologypro.esmo.org/
Oncology-in-Practice/Practice-Tools/Performance-Scales)( ver anexo 1). Sitenemos en

cuenta esta segunda correlacion, los porcentajes serian 3%, 66% y 31%, es decir, casi
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un tercio de los pacientes tenian un PS 2 al diagndstico, hecho que confiere un especial

mal prondstico a nuestra serie.

Por otro lado, es importante destacar el estadiaje de los tumores de los pacientes
analizados, un 10% estadio I, un 50% estadio IVa y un 40% estadio IVb. Esta estrategia
se utilizé como preservacion de érgano sélo en un 7% de los pacientes. La enfermedad
se consider¢ irresecable o inoperable por un mismo comité multidisciplinar en un 93%

de los casos.

David J. Adelstein afirmd que “en cancer de cabeza y cuello, la definicion de
irresecabilidad esta, como la belleza, en el ojo del observador. Es subjetiva y a menudo
basada en la capacidad quirargica individual o institucional”.

Es importante destacar que estos pacientes deben ser valorados desde el diagndstico
por un equipo multidisciplinar. Esta estrategia ha demostrado un beneficio en la
supervivencia de los mismos (357,358). El Comité de Tumores de Cabeza y Cuello fue
fundado en nuestro centro en 1997, por lo que, en la gran mayoria de los pacientes
analizados, la decision terapéutica inicial fue tomada por, al menos, un cirujano de
cabeza y cuello, un oncdlogo radioterapico y un oncologo médico, hecho que validaria

la definicion tomada de resecabilidad/operabilidad.

La evolucion de las técnicas reconstructivas (microcirugia) (359,360), la cirugia
robotica transoral (361) y otros avances quirurgicos en estos veinticinco afios han hecho
posible que aumente el porcentaje de resecabilidad de estos tumores. Probablemente
si volviéramos a evaluar a estos pacientes en el equipo multidisciplinar a dia de hoy,
considerariamos resecables a un porcentaje de los que, en el momento en que fueron
diagnosticados, se consideraron irresecables. También los avances en nutricion nos han
permitido mejorar el estado del paciente de forma bastante rapida y permitir que
pacientes considerados como inoperables por una desnutricion severa, puedan pasar a
ser candidatos a cirugia gracias a diferentes técnicas (gastrostomias, inmunonutricion,
etc) (361).

Otra causa de que el porcentaje de pacientes con tumores resecables fuera bajo
pudo ser que, durante gran parte de ese periodo de tiempo, la estrategia de
preservacion de organo mas frecuentemente utilizada en nuestro entorno era la
quimioterapia de induccién, como hemos descrito en la introduccién. Los pacientes que

tenian buen PS y ausencia de contraindicacion a cisplatino, probablemente recibieron
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esta estrategia cuando se planteaba conservar la funcionalidad.

A pesar de todo lo expuesto, un alto porcentaje de pacientes evaluados fueron
diagnosticados con enfermedades muy voluminosas, conglomerados ganglionares de
mas de 6 cm (N3 en el sistema de estadiaje TNM en ediciones previas a la 82), tumores
primarios con afectacion prevertebral (T4), afectacion de estructuras vasculares, etc.,
caracteristicas que pudieron condicionar los resultados clinicos obtenidos en nuestra
serie de QRT.

La educacion social y los circuitos de derivacion a unidades de diagndstico de
tumores de cabeza y cuello han supuesto que, a pesar de que esta neoplasia se siga
diagnosticando mayoritariamente en estadios localmente avanzados, hoy dia no nos

encontremos situaciones tan extremas como en el periodo de la cohorte seleccionada.

Por ultimo, aunque no se recogid exhaustivamente esta informacion, el perfil de
pacientes incluidos presentaba un indice de comorbilidades asociado muy alto, como
se ha descrito ampliamente en la literatura (362). Existen claras evidencias de que un
21% tiene comorbilidades moderadas o severas debido a otras enfermedades
asociadas al tabaco y el alcohol y a un alto porcentaje de pacientes con edad avanzada.
Este hecho, se ha asociado con un peor prondstico y con una incapacidad de realizacion
del tratamiento 6ptimo. También, el contexto socioeconémico y desnutricion presente

en nuestra serie, puede tener implicaciones en el tratamiento y la SG.

Después de todo lo expuesto anteriormente y la evidencia cientifica desarrollada
en la introduccion, podemos entender que el esquema de tratamiento de eleccién en
este escenario fuera el carboplatino AUC 2 semanal concomitante con la RT,

mayoritariamente convencional, y en casos seleccionados, hiperfraccionada.

Ya se ha explicado previamente que la QRT con cisplatino 100 mg/m2 dia 1, 22
y 43 es el estandar de tratamiento en este escenario, en pacientes con un buen estado
general y ausencia de comorbilidades importantes.
Debido al perfil de toxicidad asociado al farmaco y a la edad, enfermedades asociadas
y el PS de los pacientes con CECC-LA, el cisplatino esta contraindicado en muchas
ocasiones. La toxicidad aguda asociada es muy importante, con mas de un 80% de
toxicidad severa que condiciona que sélo dos tercios de los pacientes puedan completar

los 3 ciclos de tratamiento (363). Ademas de esto, hay que destacar la toxicidad tardia

167



de este esquema, que se asocia a una mortalidad no despreciable (364).

El carboplatino es un importante radiosensibilizador, con una toxicidad renal y
gastrointestinal mucho menor al cisplatino (365). Estudios clinicos fase Il mostraron

tasas de RC a este farmaco similares al cisplatino (366, 367)

A pesar de que el cisplatino es el farmaco con mayor evidencia cientifica en este
contexto, y de que parece superior en algunos metanalisis, queda clara la eficacia del
carboplatino, siendo un farmaco recomendado, especialmente en pacientes con dudas

de que puedan tolerar el cisplatino (368-370), como los representados en este trabajo.

La eficacia del tratamiento obtenida en nuestra serie de QRT fue muy inferior a
la reportada con esquemas similares, independientemente del platino utilizado
(cisplatino o carboplatino), donde las tasas de supervivencia a los 3 afios eran del
51-80% y a los 5 afios del 25-55% (52).

Estas diferencias son atribuidas a las caracteristicas de mal prondstico de
nuestros pacientes en relacion al estadiaje, el alto porcentaje de
irresecabilidad/inoperabilidad, y el PS e importante carga de habitos téxicos de los
mismos. Estos factores no se relacionaron significativamente con la SG en nuestro
analisis, probablemente por el reducido numero de pacientes en los subgrupos de

caracteristicas de bajo riesgo.

Por otra parte, encontramos una asociacién entre una mayor SG y aquellos
pacientes que desarrollaron un segundo tumor primario, lo que puede indicar que, si
todos los pacientes consiguieran curarse del tumor de cabeza y cuello, una gran parte
de ellos sufririan esta condicion, probablemente en relacion con la importante exposicion
al tabaco y el alcohol y la cancerizacion de toda la mucosa del aparato aéreo-digestivo

secundaria.

Para comprender nuestros resultados de eficacia, también hay que destacar la
causa de muerte de los pacientes. Soélo el 56% de ellos murieron a causa de la
neoplasia. Un 8% murieron por toxicidad aguda, un 17,5 % por un segundo tumor y un
19% por otras causas, en ocasiones relacionadas con sus comorbilidades y en otras no
aclaradas, quizas relacionadas con toxicidad tardia, como ha ocurrido en otros estudios
de QRT (9).
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Para analizar la mortalidad asociada a toxicidad, debemos remitirnos a una de
las frases con las que iniciamos la tesis, es decir, que es un error juzgar el pasado con

los ojos del presente.

Los pacientes tratados en nuestra serie de QRT eran fragiles, con importantes
comorbilidades, y recibieron la QRT sin la disponibilidad de una unidad de soporte
nutricional. El tratamiento de soporte médico era diferente al actual, en el que existe una
mayor mutidisciplinariedad (implicacion de nutricionistas, psicooncologos, enfermeria
especializada, gestores de casos, unidades de deshabituacion, etc). El tratamiento
antiemético, analgésico, el soporte nutricional y los cuidados de enfermeria se han ido

optimizando posteriormente a lo largo de los afios.

También se debe destacar que en el afio 2010, se puso en marcha en nuestro
centro la radioterapia de intensidad modulada (IMRT), técnica que ha supuesto una clara
disminucion de la toxicidad al tratamiento, por lo que los pacientes de nuestra serie no

pudieron beneficiarse de esta técnica.

En definitiva, las caracteristicas de la serie de pacientes de QRT concuerdan con
las de la época y entorno en que fueron diagnosticados, y los resultados de eficacia se
justifican por las caracteristicas de los mismos. Los resultados nos permiten reflexionar
sobre la necesidad de seguir avanzando hacia un modelo multidisciplinar, donde el

paciente esté en el centro de la atencién médica.

5.1.2. Analisis de las caracteristicas de la cohorte de pacientes con CECC R/M

tratados con paclitaxel y cetuximab (serie ERBITAX)

Un régimen alternativo y mejor tolerado para los pacientes con CECC R/M no
candidatos a recibir platino, es el paclitaxel en combinacién con cetuximab semanal. Hitt
y col. reclutaron a 46 pacientes que tenian pocas opciones de beneficiarse de la QT
basada en platino en un ensayo clinico de fase Il que combinaba estos farmacos. La TR
global fue del 54% (IC del 95%: 39% - 69%) (tasa de RC: 22%, tasa de control de la
enfermedad: 80%). La mediana de SLP y SG fue de 4,2 meses (IC del 95%: 2,9 a 5,5
meses) y 8,1 meses (IC del 95%: 6,6 a 9,6 meses), respectivamente. El desarrollo de

rash acneiforme se asocié con la respuesta del tumor.
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Los pacientes que no habian recibido previamente QT como parte de un tratamiento
multimodal de enfermedad localmente avanzada, tuvieron una respuesta tumoral

significativamente mejor que aquellos que habian recibido QT previa (65).

Ademas, las guias de la Sociedad Espafola de Oncologia Médica (SEOM)
incluyen esta opcion para los pacientes no tratados previamente con QT en el
tratamiento de la enfermedad recurrente y metastasica. Si el paciente no puede ser
tratado con platino (enfermedad concomitante, tratamiento previo, etc.) o los pacientes

tienen un PS 2, se debe considerar esta combinacion, denominada ERBITAX (371).

Los resultados obtenidos en nuestra serie ERBITAX son bastante similares a los
descritos en el estudio de Hitt y col., a pesar de tratarse de una poblacién no
seleccionada. La mediana de edad fue de 64 afios, algo mas elevada, el porcentaje de
mujeres fue algo superior y el PS del paciente fue mejor. Las localizaciones mas
frecuentes fueron la laringe y la orofaringe, con un mayor porcentaje de la primera en
nuestro caso. La carga de enfermedad locorregional también fue parecida, e incluso
algo superior, con un 88% de pacientes con enfermedad locorregional frente al 79%

reportado en el estudio fase Il.

En cuanto a los tratamientos recibidos previamente, tanto en el estudio fase Il
como en nuestra serie, el porcentaje de pacientes que habian recibido RT anteriormente
fue muy alto (83 vs 88%), y la exposicion previa a taxanos fue significativamente superior
en nuestros pacientes (32,7 vs 12,5%). En el estudio de Hitt y col. no se permitio la
inclusion de pacientes que hubieran recibido cetuximab previamente, y en cambio en

nuestra serie casi el 21% de lo habian recibido.

Los resultados de eficacia obtenidos en la serie ERBITAX fueron una TR algo
peor a la del estudio de Hitt y col, una SLP algo superior y una SG similar. La diferencia
entre la SLP y la SG es muy discreta, hecho que puede justificarse porque mas del 60%
de los pacientes no recibieron ningun tratamiento posterior a ERBITAX en nuestra serie.

No disponemos de este dato en el estudio fase Il de Hitt y col.

La toxicidad cutanea severa fue algo superior en el estudio pivotal de Hitt y col.
(24 vs 15%). En este estudio, la toxicidad grado 2-4 se asoci6 con una mayor TR, pero
no con la SG. En cambio, en nuestra serie ERBITAX, los pacientes que desarrollaron

un rash acneiforme grado 2-4 alcanzaron una SG significativamente superior a aquellos
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con grado 0-1. 2 de los 4 pacientes que recibieron esta terapia y desarrollaron toxicidad

grado 3 alcanzaron SG muy prolongadas.

La correlacion entre el grado de la toxicidad cutanea inducida por cetuximab en
combinacién con RT y la eficacia del tratamiento esta bastante descrita en la literatura.
Sin embargo, pocos estudios publicados se han centrado en la correlacién entre esta
toxicidad cutanea inducida por cetuximab y la eficacia del tratamiento en CECC R/M.
Aun asi, varios estudios sugieren que podria ser un prometedor factor predictor de la
eficacia a regimenes que contengan cetuximab en este escenario (372). No existen
caracteristicas clinicas que nos ayuden a detectar qué pacientes van a presentar esta
toxicidad, pero se han postulado algunos mecanismos, como determinados genotipos
del receptor EGFR, o niveles de proteina en plasma de EGF o HGF (373, 374).

En cuanto a la influencia de los tratamientos previos en la evolucion de la
enfermedad, en el estudio de Hitt y col., los pacientes que no habian recibido QT previa
obtuvieron mejores TR a ERBITAX, pero no un beneficio en la SG. En nuestra serie, la
exposicion previa a taxanos o cetuximab se asocia con peores TR y SG de forma
significativa, reflejo del desarrollo de resistencias adquiridas, lo que podria aplicarse en

un cambio de estrategia terapéutica para mejorar el pronéstico en estos pacientes.

Otro punto muy interesante a destacar, es la presencia de LS (375). Un 14% de
los pacientes tratados con el esquema EXTREME alcanzaron una supervivencia mayor
de 2 afos (64), y el 2,7% de los pacientes mantuvieron esta respuesta hasta los 5 afios
(24). Aunque estos datos no se han reportado con el esquema de ERBITAX, un 22%
de los pacientes alcanzaron una RC. El grupo de Oncologia Médica del Institut Catala
d’Oncologia de Hospitalet publicé en 2016 una serie de 7 casos con RC o RP mantenida
durante mas de 2 afios al tratamiento combinado de QT y cetuximab, entre los cuales
habia 3 pacientes tratados con ERBITAX (376). La biologia de los tumores de estos LS

esta siendo objeto de estudio, pero no se han reportado resultados hasta el momento.

En nuestra serie, un 21% de los pacientes estaban vivos a los 2 afos de iniciar
el tratamiento, y un 13% a los 5 afios, lo que confirma la presencia de esta poblacion
con una enfermedad recurrente /metastasica que consiguen la curacion en ausencia de

un tratamiento local.
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5. 1.3. Relacion del CECC con la infeccion por el VPH

Como se ha comentado previamente, el carcinoma escamoso relacionado con
el VPH es una entidad diferente al carcinoma escamoso relacionado con el tabaco y el
alcohol en términos epidemiologicos, moleculares y clinicos, y también presentan un
mejor prondstico. Por este motivo, nos parecio interesante estudiar esta relacion en las
dos series, la serie de QRT y la serie ERBITAX, de forma retrospectiva, ya que no se
habia realizado esta determinacion, ahora rutinaria, en el momento en que se trataron

los pacientes.

En la serie de QRT, realizamos la determinacién de la proteina p16 por IHQ y el
ADN del VPH por CISH en todos los tumores, independientemente de la localizacion (no

solo orofaringe).

En cuanto a la relacion con el VPH, sdélo 4 de los 72 pacientes (6,35%) de la serie
de QRT tuvo sobrexpresion de p16: dos pacientes con tumor localizado en orofaringe,
uno en el seno maxilar y uno en la cavidad oral. La determinacion por CISH mostro
amplificacién del virus en uno de los casos, siendo los otros 3 indeterminados, debido a

las dificultades técnicas descritas previamente.

En la serie ERBITAX, sélo realizamos la determinaciéon de p16 por IHQ en los
COFs. No se confirmé la presencia de ADN del virus, pese a que es la practica
asistencial rutinaria en nuestro centro desde hace 3 afos ya que, aunque hubiéramos
obtenido datos discordantes entre las dos técnicas, no habrian cambiado los resultados
obtenidos y, ademas, la muestra de la que disponiamos era muy escasa en muchas
ocasiones. En este caso, el 15 % de los carcinomas de orofaringe (2 de 13) resultaron

relacionados con el VPH.

Sabemos que la prevalencia del COF atribuible al VPH es muy variable segun el
area geografica, pero globalmente, en la actualidad, supone un 30-35%. El carcinoma
escamoso no orofaringeo relacionado con el HPV es muy raro (<6%). Como se ha
comentado en la introduccion, en Catalufia el porcentaje de COF relacionado con el
VPH ha pasado de alrededor del 8% en el periodo 1991-1997 a casi el 20% en el periodo
2007-2014 (10,11).
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La serie de QRT comprende practicamente estos dos periodos, pero analiza
otras localizaciones, y la serie ERBITAX coincide con el segundo, y tiene resultados

bastantes similares.

En cuanto a los tumores no localizados en orofaringe, se han reportado
incidencias muy bajas (7,4% en la cavidad oral, 7,9% en nasofaringe, 3,9% en
hipofaringe y 5,7% en laringe) (28) y su implicaciéon prondstica no esta tan clara como
en la orofaringe. En nuestro caso, observamos un caso positivo en una cavidad oral,
mas concretamente en el trigono retromolar. La revisién del caso tras este hallazgo
concluy6 que el origen tumoral podia ser la amigdala. El otro caso fue en un paciente
con un tumor localizado en el seno maxilar. Existen evidencias de que los carcinomas
escamosos sinunasales son positivos en un porcentaje elevado, casi del 30% e incluso

que puede tener una implicaciéon prondstica favorable (377).

En cuanto a las técnicas realizadas, recientemente se ha comunicado un analisis
internacional de 13 cohortes de pacientes con carcinoma de orofaringe con informacion
sobre el estado de la proteina p16, el ADN del VPH, datos demograficos de habitos
téxicos y caracteristicas clinicas, que ha demostrado que los pacientes con tumores con
doble positividad para p16 y ADN de VPH presentan un mejor prondstico en términos
de SLP y SG respecto a los otros subgrupos, por lo que debemos utilizar las dos técnicas
en nuestra practica clinica habitual. El uso unicamente de la determinacién de p16
estaria clasificando incorrectamente como tumores VPH relacionados, a un 11% del
global, e incluso en un porcentaje mayor, en regiones con bajo porcentaje de causalidad

por el VPH, como es nuestro caso (378).

Todos los datos obtenidos sobre la asociacion con el VPH en el analisis de
ambas series aportan una informacién epidemiolégica importante, pero en ningun caso
tienen una implicacioén en los resultados de eficacia obtenidos, debido al bajo porcentaje

de pacientes positivos.

5.2. De la investigacion clinica a la traslacional. “Lost in translation”.
Nuestras dos series tienen en comun un importante porcentaje de pérdida de
casos analizados a nivel molecular, a causa de la ausencia de muestra tumoral o

limitacion por la cantidad o calidad de la misma. En la serie de QRT pudimos analizar
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32 de 72 pacientes (44%) y en la segunda 34 de 52 (65%). Este hecho es una de las
limitaciones mas importantes de esta tesis, ya que ha podido influir de forma significativa
en la robustez de los resultados, por lo que nuestros datos deben considerarse

Unicamente como generadores de hipotesis para futuros estudios mas amplios.

La pérdida de casos por falta de muestra es un problema habitual en los estudios
de investigacion traslacional. En primer lugar, la comunidad cientifica no ha sido siempre
suficientemente meticulosa y consciente de la importancia de complementar todo
estudio clinico con una valoracién de biomarcadores, y, se han requerido afos, para
generar correctas estructuras y legislacion para la preservacién de las muestras
bioldgicas y su uso con fines cientificos respetando los derechos de los pacientes. En
situaciones en las que se intentan validar biomarcadores como predictores de eficacia
a tratamientos oncoldgicos, la situacion idonea seria la de disponer de una muestra

antes de iniciar el tratamiento y otra a la progresion del mismo.

Si bien la biopsia de tejido es la técnica de diagndstico estandar, ésta limita la
cantidad de muestra disponible para estudios moleculares, entre otros
condicionamientos como la baja sensibilidad y precision y la incapacidad para poder
representar la heterogeneidad intratumoral. Ademas, los altos costes a nivel hospitalario
asociados y, en muchas ocasiones, los riesgos de estos procedimientos invasivos para
el paciente, hacen muy dificil la obtencidon de muestras de tejido seriadas a lo largo de
la evolucién de la enfermedad para un seguimiento longitudinal. En este sentido, la
irrupcion de la biopsia liquida en el escenario del tratamiento oncolégico, supone una

opcién prometedora que contribuira, sin duda, a un tratamiento mas individualizado.

Pese a que los tumores de cabeza y cuello son mas accesibles para la obtencion
de muestra que otros tipos de cancer (tumores cerebrales, neoplasias de pancreas o
pulmoén, entre otros), y que éstas suelen ser muy ricas en células tumorales, la
necesidad del inicio rapido de un tratamiento provoca que se utilicen técnicas rapidas y
sencillas para el diagndstico, como la puncién-aspiracion con aguja fina (PAAF), con la

obtencion de poco material biologico.
Ademas, la rapida progresion tumoral y deterioro del paciente implica que no

siempre podamos obtener muestra a la progresion de la enfermedad, para un

seguimiento longitudinal.
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Por otro lado, como se ha mencionado, la biopsia tumoral nunca sera
representativa de la totalidad del tumor, ya que es recogida de una zona puntual del
mismo, no representando su heterogeneidad espacial ni longitudinal, teniendo en cuenta
que el tumor sufre cambios a lo largo del tiempo, ya sea por su evolucién o por la presion

de los tratamientos administrados.

En la serie de QRT, las dos causas mas frecuentes de ausencia de tejido tumoral
disponible para su analisis fueron las siguientes: en primer lugar, la obtencion de
muestra al diagnostico mediante PAAF y, en segundo lugar, la calidad de las muestras
después de ser preservadas. Hasta el 70% de los errores analiticos se deben a
variaciones en la fase preanalitica. En el contexto de bioespecimenes, la fase
preanalitica cubre todos los procesos entre la recoleccion de la muestra hasta que se
retira del almacenamiento para su analisis (379). Uno de los factores de preservacion
con mas impacto es el tiempo que transcurre entre la extraccion vy la fijacion, asi como
a la técnica que se utiliza. La automatizacion de estas tareas ha mejorado la
bioseguridad y calidad de las muestras, minimizando estas pérdidas. Desde hace unos
anos, existen estandares de procedimientos regulatorios en los biobancos (como la
norma ISO 20387: 2018), que requieren una calificacion y validacion formales, para

mejorar la preservacion de las muestras biologicas.

Hay que recordar que la serie de QRT esta constituida por pacientes tratados
entre 1994 y 2010. La recoleccién y almacenamiento de las muestras no estaba sujeta
a todas estas regulaciones actuales. Este hecho puede haber influido en la falta de

calidad de las mismas y haber acentuado su deterioro, habitual con el paso de los afios.

En la serie ERBITAX, analizamos especificamente las probables causas de
ausencia de muestra tumoral. Determinamos la correlacién entre la disponibilidad de
muestra y el estadio al diagnéstico, la participacion en un ensayo clinico, el diagnostico
en nuestra institucién o en una externa, el tipo de enfermedad (recurrente locorregional
presente o Unicamente metastasica), el afo en el que se inicio el tratamiento y la
realizacidn de cirugia en algun momento de la evolucién del paciente. No se obtuvieron
asociaciones significativas entre estos parametros y la pérdida de muestras, pero el 83%
de los pacientes con muestra tumoral disponible fueron sometidos a cirugia, mientras

que el porcentaje fue solo del 54% en los que no la tenian.
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5.3. Correlacién de la eficacia de la QRT con platino con los niveles de expresion

de genes implicados en las vias de reparacion del ADN en la serie de QRT.

En la primera serie de la tesis, se analizd la TR al tratamiento y la SG en
pacientes con CECC- LA tratados con QRT en relacion con los niveles de expresion de
ARNm de diferentes genes de reparacion del ADN (MDC1, BRCA 1, RAP80, 563BP1y
RNF8). Observamos diferencias significativas en la tasa de RC, mayor en los pacientes
con tumores con niveles de expresion de ARNm de 53BP1 bajos, asi como una
tendencia a una mayor SG. Es importante destacar la diferencia numérica de la mediana
de SG entre los dos grupos de expresion (alta o baja), especialmente cuando se tiene

en cuenta la causa de muerte por cancer de cabeza y cuello.

El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) realiz6 una caracterizacion integral
multiplataforma de diferentes tipos de tumores. La cohorte de cabeza y cuello mostré un
alto porcentaje de poblacién p53 mutada, una proteina supresora de tumores (25),
relacionando la presencia de mutacion con un peor pronostico. 53BP1 se une a esta
proteina supresora de tumores y esta implicada en la respuesta al dafio del ADN. Por lo
tanto, en esta tesis se planted la hipotesis que 53BP1 podria ser un factor importante en

los resultados de eficacia al tratamiento de estos pacientes.

En un ensayo clinico de fase Il (144), los pacientes con CPCNP con niveles de
expresion bajos de BRCA1 y RAP80 tuvieron una mediana de SG mas prolongada al
tratamiento con cisplatino/gemcitabina. Sin embargo, un ensayo de fase Ill (145), con
un grupo experimental de acuerdo con los niveles de BRCA1 / RAP80, se cerro

prematuramente debido a un efecto perjudicial para éste.

Bonanno y col. examinaron el posible papel predictivo de una serie de genes de
reparacion del ADN implicados en la via de 53BP1 al realizar tratamiento con QT basada
en platino en el CPNCP, e identificaron un nuevo modelo predictivo de dos genes
basado en el impacto de 53BP1 en la funcién de BRCA1(99). Los pacientes con tumores
que expresaban niveles bajos de BRCA1 y de 53BP1 obtuvieron una mayor mediana de
SLP y SG que aquellos con BRCA1 bajo y 53BP1 alto, de forma estadisticamente
significativa. En pacientes cuyos tumores expresaban niveles altos de BRCAT1, la

expresion de 53BP1 no afectd al resultado del tratamiento.

Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestra serie de QRT difieren de la

experiencia descrita en CPNCP. En nuestra serie, los pacientes con tumores con niveles
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bajos de 53BP1 y altos de BRCA1 o RAP80, tuvieron una tasa de RC significativamente
mayor. Es posible que esto pueda explicarse por la implicacion de la RT. Se requiere de
la proteina 53BP1 para reparar las DSB de ADN inducidas por la irradiaciéon durante la
fase G1 del ciclo celular. El platino sensibiliza las células tumorales a la radiaciéon
ionizante mediante la inhibicion de la via de reparacion NHEJ. Por tanto, el pronéstico

de los pacientes con bajo nivel de expresion de 53BP1 es significativamente mejor.

La relacion antagénica entre BRCA1 y 53BP1 ha sido ampliamente descrita. La
letalidad embrionaria, la predisposicion tumoral, y los defectos en la via HR en células
con alteraciones de BRCA1 se restauran con el agotamiento de 53BP1(380). En una
serie de estudios publicados en 2010, se implico 53BP1 y el gen supresor tumoral
BRCA1 en el control de la reseccion final del ADN durante el proceso de reparacion
(102). Se demostré que 53BP1 regulaba negativamente esta reseccion en la fase del
ciclo celular G1. BRCA1 promovia la eliminacién de 53BP1 en la fase S para permitir la
reseccion y la reparacion. En consecuencia, en las células que carecian de BRCAA1, la
reseccion no se producia en la fase S, dando lugar a una reparacion por NHEJ
inapropiada en las DSB del ADN asociadas al proceso de replicacion, lo que conducia

a reordenamientos cromosomicos graves (40) y carcinogénesis.

Adicionalmente, existe una competencia interactiva entre las vias de reparacion
HR y NHEJ (381, 382). La DNA-PK, compuesta por Ku70, Ku80 y la subunidad catalitica
(DNA-PKcs), esta involucrada en la reparacion de DSB a través de la NHEJ. Los
defectos de DNA-PKcs confieren sensibilidad a la radiacién ionizante y aumentan la
reparacion por HR. El aumento de la HR es consistente con la derivacién pasiva de las
DSB de NHEJ a HR. En la serie de QRT, los niveles elevados de BRCA1 y RAP80,
componentes de la via HR, podrian indicar una mayor inhibicion de NHEJ v,
secundariamente, un mayor efecto de la RT y de la estimulacién con platino, obteniendo

estos pacientes mejores resultados.

5.4. Correlacion de la eficacia de la combinacién de paclitaxel y cetuximab con los
niveles de expresion de genes implicados en las vias de reparacion del ADN en la
serie ERBITAX

El papel del gen EGFR en la promocion de la reparacién de las DSB inducidas
por radiacion es importante, especialmente en el contexto de la RT para los tumores con
amplificacién y / o mutaciones en EGFR. El efecto exacto de EGFR sobre la reparacion

de las DSB parece depender del contexto y varia con el tipo de mutacién y cancer (41).
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En los CECC, se ha demostrado una relacion inversa entre los niveles de expresion de
EGFRy la respuesta a la RT (158). Es importante sefialar que no todos los tumores que

sobrexpresan EGFR responden igualmente bien a la terapia anti-EGFR (383, 384).

Con esta premisa, se genero la hipotesis de que los pacientes con tumores con
niveles de expresion de genes involucrados en la via NHEJ mas altos, se beneficiaban
mas del tratamiento con cetuximab que del platino. Debido a la gran implicacién de
53BP1 en esta via, observada en el andlisis de la serie de QRT, se evaluo si los niveles
de expresion elevados de ARNm de 53BP1 se correlacionaban con la TR y SG a

cetuximab en la serie ERBITAX.

El analisis se pudo realizar en 20 de las 34 muestras disponibles y no se obtuvo
una correlacion de los niveles de ARNm de 53BP1 con la TR ni con la SG. Debido a la
ausencia de resultados positivos y al escaso material histolégico disponible, se decidio
no realizar el analisis de los niveles de expresién de ARNm de mas genes reparadores

de ADN analizados en la serie de QRT.

El hecho de que no se haya observado ninguna correlacion podria deberse, en
primer lugar, al bajo numero de muestras disponibles para el analisis en la serie
ERBITAX, y, también, a que estos pacientes no recibieron RT, al contrario que los
pacientes con CECC-LA de la serie de QRT. También, la QT utilizada en esta serie no
fue platino, sino el paclitaxel, un agente antimicrotubulos cuyo mecanismo de accién no
se basa en la generacion de dafo en el ADN, y en el que la influencia de los mecanismos
de reparacion del ADN es menos importante, lo que ha podido influir en que no se haya

observado una asociacion estadisticamente significativa.

5.5. Correlacion de la eficacia de paclitaxel y cetuximab con la activacion de la via
de STAT3 en la serie ERBITAX

5.5.1. Cambios metodolégicos durante el desarrollo del trabajo.

Antes del analisis definitivo de la serie ERBITAX, se realizd un estudio
exploratorio (anexo 3) en 22 muestras tumorales de estos pacientes, donde se
evaluaron los niveles de expresion de ARNm de STAT3, SPHK1, EGFR, AXL y YAP1,
asi como el estado mutacional y de metilacion del gen PTPRT y el estado mutacional
de TP53.
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Ademas, se analizdé por IHQ la expresion de la proteina pSTAT3. Esta dltima se
cuantific6 mediante un Histoscore (HS) calculado con la siguiente formula 5 (1 x %
células 1+) + (2 x % células 2+) + (3 x % células 3+) (385).

Se detectd una franca asociacion entre la metilacion de PTPRT, el HS de
pSTAT3Yy la eficacia del tratamiento, de forma que la respuesta y la supervivencia global
en los pacientes con tumores con PTPRT no metilado e HS < 95 era significativamente
mejor que la de los pacientes con PTPRT metilado e HS de pSTAT3 > 95. No
observamos relacion con el resto de parametros, motivo por el que decidimos

focalizarnos en la via de regulacion de STAT3 mediante PTPRT.

Basandonos en esos datos preliminares, y con la hipotesis de que los pacientes
con tumores con sobrexpresion de pSTAT3 (proteina activada) tenian peores
respuestas a paclitaxel y cetuximab que los que no la tenian, y que el estado de
metilacion de PTPRT tenia un impacto directo en la regulacion de la activacion de esta
proteina, se decidid ampliar la serie, para dar robustez y confirmar los hallazgos del

analisis exploratorio.

La mutacion de PTPRT finalmente no fue considerada, ya que sélo fue detectada
en 3 pacientes y habria sido necesaria una muestra muy numerosa para poder

establecer conclusiones sobre el impacto de esta alteracion en la eficacia al tratamiento.

Como se ha explicado previamente, de 52 pacientes tratados con el esquema
ERBITAX, finalmente pudimos disponer de muestra histologica de 34 de ellos, los 22
que analizamos en el estudio preliminar y 12 pacientes mas para el posterior analisis de

ampliacion.

Por cuestiones logisticas, la valoracion de pSTAT3 por IHQ entre las 22 muestras
del analisis preliminar y las 12 muestras de ampliacion fue diferente: dos patélogos

diferentes y diferentes anticuerpos para la proteina fosforilada (anexo 4).

Detectamos que los niveles de expresion de pSTAT3 en las dos series eran muy
distintos, debido a las diferentes intensidades de la sefial de tincién entre ambos
analisis. Esto conllevaba que el valor del HS variara de forma significativa. Por este
motivo, se cambio el método a una cuantificacion relativa para cada serie, y se considero
como sobrexpresion la presencia de areas de tincion de 2 y/o 3+, y la ausencia de la

misma si no se detectaban, como se ha considerado en otros trabajos reportados (386).
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5.5.2. Activacion de la via STAT3 en CECC y correlacion con parametros clinicos
en la serie ERBITAX

Se observo metilacion de PTPRT y sobrexpresion de pSTAT3 en un 41% y 67%
de las muestras, respectivamente. Esto concuerda con los datos de la literatura
comentados previamente y apoya el potencial papel de esta via en la carcinogénesis y

desarrollo de esta neoplasia.

The Human Protein Atlas, un programa sueco iniciado en 2003 con el propdsito
de mapear todas las proteinas humanas en células, tejidos y organos
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000168610-STAT3/cell) y el TCGA, describieron
que la sobrexpresion del ARNmy de la proteina STAT3 era muy frecuente en la mayoria
de neoplasias, siendo los tumores de cabeza y cuello de los que tienen mayor

sobrexpresion de ambos. (Figuras 51 y 52 en anexo 6).

Teniendo en cuenta la idea de la implicacion de la activacion de la via STAT3 en
la carcinogénesis, en nuestra serie ERBITAX, no se detectd ninguna relacion entre ésta
y las diferentes caracteristicas clinicas de los tumores (localizacion, estadio, ...).
Tampoco hubo correlacién con las caracteristicas clinicas de los pacientes (PS,
presencia de toxicidad cutanea, ...). Estos resultados concuerdan con los que

describieron Peyser y col. en el andlisis de una serie de 206 casos de CECC (213).

Como las muestras tumorales se habian obtenido al diagnéstico, antes de que
los pacientes hubieran recibido RT y/o tratamiento sistémico, se evalud la supervivencia
desde el diagndstico del cancer en funcion de los parametros de activacion de STATS3,
para valorar su papel pronostico, pero considerando el impacto de los tratamientos

realizados antes de la recurrencia o diseminacion.

No encontramos diferencias significativas en ninguno de los tres parametros
evaluados, pero los resultados mostraron que la supervivencia desde el diagndstico de
los pacientes con sobrexpresion de pSTAT3 y niveles de expresion de ARNm de STAT3
altos fue superior a la de los pacientes sin estas caracteristicas, dandoles valor como
potenciales factores de mejor prondstico, independientemente del tratamiento

adyuvante recibido.

Si evaluamos sélo el tiempo a la recidiva, sin tener en cuenta el periodo posterior

de exposicion a ERBITAX, esta diferencia numérica se mantiene sélo con los niveles de

180



expresion de ARNm de STATS3, siendo de 21 meses en los pacientes con tumores con
niveles altos y 13 meses en aquellos con niveles bajos. Esto iria en contra de la idea de

que la activacion de STAT3 es perjudicial para la evolucion del paciente.

En el analisis de The Human Protein Atlas, los niveles de expresion de ARNm
de STAT3 no fueron factor prondstico de SG. No obstante, al analizar la supervivencia
a los 5 afnos tomando punto de corte aquel que mostraba mayores diferencias entre los
dos grupos, ésta fue del 54% en aquellos pacientes con niveles ARNm altos y del 44%
en aquellos con niveles bajos (p, 018). (Figura 53 en anexo 6). Se ha postulado que
STAT3 puede actuar como oncogén o como supresor tumoral, en funcion del tumor o el
contexto molecular (por ejemplo, la deficiencia de PTEN) (387). Esto se corroboraria en
datos en cancer de mama y ovario donde los niveles altos de ARNm STAT3 también

eran un factor de buen prondstico (388,389).

Un metanalisis publicado en el afio 2016 evalué el papel de la proteina STAT3
como factor prondstico en tumores solidos. La correlacion entre STAT3 y los tumores
mas avanzados se asocio con su estado fosforilado (activado) (390), y no con los niveles

de proteina total.

5.5.3. Correlacion entre los diferentes componentes de la via de STAT3: metilacion
de PTPRT, expresion de pSTAT3 y niveles de expresion de ARNm de STATS3.

Lo primero a destacar en este punto es la correlacion significativa entre la
metilacion de PTPRT y la expresion de pSTAT3, hecho que no se reproducia cuando

se tenian en cuenta los niveles de expresion de ARNm de STATS3.

Este hecho se puede explicar porque la correlacion entre el ARNm y la proteina
fosforilada depende de varios factores, tanto biol6gicos como técnicos. A nivel bioldgico,
la regulacion de la expresion génica se caracteriza por multiples mecanismos
alternativos en la transcripcién, traduccion, y degradacion. En consecuencia, los ARNm
mas abundantes tienden a ser mas cortos y se traducen de forma mas eficiente,
pudiendo existir diferentes isoformas de la proteina que pueden tener origen desde el
mismo ARNmM, no observando asi correlacion entre ambas valoraciones. En realidad,
existen datos discordantes en la literatura acerca de esta correlacion (213,391).
Ademas, debemos tener en cuenta que el ARNm de STAT3 se traduce en la proteina

STATS3 total, y sélo parte de ésta podria ser activada, o lo que es lo mismo, fosforilada
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por diferentes mecanismos y en diferentes aminoacidos, dando lugar a diferentes formas
de proteinas STAT3, por lo que pueden correlacionarse o no con los niveles de
expresion del gen por ARNm. Evidentemente, se tiene que suponer que cuanto mas
ARNm de STAT3 se detecte, mayor cantidad de proteina estara disponible para ser
fosforilada, pero esto dependera de muchas otras vias. Para valorar esta correlacion
con mas exactitud, deberiamos conocer la expresion de proteina fosforilada y no
fosforilada (proteina total), pudiendo asi establecer una correlacion directa con los
niveles de ARNm totales. (392).

De todas formas, tampoco podemos descartar que haya una correlaciéon y que
no se haya podido visualizar por el escaso numero de pacientes, ya que solo pudimos

analizar los niveles de expresion de ARNm en 21 de las muestras.

5.5.4. Condicionamientos del uso de muestras basales

Una de las caracteristicas de este estudio, es que todas las muestras disponibles
se obtuvieron a nivel basal, es decir, se obtuvieron antes de que el paciente hubiera

recibido ningun tratamiento.

Si tenemos en cuenta los tratamientos previos que recibieron los pacientes antes
de paclitaxel y cetuximab, tan sélo 2 pacientes habian sido sometidos a cirugia previa
como unica modalidad terapéutica, 8 pacientes a RT, sola o en combinacion con cirugia,

y el resto habian estado expuestos a algun tipo de tratamiento sistémico.

La ausencia de disponibilidad de biopsia al inicio y a la progresion de ERBITAX
es debida, en muchas ocasiones, a que se prioriza la seguridad y el inicio urgente del
tratamiento a la disponibilidad de este material. Este hecho puede haber influido en los
resultados, ya que desconocemos si la metilacion de PTPRT o la expresion de pSTAT3

pueden haber cambiado tras la exposicion a esos factores.

Se pueden inducir cambios en la metilacion de PTPRT y otros genes mediante
el tratamiento con inhibidores de la ADN metiltransferasa o de la histona deacetilasa.
De hecho, estos farmacos se estan utilizando como tratamiento de diferentes
neoplasias, fundamentalmente hematoldgicas, pero no hay evidencia clara de que la
exposicion a QT o RT pueda hacer que este estado de metilacién varie (393). Tampoco
existe una evidencia de cambios de los niveles expresion de pSTAT3 durante la QT o
RT.
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Ademas, diferentes trabajos han demostrado una homogeneidad epigenética
entre el tumor primario y las metastasis (394, 395), por lo que podriamos pensar que la
metilacion de PTPRT, como causa de activacion de la via STAT3, no deba de variar

significativamente de la muestra basal al desarrollo de la recurrencia o metastasis.

Por otro lado, el tratamiento realizado por estos pacientes antes de la recidiva es
bastante homogéneo, por lo que, si existe un impacto de éste en la activacion de la via
STATS3, podria ser similar en todos ellos. Un estudio en pacientes con CPNCP mostr6
que el perfil epigenético de los mismos indicaba qué pacientes tenian mas
probabilidades de beneficiarse de la IT con nivolumab o pembrolizumab (396). También
se detectd que el estado de metilacion de FOXP1 se asociaba con biomarcadores
predictivos validados de beneficio clinico con el bloqueo de PD-1 como la expresion de
PD-L1 y la carga mutacional. En este estudio, las muestras utilizadas eran basales,
como en nuestro caso, y la mayoria de los pacientes estaban tratados con IT en segunda

linea, tras una primera linea de QT.

Por estos motivos, asumimos que el estado de activacion de la via de STAT3 en
la biopsia basal, previa a cualquier tratamiento del CECC, no varia significativamente
antes de iniciar la combinacion con ERBITAX, o, al menos, varia de forma homogénea,
presentando el mismo efecto como factor confusor en el andlisis.

Somos conscientes de esta limitacion, pero, como se explicado con anterioridad, la
obtencion de muestras es una de las grandes limitaciones que tenemos en la

investigacion traslacional en estos tumores.

Se estan elaborando nuevas lineas de investigacion futuras en las que no se
obviara este hecho y esta planificado obtener muestra tumoral antes de iniciar el
tratamiento y a la progresién, o tras unos meses de recibirlo, si no ha existido progresion,

para valorar estos cambios de una forma mas robusta.

5.5.5. Correlacion entre la activacion de la via de STAT3 y la eficacia del

tratamiento en la serie ERBITAX

Observamos una clara correlacion de la metilacion de PTPRT con la respuesta
al tratamiento, con un 60 % de respuesta en los pacientes con tumores no metilados y
s6lo un 21% en los pacientes con tumores metilados. Aunque las diferencias eran
marginalmente significativas (p = 0,06), teniendo en cuenta el reducido numero de

pacientes y la franca diferencia numérica, consideramos la correlacion como si lo fuera.
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En cuanto a la sobrexpresion de pSTAT3, también se observé que los pacientes
que tenian tumores con areas de intensidad 2 y/o 3+ presentaban peor respuesta al
esquema ERBITAX que los pacientes con tumores sin expresion, pero sin observar

diferencias estadisticamente significativas (36 vs 54%, p 0,534).

Aunque ya se ha comentado que los niveles de expresion de ARNm de STAT3
no se correlacionaban con los otros parametros (metilacion de PTPRT y niveles de
proteina fosforilada), también se observé el mismo patron de eficacia que en los
anteriores, de forma que los pacientes con tumores con niveles altos de ARNm de
STAT3 respondian menos a paclitaxel/cetuximab que los que tenian niveles bajos (43
vs 64%, p 0,094).

Ya se ha comentado previamente que los homodimeros de pSTAT3 se traslocan
al nucleo y se unen a secuencias de las regiones promotoras de sus genes diana,
conllevando su transcripcion y posterior traduccion en proteinas, que inducen la
proliferacion y supervivencia celular, por lo que nuestros resultados tienen una

plausibilidad biologica.

Si agrupamos las dos variables de la via STAT3 que se correlacionaban en
nuestro analisis, los pacientes con tumores con metilacion de PTPRT y sobrexpresion
de pSTAT3 respondian mucho menos al tratamiento (23%) que los que tenian tumores
con ausencia de metilacion de PTPRT y de sobrexpresion pSTAT3 (60%), pero las
diferencias obtenidas no alcanzaron la significacion estadistica, seguramente porque los
subgrupos tienen muy pocos pacientes. La metilacion del promotor de PTPRT provoca
una inactivacion del gen. Los PTPRs inducen la desfosforilacion de STAT3
(inactivacion), por lo que la metilacion de PTPRT conllevara una mayor sobrexpresion

de pSTAT3 y una mayor activacion de la via.

Los resultados obtenidos nos indican que la activacion de la via STAT3 mediante
la metilacion del promotor de uno de sus genes reguladores (PTPRT), podria ser un
mecanismo de resistencia a paclitaxel y cetuximab. Esto nos plantea la hipotesis de que
la inactivacion de esta via, mediante tratamientos especificos dirigidos, aumentaria el
namero de pacientes que podrian beneficiarse de este esquema de tratamiento tan
activo y tan bien tolerado, teniendo en cuenta que un alto porcentaje de estos casos

presentan activacion de la via.
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Cuando se analizé la SG y la SLP en funcion de los parametros previamente
descritos, se observo una diferencia numérica en ambos parametros de supervivencia
a favor de los pacientes con tumores con PTPRT no metilado y ausencia de
sobrexpresion de pSTAT3, pero no se alcanzd la significacion estadistica,

probablemente por el reducido numero de pacientes.

Existe una clara correlacion entre la TR, la SG y la SLP. Esto apoya la validez
de los resultados obtenidos y su ausencia de influencia por el azar o por otras variables
como los tratamientos posteriores al esquema que estamos evaluando. Ademas, hemos
de destacar la plausibilidad bioldgica, ya que los datos de eficacia a paclitaxel y
cetuximab concuerdan con la influencia biologica descrita en la bibliografia de la via
STATS3.

También se quis6 analizar el estado de la via en los tumores de los pacientes
LS, para intentar tener mas informacion de la importancia de la via en la eficacia al
tratamiento. Los pacientes con supervivencia mayor a 5 afios presentaban tumores con
ausencia de hipermetilacion del promotor PTPRT y sobrexpresion pSTAT3, es decir,
que podriamos deducir que la activacion de la via de STAT3 se producia por otra causa

distinta a la regulacién por PTPRT en estos casos.

Después de analizar todos estos resultados, podemos concluir que la activaciéon
de la via de STAT3 por ausencia de la regulacion negativa de PTPRT a consecuencia
de su metilacion podria conferir resistencia a ERBITAX, dando lugar a una peor

respuesta al tratamiento, asociada en esos casos a una peor SG.

5.5.6. Activacion de la via STAT3 y estado del VPH en la serie ERBITAX

Pese al interés de estudiar esta relacion, desafortunadamente, soélo 2 pacientes
de la serie presentaron un COF relacionado con VPH, por lo que no se pudieron extraer

conclusiones con una base robusta.

Segun se ha descrito en la literatura, no se han observado diferencias en la TR
en funcién del estado de PTPRT, y la activacién de la via de STAT3 es superior en los
COF no relacionados con el VPH (290, 204)

Curiosamente, los dos pacientes con tumores relacionados con el HPV tenian

PTPRT metilado y sobrexpresion de pSTAT3. Esto puede deberse a que los dos tenian
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una importante exposicion al habito tabaquico. Aunque en nuestra serie no hemos
encontrado una relacion significativa entre la activacion de la via STAT3 y el consumo
de este carcindgeno, hay evidencias de que existe, incluso parece ser uno de los
mecanismos mas precoces de carcinogénesis, en estos tipos de tumor (213,394). Sdélo
un 11,8% de nuestros pacientes no habian estado expuestos a este toxico, y este es el

hecho por el que puede ser que no se haya reflejado en esta serie.

El prondstico de estos dos pacientes fue radicalmente distinto. Aunque ya se ha
comentado anteriormente que, en comparacion con la poblacion general, parece que el
pronéstico de los tumores VPH es mejor, no podemos sacar ninguna conclusién en
nuestra serie respecto al valor predictivo de la infecciéon por VPH en relacion al esquema
de tratamiento con paclitaxel y cetuximab, en general, ni a la activacién de la via de
STATS3, en particular.

5.6. Plausibilidad y correlacion entre parametros de eficacia en ambas series

Para finalizar la discusion, seria importante destacar dos aspectos que apoyan

la fiabilidad de los resultados obtenidos.

En primer lugar, que existe una plausibilidad biolégica en ambas series. Las
correlaciones obtenidas tienen un razonamiento bioldgico claro que las justifica, y
mostraron una tendencia con lo esperado. Sin embargo, el reducido tamafo muestral
podria haber influido en que no se encontraran relaciones robustas con claro sentido

bioldgico. Tampoco parece que las variables clinicas fueran un factor de confusion.
En segundo lugar, la correlacion entre todos los parametros de eficacia (TR, SLP

y SG) en ambas poblaciones avala el interés de los resultados y disminuye la

probabilidad de que se produjeran por el azar.
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7. LIMITACIONES Y FORTALEZAS






Limitaciones

Los dos estudios son retrospectivos.

El porcentaje de pacientes en ambas poblaciones con muestra histolégica
disponible y evaluable fue menor al esperado (44 y 65% respectivamente). Esto

hace que la potencia estadistica de ambos analisis se haya visto reducida.

Las caracteristicas de poblacion con alto riesgo y el uso de un tratamiento
diferente al estandar en la serie de QRT, dificulta la comparacién con las series

publicadas en la literatura.

Las muestras utilizadas en la serie ERBITAX son basales y no podemos
descartar el efecto de los tratamientos recibidos previamente a la recidiva en los

parametros de activacion de la via STAT3.

La evaluacion de la IHQ de pSTAT3 se ha realizado por dos patologos diferentes
y con dos anticuerpos diferentes, por lo que se tuvo que cambiar la metodologia

de analisis planificada.
No se ha determinado la proteina total (fosforilada mas no fosforilada) de STATS3,

por lo que la correlacién con los niveles de expresion de ARNm de STAT3 no es

valorable con suficiente robustez.
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Fortalezas

- Se trata de dos poblaciones no seleccionadas, con datos extraidos de nuestra
practica clinica habitual, por lo que los resultados son totalmente extrapolables
a poblaciones reales. A pesar de ello, los resultados clinicos de la serie ERBITAX
coinciden con los reportados en el estudio clinico de fase 2 publicado de la

combinacion evaluada.

- No hay experiencia en la evaluacion de factores bioldgicos predictivos de

respuesta a la combinacion de paclitaxel y cetuximab.

- La mediana de seguimiento de ambas series es larga, lo que permite tener

resultados clinicos solidos, asi como detectar y valorar a los LS.

- En el momento en el que se realizoé el tratamiento de las dos poblaciones
analizadas en el presente del estudio, no existia la estructura ni legislacion actual
para la recogida de muestras para el estudio de biomarcadores, ni tampoco
biobancos ni sistemas de calidad en el manejo de las muestras. Pese a esto,
hemos logrado analizar a nivel molecular un gran numero de las muestras

tumorales de ambas series.

- Los resultados obtenidos en las dos series muestran plausibilidad biologica

- En la serie ERBITAX, los resultados de expresion de la proteina pSTAT3 en
relacion con los parametros clinicos y moleculares, se reprodujeron tanto en el
estudio preliminar como en las muestras analizadas posteriormente como
ampliacion, a pesar de que fueron evaluados por dos patologos diferentes y con

anticuerpos diferentes.
- A pesarde que no era uno de los objetivos principales de la tesis, se ha obtenido

informacion epidemiolégica muy importante sobre la incidencia del CECC

relacionado con el VPH en nuestra poblacién.
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8. CONCLUSIONES






En referencia al objetivo principal de la tesis:

- En nuestro primer trabajo observamos que los niveles de expresion de ARNm
de 53BP1 se correlacionan con la eficacia de la RT en combinaciéon con
carboplatino en el tratamiento del CECC-LA, y que los niveles de expresion de
ARNm de BRCA1 y RAPS80 parecen reforzar su valor predictivo. En nuestro
segundo trabajo, la activacion de la via STAT3 medida por la sobrexpresion de
pSTAT3 y mediada por la metilacion del promotor de PTPRT parece ser

predictora de resistencia a paclitaxel y cetuximab en CECC R/M.

En referencia a los objetivos secundarios:

- Los niveles bajos de ARNm de 53BP1 predicen un mayor porcentaje de RC a la
QRT, destacando su utilidad como potencial biomarcador predictivo de beneficio
en pacientes con CECC. Este hecho es mas evidente cuando coexisten con
niveles altos de ARNm de BRCA1 o RAPS80.

- La hipermetilacion del promotor de PTPRT se correlaciona significativamente
con la expresion de pSTAT3 y, conlleva una menor TR a paclitaxel y cetuximab.
No encontramos asociacion de pSTAT3 con los niveles de expresion de ARNm
de STATS3.

- No se identifican factores clinicos prondésticos ni predictivos de respuesta a la
QRT en nuestra serie de pacientes con CECC-LA. Sin embargo, un PS de 2, la
exposicion previa a cetuximab y/o taxanos y la ausencia de rash acneiforme se
correlacionan con una menor eficacia del esquema paclitaxel y cetuximab en los
pacientes con CECC R/M.
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9. LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS






Debido a los resultados obtenidos en ambos trabajos y a los biomarcadores de
respuesta a diferentes tratamientos del cancer de cabeza y cuello hallados, hemos
decidido continuar nuestra investigacion en este campo y disefiado un proyecto en el
que se integran todos ellos para evaluar su papel como factores predictivos de respuesta
alalT.

Existe una necesidad de encontrar biomarcadores de respuesta a los inhibidores
del punto de control inmunitario (ICI) en CECC. Hay evidencias de la relacion entre el
dafo del ADN y la inestabilidad genomica, con la respuesta a la IT, asi como de la
implicacién de la via de STAT3 en la evasion del sistema inmune por parte del tumor.
En este sentido, uno de los mecanismos de activacion de STAT3 es el estado de
metilacion del gen PTPRT.

Nuestro objetivo principal es describir la inmunogenicidad en CECC, en base a
su inmunofenotipo histopatoldgico, asi como al papel de STAT3, PTPRT y un panel de
genes relacionados con la reparaciéon del ADN y, en consecuencia, encontrar los

mejores pacientes candidatos a recibir IT.

Para abordar este objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1. Coleccion de una cohorte de CECC, caracterizacion histopatolégica y generacion de

base de datos clinica:

1.1. Obtencién prospectiva de tejido tumoral proveniente de cortes parafinados

(FFPE) antes y en la progresion a la IT.

1.2. Extraccién prospectiva de muestras de sangre antes, a lo largo del tratamiento

(en diferentes puntos) y en la progresion a la IT.

2. Analisis de los niveles de expresion y activacion de STAT3 en las muestras de tejido
tumoral descritas en el objetivo 1.1 y sus correspondientes muestras al diagndstico,
obtenidas retrospectivamente. Pretendemos identificar su efecto en la respuesta a la IT

asi como su asociacion con el tratamiento previo con QT.
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3. Estudio de mutaciones y del estado de metilacion del gen PTPRT en tejido tumoral y
muestras de sangre, para su asociacion basal con el estado de STAT3, asi como

monitorizar su relacion con la aparicion de resistencia a lo largo del tratamiento con IT.

4. Estudio de mutaciones en genes relacionados con la reparacion del ADN en muestras
tumorales antes y en la progresion a la IT para determinar su efecto y asi definir una

firma mutacional de respuesta/resistencia ala IT.

5. Generacion de modelos ex vivo a partir de biopsias tumorales frescas, obtenidas
prospectivamente, para estudiar el inmunofenotipo y evaluar las sinergias entre los
inhibidores de STAT3 y la IT de acuerdo con las alteraciones moleculares previamente

determinadas

6. Descripcion de biomarcadores de inmunofenotipo del CECC y publicaciéon de las

recomendaciones para la seleccion de pacientes para recibir tratamiento con ICls.

Para ello, utilizaremos la siguiente metodologia:

1. Coleccion de una cohorte de CECC, caracterizacion histopatolégica y generacion de

base de datos clinica.

Se incluiran 15 pacientes con CECC tratados tanto con ICl en monoterapia como
en combinacion con QT (platino/ 5-fluorouracilo), de acuerdo con la nueva practica
clinica en CECC R/M. Por una parte, se recogeran prospectivamente, durante 2 afos,
con un seguimiento minimo de 1.5 afios, muestras de tumor antes del inicio y en la
progresion a la IT. Ademas, muestras de sangre de estos mismos pacientes seran
extraidas en distintos puntos del tratamiento: antes del inicio de la IT durante el
tratamiento (1, 3, 6, y 18 meses) y a la progresion (en caso de no progresar, se
considerara la de 18 meses como Ultima muestra). Es importante destacar que las
muestras pareadas en el momento del diagndstico se recogeran retrospectivamente.
Paralelamente, se documentara informacién histopatolégica y clinica, asi como datos
de eficacia del tratamiento (respuesta objetiva, beneficio clinico, tiempo de tratamiento,

SLP y SG). Las muestras bioldgicas provendran del excedente del diagnéstico y todos
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los pacientes seran informados y firmaran su consentimiento. La caracterizacion
histopatoldgica de inmunofenotipo se realizara mediante el analisis de la expresion de
PD-L1: tumor proportion score, TPS, o porcentaje de células tumorales con
sobreexpresion de PD-L1; y combined proportion score, CPS, o ratio entre nUmero de
células (tumorales, linfocitos y macrofagos) PD-L1 positivas y el nimero de células
tumorales totales multiplicado por 100, asi como linfocitos infiltrantes en tumor (TILs),
como los linfocitos CD8+ y CD4+, que sera evaluados por técnicas de IHQ. La
intensidad del marcaje de los TILs se evaluara y se clasificara en cuatro categorias
(minima, leve, moderada e intensa) en secciones representativas de cortes parafinados
de CECC.

2. Analisis de los niveles de expresion y activacion de STAT3 en muestras de tejido

tumoral antes y en la progresion a la IT.

Por una parte, se analizaran los niveles transcripcionales de STAT3 mediante la
técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR). Brevemente, el tejido tumoral
proveniente de FFPE sera digerido usando proteinasa K y mediante unos Kkits
comerciales se aislara el ARN siguiendo el protocolo del fabricante. A continuacion, el
ARN sera retrotranscrito a ADNc a través de una reaccion de retrotranscripcion,
mediante hexameros aleatorios y la enzima retrotranscriptasa MMLV (Thermofisher),
entre otros reactivos que favorecen la reaccion. Una vez obtenido el ADNc, se usaran
ensayos de expresion TagMan (Thermofisher) dirigidos contra una region especifica de
STATS3 para el analisis mediante la técnica qRT-PCR (ABIPrism 7900; Thermofisher),
calculando los niveles de expresion relativos de STAT3 respecto a un gen control (beta-

actina) en cada una de las muestras tumorales.

Asimismo, la expresion proteica de STAT3 sera analizada mediante anticuerpos
especificos contra la forma total de la proteina, asi como contra su forma fosforilada
pSTAT3 (activada) por técnicas de IHQ.

3. Analisis mutacional y de metilacion y del gen PTPRT en ADN tumoral circulante
(ADNtc) en sangre y en ADN aislado de tejido tumoral a lo largo del tratamiento con

inmunoterapia.

Para abordar este objetivo, se recogeran muestras de sangre en tubos de EDTA
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de 10 ml y, después de la centrifugacion, se aislara la fase de plasma para proceder a
extraer el ADN tumoral circulante (ADNtc). Para el tejido tumoral parafinado se realizara
una digestion previa con proteinasa K. En ambos casos, la extraccion de ADN se
realizara mediante kits comerciales, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
ambos tipos de muestras, la metilacion de PTPRT se analizara por pirosecuenciacion.
Brevemente, el ADN se sometera a una reaccién de conversién de bisulfito y se
amplificara utilizando cebadores especificos de regiones CpGs del gen PTPRT para el

posterior analisis por pirosecuenciacion.

Ademas, el estado mutacional del gen PTPRT se determinara por secuenciacion
directa por tecnologia Sanger. Brevemente, la secuenciacion se realizara mediante
amplificacién por amplicones de tamano de 150 bp que cubriran las zonas “hotspots” de
PTPRT. Una vez analizadas las muestras, se procedera al analisis bioinformatico de los

resultados obtenidos, usando un software especifico (Ingenuity program).

4. |dentificacion de alteraciones mutacionales de genes relacionados con la reparacion
del ADN en muestras tumorales antes y a la progresion del tratamiento con

inmunoterapia para definir una firma mutacional de respuesta/resistencia a la terapia.

El ADN extraido del tejido también se procesara para su uso en el estudio de un
panel comercial (Oncomine, ThermoFisher) de mutaciones en genes de reparacion del
ADN, que se analizara utilizando la plataforma de ultima generacién lon Torrent
(ThermoFisher). El analisis de datos se realizara con el apoyo de la plataforma HGBC,

unidad de bioinformatica del IGTP.

5. Generacién de modelos ex vivo a partir de biopsias tumorales obtenidas
prospectivamente para estudiar el inmunofenotipo y evaluar las sinergias entre el
tratamiento con inhibidores de STAT3 e IT de acuerdo con las alteraciones moleculares

previamente determinadas.

Después de la reseccion del tumor, una parte del tejido se enviara al Servicio de
Anatomia Patologica para ser evaluada y derivada al Biobanco del IGTP, para ser
codificada y finalmente enviada al laboratorio B-ARGO para su procesamiento. Alli, se
generaran los explantes de tumores (PDOTS; patient-derived organotypic tumor
spheroids) siguiendo el protocolo descrito por Jenkins RW, et al. (PMID: 29101162), y
utilizando la tecnologia descrita por Aref AR, et al. (PMID: 30183789). Brevemente, el

tejido tumoral se disgrega en una placa de cultivo con un medio con alto contenido de
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glucosa y colagenasa tipo IV. Una vez disgregado parcialmente, se aislan los PDOTS
con un diametro aproximado de 40um. A continuacion, una parte de ellos se incluye en
una matriz extracelular (colageno, hidrogel o matrigel) y se inyecta en una camara
microfluidica 3D (chip de cultivo 3D DAX1 de AIM Biotech). Después de la incubacion,
estas camaras nos van a permitir realizar experimentos de test de drogas con
inhibidores de STAT3, agentes anti-PD-1 y combinaciones de ellos durante 3-6 dias. El
efecto de dichos tratamientos a nivel de viabilidad y muerte celular sera evaluado,
mediante la tincidn con naranja de acridina y ioduro de propidio y visualizado por
inmunofluorescencia, y por otra mediante el analisis de perfiles de citoquinas secretadas

al medio.

Otra parte de los PDOTS se criopreservan y el resto se usara para estudiar el
inmunofenotipo mediante citometria de flujo utilizando un citometro LSRFortessa SORP
(BD Bioscience). Para ello, se analizara la proporcion de las diferentes poblaciones de
células inmunes infiltradas en el tumor: tincién con anticuerpos para detectar células B
(CD19 +), células T (CD4 +, CD8 +) y células del linaje mieloide (granulocitos CD15 +,
monocitos CD14 + y células dendriticas). Ademas, también se analizaran los
marcadores de agotamiento de células T (PD-1, CTLA-4, TIM3, PD-L1 y PD-L2).

Ademas, en las muestras de origen de los PDOTS, se evaluara el estado de
activacion de STATS3, el estado de metilacion y mutacional de PTPRT, asi como el
estado mutacional de los genes reparadores del ADN, seleccionados en el objetivo 4.
Esta caracterizacion va a permitir definir perfiles moleculares y asociarlos a la respuesta
de los PDTOS a los diferentes tratamientos (inhibidores de STAT3 e IT). Se esperan

generar hasta 10 modelos ex vivo de CECC.

6. Descripcion del inmunofenotipo del CECC y publicacion de las recomendaciones para
la seleccién de pacientes para recibir tratamiento con ICls. Los resultados de este
estudio no condicionaran el tratamiento de los pacientes participantes. Su aplicabilidad

en futuros estudios prospectivos se evaluaria de acuerdo con los resultados obtenidos.

A continuacion, resumimos el proyecto en la figura siguiente (Figura 33).
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Figura 33. Proyecto de investigacion futuro

Future project: Role of DNA repair and STAT3 pathways in resistance to immunotherapy
in head and neck squamous cell carcinoma
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12. ANEXOS






ANEXO 1. Equivalencias entre las escalas que evaltuan el PS

Escalas antiguas (356)

Tabla 37. Escalas antiguas de evaluacion del performance status

Grado ECOG Karnofsky
0 Completamente activo, capaz de llevara  100. Actividad normal, asintomatico
cabo las actividades que realizaba
previamente a la enfermedad sin 90. Actividad normal, sintomas minimos
limitaciones
1 Limitacion para las actividades intensas, 80. Realiza actividad normal con
pero ambulatorio y capaz de llevar a esfuerzo, sintomas minimos
cabo trabajos ligeras o sedentarias
70. Independiente para las actividades de
la vida diaria, pero incapaz de trabajar
2 Ambulatorio, independiente para las 60. Independiente para las actividades de
actividades de la vida diaria, pero la vida diaria, pero requiere ayuda
incapaz de trabajar. Mas del 50% de las ocasional
horas de vigilia fuera de la cama
50. Requiere ayuda frecuentemente y, a
menudo, cuidados médicos
3 Parcialmente dependiente para las 40. Dependiente para las actividades de
actividades de la vida diaria, mas del la vida diaria
50% de las horas de vigilia en sofa-cama
30. Requiere hospitalizaciéon aunque no
muerte inminente
4 Totalmente dependiente para las 20. Muy enfermo, hospitalizado, requiere
actividades de la vida diaria o totalmente  tratamiento sintomatico y cuidados
encamado
10. Situacién de dltimos dias
5 Muerto 0. Muerto
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Escalas actuales

Tabla 38. Escalas actuales de evaluacion del performance status

indice Karnofsky (IK) Grado Grado Estado ECOG
IK ECOG

Normal, asintomatico 100 0 Completamente activo, capaz de
llevar a cabo las actividades que
realizaba previamente a la
enfermedad sin limitaciones

Actividad normal, sintomas minimos 90 1 Completamente activo, capaz de
llevar a cabo las actividades que
realizaba previamente a la
enfermedad sin limitaciones

Realiza actividad normal con 80 1 Completamente activo, capaz de

esfuerzo, sintomas minimos llevar a cabo las actividades que
realizaba previamente a la
enfermedad sin limitaciones

Independiente para las actividades 70 2 Ambulatorio, independiente para las

de la vida diaria, pero incapaz de actividades de la vida diaria, pero

trabajar incapaz de trabajar. Mas del 50% de
las horas de vigilia fuera de la cama

Independiente para las actividades 60 2 Ambulatorio, independiente para las

de la vida diaria, pero requiere ayuda actividades de la vida diaria, pero

ocasional incapaz de trabajar. Mas del 50% de
las horas de vigilia fuera de la cama

Requiere ayuda frecuentemente y, a 50 3 Parcialmente dependiente para las

menudo, cuidados médicos actividades de la vida diaria, mas
del 50% de las horas de vigilia en
sofa-cama

Dependiente para las actividades de 40 3 Parcialmente dependiente para las

la vida diaria actividades de la vida diaria, mas
del 50% de las horas de vigilia en
sofa-cama

Requiere hospitalizacion aunque no 30 4 Totalmente dependiente para las

muerte inminente actividades de la vida diaria o
totalmente encamado

Muy enfermo, hospitalizado, requiere 20 4 Totalmente dependiente para las

tratamiento sintomatico y cuidados actividades de la vida diaria o
totalmente encamado

Situacion de ultimos dias 10 4 Totalmente dependiente para las
actividades de la vida diaria o
totalmente encamado

Muerto 0 5 Muerto

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7165009

https//oncologypro.esmo.org/Oncology-in-Practice/Practice-Tools/Performance-Scales
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ANEXO 2. Criterios RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)

Los criterios RECIST son el método estandar para monitorizar la respuesta al
tratamiento mediante las medidas unidimensionales de los tumores, obtenidas mediante
técnicas de imagen reproducible como son la tomografia computerizada, la resonancia
magnética y la tomografia por emision de positrones. Fueron desarrollados y publicados
por Therasse et al (2000), los RECIS 1.0 y revisados por Eisenhauer et al en 2009, los
RECIST 1.1.

Las lesiones pueden considerarse dianas o medibles (LM) o no diana o medibles (LNM).

Segun el cambio del sumatorio de los diametros de las LM se considera:

- Respuesta completa (RC): desaparicion de todas las lesiones medibles
(adenopatias de <10 mm)

- Respuesta parcial (RP): disminucion de, al menos, un 30% de la suma de los
diametros de las lesiones diana

- Enfermedad estable (EE): no se cumplen los criterios de RC, RP ni PE

- Progresion de enfermedad (PE): aumento de, al menos, un 20% de la suma de

los diametros de las lesiones diana

En la udltima versién, esta valoracion de respuesta puede variar en funcidon del

comportamiento de las LNM y/o de la aparicién de nuevas lesiones.

Therasse P, Arbuck SG, Eisenhauer EA, Wanders J, Kaplan RS, Rubinstein L et al. New guidelines to
evaluate the response to treatment in solid tumors. European Organization for Research and Treatment of
Cancer, National Cancer Institute of the United States, National Cancer Institute of Canada. J Natl Cancer
Inst. 2000 Feb 2; 92(3):205-16.

Eisenhauer EA, Therasse P, Bogaerts J, Schwartz LH, Sargent D, Ford R, et al. New response evaluation
criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (version 1.1). Eur J Cancer. 2009 Jan; 45(2):228-47.
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Tabla 39. Valoracion de respuesta en funcién del comportamiento de las lesiones no medibles y/o

la aparicion de nuevas lesiones en RECIST 1.1

LM LNM Nueva lesion Respuesta

RC RC No RC

RC No RC/NoPE No RP

RP No PE No RP

EE No PE No EE

PE cualquiera Si/no PE
cualquiera PE Si/no PE
cualquiera cualquiera Si PE

Tabla 40. Comparacion entre los criterios RECIST 1.0y 1.1
Criterios RECIST 1.0 RECIST 1.1

Definicion de LM

Método de medida

Adenopatias

Nimero de LM

Nuevas lesiones

Pruebas de imagen

Tamano minimo 10 mm en TC
helicoidal 0 20 mm en
convencional

Diametro mayor

No especificado

No aplicable

No aplicable

TC, RM, Radiografia de térax

Tamano minimo 10 mm en TC

Diametro mayor

Eje corto
LM>15 mm
LNM 10-15 mm
No patoldgicas <10mm

Maximo 5 lesiones en total
Maximo 2 lesiones por 6rgano

Proporciona criterios de actuacion
cuando aparece una lesiéon nueva

TC, RM, PET
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ANEXO 3. Resultados del analisis exploratorio de la serie ERBITAX

Exponemos el analisis preliminar que se realizé en 22 muestras tumorales de
pacientes con CECC R/M tratados en nuestro centro con paclitaxel y cetuximab con el
objetivo de explorar la relacion de la eficacia de la combinaciéon con los niveles de
expresion de ARNm de diferentes genes implicados en las vias de las MAPK vy otras

vias alternativas, ademas de la mutacién de TP53.

Ante los resultados de este analisis, seleccionamos la via de STAT3 (metilacion
de PRPRT, expresion de pSTAT3 y niveles de ARNm de STAT3) como objeto de

nuestro estudio en la serie ERBITAX ampliada.

Enla Tabla 41. exponemos la TR en funcion de los niveles de expresion de ARNm
de los genes explorados y de la presencia de la mutacion de TP53. Observamos que no

hay diferencias significativas en relacion con ninguno de ellos.

Tabla 41. Respuesta segun la expresion de ARNm y mutacion de diferentes genes en el analisis
exploratorio de la serie ERBITAX

TASA DE RESPUESTA (TR)

Niveles de expresion de ARNm Bajos
(%)

AXL 57,14 75 0,855
EGFR 60 66,67 1
SPHK1 44 .4 80 0,259
YAP 44 .4 80 0,259
Mutacion No Si

TP53 57 71 0,874

Tampoco encontramos diferencias significativas en la SG segun los niveles de
ARNm de AXL, EGFR, SPHK1 ni YAP1.

Observamos diferencias en la SG segun la presencia de la mutacion de TP53,
un factor pronédstico conocido, de tal manera, que los pacientes con tumores con
mutacion de TP53 alcanzaron SG significativamente inferiores a los que no la tenian (3
vs 9 meses, p 0,019) (Figura 34).
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Figura 34. SG en funcion la mutacién de TP53 en el analisis exploratorio

p=0,019
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TP53 mutado
3 meses

00 1 | | ! 1 !
0 20 40 60 80 100 120

Supervivencia Global ( meses)

A continuacién, exponemos los resultados preliminares obtenidos al combinar la
metilacion de PTPRT y la expresion de pSTAT3 medida mediante el Histoscore (HS)
comentado con anterioridad. Los pacientes cuyos tumores tenian metilacion de PTPRT
y sobrexpresién de pSTAT3 no obtuvieron ninguna respuesta, frente al 77,78 % de los
que no tenian ni metilacion de PTPRT ni sobrexpresion de pSTAT3 (p=0,033) y una SG

muy inferior al resto (Figura 35).

Figura 35: Respuesta y supervivencia global segun la metilacion de PTPRT y la sobrexpresion de
PSTATS3 por HS en el analisis exploratorio
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ANEXO 4. Analisis de la correlacion entre la metilacion de PTPRT y la

sobrexpresion de pSTAT3 segun los diferentes patélogos

Hemos descrito en el apartado de material y métodos que, por cuestiones
logisticas, la determinacion de pSTAT3 se llevd a cabo en dos fases en el tiempo, con
dos anticuerpos diferentes y valorada por dos patologos distintos.

A continuacion, detallamos los dos analisis y la correlacién de los resultados
obtenidos con la metilacion de PTPRT (Tablas 42 y 43 y Figuras 36 y 37)

2

Tabla 42. Correlacion entre la metilacion de PTPRT y la sobrexpresioén de
STAT3 en ela serie ERBITAX segun el analisis del patélogo A

pSTAT3 2 y/o 3
NO |
PTPRT Metilado 5 7 12
No metilado 0 10 10
Total 5 17 22
Fisher 0,03

Figura 36. Correlacion entre la metilacion de PTPRT y la sobrexpresion de
STATS3 en ela serie ERBITAX segun el analisis del patélogo A

8

Sobrexpresion
pSTAT3

Wno
MEsi

PTPRT no metilado PTPRT metilado
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Tabla 43. Correlacion entre la metilacion de PTPRT y la sobrexpresién de
STAT3 en ela serie ERBITAX segun el analisis del patélogo B

pSTAT3 2 y/o 3
NO Sl
PTPRT Metilado 5 2 7
No metilado 1 3 4
Total 6 5 1
Fisher 0,197

Figura 37. Correlacion entre la metilacion de PTPRT y la sobrexpresion de
STATS3 en ela serie ERBITAX segun el analisis del patélogo B

Sobrexpresion
pSTAT3

@no
Esi

PTPRT no metilado PTPRT metilado
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ANEXO 5. Anexo de resultados

Correlacion de los parametros clinicos con activacion de la via STAT3

Tabla 44. Distribucion de la metilacion de PTPRT segun los parametros clinicos

en la serie ERBITAX

Total No metilado Metilado p
N=34 N=20 N=14
Cetuximab previo, n (%): 0.627
Si 514.7%) 2100%) 3(21.4%)
No 29 (853%) 18 (90.0%) 11 (78.6%)
Taxano previo, n (%): 0.252
Si 10 (29.4%) 4(200%)  6(42.9%)
No 24 (70.6%) 16 (80.0%) 8 (57.1%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.155
0 9(265%) 6@3B00%) 3(21.4%)
1 21 (61.8%) 10(50.0%) 11 (78.6%)
2 4(11.8%) 4 (20.0%) 0 (0.0%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.126
0-1 30 (88.2%) 16 (80.0%) 14 (100.0%)
2 4(11.8%) 4(20.0%) 0 (0.0%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.704
0 9(265%) 6@3B00%) 3(21.4%)
1-2 25 (73.5%) 14 (70.0%) 11 (78.6%)
Reaccién acneiforme, n (%): 0.529
0 514.7%) 2100%) 3(21.4%)
1 9(265%) 7@B50%) 2(143%)
2 15 (44.1%) 8(40.0%) 7 (50.0%)
3 5(147%) 3(150%) 2(14.3%)
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Tabla 45. Distribucion de la sobrexpresion de pSTAT3 segtin los parametros clinicos

en la serie ERBITAX

Total Presente Ausente P
N=33 N=22 N=11
Cetuximab previo, n (%): 0.143
Si 5(0152%) 5@22.7%) 0(0.0%)
No 28 (84.8%) 17 (77.3%) 11 (100.0%)
Taxano previo, n (%): 0.430
Si 10 30.3%) 8 (364%) 2(18.2%)
No 23 (69.7%) 14 (63.6%) 9 (81.8%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.316
0 8(242%) 4(182%) 4(364%)
1 21 (63.6%) 16 (72.7%) 5 (45.5%)
2 4(12.1%) 209.1%) 2(18.2%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.586
0-1 29 (87.9%) 20(90.9%) 9 (81.8%)
2 4(12.1%) 209.1%) 2(18.2%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.391
0 8(242%) 4(182%) 4(364%)
1-2 25 (75.8%) 18 (81.8%) 7 (63.6%)
Reaccion acneiforme, n (%): 0.702
0 5(0152%) 4(182%) 1(9.1%)
1 9273%) 70@31.8%) 2(18.2%)
2 14 (42.4%) 8 (364%) 6 (54.5%)
3 5(152%) 3(13.6%) 2(18.2%)
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Tabla 46. Distribucion de los niveles de expresion de ARNm de STAT3 segin

los parametros clinicos en la serie ERBITAX

Total Bajos Altos P
N=21 N=14 N=7
Cetuximab previo, n (%): 1.000
Si 1 (4.8%) 1 (7.1%) 0 (0.0%)
No 20 (952%) 13 (92.9%) 7 (100.0%)
Taxano previo, n (%): 1.000
Si 4(190%) 3(214%) 1(14.3%)
No 17 (81.0%) 11 (78.6%) 6 (85.7%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.023
0 6 (28.6%) 6(429%) 0(0.0%)
1 12 (57.1%) 5(35.7%) 7 (100.0%)
2 3(143%) 3(214%) 0(0.0%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.521
0-1 18 (85.7%) 11 (78.6%) 7 (100.0%)
2 3(143%) 3(214%) 0(0.0%)
PS en el momento de la recidiva, n (%): 0.061
0 6 (28.6%) 6(429%) 0(0.0%)
1-2 15 (714%) 8 (57.1%) 7 (100.0%)
Reaccién acneiforme, n (%): 0.491
0 1 (4.8%) 0 (0.0%) 1 (14.3%)
1 6 (28.6%) 5(35.7%) 1(14.3%)
2 10 (47.6%) 6 (429%) 4(57.1%)
3 4(190%) 3(214%) 1(14.3%)
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SLP segun los parametros de activacion de la via STAT3

Figura 38. Supervivencia libre de progresion segun la metilacion de PTPRT en la serie
ERBITAX
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Figura 39. Supervivencia libre de progresion segun la sobrexpresiéon de pSTAT3 en la
serie ERBITAX
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Figura 40. Supervivencia libre de progresién segun los niveles de ARNm de STAT3

en la serie ERBITAX
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Figura 41. Supervivencia global segun la metilacion de PTPRT en la serie ERBITAX
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Figura 42. Supervivencia global segun la sobrexpresiéon de pSTAT3 en la serie ERBITAX
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Figura 43. Supervivencia global seguin los niveles de ARNm de STAT3 en la serie ERBITAX
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Supervivencia desde el diagndstico sequn los parametros de activacion STAT3

Figura 44 Supervivencia desde el diagndstico segun la metilacion de PTPRT en la serie ERBITAX
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Figura 45. Supervivencia desde el diagnostico segtin la sobrexpresion de pSTAT en la serie

ERBITAX
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Figura 46. Supervivencia desde el diagndstico segun los niveles de ARNm de STAT3 en
la serie ERBITAX
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Papel de los niveles de ARNm de 53BP1 en la eficacia de ERBITAX

Tabla 47. Respuesta segun los niveles de expresion de ARNm de 53BP1 en la serie
ERBITAX

Total Respuesta No respuesta o no valorable p
N=21 N=12 N=9
53BP1, Mediana [RIQ] 32[2.1;53] 3.2[1.9;5.5] 3.6[2.7;49] 0.569
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Supervivencia libre de progresion

Supervivencia global

Figura 47. Supervivencia libre de progresion segtin los niveles de ARNm de 53BP1 en
la serie ERBITAX
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Figura 48. Supervivencia global segun los niveles de ARNm de 53BP1 en la serie
ERBITAX
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Papel del VPH en la eficacia de ERBITAX

Figura 49. Supervivencia libre de progresion en el carcinoma de orofaringe segtin la relacion
con el HPV en la serie ERBITAX
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Figura 50. Supervivencia global en el carcinoma de orofaringe segtin la relaciéon
con el HPV en la serie ERBITAX
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ANEXO 6. The Human Protein Atlas
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Figura 51. Niveles de ARNm de STAT3 segun el tipo de tumor en The Human Protein Atlas

TCGA dataset'
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Figura 52. Niveles de expresion de proteina STAT3 segun tipo de tumor en The Human

Protein Atlas
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Figura 53. SG segun los niveles de ARNm STAT3 en The Human Protein Atlas
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Background: Paclitaxel and cetuximab (ERBITAX) is widely used in platin-unfit R/M
HNSCC P. STAT3 signaling hyperactivation has been reported to promote development
and progression of HNSCC. PTPRT protein acts as a negative regulator of STAT3. Loss
of PTPRT function by mutation or promoter hypermethylation induces STAT3 phos-
phorylation and pathway activation. Paclitaxel decreases STAT3 phosphorylation and
transcriptional activity in cell lines. Also, STAT3 is involved in epidermal growth factor
receptor pathway, suggesting that may have a role in the response to cetuximab.

Methods: 34 P with R/M HNSCC treated with ERBITAX between 2008 and 2017 with
available histological sample, clinical information and data on treatment efficacy were
included in this retrospective study. STAT3 transcriptional levels were analyzed in 21
of 34 samples using TagMan expression assays and quantitative real-time PCR
technique. Cut-off point between high and low levels was the median value. Phos-
phorylated and therefore activated STAT3 form (pSTAT3) was analyzed by immuno-
histochemistry stratifying activation levels as 0, 1, 2 or 3+ PTPRT promoter
hypermethylation was analyzed by methylation-specific PCR (MSP).

Results: 41% of tumors showed PTPRT promoter hypermethylation, significantly
associated with a lower response rate (RR) (21 vs 60%, p=0,026). pSTAT3 over-
expression (2 and/or 3+) was detected in 67% of tumors and was correlated with a
non-statistically significant lower RR (36 vs 54%, p=0,32), similar to STAT3 mRNA
transcriptional levels (43 vs 64%, p=0,098). PTPRT hypermethylation was correlated
with pSTAT3 overexpression (p=0,006) but not with the expression levels. Overall
survival of P whose tumors had PTPRT hypermethylated or pSTAT3 overexpressed
was lower than those who did not have (6 vs 9 months), but this difference was not
statistically significant.

Conclusions: Despite the limitations of this retrospective analysis with a small number
of P, STAT3 pathway could be an interesting biomarker and therapeutic target that
deserves further investigation in HNSCC.
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Activation of the Wnt/PCP signaling pathway is an adverse
prognostic predictor in patients with low grade glioma (LGG)

L. Su, X.N. Li, C. Yan, Y.F. Yang

Medical Science and Research, Beijing Genetron Health Genetic Technology Co., Ltd.,
Beijing, China

Background: Previous studies have shown that Wnt/ planar cell polarity (PCP)
pathway activation negatively correlates with survival in glioblastoma (GBM) patients.
However, the role of the Wnt/PCP pathway in LGG development has not been
elucidated. Although LGG patients have better prognosis compared to GBM patients,
a small proportion of LGG patients show poor survival and no associated molecular/
pathological factors have been found.

Methods: We integrated data of 510 LGG patients from The Cancer Genome Atlas
(TCGA) and 375 LGG patients from the Chinese Glioma Genome Atlas (CGGA) data-
base. All transcriptomic data were unified to remove batch effects and normalized as
transcript per million base (TPM). Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) of Wnt/PCP
singnaling pathway were evaluated by ssGSEA. Multivariate Cox model was used for
survival analysis. Differential expression (DE) analysis was performed using edgeR, DE
genes were identified based on if FC>2 and q value < 0.05. Feature selection was
done using LASSO with A equal to 0.082. Logistic regression was trained on TCGA
dataset with CV, nfolds was as large as the sample size. CGGA dataset was used as an
independent validation set. Statistical differences between groups was evaluated
using Wilcoxon signed-rank test.

Results: Top DE genes between Wnt/PCP high/low groups were enriched in blood-
brain barrier (BBB) related pathways (q value < 0.05). We found DKK1, SFRP1 and
SFRP2 in Wnt antagonist Dickkopf and sFRP gene families were significantly overex-
pressed in the Wnt low group (P= 0.05). Survival analysis on the TCGA dataset
showed that activity of the Wnt/PCP pathway significantly affected LGG patient
survival. The survival difference remained significant (P = 0.01) when evaluated by
multivariate Cox model adjusting for known confounders, including IDH mutations,
MGMT methylation status and cancer grade. LASSO identified 14 genes that mostly
contribute to Wnt activation. Logistic regression model was trained on 358 TCGA
samples using these selected genes, the model showed high accuracy in training set
(AUC = 0.924) as well as in an independent CGGA validation set (AUC = 0.93). The
median survival was 113 and 51 months for the Wnt low and high groups,
respectively.

Conclusions: Our analysis indicated that activity of Wnt may be an independent
adverse predictor of LGG patient survival. In addition, a set of key genes were
selected and can be conveniently used in the clinical setting for prognosis of LGG
patients.

Legal entity responsible for the study: Beijing Genetron Health Genetic Technology
Co., Ltd.

Funding: Beijing Genetron Health Genetic Technology Co., Ltd.

Disclosure: L Su, X.N. Li, C. Yan, Y.F. Yang: Full/Part-time employ : Beijing Health
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{ 967P ] Metastases harbored in the maxillofacial region: A retrospective
review of patient and tumour characteristics

S. Turgeman

Oral and Maxillofacial Surgery, Rambam Health Care Campus, Haifa, Israel

Background: Maxillofacial metastases from distal primary sites are rare, accounting
for less than 1% of all newly diagnosed cancer in the head and neck region. Clinical
manifestation is non-specific and lesions are often misdiagnosed as benign or in-
flammatory conditions. The purpose of this study was to thoroughly describe cases of
maxillofacial metastases, evaluating both patient and tumor characteristics, and to
explore associations with treatment delivered.

Methods: In this retrospective review, we collected data from the hospital registry of
patients diagnosed with cancer in the maxillofacial region over a ten year period
(from 2008 to 2018). Patients with a metastatic lesion that was supported radio-
logically and verified histologically were included in the study.

Results: Our initial cohort included 350 patients diagnosed with cancer in the
maxillofacial region. Of these, 10 patients (7 men, 3 women) were shown to have
metastatic lesions. Mean patient age was 60.7 and ranged between 48 to 73. Pre-
senting symptoms included trismus and masseteric hypertrophy in 40% of cases.
Primary malignancies most commonly originated in the lung, breast, and prostate,
respectively, and the majority (80%) of tumors were adenocarcinomas. Non of these
metastases were the presenting lesion of a systemic cancer. Tumors were more
frequently located in the mandible than other maxillofacial sites (50%), and appeared
in both bony and soft tissue regions. Radiological changes to the periosteum were
most commonly observed. In 20% of cases, treatment was delayed due to mis-
diagnoses as acute infection or osteomyelitis.

Conclusions: Suggestive clinical presentation should alert a physician to a potential
metastatic lesion in the head and neck region, and prompt a biopsy procedure.
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ANEXO 8. Reflexion final de la autora

En el afio 2004 inicié esta tesis con mucha ilusion. Decidi continuar con la linea
de investigacion del servicio, en ese momento liderada por el Dr. Rosell, y evaluar el
papel de los genes reparadores del ADN en el tratamiento de los tumores de cabeza y
cuello, con muchas expectativas de encontrar resultados interesantes. Era una oncéloga
inexperta, pero tenia el motor de la frescura y la ilusién de aprender e investigar (aun
recuerdo mis horas en el Archivo del hospital entre esas carpetas enormes y llenas de
polvo). Diecisiete afios mas tarde, con muchos cambios en mi vida personal y
profesional e incluso una pandemia, he conseguido depositar la tesis y me gustaria
hacer una breve reflexién de cémo han sido, qué he aprendido y qué han supuesto para

mi.

Lo primero que he de decir es que, al menos para un oncélogo médico, investigar
no es facil. En primer lugar, el dia a dia es muy intenso, horas extras por sobrecarga de
trabajo, cansancio fisico, empatia con los pacientes que te genera sentimientos de
culpabilidad en muchas ocasiones, en definitiva, una gran carga asistencial que no deja
tiempo ni fuerzas para hacer muchas cosas mas. En segundo lugar, los recursos
economicos y de infraestructura técnica y humana (bidlogos, estadisticos, patdlogos,
etc.) no siempre estan disponibles y, al final, dependes de favores y de la buena voluntad
de los compafieros. En definitiva, embarcarse en la realizacion de una tesis supone un
gran esfuerzo personal y restar horas al descanso personal, autocuidado, disfrute de la
familia y de los amigos. He de decir que en algunos momentos he estado a punto de

“tirar la toalla” y no le encontraba sentido a lo que estaba haciendo.

Pero, desde que era una nifia, me ensefiaron que hay que quedarse con lo bueno
de las cosas y asi lo he hecho. Me quedo con todo lo que he aprendido, de los tumores
de cabeza y cuello, de su biologia, de estadistica y jhasta de Microsoft Word!. El haber
evolucionado como oncologa médica a lo largo de estos 17 afios me ha ayudado
apreciar conceptos que probablemente no hubiera entendido o dado la importancia que
tienen un tiempo antes. He aprendido a valorar el trabajo en equipo en la investigacion.
Es la clave para avanzar y evolucionar, tanto a nivel de conocimientos como a nivel
personal. Cuando las cosas no van como esperas, siempre encuentras unas palabras
de aliento y una solucién a los problemas. Y, por ultimo, pero no menos importante, me
quedo con los pacientes, con su total colaboracion en todos los proyectos que se les
ofrece, sus palabras y gestos que hacen que el peor de los dias cambie radicalmente.
Ese “doctora, estudie mucho para curarme” o “gracias por buscar todos los tratamientos

para curarme” es el motor para seguir adelante.
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Espero que esta tesis tenga una continuidad en el futuro y que me abra puertas
a mas proyectos, asi como que pueda ayudar a mejorar el pronostico y la calidad de

vida de los pacientes con cancer de cabeza y cuello, muchas veces olvidados.
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