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La capacidad de invasion local, de afectacion regional y afectacion a distancia
del carcinoma escamoso de cabeza y cuello depende en gran medida de la
posibilidad de progresion a través de la membrana basal, epitelio a partir del
cual se origina, y a través de la matriz extracelular subyacente. En este sentido,
las metaloproteinasas (MMPs) juegan un papel instrumental en la adquisicidn
de la capacidad invasiva por parte del tumor.

Para que las células tumorales adquieran la capacidad de invasion y
metastasis deben: 1.- desarrollar movilidad, 2.- modificar los patrones
habituales de adhesion celular, y 3.- tener la capacidad de remodelar la matriz
extracelular.

Desde los afios 80 se reconoce que las MMPs cuentan con la capacidad de
degradar componentes de la matriz extracelular, facilitando la invasion local del

tumor y la posible diseminacién metastasica®.
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1.- LA MATRIZ EXTRACELULAR.

La matriz extracelular es una entidad estructuralmente compleja que
proporciona soporte a las células. Desde el punto de vista de su composicioén,
cuenta con tres grandes clases de biomoléculas (Figura 1):

- proteinas estructurales: colageno y elastina

- proteinas especializadas: laminina, fibronectina

- proteoglicanos.
Considerada inicialmente como un elemento de soporte pasivo, hoy en dia se
reconoce su papel como un componente mayor en la regulacién de la actividad
celular. Las moléculas que componen la matriz extracelular participan en el
desarrollo apropiado de los tejidos y su mantenimiento, jugando un papel
fundamental en los procesos de cicatrizacion y oncogénesis. Los cambios en la
composicion de la matriz extracelular contribuyen al proceso carcinogénico, la
proliferacion celular y al desarrollo de tumores. Los cambios en los
componentes de la matriz y los resultantes en los receptores celulares
especificos, conocidos como integrinas, juegan un papel esencial en la

transformacion del epitelio escamoso hacia carcinoma.
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Figura 1: Componentes de la matriz extracelular.
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Las integrinas son una familia de receptores celulares de superficie que
median las interacciones entre la célula y la matriz extracelular, anclando el
citoesqueleto al ambiente extracelular. Cada integrina esta compuesta por una
subunidad o y una B. Las vias de sefalizacion intracelular mediadas por
integrinas controlan el crecimiento celular, la diferenciacién, la apoptosis, los
cambios en el citoesqueleto, la migracion celular y la capacidad de invasion®.
El colageno es la proteina mas abundante a nivel de la matriz extracelular. Los
colagenos son sintetizados de forma predominante por los fibroblastos, si bien
las células epiteliales también cuentan con la capacidad de sintetizar este tipo
de proteinas. El colageno es secretado en el espacio extracelular en forma de
un precursor (procolageno), que es sometido a la accion de unas proteasas
especificas, y a partir de aqui se produce la polimerizacion de las moléculas
para dar lugar a la formacion de las fibrillas de colageno.
Existen al menos 30 genes que codifican proteinas que, combinadas entre si,
dan lugar a mas de 20 variedades de fibrillas de colageno. Las diferentes
moléculas de colageno pueden ser divididas en diversas familias en funcion de
los tipos de estructura a los cuales dan lugar:

- fibrilares de cadena larga: I, II, Ill, V, XI

- fibrilares de cadena corta: VIII, X

- asociados a fibrillas: IX, XII, XIV

- de membrana basal: IV

- otros: VI, VII, XllI
Los tipos I, Il y lll son los mas abundantes y forman fibrillas de estructura
similar. El tipo IV forma un reticulo bidimensional y es el componente principal

de las membranas basales.
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La elastina, en contraste con el colageno, da elasticidad a los tejidos. La
elastina es sintetizada por los fibroblastos y las células de musculatura lisa.

Las fibronectinas son proteinas que conectan las células con las fibras
colagenas presentes en la matriz extracelular, permitiendo a las células el
desplazamiento a través de dicha matriz. Las fibronectinas se unen al colageno
y a las integrinas presentes en la superficie celular, permitiendo Ila
reorganizacion del citoesqueleto y facilitando el movimiento de las células.

Las lamininas son glicoproteinas que se encuentran a nivel de la membrana
basal formando unas redes con las fibras de colageno tipo 1V, participando
ademas en los procesos de adhesion celular.

Finalmente, los proteoglicanos son polimeros de carbohidratos que se
encuentran habitualmente asociados a proteinas presentes en la matriz
extracelular. Cuentan con una carga negativa neta que atrae de forma activa
iones de sodio cargados positivamente, que a su vez por un proceso de
osmosis reclutan moléculas de agua, manteniendo hidratados tanto la matriz
extracelular como las células residentes. Ademas pueden jugar un cierto papel

al atrapar y almacenar factores de crecimiento a nivel de la matriz extracelular.
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2.- MECANISMOS DE INVASION Y METASTASIS.

La infiltracién tumoral y la metastatizacion son unos procesos dinamicos que
comportan interacciéon entre las células tumorales y el tejido no tumoral
subyacente. Esta serie de fendmenos resultan de la existencia de alteraciones
en los mecanismos de adhesion de las células entre si y de éstas con el
substrato, la adquisicién por parte de las células tumorales de la capacidad de
migracion, y la existencia de procesos de protedlisis y degradacion de la
membrana basal y la matriz extracelular.

La Figura 2 esquematiza los pasos secuenciales correspondientes a la
adquisicidon por parte de las células tumorales de la capacidad de invasiéon y

metastasis.
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Figura 21: Pasos secuenciales de la cascada metastasica.

El proceso de metastasis se inicia con un tnico desprendimiento del tumor primario. La
progresién a metastasis requiere que células tumorales individuales se adhieran o invadan
a través de la membrana basal, migren a través de la matriz extracelular y luego entren en
los vasos sanguineos o linfaticos, donde pueden diseminarse a distancia.
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El proceso se inicia con la progresion de las células tumorales a través de la
membrana basal del epitelio a partir del cual se origind6 el carcinoma,
compuesta principalmente por colageno tipo IV, laminina y el proteoglicano
heparan sulfato. A continuacion las células deben iniciar una migracion vy
proliferacion celular en la matriz extracelular subyacente. Los fenbmenos de
metastatizacidn comprenden la progresién del tumor a través de la matriz
extracelular hasta alcanzar las estructuras vasculares vy linfaticas, la
intravasacion de las células tumorales y su diseminacion, y finalmente la
extravasacion y proliferacion en los érganos diana correspondientes.

Toda esta serie de acontecimientos depende de la activacion de un gran
numero de vias metabdlicas que regulan cada uno de los acontecimientos
necesarios para la consecucion de los fenomenos de invasion y metastasis. La

Figura 3 ejemplifica la complejidad de los mecanismos implicados'.
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Figura 3': Elementos de transduccién de sefiales importantes para la invasién y metastasis de carcinomas
escamosos de cabeza y cuello(CECC).

La unioén del ligando de EGFR induce la autofosforilacién en cinco sitios de la tirosina intracelular, fosforilando la
PLCg-1. La PLCg-1 hidroliza el PIP2 en DAG e IP3, que libera gelsolina, una proteina que modifica los filamentos
de actina. La liberacién de IP3 aumenta el calcio intracelular. El calcio intracelular y el DAG activan la PKC. Todas,
la gelsolina, el calcio y la PKC sirven para aumentar la motilidad a través de la adhesién y las alteraciones del
citoesqueleto de actina. Los componentes de la matriz extracelular (MEC) como la fibronectina, el complejo
integrina avhh6 y Fyn activada, activan la via de degradacién de la matriz: el uPA, la MMP-3 y la MMP-9. El uPA
convierte el plasminégeno en plasmina, que posteriormente activa a la MMP-3, que luego activa a la MMP-9. La
activacion del EGFR también aumenta la activacion de las MMPs, particularmente la MMP-9. La mayor activaciéon
de MMPs mejora la degradacién proteolitica de los componentes de la matriz y por ende, facilita la invasién y
metastasis de las células tumorales de los CECC.

PIP2, fosfatidilinositol (4,5) bifosfonato; PLCg-1, fosfolipasas C gamma 1; IP3, inositol-trifosfato; DAG, diacilglicerol; PKC, protein kinasa
C; EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico; pY, fosfotirosina; uPA, activador del plasminégeno de urokinasa.
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La activacién del receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) de la célula
tumoral por parte de sus ligandos especificos comporta la activacion de
diferentes vias moleculares que facilitan la movilizacién celular. Por otra parte,
la interaccion de integrinas y fibronectina activa vias metabdlicas que favorecen
la degradaciéon de la matriz extracelular a partir de la accion de las
metaloproteinasas (MMPs). Ademas, ambas vias metabdlicas interactuan, de
manera que la activacién de EGFR ejerce un efecto sobre la actividad de las
MMPs.

Del esquema anterior se deduce la importancia de determinadas moléculas con
actividad proteasa, como son las MMPs, en los mecanismos que facilitan la
progresion tumoral de los tumores malignos en general y de los carcinomas

escamosos de cabeza y cuello en particular.
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3.- PAPEL DE LAS PROTEASAS EN EL DESARROLLO DE LOS TUMORES.

Las proteasas son moléculas que juegan un papel fundamental en multiples
procesos biolégicos y que se asocian con una gran variedad de situaciones
patologicas, entre ellas el cancer. Las proteasas actuan como enzimas con una
capacidad altamente selectiva de degradar substratos especificos, con
influencia en el comportamiento y la supervivencia celular.

El degradoma humano— conjunto completo de proteasas producidos por las
células humanas- consiste en al menos 569 proteasas y homodlogos de las
proteasas distribuidos en cinco clases: MMP (n=194), proteasas relacionadas
con la serina (n=176), cisteina (n=150), treonina (n=28) y el acido aspartico

(n=21). La Figura 4 muestra los componentes del degradoma humano.

Figura 4: Componentes del degradoma humano.
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En 1946 Fisher propuso que la actividad proteolitica asociada al tumor podria
ser responsable de la degradacion de la matriz extracelular y de la subsiguiente
invasiéon del tejido normal subyacente4. A partir de 1970 empezaron a
identificarse especificamente diferentes proteasas, unas pertenecientes a la
familia de las MMPs y otras asociadas a serina y cisteina, la mayoria con
actividad promotora de la aparicion de metastasis.

En el metabolismo de las células tumorales, las proteasas participan y regulan
procesos que incluyen la proliferacion, adhesion, migracion, diferenciacion,
angiogénesis, envejecimiento, autofagia, apoptosis y evasion del sistema
inmune.

Las proteasas se pueden clasificar en intracelulares y extracelulares. La
actividad de las proteasas intracelulares se asocia en general con la retirada o
metabolizacién de sustancias dafadas o no deseables a nivel celular. La
organizacion de estas enzimas intracelulares en cascadas proteoliticas actua
como un mecanismo de proteccién. De hecho, existen ejemplos en los que la
existencia de mutaciones provoca la pérdida de su funcién, induciendo o
favoreciendo los fendbmenos de carcinogénesis, actuando como supresores de
tumores en un sentido clasico.

Las proteasas intracelulares se han dividido en tres clases de acuerdo a su
accioén: i.-Serin-proteasas, como las Catepsinas (A, G, y R), Uroquinasas,
treonin-proteasas; ii.- Cistein-proteasas, como las Catepsinas (B, B2, C, H, I, J,
K,L,M,N, O,P, S, T,y X), las Caspasas y las Calpainas (I y Il); iii.- Aspartato-
proteasas, como las Catepsinas (D y E). Las Caspasas, juegan un papel

fundamental en la muerte celular programada o apoptosis.
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Por el contrario, las proteasas extracelulares suelen encontrarse relacionadas
con mecanismos que facilitan la carcinogénesis, encontrandose habitualmente
sobreexpresadas en los tumores, con frecuencia como consecuencia de una
activacién de las vias de transcripcion. De todas formas, hoy en dia se conoce
que no todas estas proteasas extracelulares juegan un papel favorecedor del
tumor, contando algunas de ellas con un efecto antitumoral’. Entre las
proteasas extracelulares y pericelulares se encuentran las MMPs,
desintegrinas, neprilisinas, catepsinas, calicreinas, prostasinas y la dipeptil

peptidasa 4.
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4.- METALOPROTEINASAS (MMPs)

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

A partir de su secrecion por parte de las células, las MMPs han demostrado su
participacion en muchos procesos fisioldgicos, incluyendo el recambio celular
de los tejidos y los fendmenos de reparacion durante la implantacion del
blastocito, la involucién de la mama post lactancia o la reabsorcién ésea. Dado
que el colageno representa la principal proteina estructural en todos los tejidos
y el principal obstaculo para la migracion de las células, desde un inicio se
postulé que la actividad de las enzimas colagenoliticas jugarian un papel

fundamental al facilitar la diseminacion de las células tumorales.

4.1.- Caracteristicas guimicas y funcion.

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

del dominio catalitico (Figura 5).
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‘ Figura 5: Componentes estructurales basicos de las MMPs.

La mayoria de MMPs son secretadas como formas inactivas, con un propéptido
que debe ser liberado para conseguir la forma activa de la enzima. El
propéptido contiene un residuo rico en cisteina que interactia con el Zn?* en la

zona catalitica y previene la unién del substrato.

4.2.- Clasificacion de las MMPs.

Inicialmente, las MMPs fueron nombradas en base a su funcién especifica,
basada en el substrato sobre la que actuaban. A medida que aumentd el
numero de moléculas pertenecientes a la familia de las MMPs se decidid
nombrarlas a partir del nombre genérico de MMPs con un sufijo numérico
correspondiente al orden de descripcion. En la actualidad se encuentran

descritos hasta 25 tipos diferentes de MMPs.

Un dato a tener en cuenta en el momento de evaluar de forma conjunta las
MMPs es que los sufijos 4, 5 y 6 han sido abandonados, de manera que no

existen MMPs con dicha numeracion.



La Tabla 1 enumera las MMPs descritas hasta el momento.

MMP-1 colagenasa 1
MMP-2 gelatinasa A
MMP-3 estromelisina 1
MMP-7 matrilisina 1
MMP-8 colagenasa 2
MMP-9 gelatinasa B
MMP-10 estromelisina 2
MMP-11 estromelisina 3
MMP-12 Metaloelastasa
MMP-13 colagenasa 3
MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-18 colagenasa 4
MMP-19 estromelisina 4
MMP-20 Enamelisina
MMP-21 XMMP (Xenopus)
MMP-22 CMMP (Chicken)
MMP-23 cisteina MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP
MMP-26 matrilisina 2
MMP-27 CA

MMP-28 CA-MMP epilisina

25

Tabla 1: Tipos de MMPs descritas en vertebrados junto con su denominacién comun.
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Existen diferentes formas de clasificar las MMPs:

4.2.1.- Clasificacion evolutiva.

Desde un punto de vista evolutivo y a partir de métodos bioinformaticos que
comparan las secuencias primarias de las MMPs, se han sugerido los
siguientes grupos de MMP.

- MMP-19.

- MMP-11, -14, -15, -16 y -17.

- MMP-2 y -9.

- todas las demas MMPs.

4.2.2.- Clasificacion funcional.

De los diferentes métodos de clasificacion, el mas utilizado es el que las agrupa
en parte en funcion del la especificidad del substrato sobre el que actuan, y en
parte en funcion de la localizacion celular que ocupan. Estos grupos son:

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

- gelatinasas: MMP-2, -9.

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

- matrilisinas: MMP-7, -26.

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

- metaloelastasas: MMP-12

- enamelisina: MMP-20

- otras: MMP-19, -21, -22, -23, -27, -28.
Las colagenasas son capaces de degradar las fibras colagenas, siendo las
unicas enzimas en los mamiferos que cuentan con dicha capacidad.

Tradicionalmente las colagenasas han agrupado las MMPs 1, 8, 13, y 18.
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Adicionalmente, la MMP-14 ha mostrado capacidad de degradaciéon del
colageno.

El substrato fundamental de las gelatinasas es el colageno tipo IV y la gelatina.
Estas enzimas se distinguen por la presencia de un dominio adicional insertado
en la unidad catalitica. Esta region adicional queda posicionada
inmediatamente antes que la zona Zn%*, sin alterar la estructura de la zona
activa. Las gelatinasas son las MMP-2 y MMP-9.

Las estromelisinas muestran una amplia capacidad para adherirse a diversas
proteinas de la matriz extracelular, pero no cuentan con actividad sobre las
fibras colagenas. Los tres miembros canonicos de este grupo son las MMP-3,
MMP-10 y MMP-11.

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

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

Cada vez queda mas claro que estas agrupaciones son artificiales, ya que
existen MMPs que no encajan en alguno de estos grupos tradicionales. Asi, se
ha descrito la enamelisina o MMP 20, que es una MMP con actividad especifica
a nivel dentario y que se expresa durante las fases iniciales del desarrollo
dental; o las MMP- 19, -21, -22, -23a, -23b, -27 y -28 que no se adscriben a

ninguno de los grupos citados.
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4.2.3.- Clasificacion sequn la localizacion de su lugar de accion.

Otro método de clasificacion de las MMPs se refiere a la localizacion de su
lugar de accién. Desde este punto de vista, las MMPs pueden ser clasificadas
en MMPs de membrana, que incluyen de forma exclusiva al grupo de MMPs

transmembrana, y MMPs secretadas, que incluye al resto de MMPs.

4.2.4- Clasificacion sequn su estructura.

Por ultimo, existe otro método de clasificacion que agrupa las diferentes MMPs
en funcidén de su estructura. De acuerdo con esta clasificacion, las MMPs se
dividen en:
- MMPs arquetipicas: incluye MMPs con una estructura estandar,
agrupando las colagenasas (MMP-1, -8, -13 y -18), las estromelisinas
(MMP-3 y -10) y otras MMPs como la metaloelastasa (MMP-12),
enamelisina (MMP-20) y las MMP-19 y MMP-27
- Matrilisinas: formadas por los dominios minimos requeridos para la
secrecion, latencia y actividad catalitica, agrupando a la MMP-7 y MMP-
26.
- Gelatinasas: contienen unos modulos suplementarios de fibronectina
tipo Il en la unidad catalitica que mejoran la capacidad para la
degradacion de colageno y gelatina. Incluyen a las MMP-2 y MMP-9.
- MMP activable-convertasa: incluyen en el propéptido una insercién
sobre la que actua una proteasa furina-like. Las MMPs pertenecientes a
este grupo pueden ser segregadas o quedar ancladas a nivel de la
membrana celular. Entre las segregadas pertenecientes a este grupo se
encuentran la estromelisina MMP-11, la epilisina (MMP-28) y la MMP-21.

Entre las asociadas a membrana se agrupan la MMP-14, MMP-15,
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MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25. La MMP-23 A y B, que también
se incluyen en este grupo, se caracterizan por la presencia de un

dominio similar a una inmunoglobulina en la regién C-terminal.

La Figura 6 esquematiza la distribucion de las diferentes MMPs clasificadas en

funcién de su estructura.
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Figura 6: Clasificacién de las MMPs en funcién de su estructura. TM-I, dominio transmembrana
tipo 1 y tipo II; GPI, glicosil-fosfatidil-inositol; CA, formacion de cisteina.
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A continuacion se detallan algunas de las caracteristicas mas relevantes de las
MMPs que se han identificado de forma mas habitual en los pacientes con

carcinomas escamosos de cabeza y cuello.

5.1.- MMP1.

Conocida como colagenasa intersticial, se encuentra relacionada con procesos
de degradacion fisiologica de la matriz extracelular en el desarrollo embrionario
o la remodelacion tisular. Participa en la degradacion de las fibras de colageno
tipos I, 11, 1ll, V, VIl y VIII, y de la gelatina. El gen responsable de su codificacion
forma parte de un grupo de genes para las MMPs localizados en el

cromosoma11g22.3.

Figura 7: Estructura de la MMP-1 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.2.- MMP2.

Conocida como gelatinasa A o gelatinasa 72-kDa, ejerce su actividad
proteolitica sobre las fibras de colageno tipo IV, que es el componente
estructural mas importante de las membranas basales. Ademas, cuenta como
substrato a las fibras de colageno V, VIl y X, gelatina, laminina, elastina y
fibronectina. Fisiologicamente, la MMP-2 participa en el desarrollo embrionario,
la angiogénesis, la ovulacion, la involucion mamaria y la cicatrizacion. La
MMP-2 se encuentra también involucrada en la formacion osteoblastica de
hueso y/o la inhibicién de la reabsorcién osteoclastica. Su actividad queda
regulada por la accion de las trombospondinas. El gen responsable de la

codificacion de esta proteina se encuentra ubicado en el cromosoma 16q13-

g21.

Figura 8: Estructura de la MMP-2 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.3.- MMP-3.

Conocida como estromelisina 1, actia metabdlicamente sobre las fibras de
colageno I, IV, IX, X y Xl, asi como sobre la gelatina, elastina, fibronectina,
proteoglicanos del cartilago y pro-MMP-1. La MMP-3 se encuentra implicada en
los mecanismos de cicatrizacion, participando en la progresion de los

fendmenos de ateroesclerosis. El gen que codifica la proteina se localiza en el

cromosoma 11922.3.

Figura 9: Estructura de la MMP-3 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.4.- MMP-7.

Conocida también como matrilisina, su funcion es llevar a cabo la degradacion
del colageno tipo IV, gelatina, proteoglicanos, fibronectina, elastina y caseina.
Se diferencia de la mayoria de los miembros de la familia de las MMPs en el
hecho de que le falta el dominio C-terminal que aparece conservado en el resto
de las MMPs. En condiciones fisioldgicas participa en la cicatrizacion. En
estudios en ratones se ha implicado en la regulacion de la actividad de las
defensinas presentes en la mucosa intestinal. El gen que lo codifica forma parte

del grupo de genes responsables de las MMPs situado en el cromosoma

11g22.3.

Figura 10: Estructura de la MMP-7 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.5- MMP-8.

También denominada colagenasa 2 o colagenasa de los neutrdfilos. Cuenta
como substrato con las fibras de colageno tipos I, II, lll y V. La MMP-8 se
almacena en granulos citoplasmaticos de neutréfilos, activandose mediante
una escision autolitica del precursor. El gen responsable de la codificaciéon de

la MMP-8 se situa en el cromosoma 11922.3.

Figura 11: Estructura de la MMP-8 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.6- MMP-9.

La gelatinasa B o gelatinasa de 92-kDa, cuenta con una estructura muy similar
a la de la MMP-2, con el que comparte substratos. La MMP-9 participa de la
degradacion de las fibras de colageno tipo IV, V, Xl y XIV, la gelatina, elastina,
fibrilina, laminina y decorina. También cuenta con la accién activadora de
factores de crecimiento, como el pro-TGFB o el pro-TNFa. Fisiologicamente y
en coordinacion con otras MMPs, participa en la remodelacion tisular. Al igual
que la MMP-2 esta involucrada en la formacion osteoblastica de hueso y/o la
inhibicién de la reabsorcion osteoclastica. Estudios en modelos animales
sugieren una relacion de la MMP-9 con la movilizacién inducida por IL-8 de
células progenitoras hematopoyéticas. Al igual que sucedia con la MMP-2, su
actividad queda regulada por la accion de las trombospondinas. El gen

responsable de la codificacion de la MMP-9 se localiza en el cromosoma

20q11.2-q13.1.

Figura 12: Estructura de la MMP-9 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.7.- MMP-10.

La MMP-10 o estromelisina 2 cuenta con la funciéon de degradar las fibras de

colageno tipo IV, la laminina, gelatina y fibronectina. ElI gen responsable se

localiza en el cromosoma 11q22.3.

Figura 13: Estructura de la MMP-10 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.8- MMP-11.

Conocida como estromelisina 3, la MMP-11 actua degradando la laminina. A
diferencia de otras MMPs que se activan a nivel extracelular, la MMP-11 es
activada intracelularmente por accién de la furina, una endoproteasa contenida
en la via secretora. A nivel tumoral se considera que favorece la supervivencia
de las células cancerigenas a partir de la disminucion de la apoptosis. Ademas,
esta MMP participa en la regulacion de los procesos de degradacion a partir de

la metabolizacién de la aj-antitripsina, un inhibidor de las proteasas. El gen

responsable se localiza en el cromosoma 22g11.23.

Figura 14: Estructura de la MMP-11 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.9.- MMP-13.

La MMP-13 o colagenasa 3 participa de la degradacion de las fibras de
colageno tipo I, II, lll, IV, V, IX, X'y XlI, si bien cuenta con una especial afinidad
para la degradacion del colageno tipo Il. Ademas actua sobre la laminina,
fibronectina y gelatina. En condiciones fisiolégicas esta implicada en el
recambio del cartilago articular, de manera que se ha visto involucrada en la

fisiopatologia de la osteoartritis. EI gen responsable se codifica en el

cromosoma 11922.3.

Figura 15: Estructura de la MMP-13 en 3D. Diagrama de cintas.
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5.10.- MMP-14.

Finalmente, la MMP-14 o MT1-MMP, es un miembro de la sub-familia de MMPs
ancladas a membrana. Cada uno de los miembros de esta sub-familia cuenta
con un dominio transmembrana, lo que comporta que la expresion de esta
proteina se produce a nivel de la superficie de la membrana celular, no siendo
por tanto secretada. La MMP-14 actua sobre las fibras de colageno |, Il y lll, asi
como sobre la gelatina, fibronectina y laminina. Ademas, la MMP-14 participa

de la activacion de otras MMPs como la proMMP-2 y la proMMP-13. La

localizacion del gen responsable aparece en el cromosoma 14g11-q12.

Figura 16: Estructura de la MMP-14 en 3D. Diagrama de cintas.
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6.- MECANISMOS DE REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS MMPs.

La actividad catalitica de las MMPs queda regulada a tres niveles: 1.- a nivel
transcripcional; 2.- a partir de la activacion de las proenzimas; y 3.- mediante
moléculas inhibidoras. Existen mecanismos adicionales que incluyen la
estabilidad del ARNm, la eficacia transcripcional, la secrecion de las enzimas,
la autolisis, etc. La finalidad de estos mecanismos es asegurar que la actividad
de las MMPs se circunscriba solo en aquellas localizaciones y situaciones en
que la actividad proteolitica es necesaria. Sin embargo, los tumores malignos
desarrollan estrategias para circunvalar estos mecanismos de regulacion,
generando una actividad proteolitica incontrolada que acompafia al desarrollo

tumoral y a su diseminacion.

6.1.- Control de la transcripcion.

La regulacion transcripcional de las MMPs es especifica de los diferentes tipos
celulares, de manera que cada célula muestra un fenotipo proteolitico en
respuesta a unos estimulos determinados. Existen una serie de mecanismos
por los cuales las células regulan la transcripcion de los genes MMP:

i.- Senales de activacioén transcripcional:

La mayoria de MMPs no se expresan en condiciones basales, pero su
transcripcion puede ser inducida por varia sefales, que incluyen citoquinas,
factores de crecimiento y productos derivados de la actividad de oncogenes.
Ademas, otras situaciones como alteraciones en la forma celular o estrés
mecanico, pueden inducir también la transcripcion de los genes MMP. Dos de

los factores que han sido estudiados mas ampliamente son la interleuquina-1p,
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que estimula la expresién de las MMPs, y el TGF-§ (transforming growth factor-
/), que en muchos tipos celulares inhibe su expresion.

Ademas, la expresion de las MMPs cuenta con componentes de expresion
constitutivos e inducibles. Por ejemplo, las MMP-1 y -2 se encuentran
expresadas de forma constitutiva en muchos tipos celulares, en tanto que la
MMP-9 es altamente inducible.

ii.- Senales de transcripcidén y factores nucleares:

Son diversas las vias a través de las cuales los activadores transcripcionales
actuan sobre los genes MMP, incluyendo las vias MAPK, ERK1 y ERK2 (que
estimulan o inhiben la expresion de MMPs en funcion del tipo celular), la
oncoproteina AP1, la familia de proteinas ETS o el factor nuclear kB (NFx). Los
mecanismos que regulan estas vias de transcripcion tendran pues
consecuencias sobre la actividad proteolitica final a nivel celular.

En un estudio in vitro realizado a partir de una linea celular de epitelio
escamoso, Hohberger y cols’ han descrito un modelo de microinvasion
dependiente de la activacion de la MMP-9. De acuerdo con el modelo, la
presencia de células inflamatorias liberaria a nivel local TNF-a (tumor necrosis
factor) que conduciria a un incremento de la actividad del NFxB, que a su vez
induciria la transcripcion de la MMP-9 favoreciendo los fenémenos de
degradacion de la membrana basal, lo que permitiria la invasiéon del estroma

subyacente (Figura 17).
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‘ Figura 177: Modelo de microinvasion del carcinoma oral mediado por TNF/NFkB.

iii.- Polimorfismos:

Otro mecanismo a través del cual existe variabilidad en la expresion de las
MMPs deriva de la existencia de polimorfismos en un unico nucleétido en los
genes promotores de las MMPs que modifican la actividad transcripcional.
Determinados alelos especificos de las MMP-1 y MMP-3 se han asociado con

una sensibilidad incrementada a determinados tipos de tumores.

6.2.- Activacion.

Las MMPs, como muchas proteasas, se sintetizan en forma de cimdgenos
inactivos. ElI dominio propéptido enmascara la zona catalitica de la enzima. El
lugar de union entre el propéptido y la region activa de la enzima actua como
elemento diana de determinadas proteasas tales como la plasmina, la quimasa
y la triptasa. Tras la accion inicial de estas proteasas, cambia la conformacion

espacial del propéptido y quedan expuestos lugares adicionales sobre los que
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actuan otras enzimas activantes, como la MMP-3, o se produce un fendmeno
de autoactivacion.

El otro mecanismo de activacion de las MMPs, especialmente de la MMP-2,
incluye la actividad de una MMP asociada a la membrana. La activacion de la
MMP-14 ocurre a nivel intracelular a partir de una proteasa furina-like o en la
superficie celular de forma similar al proceso descrito previamente. La MMP-14
activada se une al TIMP-2, que puede entonces unirse a la pro-MMP-2. Una
molécula adicional de MMP-14 puede entonces activar la MMP-2. La activaciéon
de la MMP-13 cuenta con un mecanismo similar, requiriendo en este caso de la

participacion de la MMP-15.

6.3.- Inhibicién.

La actividad MMP puede ser bloqueada por inhibidores genéricos, como es el
caso de la a2-macroglobulina, que se encuentra presente en el plasma y fluidos
tisulares, y por inhibidores mas especificos como los inhibidores especificos de
las MMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases o TIMPs). En humanos han
sido identificados 4 TIMPs, que son secretados extracelularmente y pueden
aparecer anclados a nivel de estructuras presentes en el espacio extracelular.
Los genes responsables de la codificacion de los TIMP-1 a -4 se localizan en
los cromosomas Xp11.3-p11.23, 17925, 22q12.3 y 3p25 respectivamente. La
expresion de los TIMP-1 y TIMP-3 es inducible, mientras que la de TIMP-2 es
mayoritariamente constitutiva. La expresion de TIMP-4 se encuentra altamente
regulada y restringida a una serie de tejidos.

La principal funcién bioldégica conocida de los TIMPs es el actuar como

inhibidores de las MMPs. Casi todas las MMPs pueden ser inhibidas por los 4
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TIMPs, si bien se han descrito diferencias en la afinidad entre algunos de ellos.
Olson y cols® llevaron a cabo un estudio de la afinidad entre los TIMP-1 y -2
con las MMP-2 y -9, en sus fase latente (proMMP) y activa, demostrando que el
TIMP-1 contaba con afinidad por ambas MMPs activas y solo por el precursor
proMMP-9; mientras que el TIMP-2 también contaba con afinidad por ambas
MMPs activas, pero solo por el precursor proMMP-2. El TIMP-1 no interactuo
con la proMMP-2 y el TIMP-2 no interactuo con la proMMP-9. Un grupo aparte
lo forman las MMPs asociadas a la membrana, que parecen poco influenciadas
por la accién del TIMP-1.

Los TIMPs se unen de forma no covalente a las MMPs formando complejos
1:1. El balance neto entre proteasas e inhibidores es el que determina la
actividad proteolitica, de manera que la disminucion en los niveles de TIMP se
ha correlacionado con la progresion tumoral. Ademas, los TIMPs pueden
interactuar con los precursores de las MMPs, tal como ha sido descrito
anteriormente.

Ademas de los TIMPs, recientemente se han descrito varias proteinas que
contarian con actividad inhibidora de las MMPs, algunas de ellas con dominios
similares a los correspondientes a los TIMPs. Entre estas moléculas destacan
la RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs), que es un
inhibidor de las MMPs de membrana y actua como un regulador de la
integridad de la matriz extracelular y de la angiogénesis; el TFPI2 (tissue-factor
pathway-inhibitor-2), un inhibidor de proteinasa que actua como inhibidor de
MMPs; o el PCPE (procollagen C-terminal proteinase enhancer) que libera un

fragmento C-terminal que es similar al dominio inhibidor de las TIMPs.
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La Figura 18, extraida de la revision de Overall y Lopez-Ortin® ilustra la

complejidad inherente a la regulacion de expresion y actividad de las MMPs.
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Figura 18: Niveles de regulacién de la expresién y actividad de las MMPs. Existen diversas
seflales regulatorias, como factores solubles, interacciones célula-MEC o célula-célula, con
receptores en la superficie celular, que dan inicio a una cascada de eventos, llegando a la
generacion de una MMP funcional. Estas pueden estar localizadas en la superficie celular (MT-
MMP), o ser secretadas al medio extracelular (proMMP). Las proMMPs se activan mediante
otro tipo de eventos. Estas MMPs activadas participan en un gran numero de procesos que
promueven la carcinogénesis (cajas rojas), incluyendo la inestabilidad genética, crecimiento
celular, angiogenesis e invasién. También interfieren en la induccién de apoptosis y la respuesta
antitumoral del huesped. La autolisis o inhibidores de las MMPs pueden interferir con la
induccién de estos efectos celulares. Los niveles de regulaciéon de MMPs que pudieran ser
dianas terapetticas se muestran en cajas naranjas, incluyendo la promocién de inestabilidad
genética, transducciéon de la sefial, induccién de transcripcién, proceso post.transcripcional,
activacion, transporte y secrecion de MMPs. MEC: Matriz Extracelular.
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7.- REGULACION DE LAS MMPs EN LOS TUMORES.

A diferencia de los oncogenes clasicos, las MMPs no se encuentran
sobreexpresadas a partir de amplificaciones o mutaciones activantes. La
expresion incrementada de las MMPs en los tumores deriva de cambios
transcripcionales mas que de alteraciones genéticas.

Ademas, las células tumorales no son la Unica fuente de MMPs en los tumores.
Mientras algunas de las MMPs, como la MMP-7, son sintetizadas por parte de
las células del tumor, otras como las MMP-2 y -9, son sintetizadas de forma
mayoritaria por las células del estroma. Las células tumorales pueden estimular
a las células del estroma tumoral a sintetizar MMPs a través de un mecanismo
de regulacion paracrina a partir de la secrecidon de interleuquinas, interferén y
factores de crecimiento.

El EMMPRIN (extracellular matrix metalloprotease inducer), también conocido
como CD 147, es un inductor de la fabricacion de MMP-1, -2, -3 y -14 que se
encuentra sobreexpresado en tumores. En un estudio inmunohistoquimico
realizado en 35 pacientes con carcinoma de supraglotis, Rosenthal y cols™
encontraron que todos los tumores mostraban areas de expresion de las
EMMPRIN, con un 37% de pacientes con unos niveles elevados. Los autores
desarrollaron un estudio experimental in vivo en que demostraron que el
crecimiento celular se veia favorecido por las MMPs desarrolladas por los
fibroblastos estimulados por el EMMPRIN de forma paracrina. En un modelo en
ratones atimicos, la transfeccién con un vector virico que codificaba EMMPRIN
a la linea celular CAL57, que cuenta con un bajo nivel de expresién enddgena
de dicho gen, no supuso un incremento en la proliferacién celular, indicando

que las células tumorales no eran mayoritariamente responsables de la sintesis
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de MMPs inducida por EMMPRIN. Por el contrario, al incluir fibroblastos en el
modelo, si que aparecieron diferencias significativas en el proceso de
proliferacion tumoral entre la linea celular nativa con expresion baja de
EMMPRIN (Cal57), y la linea celular transfectada con el gen EMMPRIN activo

(Cal57E), tal como se muestra en la Figura 19.
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Figura 1910 Las células que expresan EMMPRIN inyectadas con fibroblastos dérmicos normales
(NDFs), promueven tumorogénesis. Las células CAL 57E (gen EMMPRIN activo) inyectadas
con NDFs, muestran un aumento tanto del area, como de la rapidez de la formacién tumoral.
Las células CAL o CAL 57E(2.5x10%) se co-inyectaron con NFDs(5x10%) en un grupo de ratones
con inmunodepresion severa ( n=10 tumores para cada grupo experimental, P=.0038, Test
Wilcoxon).

En un estudio de caracteristicas similares, Cao y cols'' encontraron positividad
a nivel de la membrana de las células tumorales para el EMMPRIN en toda la
extension del tumor en ocho casos de carcinoma escamoso de lengua
analizados. Una linea celular correspondiente a un carcinoma de cavidad oral
altamente invasivo mostré un elevado nivel de expresiéon de EMMPRIN a nivel

transcripcional, contando con una positividad intensa en el estudio
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inmunohistoquimico, en tanto que la expresién de MMP-1 fue practicamente
inexistente. Por el contrario, una linea desarrollada a partir de fibroblastos
peritumorales contd con la produccion de MMP-1, sin que dichos fibroblastos
expresasen EMMPRIN. Un cultivo combinado de ambas lineas celulares
condujo a un incremento marcado en la produccién de MMP-1 por parte de los
fibroblastos.

Ademas, existen evidencias que sefalan que las MMPs secretadas por las
células del estroma pueden ser reclutadas por las células tumorales. Por
ejemplo, en los carcinomas de mama la expresion del ARNm de MMP-2
corresponde a las células del estroma tumoral, en tanto que la proteina
aparece en la membrana celular tanto de las células del estroma como de las
células tumorales'. En un intento de identificar las células con capacidad de
expresar los genes responsables de la codificacion de las MMPs, Imanishi y
cols™ desarrollaron un estudio de hibridacion in situ en 10 muestras de
carcinoma que histologicamente se comprobaron positivas frente a MMP-2 y
MMP-14. Se pudo evidenciar que la sefial del ARNm correspondiente a ambas
MMPs se expresaba de forma consistente tanto a nivel de las células tumorales
como en células del estroma, como fibroblastos y células endoteliales,
especialmente en areas en la periferia de los nidos de tumor.

En un estudio en que se evaluaba la expresion de enzimas proteoliticas por
parte de los fibroblastos asociados al tumor aislados mediante microdiseccién
laser en 4 pacientes con carcinomas de orofaringe, Rosenthal y cols™
encontraron que, en relacion a los fibroblastos de mucosa sana, los fibroblastos
asociados a tumor contaron con un incremento significativo en la expresion de

la MMP-14, en tanto que no aparecieron diferencias significativas en relacién al
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resto de MMPs o TIMPs. La cuantificacién de la produccion de proteina
mediante una técnica de Western blot confirmd la sobreexpresion de la MMP-
14 en los fibroblastos asociados al tumor en relacion a los fibroblastos
normales.

Otro mecanismo a través del cual se regula la actividad MMP a nivel tumoral es
a partir del porcentaje de proteina activada. Patel y cols' evaluaron el patrén
de activacion correspondiente a las MMP-2 y MMP-9 mediante zimografia en
gelatina. Compararon muestras de tumor con mucosa normal adyacente en un
grupo de 60 pacientes con carcinomas de cavidad oral. De acuerdo con sus
resultados, tanto las formas latente o inactiva, la forma activa, y la cantidad
total de ambas proteinas se encontraron significativamente aumentadas en el
tejido tumoral en relacion al tejido sano (P<0.02), con un porcentaje de

activacion superior en el tumor, tal como se muestra en la Figura 20.
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Figura 2015: Niveles de MMP-2 y MMP-9, latente, activa, total y en proporcién de activacién, en
tejidos adyacentes normales y malignizados.
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Estos resultados condicionaron que la actividad gelatinolitica correspondiente a
la MMP-2 y MMP-9 en el tejido tumoral fue mas prominente que la encontrada
en la mucosa normal.

Ademas, pudieron constatar como en las muestras de tumor de pacientes N+,
el porcentaje de activacion de la MMP-2 era superior al de los pacientes NO

(P=0.005)(Figura 21).

F=9.236, p =0.005
3 t=3.038, p=0.005
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Figura 21'5: Razén de activacion de la MMP-2 en tejido tumoral, en pacientes con(LN+) y
sin(LN-) metastasis ganglionar.
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8.- PAPEL FUNCIONAL DE LAS MMPs EN EL CANCER.

Existen seis alteraciones fundamentales en la fisiologia celular que subyacen
en la progresion de las células cancerosas: mantenimiento auténomo de
senales de proliferacién celular, ausencia de respuesta a sefales inhibitorias de
proliferacion, replicacion infinita, promocién de la angiogénesis, capacidad de
invasion tisular y metastasis'®. Originariamente las MMPs se consideraron
importantes casi exclusivamente como sustancias que favorecian la invasion y
la diseminacion metastasica. Sin embargo, se ha visto que las MMPs estan

involucradas en varias etapas correspondientes al proceso de carcinogenesis.

8.1.- Protedlisis de la matriz extracelular.

Las células tumorales sobreexpresan proteasas y/o inducen la expresion de
dichas enzimas por células vecinas del estroma con la finalidad de degradar la
membrana basal e invadir los tejidos subyacentes. Varias MMPs se han visto
implicadas en la degradacion de la matriz extracelular necesaria para conseguir
el crecimiento tumoral y la angiogénesis. Esta actividad proteolitica es
necesaria también para invadir los elementos vasculares (intravasacion), asi
como para extravasarse en tejidos u érganos a distancia del tumor dando lugar

a la aparicion de metastasis.

8.2.- Modulacién de la adhesién celular y migracion.

Los productos resultantes de la degradacion de la matriz extracelular muestran
actividad bioldgica y pueden desencadenar una gran variedad de sefales a

nivel celular. Por ejemplo, la escision del colageno IV y de la laminina-5 genera
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una serie de péptidos que pueden inducir la migracion de las células tumorales.
Entre los substratos de las MMPs se incluyen ademas moléculas que no
forman parte de la matriz extracelular, como precursores de factores de
crecimiento o moléculas de adhesion. La cadherina-E es escindida de la
superficie celular a partir de la accion de la MMP-3 y MMP-7, con la
consiguiente liberacion de cadherina-E soluble y la disrupcién de las uniones
intercelulares, lo que lleva a una disrupcién de la adhesion celular y favorece
los fendmenos de migracion.

En un estudio experimental, Sun y cols'’ evidenciaron como el silenciamiento
de la expresion del gen MMP-2 con un ARN de interferencia transfectado
mediante un lentivirus redujo la capacidad invasiva de una linea celular
perteneciente a un carcinoma de laringe. En un ensayo de invasién a través de
una matriz de gel, las células con el gen MMP-2 silenciado contaron con una
reduccion significativa de su capacidad invasiva, tal como muestra en la Figura

22.

e
L=
T

cell numbers
=

Control MMP-2
silenciado

Figura 2217: Numero de células invadidas en la cAmara de Boyden cubierta con Matrigel. Grupo
control. Grupo tratado con MMP2-RNA lentivirus (MMP2-silenciado). Se muestra el resultado
representativo de tres especimenes independientes.
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En un estudio similar desarrollado por los mismos autores en que se llevd a
cabo un silenciamiento de la MMP-9, los resultados obtenidos fueron similares,
con una disminucién de la capacidad invasiva de las células tumorales a las
que se suprimio la capacidad de expresion de la MMP-9 '8,

En el desarrollo de su capacidad de migracion e invasion, las células tumorales
desarrollan unas estructuras denominadas podosomas o invapodia, que son
unas protusiones celulares de la membrana ricas en actina y que representan

el frente de actividad migratoria de la célula (Figura 23).

‘ Figura 23: Podosomas de una célula aislada.

La regulacion en la formacion de los podosomas depende de una proteina, la
cortactina, que aparece sobreexpresada en las lesiones tumorales. La
amplificacion del gen de la cortactina se ha asociado a un peor prondstico en

los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello'. La capacidad de
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degradacion de la matriz extracelular que permite el desarrollo de los
podosomas es atribuida de forma mayoritaria a la accion de las MMPs.

La cortactina regula la secrecion de las MMPs asociada a los podosomas
(MMP-2, -9 y -14), en tanto que la presencia de dichas MMPs cuentan a su vez
con la capacidad de inducir la formacion de podosomas, apareciendo un bucle
de retroalimentacion positiva entre la actividad de los podosomas y las MMPs

que favorece la capacidad invasiva de las células®.

8.3.- Modulacion de la transicion epitelial-mesenquimal.

Las MMPs se han visto también implicadas en el mecanismo de transicién
epitelial-mesenquimal, proceso a partir del cual la célula tumoral adquiere la
capacidad de migracion, lo que conlleva la invasion de los tejidos adyacentes y
la posibilidad de mestastatizacién a distancia®'. Los mecanismos propuestos a
través de los cuales las MMPs actuarian en este tipo de transicion son la
activaciéon de factores de crecimiento y la escision de las moléculas de

adhesion.

8.4.- Procesamiento de citoquinas y sus receptores.

Las reacciones inflamatorias son un componente importante en los tumores.
Por otra parte, el sistema inmune es capaz de reconocer y atacar a las células
cancerosas, pero éstas desarrollan vias que les permiten escapar de la
vigilancia del sistema inmune. Los mecanismos de inflamacion e inmunidad
estan regulados por citoquinas y quimioquinas, algunas de las cuales son

substratos de la actividad de las MMPs. Por ejemplo, la MMP-7 es requerida
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para la liberacion del TNF-a, una citoquina proangiogénica, a partir de su forma

unida a la membrana®.

8.5.- Requlacion de la proliferacion celular.

Algunos miembros de la familia de las MMPs regulan la proliferacion celular a
partir de la modulacion de la biodisponibilidad de los factores de crecimiento o
de sus receptores. Por ejemplo, la disponibilidad del IGF (insulin-like growth
factor) esta regulada por las IGFBP (/IGF binding proteins). Las MMP-1, -2 y -3
escinden la IGFBP-3?%, en tanto que la IGFBP-1 es substrato de la MMP-11%4,
de manera que la accion de estas MMPs permite la liberacién de los factores
de crecimiento.

Igualmente, las MMPs actuan sobre la via del EGF (epidermal growth factor) a
partir de la liberacion de ligandos especificos que actuan sobre su receptor,
tales como el HB-EGF (heparin-binding EGF), la betacelulina, o la epiregulina®.
La consecuencia de la disponibilidad de metabolitos que estimulan de forma
especifica el receptor del EGF es una de las vias que promueve la proliferacion
celular continua en el tumor.

718 consistentes en la

En los estudios desarrollados por el grupo de Sun y cols
evaluacion del comportamiento de una poblacion de células tumorales
procedentes de un carcinoma de laringe, pudo comprobarse como el
silenciamiento de los genes MMP-2 y MMP-9 condujeron a una reduccion
significativa en la capacidad de proliferacion tumoral y en la supervivencia
celular. La Figura 24 muestra la curva de supervivencia celular correspondiente

a las células tumorales no manipuladas (control) y aquellas en las que se

realizé una silenciamiento del gen MMP-2.
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Figura 24: Curva de tasa de supervivencia celular. Tasa de supervivencia de células Hep-2 en
tiempos distintos tras la transfeccion de MMP-2 ARNi lentivirus.

8.6.- Requlacion de la apoptosis.

Las MMPs cuentan con actividad tanto pro-apoptética como anti-apoptética.
Por ejemplo, la MMP-3 induce apoptosis cuando aparece sobreexpresada en
las células epiteliales del epitelio mamario, posiblemente como consecuencia
de la degradacion de la laminina?. Por el contrario, la MMP-11 ejerce un efecto
anti-apoptético a partir de la liberacion del IGF, que actua como un factor de

supervivencia®*.

8.7.- Requlacion de la angiogénesis.

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos a partir de vasos
preexistentes. Las MMPs juegan un papel complejo y en ocasiones
contradictorio en la regulacion de la angiogénesis a nivel del tumor. La
remodelacion de la matriz extracelular, un acontecimiento necesario durante el
proceso de la angiogénesis se realiza mayoritariamente a partir de la actividad
de las MMPs. Determinadas MMPs, como la MMP-2 y la MMP-9, inducen

27,28

directamente la angiogénesis Ademas, sustancias inductoras de
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angiogénesis como el VEGF (vascular endothelial growth factor), inducen la
produccion de MMPs por parte de las células endoteliales®.
La actividad de las MMPs producen también péptidos que son inhibidores de la

angiogénesis®**'!

. La escision del plasmindgeno por las MMPs -2, -3, -7 y -9
genera angiostatina, en tanto que las MMPs -3, -9, -12, -13 y -20 estan
relacionadas con la produccién de endostatina a partir de la escision del
colageno tipo XVIII. Tanto la angiostatina como la endostatina reducen la
proliferacion endotelial.

Todos estos hallazgos sefialan que la actividad de las MMPs es critica no sélo

para la iniciacidon de los procesos de angiogénesis, sino también para su

regulacion.

8.8.- Participacion en la actividad de las “stem cells”.

La hipdtesis de las células madre (stem cells) postula que sélo un pequefio
porcentaje de células que conservan la capacidad fenotipica atribuida a las
células madre es la responsable de Ila proliferacion tumoral. Existen
marcadores moleculares especificos de estas células madre, tal como la
expresion de la CD44, una glicoproteina de membrana implicada en las
interacciones celulares. Recientemente, Sterz y cols®? han desarrollado un
estudio en pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. Mediante técnicas de
doble marcaje con inmunohistoquimica, evidenciaron que las células positivas
para la CD44 y MMP-9, aparecian de forma preferente en el frente de invasion
tumoral, a nivel de la transicidon con el estroma peritumoral, y que las células
positivas para la CD44 también lo fueron para la MMP-9. La Figura 25 muestra

una de las muestras analizadas por los autores, donde puede observarse la
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positividad frente a la MMP-9 (en rojo), el CD44 (en verde), y la imagen
correspondiente a la fusibn de ambas inmunohistoquimicas (en amarillo), que

denota la colocalizacion de las células positivas a MMP-9 y CD44.

d TR (MMP-3) FITC (CD44)

TR (la&)

FITC (IgG}

Figura 2532 Co-localizacién de CD 44 y MMP-9 en carcinoma escamoso de cabeza y cuello
(CECQ). (a)Inmunofluorescencia con doble marcaje de muestras fijadas con formalina,
embebidas en parafina muestran la co-localizacién de MMP-9 (rojo,TR) y CD 44 (verde, FITC) en
la misma célula (flecha) tumoral (T) y en el borde estromal (S). (b)Controles negativos usando
IgG en vez de anticuerpo primario no muestra tincién especifica de células tumoralesenel T 'y
borde S (flechas). *Autofluorescencia de los eritrocitos.

Un estudio de la expresion de proteina realizado con la técnica de Western blot
en 17 carcinomas de cabeza y cuello, verificd una elevada correlacion entre la
presencia de CD44 y MMP-9 en las muestras analizadas (r=0.6501, P=0.0047).
Ademas, se evidencio una relacion significativa entre la actividad gelatinolitica y
la expresion de MMP-9. A partir de estos hallazgos, los autores proponen un
modelo de carcinogénesis segun el cual la proliferacion tumoral dependeria de
la actividad de las células madre tumorales que contarian, entre otras, con la
capacidad de expresar la MMP-9, que seria uno de los elementos que
favoreceria la invasion celular a partir de la degradacion de las estructuras de

la matriz extracelular.
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9.- EXPRESION DE MMPs EN LOS CARCINOMAS DE CABEZA Y CUELLO.

Son numerosos los estudios que han evaluado a nivel transcripcional y de
expresion de proteina los diferentes tipos de MMPs y sus inhibidores
especificos en pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello.

Binduh y cols®® estudiaron la progresion en la expresién de las gelatinasas
(MMP-2 y MMP-9) en el proceso de carcinogénesis en pacientes con
carcinomas de cavidad oral. Evaluaron mediante inmunohistoquimica pacientes
con diferentes grados de displasia y con carcinomas de cavidad oral, y
compararon los resultados con los obtenidos a partir de muestras de mucosa
sana. La Figura 26 muestra el patron de expresion correspondiente a la
mucosa sana, un caso de leucoplasia sin displasia, y un carcinoma escamoso,
pudiendo apreciarse un incremento en la expresién en funcién del grado

histologico.

A. Mucosa
Sana

B.
Leucoplasia

C.
Carcinoma

Figura 26: Inmunolocalizacién de la MMP -2 y MMP-9. (A)Mucosa oral normal. (B)Leucoplasia.
(C) Carcinoma escamoso. Se puede observar el aumento progresivo histolégico, con una
intensidad elevada en el frente tumoral invasivo.
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Ambas MMPs contaron con una expresion citoplasmatica tanto a nivel de las
células epiteliales correspondientes al tumor o la mucosa sana o displasica (E),
como de las células del estroma (S). La Tabla 2 muestra los valores medios de
inmunorreactividad en funcién del grado de lesion, y puede apreciarse la
existencia de un incremento en la intensidad de la expresion para ambas

MMPs con la progresion de la histologia.

Histologia (n"pctes) MMP-2E/S MMP-9E/S
Normal (n=20) 1.2/1.2 1.2/1.2
Leucoplasia hiperplasica (n=25) 1.8/1.5 2.0/1.6
Leucoplasia displasica (n=25) 2.2/1.8 2.2/2.0
CCE invasivo (n=154) 2.3/1.9 2.7/2.1

Tabla 2% Valores medios de la inmunointensidad de la MMP-2 y MMP-9 en la progresién
histolégica. E: Células epiteliales; S: Células del estroma. CCE: Carcinoma de células escamosas.

Este incremento en la expresién de MMPs observado con inmunohistoquimica
se vio reflejado también en la actividad gelatinolitica correspondiente. Ninguna
de las muestras de mucosa normal analizadas mediante zimografia mostro
actividad gelatinolitica, en tanto que se produjo un incremento en dicha
actividad a medida que progresaba el grado histolégico de las lesiones, tal

como muestran los resultados de la Tabla 3.
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Intensidad media de bandas gelatinoliticas (SEM)

Histologia (n°pctes) MMP-9 Total MMP-2 Inactiva MMP-2 Activa
Mormal (n=20) 0.00 (£0.00) 0.00 (+0.00) 0.00 (+0.00)
Leucoplasia hiperplasica (n=25) 35.3(+9.0) 54.3(+6.8) 6.0(£2.4)
Leucoplasia displdsica (n=25) 36.0(+9.6) 60.8(+9.9) 22.5(x7.7)
CCE invasivo (n=67) 106.4(44.6) 85.4(+3.7) 81.3(+3.9)

Tabla 3%: Evaluacion de la actividad de MMP-2 y MMP-9 mediante zimografia.
SEM: Error estindar de la media.

Los resultados de un estudio in vitro realizado por Tsaiy cols® en el que se
compardé la actividad gelatinolitica mediante zimografia entre dos cultivos de
queratinocitos (OMK-1y -2) y dos lineas celulares de carcinoma escamoso (KB
y OC2), mostré un incremento significativo de la actividad proteolitica asociada

a las MMP-2 y MMP-9, tal como puede verse en la Figura 27.
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Figura 273: (A). Zimografia en gelatina de MMPs secretadas por células epiteliales orales. La
actividad gelatinolitica y posicién segtin peso molecular de la MMP-2 y MMP-9 estan indicados.
(B). Los valores de densidad dptica de la MMP-2 y MMP-9 fueron calculados a través de la actividad
gelatinolitica mediante el uso del densitometro Alphalmager 2000.
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En un estudio inmunohistoquimico realizado en una muestra amplia de
pacientes con lesiones de cavidad oral incluyendo carcinomas (n=220),
lesiones precancerosas (n=90) y muestras de mucosa sana (n=81), Arora y
cols®* encontraron positividad frente a la MMP-11 en un 67% de los tumores,
un 53% de las lesiones preneoplasicas, y un 22% de las muestras de mucosa
normal. En el caso del tumor, la positividad correspondi6é de forma preferente a
los fibroblastos del estroma que rodeaban las islas de tumor, especialmente en
los frentes de infiltracidon tumoral. El factor que se relacioné de forma
significativa con la progresion desde mucosa normal hacia lesiones
preneoplasicas fue la interaccion entre Ets-1, un factor de transcripcidon
inducido en las células endoteliales por factores pro-angiogénicos como el
VEGF (vascular endothelial growth factor), y la MMP-11. Igualmente, el factor
relacionado de forma mas intensa con la progresion desde lesion pre-
neoplasica hasta tumor fue la interaccion entre la MMP-11 y el VEGF.

A partir de sus resultados, los autores propusieron un modelo de progresiéon de
la carcinogénesis dependiente de la actividad de la MMP-11 (estromelisina 3,

ST-3), el Ets-1 y el VEGF, tal como se muestra en la Figura 28.

5T3+/E-1 ST3"VEGE-

Poor

Prognoss

I ormsi] oral Precanceroas lesons

epithelinm [Hyperplasia, Divsplagia)

Lt VEGF"

Figura 28%: Asociacién de alteraciones en relacion a la expresiéon de estromelisina-3(ST-3),
VEGEF y proteinas Ets-1 de los distintos estadios del desarrollo y progresién del carcinoma oral
en un modelo de progresién multi-paso para carcinoma de cabeza y cuello propuesto por
Califano y cols.
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Birkedal —Hansen y cols® efectuaron un estudio en 20 pacientes con
carcinoma de cabeza y cuello mediante RT-PCR, comparando el nivel de
expresion de genes que codifican MMPs e inhibidores especificos en el tumor
con el de mucosa sana adyacente. La Tabla 4 muestra la media en los niveles
de expresién normalizados del tumor y del tejido sano para los diferentes genes

estudiados.

Mucosa

Mucosa

et Tumor n=7 Adyacente n=7 Ll
MMP-3 1.04+0.49 0.38x0.47 0.07
MMP-7 0.86+0.29 0.73+0.69 0.67
MMP-10 0.89+0.48 0.17+0.29 0.02*%
MMP-11 1.10+0.39 0.92+0.46 0.37
MMP-14 1.33£0.58 0.53x0.67 0.04*
TIMP-1 1.52+0.10 1.50+0.06 0.77
TIMP-2 1.31+0.23 1.1240.40 0.11
TIMP-3 0.74+0.38 0.27x0.37 0.05*

Tabla 4: Media £ SD de la expresién de genes de MMP-3, -7, -10, -11, -14 y TIMP-1, -2, -3 en
mucosa tumoral y mucosa adyacente aparentemente normal. *n=numero de muestras; significacion
estadistica, P <0.05.

Los resultados obtenidos mostraron un incremento significativo o casi
significativo en la expresion de las MMP-3, -10 y —14 en los tumores en relacion
a la mucosa sana, asi como del TIMP-3.

En un estudio de disefio similar pero limitado a sélo 8 pacientes con
carcinomas de laringe o faringe, Magary y cols*” encontraron un incremento
preferente en la expresion de la MMP-1 y MMP-9 en los tumores en relacion a
la mucosa sana, en tanto que no aparecieron diferencias significativas el

analizar la MMP-2 o el TIMP-1.
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Imanishi y cols'™ desarrollaron un estudio en que compararon la expresion de
MMP-2 y MMP-14 en 42 especimenes de carcinoma de cabeza y cuello, con
18 mucosas normales mediante RT-PCR. De acuerdo con sus resultados, el
ARNm de MMP-2 fue detectado a diferentes niveles en un 71.4% de los
tumores, mientras que las mucosas control mostraron sélo sefiales débiles en
un 38.9%. La expresion relativa de los niveles de MMP-2 fue significativamente
superior que la correspondiente a las mucosas sanas (P=0.0122). Los
resultados obtenidos con la MMP-14 fueron similares: la MMP-14 aparecié
expresada en el 59.5% de los tumores y solo en un 16.7% de las mucosas
sanas, ademas con unos niveles de expresion mas bajos que en los tumores
(P=0.0045).

En un estudio inmunohistoquimico de la expresién de la MMP-9 realizado por
Ruokolainen y cols®® sobre una muestra de 74 pacientes con carcinomas de
cabeza y cuello, un 82% de los tumores (61/74) mostraron positividad. En los
casos positivos, la proteina inmunorreactiva aparecié de forma prominente en
las células cancerosas, y parecia localizarse a nivel citoplasmatico de una

forma difusa, tal como se muestra en la Figura 29.

Figura 29%: Inmunotincién citoplasmatica de la MMP-9 en CECC. La inmunotincién se realizé
mediante el uso de anticuerpo monoclonal anti-MMP9. Se observa una muestra tumoral con
extensa inmunotincién para MMP-9.
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Se considerd una positividad extensa (>50% células positivas) en el 39% de
ocasiones (29/74), moderada (25-50% de células positivas) en el 15% (11/74) y
deébil (<25% células positivas) en el 28% de las ocasiones (21/74).

Con posterioridad, Ruokolainen y cols®® desarrollaron un estudio de
caracteristicas similares en el que se analizaron la MMP-2 y TIMP-2. De
acuerdo con sus resultados, el porcentaje de positividad correspondiente a la
MMP-2 fue del 89% (67% extensa o moderada, 22% débil), y la del TIMP-2 fue
de un 66% (14% extensa, 21% moderada, y 30% débil). En ambas ocasiones
la tincion aparecio localizada a nivel citoplasmatico y limitada a las células
tumorales.

Finalmente, los mismo autores*® evaluaron la actividad inmunohistoquimica del
TIMP-1 en una serie de 63 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello,
encontrando positividad de la proteina en un 81% de los pacientes (intensa en
35%, moderada en 24% y leve en 22%). La positividad aparecié en todos los
casos en forma de tincidn citoplasmatica difusa a nivel exclusivamente de las
células tumorales.

Por su parte, de Vicente y cols*"*?

en dos estudios publicados de forma
consecutiva, evaluaron la expresion de la MMP-2, -7, -9 y -14 en pacientes con
carcinomas de cavidad oral. Se analizaron mediante inmunohistoquimica un
total de 68 pacientes. La positividad frente a la MMP-2 aparecioé en un 28% de
ocasiones, de forma preferente en los nidos celulares del frente de infiltracion
del tumor. No aparecieron diferencias significativas en la expresion de la MMP-
2 en relacidén a las caracteristicas clinicas del tumor, salvo la edad. Llamo la

atencion que la positividad frente a la MMP-2 fue significativamente superior

para los pacientes menores de 60 afios (40%), que para los mayores de dicha
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edad (17%) (P=0.041). En el caso de la MMP-7, la positividad alcanzo al 58.3%
de pacientes, localizandose en el citoplasma de las células tumorales. La MMP-
9 apareci6 positiva en un 17.6% de ocasiones, con tincién tanto de las células
tumorales como del estroma circundante. Finalmente, la MMP-14 fue positiva
en un 65.2% de los especimenes, tifiendo de nuevo las células tumorales y del
estroma. En este caso, la tincion incluyd tanto el citoplasma celular como de
forma especifica y marcada la membrana celular, tal como aparece en la Figura

30.

Figura 30%: Inmunotincién de MT1-MMP (MMP-14) en carcinoma escamoso de cavidad oral. La
inmunotincién estd localizada en el citoplasma y también en las membranas celulares de las
células en los nidos de carcinoma.

Kosunen y cols*® encontraron positividad frente a la MMP-9 en la totalidad de
ocasiones en un estudio inmunohistoquimico realizado en 124 pacientes con
carcinomas de cavidad oral. La positividad fue considerada como intensa en el
17% de los casos, moderada en el 63% y leve en el 20%. La tincion aparecio
como positiva en el citoplasma de las células del tumor asi como a nivel de las
células endoteliales, inflamatorias y fibroblastos peritumorales.

Zhang y cols** evaluaron las MMPs -14, -15 y -16 mediante RT-PCR e

inmunohistoquimica a un total de 85 pacientes con carcinomas de supraglotis.
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De acuerdo con los resultados de la RT-PCR, el porcentaje de pacientes con
una expresion de los genes MMP-14, -15 y —16 a nivel del tumor fue del 82.4%,
52.9% y 48.2% respectivamente. En el estudio inmunohistoquimico los
porcentajes de expresion de la proteina correspondiente fueron del 81.2%,
49.9% y 45.9%. El indice de positividad de los tejidos adyacentes al tumor para
las diferentes MMPs fue nulo o practicamente nulo.

Luukkaa y cols* llevaron a cabo un estudio inmunohistoquimico en 81
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello evaluando la expresion de la
MMP-13, encontrando positividad en un 73% de ocasiones.

Utilizando técnicas de morfometria automatica, Saussez y cols*® analizaron las
inmunohistoquimicas obtenidas de 73 pacientes con carcinomas de hipofaringe
y 45 con carcinomas de laringe, evaluando el porcentaje de tejido tefido y la
intensidad de la tincidon, comparandolo con el obtenido de una muestra de
mucosa sana de sujetos control y de tejido correspondiente a la mucosa de
edema de Reinke. Los resultados obtenidos mostraron un incremento
significativo en los niveles de expresion de la MMP-9 en el tumor en relacion a
la mucosa sana, si bien en el caso de la laringe el tipo de tejido que alcanz6 un
nivel de expresion mas elevado fue el de las muestras de laringitis cronica
obtenidas de pacientes con edema de Reinke, tal como puede apreciarse en la

Figura 31, que corresponden al porcentaje de tejido positivo.
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Figura 31%: Determinacién cuantitativa (por microscopia computarizada asistida) de la
intensidad de la tincién inmunohistoquimica dependiente de MMP-9 (MOD); y el porcentaje de
del area tisular MMP-9 inmunopositiva (LI) en una serie de 10 casos de epitelio libre de tumor,
25 casos de lesiones benignas de los pliegues vocales, y 45 casos de carcinomas laringeos.

Recientemente se ha publicado el estudio que, hasta el momento, ha evaluado
de forma mas exhaustiva los niveles de expresion de una bateria amplia de
MMPs. Stokes y cols*’ estudiaron un total de 42 pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello, analizando tanto la expresion genéticamediante
RT-PCR como la de proteina mediante Western blot. Para cada paciente se
analizaron muestras del tejido adyacente al tumor (adjacent), del margen de
infiltracion tumoral (margin) y del centro no necrético del tumor (center), y se
compararon con muestras de mucosa normal obtenida de 13 pacientes no
oncolégicos (normal).

En la Figura 32 se muestran los resultados correspondientes a los niveles de
expresion obtenidos mediante técnicas de RT-PCR en las diferentes muestras
analizadas en todo el panel de determinaciones correspondientes a MMPs y

TIMPs.
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Figura 3247: Representaciéon de un mapa de calor del promedio de los valores del umbral de
ciclos (CT=cycle threshold) para cada gen, con el fin de comparar el nivel de expresién de los

distintos genes.

Se determiné mediante RT-PCR en tiempo real, la expresion de los componentes del degradoma
en distintos ARN extraidos de distintos compartimientos tisulares de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello (CECC) (n=83) y tejido de mucosa normal (n=13). Los cuadrados coloreados
estan ordenados en relacién a los valores medios del umbral de ciclos (CT) para cada gen.
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La Figura 33 muestra los niveles de expresion encontrados en las diferentes

muestras analizadas para dos de las MMPs estudiadas (MMP-1 y MMP-2).
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Figura 3347: Scatter plots de los genes MMP-1 y MMP-2 en los distintos especimenes,
comparandolo con los distintos compartimientos (tejido normal, adyacente, marginal y central
del carcinoma).

La expresién de la mayoria de las MMPs en el tejido normal fue baja o
indetectable, con la excepcion de la MMP-2, MMP-14 y MMP-28. La MMP-8,
MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-24 y MMP-25 no se detectaron en la
mucosa normal pero aparecieron ampliamente expresadas en los tejidos
tumorales. La mayoria de las MMPs se expresaban en el tumor, tanto en el
centro tumoral como en los margenes de infiltracién, en general con unos
niveles incrementados en relacion a la mucosa normal. Una mayoria de MMPs
aparecieron también expresadas en los tejidos adyacentes al tumor, aunque
para algunas de ellas los niveles de expresion fueron inferiores a los
correspondientes al tejido tumoral. No se aprecié expresion en ninguno de los
tejidos analizados para la MMP-20, -21 y —26.

Igualmente, se aprecié un incremento en la expresion de los TIMPs en los

tejidos tumorales y peritumorales en relacion a la mucosa sana, siendo



71

especialmente destacable la diferencia en el caso del TIMP-2, que no se
expresaba en la mucosa normal.

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

Finalmente, los autores desarrollaron un estudio de caracterizacién de los
niveles de expresion de MMPs mediante RT-PCR en un panel de 34 lineas
celulares de carcinoma de cabeza y cuello (HNSCC), comparandolas con 8
lineas de queratinocitos normales (NHEK) (Figura 34).

Los datos obtenidos mostraron que la mayoria de las MMPs se expresaban de
forma mas elevada en las lineas celulares de carcinoma que en las de
queratinocitos, con escasas excepciones, que se correspondieron con la MMP
-27. Las MMPs en las que el incremento en los niveles correspondientes a las
lineas tumorales fue superior fueron la MMP-2, -7, -10, -11, -13, -14, -16, -17,
-23, -24, y -25. Los TIMPs aparecieron expresados tanto en las células
tumorales como en los queratinocitos, siendo el TIMP-4 y especialmente el
TIMP-2 los que mostraron un incremento significativo de expresién en las

lineas de carcinoma.
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Figura 34%7: Expresion de los componentes del degradoma (MMPs y TIMPs) de lineas celulares
de CECC(n=34) determinados mediante RT-PCR en tiempo real, normalizados a ARNr 185 en
cada muestra, y comparada con los niveles de NHEKSs (normal human epidermal keratinocytes)
(1.00). La comparacion estadistica en las lineas celulares de CECC con las NHEKSs se realizé con
el test de Wilcoxon. Se muestras los valores de P de 0.01 a 0.05(*), 0.001 a 0.005(**), y <0.001(***).
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En general, los autores encontraron escasas diferencias en el perfil de
expresion de las diferentes MMPs en funcion de la localizacién, el grado
histologico o la extension del tumor.

Las Tabla 5 y Tabla 6 de las siguientes paginas resumen los resultados en
cuanto a positividad en la expresion de las diferentes MMPs y TIMPs en
pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello de acuerdo con los

resultados comunicados por los diferentes autores.



Tabla 5: Resumen de la expresion de las diferentes MMPs segtin distintos autores. CO: cavidad oral; Orof: orofaringe; H&N: cabeza y cuello; L: laringe.

74

Autor Aio |n° |estudio | MMP1 |MMP2 | MMP3 | MMP7 | MMP8 | MMP9 | MMP10 | MMP11 | MMP13 | MMP14 | MMP15 | MMP16 | Localizaciéon
Kusukawa“8 1993 |46 |IHQ 67.4% CcO
Charous#® 1997 |29 |HIS 67.0% H&N
Kurahara%0 1999 |96 |IHQ 80.2% 83.3% CO
lkebed! 1999 |57 |IHQ 70.8% CO
Hongs2 2000 |44 |IHQ 34.1% 952.3% (6]0)
Imanishi'3 200070 |IHQ 70.8% 69.2% H&N
Imanishi'3 2000 |42 |PCR 71.4% 59.5% H&N
Riedels3 2000 |52 |IHQ 52.0% H&N
Katayama® 2004 |53 |IHQ 86.8% 58.5% CO

de Vicente#! 2005 |68 |IHQ 28.0% 17.6% CO
Kosunen43 2007 {124 | IHQ 100% CcO
Zhang* 2009 |85 |PCR 82.4% |52.9% |48.2% |L (supragl.)
Ruokolainen3® {2006 |72 |IHQ 89.0% H&N

Lius 2005 |72 |IHQ 50.0% 73.9% L

Yiice% 2010 |60 |IHQ 70.0% L (supragl.)
Germanis? 2009 (20 |IHQ 35% CcO
GOrogh®8 2006 |47 |PCR 36.1% |53.2% 85.1% [ 19.1% L
Kawano®® 2006 |39 |IHQ 68.4% CO

Xigb0 2004 |32 |IHQ 37.5% |62.5% 59.4% 62.5% |25.0% L (supragl.)
Xig0 2004 |32 |PCR 43.8% [75.0% 65.6% | 15.6% | 75.0% |34.4% L (supragl.)
Hongs? 2000 |44 |IHQ 54.5% 52.3% CO
Luukkaa4® 2006 |81 |IHQ 72.8% H&N

de Vicente#2 2007 |69 |IHQ 78.3% 65.2% CO
Agra® 2008 | 111 | IHQ 77.3% 85.0% CO, Orof,
Ruokolainen3® 2004 |74 |IHQ 82.0% H&N
Yoshizakit2 1997 |27 |IHQ 88.8% H&N
Yoshizakit3 2001 |51 |IHQ 39.2% 35.3% CO
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Autor Ano |n° | estudio | MMP1 |MMP2 | MMP3 | MMP7 | MMP8 | MMP9 | MMP10 | MMP11 | MMP13 | MMP14 | MMP15 | MMP16 | Localizacion
Ondruschkab 2002 [ 106 | IHQ 68.0% 59.0% H&N
Culhaci® 2004 |78 [IHQ 56.4% H&N
Arora® 2005 | 220 [ IHQ 67.3% CO
Chuangs® 2008 |24 [IHQ 37.5% CO

Tabla 6: Resumen de la expresion de los TIMPs segtin distintos autores. CO: cavidad oral; Orof: orofaringe; H&N: cabeza y cuello; L: laringe.

Autor Ano |n° |Estudio |TIMP-1 | TIMP-2 | Localizacion
Ruokolainen® {2005 |68 |IHQ 81.0% H&N
Ruokolainen3® {2006 |72 |IHQ 66.0% |H&N
GOrogh®8 2006 |47 |PCR 68.1% [23.1% |L
Yoshizakit3 2001 |51 [IHQ 43.1% | CO
Culhacis 2004 |78 |IHQ 53.8% H&N
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10.- PAPEL DE LAS MMPs EN LA AFECTACION REGIONAL EN LOS
PACIENTES CON CARCINOMAS DE CABEZA Y CUELLO.

Las MMPs juegan un papel esencial en los mecanismos de degradacion de la
matriz extracelular e igualmente tienen la capacidad de promover la pérdida de
adhesion celular, la angiogénesis y la migracion celular. Todos estos
fendmenos intervienen en la promocién de la diseminacion regional y a
distancia de la enfermedad.

Desde el estudio desarrollado por Kusukawa y cols® en 1993 en el que
evaluaba a partir de un estudio inmunohistoquimico la relacién entre la
expresion de MMP-2 y la presencia de metastasis ganglionares en un grupo de
46 pacientes con carcinomas de la cavidad oral, distintos autores han
estudiado la asociacién entre la expresién de las MMPs y la afectacion
regional.

En 2005 Wiegand y cols®” llevaron a cabo un metaanalisis en que se evaluaron
los resultados publicados hasta el momento que analizaban la importancia en
la actividad de las MMPs en la aparicion de metastasis ganglionares. Se
analizaron un total de 14 estudios que incluian un total de 710 pacientes con
carcinomas de cabeza y cuello en los cuales se utilizaron técnicas de

inmunohistoquimica para evaluar la expresion de diferentes MMPs.
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La Tabla 7 muestra el numero de pacientes y la MMP estudiada en cada

estudio de los incluidos en el metaanalisis.

Estudio N° de pacientes MMP estudiada
Franchi y cols,, 200278 43 MMP-9
Hong y cols., 20002 44 MMP-2, -9
Imanishi y cols., 200013 70 MMP-2, -14
Krecicki y cols., 20017 50 MMP-2
Kuruhara y cols., 19995 596 MMP-1, -3, -9, -14
Kusukawa y cols,, 19934 46 MMP-2
Kusukawa y cols., 199572 65 MMP-3
Repassy y cols., 199871 15 MMP-2
Riedel y cols., 2000%3 52 MMP-9
Sawatsubashi y cols., 199873 83 MMP-1
Yoshizaki y cols., 199752 27 MMP-14
Yoshizaki y cols., 20015 51 MMP-2, -14

Tabla 7¢7: Estudios citados en la revisién de Wiegand y cols presentados en orden alfabético,
destacando el ntimero de pacientes y la MMP estudiada.
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i.- MMP-1 (colagenasa 1).

Se evaluaron 2 estudios, incluyendo 179 pacientes, de los cuales 124 (69.2%)
aparecieron como positivos en el estudio inmunohistoquimico frente a la MMP-
1.

La Figura 35 muestra los resultados correspondientes al analisis de estos
estudios. De acuerdo con los resultados, no aparecieron diferencias
significativas en el riesgo de aparicion de metastasis ganglionares en funcion

de la actividad MMP-1 (OR 1.66, IC 95%: 0.05-52.68).

—#— Kurahara v cols (50)

t

=== Sawatsubashi y cols(73)
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Figura 35 ¢7: Forest plot (odds ratio, IC 95%) con los resultados de los estudios que analizan la
MMP-1 en relacién al estado ganglionar, incluyendo la odds ratio comudn calculada de acuerdo
a los modelos de efectos fijos (fixed effects model), cuya tnica fuente de variabilidad que se asume
son las variaciones que coinciden dentro de los estudios; y el modelo de efectos al azar (randon
effects model), que permite calcular una odds ratio resumida en casos de estudios heterogéneos.

ii.- MMP-2 (gelatinasa A).

Se incluyeron 7 estudios con 367 pacientes. El forest plot del metaanalisis
indica discrepancia en los resultados obtenidos por los diferentes autores, con
un resultado final atendiendo a la valoracién conjunta de los estudios que
mostraba una relacion significativa de la expresion de la MMP-2 con la
presencia de adenopatias metastasicas (OR 3.96, IC 95%:2.16-7.28%) (Figura

36).
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Figura 36%: Forest plot (odds ratio, IC 95%) con los resultados de los estudios que analizan la
MMP-2 en relacién al estado ganglionar, incluyendo la odds ratio comudn calculada de acuerdo

a ambos modelos.

iii.- MMP-3 (estromelisina 1).

Se evaluaron 3 estudios incluyendo 226 pacientes, con la particularidad de que

es este caso se analizaron s6lo pacientes con carcinomas localizados a nivel

de la cavidad oral y zonas adyacentes. Los resultados obtenidos mostraron una

relacion significativa entre la expresion de MMP-3 y el riesgo de metastasis

ganglionares (OR: 5.09, IC 95%: 3.70-6.98%) (Figura 37).
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Figura 37¢7: Forest plot (odds ratio, IC 95%) con los resultados de los estudios que analizan la
MMP-3 en relacién al estado ganglionar, incluyendo la odds ratio comtin calculada de acuerdo

a ambos modelos.
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iv.- MMP-9 (gelatinasa B).

De los 238 pacientes incluidos en el estudio, un 63% mostraron positividad
frente a la MMP-9. El resultado del metaanalisis demostré la existencia de una
relacion significativa entre la expresiéon de la MMP-9 y las metastasis

ganglionares (OR: 2.29, IC 95%: 1.09-4.48%) (Figura 38).
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Figura 38¢7: Forest plot (odds ratio, IC 95%) con los resultados de los estudios que analizan la
MMP-9 en relacién al estado ganglionar, incluyendo la odds ratio comtin calculada de acuerdo
a ambos modelos.

v.- MMP-14.

Finalmente, el metaanalisis evalu6 4 estudios que reclutaron un total de 198
pacientes, de los cuales un 65.1% resultaron positivos frente a la MMP-14.

De nuevo se mostro la existencia de una relacion significativa entre la
expresion de la MMP-14 y la afectacion ganglionar (OR: 4.70, IC 95%: 2.17-

10.83%) (Figura 39).
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Figura 39¢7: Forest plot (odds ratio, IC 95%) con los resultados de los estudios que analizan la
MMP-14 en relacién al estado ganglionar, incluyendo la odds ratio comtn calculada de acuerdo
a ambos modelos.

Analizados en conjunto, parece existir una tendencia significativa en la
asociacion entre la actividad de las MMPs, valoradas mediante técnicas de
inmunohistoquimica, y la presencia de adenopatias metastasicas a nivel
cervical en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello, si bien los
resultados correspondientes a los estudios individuales mostraron una marcada
heterogeneidad. De acuerdo con los autores del metaanalisis, una primera
necesidad seria la estandarizacion de las técnicas de inmunohistoquimica y de
los protocolos de evaluacion, de cara a conseguir resultados solidos que
clarifiquen el papel real jugado por las MMPs en relacién a la afectacion
ganglionar.

De los estudios incluidos en el metaanalisis, destaca el realizado por Kurahara
y cols®® por ser el que agrupd a un mayor niimero de pacientes y en el que se
analizaron un mayor numero de MMPs. Se analizaron un total de 96 pacientes
con carcinomas de cavidad oral, 38 de los cuales (39.6%) contaron con la
presencia de metastasis a nivel ganglionar. Se llevé a cabo una determinacién
inmunohistoquimica de la expresion de la MMP-1, -2, -3, -9, -14, y del TIMP-1y
TIMP-2. La expresion de MMP-1, -2, —14 y TIMP-2 correspondié de forma

mayoritaria a las células tumorales, en tanto que para MMP-3, -9 y TIMP-1 de
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forma preferente a las células del estroma. En general, los autores encontraron
una relacion significativa entre el nivel de expresion de las MMPs estudiadas y
la existencia de afectacion ganglionar. La Tabla 8 resume los hallazgos

encontrados por los autores.

Grado de tincién

MMP-1
0 17* 1
1+ 25 11 P < 0.0001
24 13 39 (18.772)
i+ 3 4

MMP-2
0 18 1
1+ 18 5 P<0.05
2+ 11 14 (14.443)
3+ 10 18

MIMP-3
0 9 2
1+ 24 7 P<0.05
2+ 16 16 (10.807)
3+ 9 13

MMP-9
0 14 2
1+ 26 3 P < 0.0001
2+ 8 13 (28.851)
3+ 10 20

Total 58 38

Tabla 8%: Relacion entre la expresion de MMPs en biopsias de especimenes con carcinoma
escamoso de cavidad oral y la afectacion ganglionar. N-/+: sin/con afectacion ganglionar.
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Igualmente, aparecié una relacion significativa entre el nivel de expresion
correspondiente a la MMP de membrana MMP-14 (P=0.005) y el TIMP-1
(P=0.01) y la afectacion ganglionar, en tanto que no se aparecié tal relacion
entre el TIMP-2 y la presencia de metastasis ganglionares.

La agrupacion de los niveles de positividad en 5 categorias, correspondiendo la
categoria 1 a un nivel de expresion muy bajo del conjunto de MMPs vy la
categoria 5 a un nivel de expresion elevado de todas ellas, mostré la existencia
de una relacién significativa entre la categoria de expresion y el porcentaje de
pacientes con afectacién ganglionar. La Tabla 9 muestra la relacién existente

entre la categoria de actividad de MMPs y la afectacion ganglionar.

Grupos MMPs segln
grado de tincién
Grupo 1 20 3
Grupo 2 13 1
Grupo 3 11 3 P < 0.0001
Grupo 4 10 11 (34.627)
Grupo 5 3 18

Tabla 9%: Relaciéon entre los grupos con tincién de MMPs en biopsias de especimenes con
carcinoma escamoso de cavidad oral y la afectacién ganglionar. N-/+: sin/con afectacién ganglionar.

Hong y cols® llevaron a cabo una determinacién de la actividad gelatinolitica
desarrollada por las MMP-2 y -9 a partir de un estudio de zimografia en gelatina
realizado en 4 muestras de mucosa y 11 pacientes con carcinomas de cavidad
oral, 6 de los cuales contaron con la presencia de metastasis a nivel regional.
Sus resultados mostraron que la actividad gelatinolitica desarrollada por la

MMP-2 en las muestras de tumor fue 3.64 veces superior que la
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correspondiente a la mucosa sana, y la dependiente de la MMP-9 fue 2.81
veces superior, existiendo diferencias significativas en la actividad proteolitica
asociada al tumor respecto a la mucosa sana. No aparecieron diferencias
significativas en la actividad gelatinolitica asociada a la MMP-2 entre los
tumores en funcién de la afectacidon ganglionar, en tanto que los pacientes con
tumores metastasicos contaron con un incremento moderado de la actividad
proteolitica asociada a la MMP-9.

Xie y cols®® estudiaron 32 pacientes con carcinomas de supraglotis con la
finalidad de determinar la presencia de metastasis ganglionares a partir del
analisis de la actividad MMP. Se evaluaron tanto la expresion de los genes
mediante técnicas de RT-PCR, como la proteica mediante inmunohistoquimica
de una bateria de MMPs que incluyé la MMP-1, -2, -7, -8, -9 y -10. Los
porcentajes de positividad encontrados a partir del estudio inmunohistoquimico
fueron del 38%, 63%, 59%, 63% y 25% para las MMP-1, -2, -7, -9y -10. Por su
parte, los porcentajes de positividad en el estudio mediante PCR fueron del
44%, 78%, 66%, 16%, 75% y 34% para las MMP-1, -2, -7, -8, -9 y -10
respectivamente.

Los autores encontraron una relacién significativa entre la expresion de la
MMP-2, la MMP-7 y la MMP-9 y la existencia de metastasis ganglionares, tanto
en el estudio inmunohistoquimico como en la determinacién de la expresion de
los genes correspondientes mediante técnicas de PCR. Durante el proceso
metastasico, ademas de penetrar la membrana basal correspondiente a la
pared del vaso linfatico, las células tumorales necesitan progresar a través de
la pared de dichos vasos. Las MMP-2 y MMP-9 participan de la degradacion de

la membrana basal del vaso linfatico, mientras que la MMP-7 cuenta con la
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capacidad de degradar de forma efectiva la elastina, que es el componente
principal de la pared del vaso.

A partir de sus resultados, elaboraron unos modelos mediante los cuales se
calculaba la probabilidad de afectacion ganglionar en funcién de la positividad
en la actividad MMP. La siguiente férmula corresponde al modelo elaborado a

en funcién de la positividad estudiada mediante técnicas de PCR.

e 2.7425A4+3.26308+3.4799C-5.7356

b= 1 + E,'Q'.'?'Li':'{.'a}-{"{':3'.':3'6."3'{51{ +3.4799C-5.7356

Formula 1%: Modelo basado en una regresiéon logistica multivariante con el objetivo de
predecir, segln el nivel de expresién de ARNm de MMPs, la posibilidad de metastasis o
micrometdstasis ganglionar cervical en carcinomas de supraglotis. Niveles de expresién de
MMPs mediante RC-PCR. A:MMP-2; B.MMP-7; C:MMP-9.

El valor predictivo global correspondiente a este modelo fue del 84%, en tanto
que el que se obtuvo con el modelo basado en las determinaciones
inmunohistoquimicas alcanzé el 88%. Cabe destacar que la aplicacion de estos
modelos matematicos hubiera conseguido determinar la presencia de

metastasis ganglionares ocultas en 6 de los 7 pacientes NO/pN+.

Katayama y cols® realizaron un estudio en 53 pacientes con carcinomas de
cavidad oral en estadios iniciales (T1-2N0) tratados preferentemente de forma
quirurgica, evaluando mediante técnicas de inmunohistoquimica las actividades
correspondientes a las MMP-2, MMP-9, MMP-14 y TIMP-2. Las diferentes
proteinas se expresaron de forma preferente en la superficie y el citoplasma de
las células tumorales, apareciendo también tenidas de forma ocasional algunas
células endoteliales y fibroblastos del estroma. No aparecieron diferencias

significativas en cuanto al control local de la enfermedad en funcién de la
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expresion de las MMPs o el TIMP-2. Los pacientes que desarrollaron una
recidiva regional (n=20, 37.7%) contaron con unos valores de expresion de las
MMP-9 y el TIMP-2 significativamente superiores, en tanto que no aparecieron
diferencias significativas para la MMP-1 y la MMP-14. La Figura 40 muestra los
valores de expresion correspondientes a los pacientes incluidos en el estudio

en funcién de la presencia de recidiva a nivel regional.

P=0.036 P=0.043
3.0 =
=20 '
#
S
%
= 1.0
(o
]

MMP9 MMFP2 MT1-MMP TIMP2

Pacientes con recidiva ganglionar (n=20)
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Figura 40>%: Valores de expresiéon de MMP-1, MMP-2, MT1-MMP(MMP-14), y TIMP-2 entre
pacientes con recidiva ganglionar o a distancia (n =20; 1.750+ 0.786, 1.500 £ 1.100, 1.450 £ 0.999,
y 1.800 £ 0.834, respectivamente) y pacientes sin recidiva ganglionar (n =33; 1.586 + 1.018,
0.862+ 0.935, 1.345+ 1.078, y 1.314 +0.733, respectivamente). Los resultados se presentan como
media + SD. Se aplic6 el test U Mann-Whitney para determinar la P.
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La Figura 41 muestra las curvas de supervivencia libres de recidiva regional y a

distancia en funcién de los valores de expresiéon de las MMP-9 y el TIMP-2.
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Figura 41**: Curvas de control regional y a distancia en funcién de los valores de MMP-9 y el
TIMP-2. (A) El control regional y distancia tiende a ser peor en pacientes con expresiéon de
MMP-9 elevados (valor 1-3), que los sin expresién de MMP-9 (valor 0; P = 0.0247); (B) y tiende a
ser peor en pacientes con TIMP-2 con valor 3, que los valores 0-2 (P = 0.0019). Se utiliz6 el
método de Kaplan-Meier y el test log-rank para comparar.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia libre de recidiva en
funcion de la expresién inmunohistoquimica de ambas proteinas, si bien debe
tenerse en cuenta que el numero de pacientes incluidos en el grupo de mal
prondstico correspondiente al valor de expresion elevado del TIMP-2 fue muy
reducido.

En general, se ha asociado el TIMP-2 con un efecto supresor de la capacidad
de diseminacién tumoral a partir de su efecto inhibidor de la MMP-2, por lo que
llama la atencion que su sobre-expresion se asocie con el efecto contrario.

En un estudio previo realizado por Yoshizaki y cols® se encontré igualmente
una relacidén significativa entre la expresion del TIMP-2 y la presencia de

adenopatias metastasicas.

TIMP-2 score -2 (n=51})
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Kawano y cols® desarrollaron un estudio inmunohistoquimico en el que se
valord la presencia de la laminina-5, un componente de la membrana basal
cuya expresion se ha relacionado con el pronostico y el control local en
pacientes con carcinomas de cavidad oral®®, y de MMP-14, una de las enzimas
encargadas de su degradacion, con la presencia de adenopatias metastasicas
en pacientes con tumores iniciales (T1-T2) de la cavidad oral. La totalidad de
los 57 pacientes estudiados mostraron la presencia de laminina-5 en el estudio
histoldgico, en 26 ocasiones (45.6%) con un patrén focal o discontinuo, y en 31
casos (54.4%) con una afectacion difusa amplia. En cuanto a la MMP-14, 18
pacientes (31.6%) fueron considerados positivos.

En relacion a la afectacion regional se definieron tres grupos de pacientes:
grupo 1 (n=14) lamimina-5 focal / MMP-14 (-), con un riesgo bajo de afectacion
regional (14.3%); grupo 2 (n=16) lamimina-5 focal / MMP-14 (+) o lamimina-5
difuso / MMP-14 (-), con un riesgo intermedio (31.3%); y grupo 3 (n=27)
lamimina-5 difuso / MMP-14 (+), con un riesgo elevado (55.6%) de aparicién de
metastasis a nivel ganglionar. Los resultados de un estudio multivariante
mostraron que el grosor tumoral y el status laminina-5 / MMP-14 se
relacionaron de forma significativa con la afectacion regional. Para los
pacientes NO, la determinacion de la actividad laminina-5 / MMP-14 se
correlaciond con la presencia de metastasis ganglionares ocultas. La incidencia
de metastasis ocultas para los 17 pacientes NO incluidos en los grupos 1y 2
fue del 5.8%, ascendiendo al 44.4% en el grupo de 18 pacientes NO incluidos
en el grupo 3. La conclusion de los autores fue que la determinacion
inmunohistoquimica de laminina-5 / MMP-14 se correlacion6 con la presencia

de adenopatias metastasicas en los pacientes con tumores localmente
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incipientes de cavidad oral, pudiendo ser utilizada para diferenciar a los
pacientes NO candidatos a un tratamiento electivo sobre las areas
ganglionares.

En un estudio de disefio similar, Germani y cols® evaluaron la relacion entre la
expresion de MMP-14 mediante técnicas de inmunohistoquimica y la presencia
de metastasis ganglionares en un grupo de pacientes con carcinomas de
cavidad oral NO tratados quirargicamente. El porcentaje de positividad frente a
la MMP-14 correspondiente a los pacientes NO/pN+ fue del 67% (4/6), frente al
21% (3/14) correspondiente a los pacientes NO/pNO. El estudio estadistico
mostré una tendencia hacia la positividad frente a la MMP-14 para los
pacientes con metastasis ganglionares ocultas (P=0.12), sin que la potencia del
estudio permitiese alcanzar una significacién estadistica. En el mismo estudio
se evaluaron otros marcadores moleculares relacionados con la migracion
como el receptor de superficie CD44, con la adhesividad intercelular como la
cadherina-E, y con la adhesién entre la célula y la matriz extracelular como la
FAK (focal adhesion kinase). No existi6 correlacion entre la expresion de
ninguna de estas moléculas y la presencia de metastasis ganglionares ocultas.
Por su parte, de Amorim y cols’® tampoco encontraron una relacion significativa
entre la expresion de las matrilisinas (MMP-7 y MMP-26) y la presencia de
metastasis ganglionares en un estudio inmunohistoquimico realizado en 24
pacientes con carcinomas de cavidad oral.

En dos estudios realizados en pacientes con carcinomas de cavidad oral en
que se evalub la expresibn de wuna serie de MMPs mediante

41,42

inmunohistoquimica, de Vicente y cols encontraron una relacién con la

afectacion regional sélo con la expresion de la MMP-7. La MMP-2, MMP-9 y
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MMP-14 no se relacionaron de forma significativa con la presencia de
adenopatias metastasicas. El porcentaje de positividad frente a MMP-7 para los
pacientes N+ fue del 92.0% (23/25), en tanto que para los pacientes NO fue del
70.4% (31/44) (P=0.03). De acuerdo con un estudio multivariante, la expresion
de la MMP-7 fue la unica variable que aparecié6 como un factor de riesgo
independiente asociada a la aparicion de metastasis ganglionares.

Gordgh y cols® llevaron a cabo un estudio muy completo del papel bioldgico
jugado por las MMPs en relacion con la afectacion ganglionar en pacientes con
carcinomas de laringe. Los autores analizaron mediante técnicas de RT-PCR
un grupo de 47 pacientes con carcinomas laringeos, evaluando la expresion de
MMP-1, -2, -9, y -10, asi como de los inhibidores especificos TIMP-1y TIMP-2.

El porcentaje de positividad difiri6 notablemente en funcién de la MMP
evaluada. Asi, la expresion frente a la MMP-1 fue positiva en un 36.1%, la
MMP-2 en 53.2%, la MMP-9 en un 85.1%, y la MMP-10 tan s6lo en un 19.1%.
El porcentaje de positividad en la expresion del TIMP-1 fue del 68.1% y del
TIMP-2 del 23.1%.

De acuerdo con sus resultados, no aparecid una relacidn significativa entre la
expresion de las MMPs -1, -9 y -10 y la afectacién ganglionar. Por el contrario,
la expresién de la MMP-2 se relacion6 de forma significativa con la presencia
de adenopatias metastasicas. De los 24 pacientes N+, un 70.8% mostro
positividad frente a la MMP-2, frente a un 34.8% correspondiente a los 23
pacientes NO (P=0.013). Por otro lado, aparecié una relacion inversa
significativa entre la expresién de los TIMP-1 y TIMP-2, con la presencia de
metastasis ganglionares. Para los pacientes N+ el porcentaje de positividad

para el TIMP-1 y TIMP-2 fue del 50% y 4.1% respectivamente, frente al 86.9%
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y 43.4% correspondiente a los pacientes NO (P= 0.003 y P=0.002). Los autores
llevaron ademas un estudio inmunohistoquimico en una muestra de cinco de
los pacientes, encontrando que la actividad MMP aparecia preferentemente en
las células tumorales, en tanto que las células del estroma no mostraron
actividad MMP, tal como se muestra en la Figura 42, correspondiente a una

tincion inmunohistoquimica frente a la MMP-2.

Figura 42%: Carcinoma de laringe: Tinciéon para MMP-2. La MMP-2 es producida de forma
predominante por células malignas y s6lo se encuentran rastros en el estroma del tumor.

Los autores complementaron el estudio mediante una evaluacion de la
actividad MMP en una bateria de 11 lineas celulares correspondientes a
carcinomas escamosos de cabeza y cuello. Los resultados obtenidos fueron
compatibles con los hallazgos clinicos. Ninguna de las lineas celulares expreso
MMP-10, y 10 de las lineas expresaron MMP-9. Tan sdlo una linea celular
correspondiente a un carcinoma de orofaringe no expresé ninguna de las
MMPs evaluadas.

Finalmente, se llevd a cabo un estudio que evaluaba la capacidad de

degradacion in vitro de dichas lineas mediante una técnica de zimografia en
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gelatina. Se evidencié que un incremento a nivel transcripcional de los TIMPs
conducia a una disminucion entre dos y seis veces de la actividad enzimatica
correspondiente a las MMP-2 y MMP-9.

En un estudio que combinaba igualmente técnicas de inmunohistoquimica con
la evaluacién de la expresion de los genes mediante RT-PCT, Imanishi y cols™
encontraron que la MMP-14, pero no la MMP-2, se encontraba relacionada con
la presencia de metastasis a nivel ganglionar. La Figura 43 muestra la
distribucion de los valores de ARNm correspondientes a la expresion de la
MMP-14 (MT1-MMP) y la MMP-2 en un grupo de 42 pacientes con carcinomas
de cabeza y cuello, 20 de los cuales contaron con la presencia de adenopatias

metastasicas.
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Figura 433 Distribucién de los niveles de ARNm de la MT1-MMP y MMP-2 en carcinoma de
cabeza y cuello con [LN(+)] o sin [LN(-)] metastasis ganglionar. * P<.01; NS: no significativo.

Existieron diferencias significativas en los niveles de expresién de la MMP-14
(MT1-MMP) en funcién de la existencia de metastasis ganglionares (P=0.01).
Los resultados del estudio inmunohistoquimico fueron comparables. Los

pacientes con metastasis ganglionares contaron con un mayor indice de
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positividad frente a la MMP-14 que los pacientes NO, en tanto que no
aparecieron diferencias significativas en relacion con la MMP-2. De acuerdo
con los resultados de un estudio multivariante, sélo la positividad frente a la
MMP-14 aparecié como un factor significativo asociado a la presencia de
metastasis ganglionares, en tanto que ni la categoria de extension local T, ni el
grado histoldgico, ni la expresion de la MMP-2 se asociaron con la afectacion
regional. En relacién a los pacientes MMP-14 negativos, los pacientes MMP-14
positivos contaron con un riesgo 6.2 veces superior de contar con metastasis
ganglionares (IC 95%: 1.2-33.9, P=0.033).

Otros autores que han analizado la relacién entre la expresidon de los genes
responsables de la codificacion de las MMPs y la presencia de adenopatias
metastasicas fueron O-charoenrat y cols’’, que evaluaron mediante técnicas de
RT-PCR un grupo de 54 pacientes consecutivos con carcinomas de cabeza y
cuello. Los autores encontraron una correlacion significativa intensa entre los
niveles de expresion de la MMP-9 (P<0.001) y la afectacién ganglionar,
mientras que MMP-2, MMP-7 y MMP-11 mantuvieron unos niveles de
asociacion mas moderados (P=0.4, 0.3 y 0.49 respectivamente).

La Figura 44 muestra la correlacion existente entre los niveles de expresion alta
o baja de forma conjunta de los genes MMP-2 y MMP-9 y la presencia de

adenopatias metastasicas.
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Figura 447: Correlacién entre la expresion de MMP-2 y MMP-9 con (Node +) o sin [Node -) la
presencia de metastasis ganglionar en tejidos con carcinoma de cabeza y cuello primarios. Los
valores de corte obtenidos de las medias de ARNm determinados por RT-PCR, se usaron para
separar los tumores primarios de carcinoma en grupos de alta y baja expresion.

Para Zhang y cols**, que estudiaron mediante técnicas de RT-PCR e
inmunohistoquimica la expresion de diferentes MMPs, existio una relacién entre
la expresion de la MMP-14 y la existencia de afectacién ganglionar en
pacientes con carcinoma de supraglotis. El porcentaje de MMP-14 positivos en
los pacientes N+ fue del 90.9% (40/44), en tanto que para los NO disminuyé al
73.2% (30/41) (P<0.05). Por el contrario, no aparecieron diferencias
significativas en relacion a la presencia de metastasis ganglionares al analizar
la MMP-15 o la MMP-16.

La CD44 es una dlicoproteina transmembrana relacionada con las
interacciones de las células entre si, y de éstas con la matriz extracelular.
Proporciona un lugar de anclaje en la superficie celular a la MMP-9, mediando
de forma indirecta las funciones de dicha enzima. En un estudio reciente, Yice

y cols® han evaluado de forma conjunta la actividad de la CD44 y la MMP-9
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mediante técnicas de inmunohistoquimica en un grupo de 30 pacientes con
carcinomas de supraglotis pN+, comparandolos con un grupo pareado de 30
pacientes pNO. No aparecieron diferencias significativas en la expresiéon de
ambas proteinas en funcion del estadio o el grado de diferenciacion del tumor.
Los autores sefalaron un cierto grado de concordancia en el grado de
expresion de la CD44 y la MMP-9 (valor k: 0.57). El porcentaje de
sobreexpresion del CD44 correspondiente a los pacientes pN+ fue del 63%,
frente a un 33% en los pNO. Por su parte, el porcentaje de sobreexpresion para
la MMP-9 en los pacientes pN+ fue del 87%, frente a un 60% para los pNO. Los
autores encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la expresién de
ambas proteinas en relacion a la presencia de adenopatias metastasicas en los
vaciamientos cervicales.

Sin embargo, tal como quedd de manifiesto en el metaanalisis realizado por
Wiegand y cols®’, no todos los autores coinciden en la relevancia de las MMPs
como factor de riesgo de afectacion ganglionar en los pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello. Ruokolainen y cols® no
encontraron diferencias significativas en los niveles de expresién de la MMP-9
en funcion de la presencia de adenopatias metastasicas en un estudio
inmunohistoquimico realizado en 74 pacientes con carcinomas de cabeza y
cuello. Igualmente, en un estudio de caracteristicas similares realizado en 138
pacientes con carcinomas de cavidad oral, Kosunen y cols* no encontraron
relacion entre la MMP-9 y la afectacion ganglionar.

En dos estudios diferentes, Ruokolainen y cols, no encontraron una relaciéon
significativa entre la expresién del TIMP-1*° o la MMP-2 y el TIMP-2%,

medidos mediante técnicas de inmunohistoquimica a nivel del tumor y niveles



96

séricos circulantes, con la afectacion ganglionar en pacientes con carcinomas
de cabeza y cuello,

Por su parte, Liu y cols® tampoco encontraron una relacién significativa entre
los niveles de expresion de la MMP-2 y -9 y la presencia de afectacion

ganglionar en un grupo de 72 pacientes con carcinomas de la laringe.

La Tabla 10 resume los hallazgos encontrados por los diferentes autores
respecto a la relacion existente entre la expresion de MMPs y TIMPs y la

presencia de metastasis ganglionares.



Tabla 10: Revision de la correlacion entre la expresiéon de MMPs/TIMPs y la presencia de metéstasis ganglionar.
* Valoracién mediante PCR; # pacientes NO; Valoracion de rN o pN+: & relacion inversa.

Autor afio n NO/N+ MMP TiMP
1 2 3 7 8 9 | 10 | 14 | 15 | 16 | 26 | 1 2
Kusukawa*® 1993 46 20/26 +
Kusukawa'? 1995 65 38/27 +
Yoshizaki®® 1997 51 29/22 + +
Sawatsubashi’ 1998 83 72/11 -
Repassy’ 1998 15 11/4 -
Kurahara® 1999 96 58/38 + + - + + + -
Hong®? 2000 44 25/19 - +
Imanishi'** 2000 65 33/32 - +
Riedel® 2000 52 14/38 -
O-charoenrat”'* 2001 54 27/27 - - +
Krecicki’® 2001 50 35/15 -
Franchi® 2002 43 26/17 -
Xie®%* 2004 32 20/12 - + + - + -
Katayama™ 2004 53" 53/0 - + - +
Ruokolainen® 2004 74 42/32 -
Ruokolainen® 2005 68 36/32 -
Liu®® 2005 72 63/9 - -
Ruokolainen® 2006 72 42/30 - -
Kawano®® 2006 57 35/22 +
Gorogh®®* 2006 47 23/24 - + - - +5 | 48
Kosunen® 2007 138 107/31 -
Germani™ 2009 20* 20/0 -
Zhang*** 2009 85 41/44 + - -
De Amorim’® 2010 24 12/12 - -

97



Yiice®

2010

60

30/30

98



99

11.- TRASCENDENCIA CLINICA DE LA EXPRESION DE LAS MMPs EN
LOS CARCINOMAS DE CABEZA Y CUELLO.

Existen multiples evidencias obtenidas a partir de estudios histolégicos y de
biologia molecular que relacionan la actividad de las MMPs con el control final
de la enfermedad. Sin embargo, tal como hemos visto al evaluar la asociacion
entre la expresion de las MMPs y la afectacidn ganglionar, no existe
unanimidad en los resultados obtenidos por los diferentes autores.

Los niveles de expresion de las MMPs podrian ser responsables del
comportamiento clinico de los tumores de cabeza y cuello. A este respecto,
existen estudios que han encontrado relacién entre el patron de expresion de
MMPs y el comportamiento fenotipico y la agresividad tumoral. El carcinoma
verrucoso es una variante del carcinoma escamoso que se caracteriza por
penetrar en el tejido conectivo subepitelial “empujando” la membrana basal, asi
como por carecer de la posibilidad de metastatizar a nivel ganglionar. Impola y
cols’” encontraron que el patron de expresion de MMPs podria contribuir a
justificar las diferencias en el comportamiento de los carcinomas verrucosos en
relacion a los carcinomas escamosos convencionales. De forma caracteristica,
en comparacion con los carcinomas escamosos convencionales, los
carcinomas verrucosos no contaron con expresion de la MMP-3, -7, -9, -12 y —
13. De acuerdo con los autores, el patron de expresion de MMPs se

correlacionaria con el comportamiento histopatoldgico de los carcinomas.
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Yoshizaki y cols® evaluaron la expresién de la MMP-2, MMP-14 y TIMP-2
mediante inmunohistoquimica en 51 pacientes con carcinomas de cavidad oral
tratados quirdrgicamente. Los autores encontraron una relacion altamente
significativa entre los niveles de expresiéon de las tres proteinas y la aparicion
de recidivas del tumor tanto a nivel local, regional y a distancia. La Figura 45
muestra las curvas de supervivencia libre de enfermedad correspondiente a los
pacientes incluidos en el estudio en funcioén del status inmunohistoquimico para
la MMP-2, MMP-14 y TIMP-2.

De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, el status histologico
del TIMP-2 fue la unica variable que se relacioné de forma significativa con la
supervivencia. En relacion a los pacientes TIMP-2 negativos, los pacientes
TIMP-2 positivos contaron con un riesgo 2.67 veces superior de fallecer como

consecuencia de la evolucién de la enfermedad (IC 95%: 1.02-7.00, P=0.0447).
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Figura 45%3: Curva de supervivencia libre de enfermedad de Kaplan Meier de 51 pacientes con
carcinoma ecamosos de lengua en funcién de MMP-2(a), MT1-MMP(b), y TIMP-2(c). Andlisis
estadistico, test log-rank.
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En un grupo de 74 pacientes con tumores avanzados de cabeza y cuello,
Ondruschka y cols® encontraron una relacion significativa entre la presencia de
niveles elevados de MMP-2 estudiados mediante inmunohistoquimica y el

pronostico, tal como muestra la Figura 46.

MMP-2

== negative

N positive

Cumulative overall survival

Survival time in month

Figura 46%: Curvas de supervivencia de todas las localizaciones tumorales en funcién de la
expresion MMP-2 en el sitio de invasién del carcinoma (n=74).
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Ruokolainen y cols* llevaron a cabo un estudio en que se evalué el prondstico
de un grupo de 68 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello tratados
mayoritariamente con cirugia en funcion de la expresién del TIMP-1. La
supervivencia ajustada a los 5 afnos para los pacientes TIMP-1 negativos
(n=13) fue del 75%, disminuyendo al 47% para el grupo de pacientes TIMP-1
positivos (n=55) (P=0.075). La Figura 47 muestra las curvas de supervivencia

en funcién de la expresién del TIMP-1.
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Figura 474: Efecto de la proteina inmunorreactiva TIMP-1 en la curva de supervivencia en
carcinomas de cabeza y cuello. Casos negativos (-), n=13; positividad débil (+), n=15;
positividad moderada (++), n=16; positividad extensa y fuerte (+++), n=24.
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En otro estudio desarrollado por Ruokolainen y cols® en el que se evaluaron 74
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello tratados mayoritariamente con
cirugia, tanto la expresion de MMP-2 como de TIMP-2 se correlacionaron con
la aparicion de metastasis a nivel cervical y a distancia y con la supervivencia
ajustada. La Figura 48 muestra las curvas de supervivencia correspondientes a
los pacientes incluidos en el estudio en funcién de los niveles de expresiéon de

ambas proteinas.
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Figura 48%: Analisis de supervivencia de pacientes con carcinoma de cabeza y cuello en funcién
de la expresiéon de MMP-2 (A) y TIMP-2(B) en el tejido tumoral.

Finalmente, el mismo grupo de autores®® desarrollaron un estudio en que
evaluaban la relacion entre la expresion de MMP-9 y el resultado oncoldgico en

un grupo de 74 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello tratados de forma

=+

preferente con cirugia radioterapia (82.4%). Un 82% de los pacientes
mostraron diferentes grados de positividad frente a la MMP-9 en el estudio
inmunohistoquimico. No se encontré relacidon significativa entre la positividad

frente a la MMP-9 y la extensién local o regional de la enfermedad, el grado

histolégico del tumor, o su localizacion. Existieron diferencias significativas en

100
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la supervivencia ajustada en funcion del status de expresion de la MMP-9, tal

como se muestra en la Figura 49 (P=0.013).
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‘ Figura 493%8: Efecto de la expresién de la MMP-9 sobre la supervivencia.

La supervivencia ajustada a los 5 anos para los pacientes MMP-9 negativos fue
del 92%, descendiendo al 45% para los pacientes MMP-9 positivos. En los
pacientes positivos, la supervivencia disminuyé conforme aumentaba el grado
de intensidad de la expresién de la MMP-9. Para los pacientes con positividad
intensa la supervivencia a los 5 anos fue del 36%, para los pacientes con
positividad moderada fue del 50%, y para los de positividad leve del 57%. De
acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, el estadiaje de la
enfermedad apareci6 como el factor prondstico mas relevante, si bien la
positividad frente a la MMP-9 mantuvo su capacidad prondstica.

Otros autores que encontraron una relacién significativa entre la expresion de
la MMP-2 y la supervivencia, fueron Liu y cols®®, que evaluaron mediante
inmunohistoquimica la actividad MMP-2 y MMP-9 en una cohorte de 72

pacientes con carcinomas de la laringe tratados de forma quirurgica. De
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acuerdo con sus resultados, existi6 una diferencia significativa en la
supervivencia ajustada de los pacientes en funcion de la positividad para la
MMP-2, con unos valores de supervivencia actuarial a los 5 afios para los
pacientes MMP-2 negativos (n=36) del 72.2% y para los pacientes MMP-2
positivos (n=36) del 38.9% (P=0.0031). En el caso de la MMP-9, se produjo una
tendencia hacia el mejor prondstico para los pacientes MMP-9 negativos
(n=19), que contaron con una supervivencia ajustada a los 5 afos del 73.7%,
frente al 49.1% correspondiente a los pacientes MMP-9 positivos (n=53)
(P=0.078). La Figura 50 muestra las curvas de supervivencia ajustada en

funcién de la positividad de las MMPs estudiadas.
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Figura 50%: Supervivencia ajustada en pacientes con o sin expresiéon de MMP-2 (A) y MMP-9
(B).
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Zhang y cols** comunicaron que la supervivencia ajustada en un grupo de 85
pacientes con carcinomas de la supraglotis tratados quirdrgicamente se
relacion6 de forma significativa con el nivel de la MMP-14. Por el contrario, en
el mismo estudio, no aparecié una relacion entre el resultado oncoldgico y los
niveles de expresion de las MMPs -15 y -16. La Figura 51 muestra las curvas

de supervivencia en funcién de los niveles de expresion de la MMP-14.
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Figura 51%: Curva de supervivencia del carcinoma de supraglotis en funcién de la expresién de
MMP-14. El grupo con expresién elevada MMP-14 tiene un rango de supervivencia disminuida
en relacién al grupo con MMP-14 negativa (P<0.05). La diferencia en el rango de supervivencia
entre el grupo con expresiéon baja de MMP-14 y el grupo con MMP-14 negativa no fue
significativa (P>0.05).

Luukkaa y cols*® encontraron significativa la relacién entre las positividad a la
MMP-13 y la supervivencia ajustada en 60 pacientes con carcinomas de
cabeza y cuello tratados con intencién radical preferentemente con cirugia. Los
autores clasificaron a los pacientes de acuerdo con el grado de positividad a la
MMP-13, de manera que consideraron un grupo de mal prondstico, formado
por los pacientes con positividad en mas del 90% de las células tumorales

(n=7), y el resto de pacientes sin expresion de la proteina o0 menos del 90% de
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células positivas (n=53). La Figura 52 muestra las curvas de supervivencia

ajustada en funcion del grado de positividad frente a la MMP-13.
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Figura 52%: Curva de supervivencia de pacientes con carcinomas escamosos primarios de
cabeza cuello con < 90% de positividad de MMP-13 en células tumorales, y 290% MMP-13.

Sin embargo, no todos los autores han encontrado que la expresion de MMPs
se relacionaba de forma significativa con el prondéstico de la enfermedad. En
una serie de estudios en los que se analizaron la MMP-2, MMP-7, MMP-9 y
MMP-14 en pacientes con carcinomas de cavidad oral tratados

quirtrgicamente, de Vicente y cols*!*2

no encontraron relacién significativa
entre la expresion de ninguna de las MMPs estudiadas y la supervivencia de
los pacientes. Igualmente, Kosunen y cols*® no encontraron relacion entre la
expresion inmunohistoquimica de MMP-9 y la supervivencia en 124 pacientes
con carcinomas de cavidad oral tratados mayoritariamente (84%) con cirugia.

Por su parte, en un estudio desarrollado en 60 pacientes con carcinomas de

cavidad oral tratados quirtrgicamente, Patel y cols' no encontraron diferencias
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significativas en la supervivencia en funcion del porcentaje de activacion de las
MMP-2 y la MMP-9.

Ademas, no en todas las ocasiones la sobreexpresion de las MMPs se ha
asociado a un peor prondstico de la enfermedad. Saussez y cols*® realizaron
un estudio en 73 pacientes con carcinoma de hipofaringe y 45 con carcinoma
de laringe tratados quirurgicamente, llevando a cabo una determinacion de la
expresion de la MMP-9, analizando el porcentaje de tejido positivo y la
intensidad de la tincion mediante técnicas de morfometria. De acuerdo con sus
resultados, existieron diferencias significativas en la supervivencia a favor de
los pacientes con una mayor expresion de MMP-9, tal como muestran las
siguientes curvas, en que se valord la supervivencia de los pacientes en

funcién del porcentaje de tejido positivo (labelling index, LI).
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Figura 53%: Curvas de supervivencia en carcinomas de hipofaringe (A) y laringe (B) para los
dos grupos de pacientes identificados en base al porcentaje de tejido positivo (LI), y su umbral
en cada panel. Pacientes con enfermedad y vivos estdn representados por circulos y cruces
respectivamente. Los valores de P se obtuvieron con el test de Wilcoxon.

Korpi y cols® realizaron un estudio inmunohistoquimico analizando un total de
90 pacientes con carcinomas de lengua tratados quirurgicamente, en el que se

analizo la expresion del tumor en relacion a las MMPs -2, -7, -8, -9 y —28. La
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unica MMP que se relacion con el resultado obtenido con el tratamiento fue la
MMP-8. Los pacientes con bajos niveles de expresion de la MMP-8 contaron
con un peor pronostico que los pacientes con niveles de expresion alto, tal

como aparece en la Figura 54.
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Figura 5478: La expresion de MMP-8 en células tumorales se correlaciona con una mejoria de la
supervivencia en carcinoma de lengua.

De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, los pacientes con
tumores con expresion baja de la MMP-8 contaron con un riesgo 3.70 veces
superior de fallecer como consecuencia de la evolucion del tumor (IC 95%:
1.04-12.5).

En este estudio Korpi y cols’® encontraron que las mujeres contaron con una
tendencia a mostrar valores mas elevados de MMP-8 y una mayor
supervivencia que los hombres. A partir de un abordaje experimental, los
autores encontraron que la expresion de la MMP-8 pareci6 contar con un efecto

diferenciado en funcién del sexo. Estudiaron la induccién de carcinomas en




111

cavidad oral a partir de la aplicacion topica de una sustancia carcinogénica en
ratones manipulados genéticamente que no expresaban MMP-8. En
comparacién con ratones normales, las hembras de ratones “knockout”
contaron con un incremento en la incidencia de carcinomas del 67%, en tanto
que el incremento en incidencia para los ratones machos se limité al 20%. De
acuerdo con los autores, la MMP-8 podria contar con una actividad protectora

en el caso de los carcinomas de cavidad oral, con un mecanismo de accion que

podria encontrarse relacionado con la expresion estrogénica.
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12.- PAPEL DE LAS MMPs COMO FACTOR PREDICTOR DE LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO.

Se han desarrollado estudios que intentan evaluar el papel predictor de la
expresion de las MMPs frente a la utilizacion de determinados tratamientos en
los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.

En un intento de identificar marcadores bioldgicos de respuesta a la
quimioterapia de induccion, Blons y cols’ llevaron a cabo un estudio en 148
pacientes con carcinomas avanzados de cabeza y cuello que recibieron
tratamiento con 3 ciclos de quimioterapia de inducciéon (CDDP-5 FU). Sobre la
base que la MMP-3 estaria implicada en la via del FasL, a su vez implicada en
la resistencia a genotdéxicos, los autores evaluaron la relacion entre
determinados polimorfismos de las MMPs y la respuesta. Se encontré una
correlaciéon significativa entre genotipos de la MMP3 y la respuesta a la
quimioterapia. Asi, los pacientes con genotipo 6A/6A contaron con un mayor
nivel de respuesta (86%) que los pacientes 5A/6A (65%), o que los pacientes
5A/5A (55%) (P=0.04).

En un estudio in vitro realizado con lineas celulares de carcinomas de cabeza y
cuello en que se realizé una comparacion de los perfiles de expresion utilizando
matrices (arrays) entre una linea sensible y dos lineas resistentes a la accion
del cisplatino, Ansell y cols® definieron la presencia de 20 genes reguladores
que se encontraban expresados de forma diferencial en las lineas celulares en
funcién de la sensibilidad al citostatico. Entre los genes reguladores se
encontraron los que codifican MMP-7, MMP-13 y TIMP-3. A continuacion, los
autores llevaron a cabo un estudio en que evaluaron la relacion entre la

resistencia al cisplatino y la expresion de MMP-7 y MMP-13 en 25 lineas
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celulares de carcinoma de cabeza y cuello. Se clasificaron las lineas celulares
en funcién de que tuvieran un nivel de expresion de las MMPs alto o bajo. Tal
como muestra la siguiente figura, existio una relacién entre el grado de
resistencia al platino (ICS) y la expresion de MMPs. Las lineas celulares con
niveles de expresion elevadas de MMP-7 y MMP-13 contaron con unos indices
de resistencia al platino significativamente superiores a las correspondientes a

lineas celulares con niveles de expresion de MMPs bajos (P=0.0013 y P=0.058

respectivamente).
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Figura 55%0: Impacto de la MMP-7 y MMP-13 como factor predictor de resistencia a Cisplatino.
El posible uso de MMP-7 y MMP-13 como marcador predictor de la sensibilidad intrinseca (ICS)
fue evaluada en 25 lineas celulares de CECC usando RT-PCR. Las lineas celulares se dividieron
en dos grupos: baja y alta expresion de ARNm. (A) La expresién elevada de MMP-7 esta
asociada a una resistencia a Cisplatino significativa (P=0.0013). (B) La expresiéon de MMP-13
muestra una tendencia a influir en la ICS (P=0.058). Andlisis de significacion realizo con el test U
Mann-Whitney. Significacion estadistica, P <0.05.
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13.- PAPEL DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE LAS MMPs.

Ademas de estudiar la expresion a nivel tisular, diversos autores han llevado a
cabo determinaciones de los niveles de MMPs e TIMPs a nivel plasmatico,
evaluando su capacidad prondstica.

Ranuncolo y cols®' fueron los primeros en evaluar la actividad a nivel
plasmatico de las MMPs. A partir de un estudio de zimografia en gelatina,
demostraron que los pacientes con carcinomas de laringe y orofaringe
contaban con una actividad gelatinasa asociada a la MMP-9 a nivel plasmatico
que doblaba a la correspondiente a sujetos control, con diferencias
significativas entre ambos grupos (P<0.01). No aparecio relacion entre dicha
actividad plasmatica y parametros clinico-patoldégicos dependientes del tumor.
Ruokolainen y cols®, por su parte, analizaron los niveles séricos de MMP-9 en
67 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. No encontraron relacion entre
la MMP-9 sérica y el estadiaje de la enfermedad ni la localizacién anatémica
del tumor, en tanto que si que existid una correlacion significativa entre dichos
niveles séricos y el grado de expresion de la proteina a nivel del tumor medida
en base a la inmunorreactividad (P=0.028). Los autores encontraron una
correlacién significativa entre los niveles plasmaticos de MMP-9 vy la
supervivencia ajustada. La supervivencia ajustada a los 5 afios correspondiente
a los pacientes con unos niveles bajos de MMP-9 plasmatica (n=22) fue del
69%, en tanto que la correspondiente a los pacientes con unos niveles altos

(n=45) descendio al 40% (P=0.027).
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La Figura 56 muestra las curvas de supervivencia en funcién de los niveles

plasmaticos de MMP-9 para los pacientes incluidos en el estudio.
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‘ Figura 5682: Curva supervivencia en funcién de los niveles plasmaticos de MMP-9.

De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, la variable
pronostica que se relacioné de forma mas intensa con la supervivencia fue el
estadiaje de la enfermedad. El nivel de actividad plasmatica de la MMP-9
mantuvo relacion con el prondstico, pero sin alcanzar una significacion
estadistica. Los pacientes con unos niveles altos de actividad MMP-9 contaron
con un riesgo de fallecimiento como consecuencia de la evolucion del tumor 2.0
veces superior que los pacientes con niveles bajos de actividad (P=0.15).

Con posterioridad, el mismo grupo de autores* llevé a cabo un estudio para
determinar el papel prondstico jugado por los niveles plasmaticos en este caso

de la TIMP-1, donde se pudo evidenciar de nuevo una relacién entre los niveles
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plasmaticos de TIMP-1 y su representacion tisular a nivel del tumor (P=0.13), y

la supervivencia ajustada, tal como se muestra en la Figura 57.
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Figura 574: Efecto de la proteina inmunorreactiva TIMP-1 en la supervivencia en CECC. Bajo
(low), n=28. Alto (high), n=40.

Finalmente, Ruokolainen y cols® efectuaron un estudio similar para analizar el
papel jugado por la MMP-2 y TIMP-2 plasmaticas. En esta ocasion no se
encontro relacion entre los niveles de expresion tisular a nivel tumoral y la
actividad plasmatica de ambas proteinas, ni entre los niveles plasmaticos y la

supervivencia.
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Otros autores han analizado la capacidad prondstica de los niveles circulantes
de MMP-9. El Houda Agueznay y cols®®, evaluaron 84 pacientes con
carcinomas de cabeza y cuello tratados con cirugia sola o combinada con
radioterapia, y pudieron observar como los niveles séricos de la MMP-9 se
asociaban con la supervivencia. Los pacientes con unos niveles séricos bajos
contaron con una supervivencia global a los 2 afos del 73.7%, en tanto que
para los pacientes con unos niveles altos fue del 40% (P=0.036). De acuerdo
con un analisis multivariante, los pacientes con niveles altos de MMP-9 tuvieron
un riesgo 2.2 veces superior de fallecimiento (IC 95%: 0.81-6.01). La Figura 58
muestra las curvas de supervivencia correspondientes a este grupo de

pacientes.
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Figura 5883 Supervivencia de pacientes con CECC en funcién de los niveles plasméticos de
MMP-9.
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De nuevo, Liu y cols® evaluaron el papel pronéstico de la MMP-9 sérica en los
carcinomas de cabeza y cuello. En este caso se estudiaron 161 pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello sometidos a tratamiento, llevandose
a cabo determinaciones de la actividad sérica de la MMP-9 y el VEGF. Los
autores encontraron una correlacion entre la actividad plasmatica de MMP-9 y
el estadiaje de la enfermedad, con unos niveles séricos superiores para los

pacientes N+ (Figura 59).
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Figura 598: Metastasis ganglionar y niveles de MMP-9 plasmaética pretratamiento. Los niveles
plasmaticos de MMP-9 en pacientes con metastasis ganglionar(N+) fueron significativamente
superiores en comparacién con los pacientes sin afectacién ganglionar (NO).

Existieron diferencias en la supervivencia en funcion de los niveles plasmaticos
de la MMP-9, contando los pacientes con unos niveles plasmaticos bajos
(n=97) con una supervivencia significativamente superior a la correspondiente

a los pacientes con niveles altos (n=64) (P=0.006).
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Los niveles plasmaticos de MMP-9 aparecieron como un factor prondstico

significativo en el analisis multivariante (P=0.031) (Figura 60).
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Figura 60%: Curvas de supervivencia en funcién de los niveles preoperatorios de MMP-9
plasmatica.

Ademas, en un grupo de 40 pacientes tratados quirurgicamente en los que se
obtuvo una muestra sérica seis semanas después de la cirugia, se comprobo
una reduccion significativa de los niveles plasmaticos de MMP-9 en relacién a

los valores previos al tratamiento (Figura 61).
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Figura 618: Cambios a nivel plasmético de MMP-9 en el postoperatorio.
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Existid un alto grado de correlacion entre los niveles plasmaticos de MMP-9 y

VEGF, tal como se evidencia en la Figura 62(P<0.0001).
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Figura 6284 Correlacién preoperatorio entre los niveles plasmaticos de MMP-9 y VEGF.




121

Finalmente, Pradhan-Palikhe y cols® estudiaron la relacion de la MMP-8 y el
TIMP-1 circulantes como factor prondstico en 136 pacientes con carcinomas de
cabeza y cuello. Si bien los niveles plasmaticos de MMP-8 no se asociaron a la
supervivencia, si que aparecieron diferencias significativas en funcion de los

niveles de TIMP-1, tal como muestra la Figura 63.
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Figura 63%: Curva de superviviencia de 136 CECC en funcién de la concentraciéon plasmaética de
TIMP-1. Los pacientes se agruparon en 3 grupos en funcién de la concentracién plasmatica: <
7nM (N=39), 7-11 nM (n=83), y >11 nM (n=14). Significacién, P<0.001.
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14.- PAPEL DE LOS POLIMORFISMOS DE LAS MMPs EN LA
SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE LOS CARCINOMAS DE CABEZA
Y CUELLO.

Existen evidencias alcanzadas a través de estudios epidemiolégicos vy
moleculares de acuerdo con las cuales determinados polimorfismos genéticos
de las MMPs podrian contribuir al riesgo de aparicion y a la progresion de
diversos modelos tumorales, como los carcinomas de pulmoén®, esofago?,
colon®® o mama®®*°.

O-charoenrat y Khantapura® fueron los primeros autores en describir que la
presencia de un polimorfismo de un nucleétido en el fragmento promotor de la
MMP-2 (-1306 C—T) y el TIMP-2 (-418 G—C) con capacidad de disminuir la
expresion de los genes, se relacionaban con el riesgo de apariciéon de los
carcinomas de cabeza y cuello, pudiendo contar ademas con significado
pronostico. Los autores evaluaron un total de 239 pacientes con carcinomas de
cabeza y cuello, comparandolos con un total de 250 controles apareados en
una poblacién tailandesa, asi como un panel de 17 lineas celulares. El genotipo
MMP-2 CC se asocio con un incremento significativo en el riesgo de aparicion
de carcinomas de cabeza y cuello (OR 1.97, IC 95%: 1.23-3.15) en
comparaciéon con la variante CT o TT. Por su parte, el alelo variante de TIMP-2
GC o CC se asoci6 con un incremento moderado del riesgo en relacion al alelo
comun GG (OR 1.43, IC 95%: 0.98-2.08). El polimorfismo en ambos genes
mostro un cierto efecto aditivo, con el mayor riesgo de carcinoma de cabeza y

cuello correspondiendo a los pacientes MMP-2 CC /TIMP-2 GC o CC (OR 2.34,

IC 95%: 1.31-4.18).



123

En el estudio desarrollado en las lineas celulares, se evidencio la existencia de
una correlacion entre el polimorfismo en la region promotora del gen MMP-2 y
los niveles de expresion del ARNm. Se observd que 14 lineas celulares
presentaron el genotipo MMP-2 CC (82%), 3 lineas presentaron el genotipo CT
y ninguna expreso el genotipo TT. Los niveles de expresion de MMP-2 en
células tumorales con genotipo CC, fue significativamente mayor que las con

genotipo CT (Figura 64).
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Figura 64%: Expresion de ARNm de MMP-2 en lineas celulares con CECC con diferentes
genotipos.

Existié una relacién significativa entre la afectacion ganglionar y el genotipo de
la MMP-2. Para los pacientes MMP-2 CC (n=206) el porcentaje de pacientes
N+ fue del 67.9%, en tanto que para los pacientes MMP-2 CT (n=33) fue tan
sblo del 36.3% (P=0.0008). Existieron también diferencias significativas en
relacion a los estadios avanzados de la enfermedad, con un porcentaje de
estadios IlI-IV en pacientes CC del 71,8% y CT del 45,4% (P=0.0043), y en la
profundidad de infiltracion tumor, con una infiltracién superior a los 10 mm en

un 64.5% de los CC y del 42.4% para los CT (P=0.020).
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El mismo grupo de O-charoenrat y cols® estudié también la susceptibilidad a la

aparicion de carcinomas de cabeza y cuello en relaciéon a la existencia del

polimorfismo de insercion de guanina (2G) en la regiéon promotora del gen

MMP-1, que resulta en un incremento en la actividad transcripcional. Se

evaluaron 300 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello y 300 controles

apareados. Ajustando con otros factores de confusion, los sujetos homocigotos

2G/2G contaron con un mayor riesgo de sufrir un carcinoma de cabeza y cuello

en comparacion con otros genotipos (OR 2.28, IC 95%: 1.58-3.27). Se encontro

una correlacion entre los niveles de expresion del ARNm MMP-1 y los

polimorfismos presentes en la regidon promotora del gen, tal como se muestra

Figura 65.
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Figura 65%: Expresion de ARNm de MMP-1 en lineas celulares con CECC con diferentes

genotipos.
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Al igual que sucedié con el polimorfismo CC del gen MMP-2, existi6 una
relacion significativa entre el genotipo del gen MMP-1, la afectacion regional y
la profundidad de la infiltracion. El porcentaje de pacientes N+ para los
genotipos 1G/1G o 1G/2G (n=151) fue del 49.6%, en tanto que para los
pacientes 2G/2G (n=149) fue del 71.1% (P=0.0002). Por otra parte, el
porcentaje de pacientes con infiltracion tumoral superior a los 10 mm para los
pacientes 1G/1G o0 1G/2G fue del 49.6%, y para los pacientes 2G/2G del 65.7%
(P=0.0005). Un estudio in vitro desarrollado en lineas celulares mostré que
aquellas lineas con genotipo 2G/2G contaban con un nivel de expresion del
gen MMP-1 significativamente superior que el correspondiente a los otros
genotipos.

Cao y Li'" también estudiaron el polimorfismo 1G/2G en la regién promotora del
gen MMP-1 en un grupo de 96 pacientes con carcinomas de cavidad oral y 120
controles apareados en una poblacion de etnia oriental, encontrando que la
frecuencia del alelo 2G fue significativamente superior en el grupo de pacientes
con carcinoma (OR 2.23, IC 95%: 1.47-3.37).

Con posterioridad a estos estudios iniciales, han sido diversos los autores que
han estudiado la trascendencia de los polimorfismos en los genes que codifican
MMPs y sus inhibidores especificos (TIMPs) en pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello [revisado por Chaudhary y cols®].

Peng y cols han publicado recientemente un metaanalisis en el que evaluaban
los resultados en relacion con el riesgo de aparicion de carcinoma obtenidos
por todos los estudios de polimorfismos de las MMP-1 y -3%, y las MMP-2 y -
9%, La Tabla 11 resume los resultados obtenidos en relacion a los carcinomas

de cabeza y cuello alcanzados en dichos metaanalisis.
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La valoracion conjunta de los estudios obtuvo como resultado que el
polimorfismo MMP-1 1607 / 1G>2G supuso un incremento significativo en el
riesgo de aparicion de carcinomas de cabeza y cuello, en tanto que el
polimorfismo MMP-2 1306 C>T condujo a una disminucion en dicho riesgo. Los
resultados obtenidos para los polimorfismos analizados en MMP-7 y MMP-9 no

alcanzaron resultados estadisticamente significativos.



Tabla 11 : Resultados de los metaandlisis en relacién al riesgo de aparicion de carcinomas de cabeza y cuello en funcién de los polimorfismos en los genes

responsables de la codificacion de las MMPs%94,

Polimorfismo

n° estudios

caso/control

Modelo dominante
OR (IC 95%)

Modelo recesivo
OR (IC 95%)

Contraste alélico
OR (IC 95%)

MMP-1 1607 / 1G>2G

11

1570/1925

1.61 (1.26-2.07)

1.49 (1.09-2.03)

1.43 (1.20-1.69)

MMP-2 1306 C>T

3

930/870

0.10 (0.01-0.78)

0.53 (0.41-0.69)

0.50 (0.35-0.70)

MMP-2 735 C>T

622/635

0.90 (0.43-1.87)

MMP-3 1171 5A>6A

816/1158

0.91 (0.63-1.30)

0.90 (0.65-1.24)

0.96 (0.75-1.23)

MMP-9 1562 C>T

781/1050

1.70 (0.63-4.60)

1.13 (0.91-1.41)

1.13(0.93-1.37)
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15.- PAPEL DE LAS MMPs COMO DIANAS TERAPEUTICAS.

Dado el papel que juegan las MMPs en la proliferaciéon, angiogénesis,
infiltracion y capacidad de metastatizacion, se ha venido prestando atencion al
desarrollo de tratamientos que permitan antagonizar las funciones de esta
familia de enzimas. Existen diferentes estrategias a partir de las cuales se
podria conseguir una inhibicion en la funcion de las MMPs (revisado por Overall
y Lopez-Otin®).

Por un lado existiria la posibilidad de bloquear la transcripciéon de los genes
responsables de la sintesis de las MMPs. Este bloqueo transcripcional podria
alcanzarse a tres niveles:

1.- Bloqueo de los factores extracelulares responsables de la activacién de las
vias de transcripcidon de las MMPs. Una inhibicidon de las citoquinas que
promueven la transcripcién de los genes responsables de las MMPs o de los
dominios extracelulares de los receptores implicados, conseguiria una
disminucién en actividad de la via de las MMPs. Si bien, dada la diversidad de
agentes que median en la induccion de la via de las MMPs, la consecucion de
este objetivo es compleja, existen moléculas como el interferén-y que tiene la
capacidad de inhibir la transcripcion de varias MMPs®.

2.- Una segunda estrategia consiste en bloquear la propia via de transcripcion,
tal como sucede por ejemplo con una sustancia alcaloide, la halofuginona, que
se ha comprobado que cuenta con la capacidad de bloquear la expresion de la
MMP-2%,

Por su parte, en un estudio in vitro realizado en lineas celulares de carcinoma
de cavidad oral Tsai y cols** demostraron la posibilidad de disminuir la actividad

gelatinolitica asociada a las MMP-2 y -9 por parte de inhibidores de la protein
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quinasa C (H7 y ST), tal como muestra la Figura 66 correspondiente a los

resultados obtenidos con la MMP-2.
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Figura 6634 Calculo a partir de la actividad gelatinolitica de los niveles de MMP-2 en un medio
condicionado y en el citosol de queratinocitos de mucosa oral, tratados con H7 y Estaurosporina
(ST). Los Dias 1y 2 (Days 1 and 2), representan la recogida del medio condicionado. El Citosol
(Cytosol) representa el extracto de células recogido el dia 2. Los valores corresponden a medias y SD
de la densidad optica de experimentos independientes realizados tres veces. * Significacion, P<.05.

3.- Una tercera opcion para bloquear la sobreexpresion de las MMPs en los

tumores es actuar sobre los factores nucleares que regulan estos genes. Por
ejemplo, existen sustancias que actuan sobre el NF-kB (nuclear factor kappa B)
con lo que se bloquea la transcripcion de las MMPs®" %,

La Figura 67 esquematiza las vias de sefal implicadas en la transcripcion de

las MMPs, asi como las posibles estrategias a seguir para conseguir su

inhibicion.
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Figura 67: Vias de sefializacién e inhibicién de la transcripciéon de MMPs.
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Otro mecanismo por el cual se podria regular la actividad de la MMPs seria
mediante el bloqueo de la activacion de las proMMPs. Sustancias con
capacidad de inhibir la plasmina, o inhibidores selectivos de la furina, la
proteasa endogena responsable de la activacion de la MMP-14, conseguirian
una disminucién de la actividad MMP a nivel del tumor a partir de la
interferencia con los mecanismos de activaciéon de las proMMPs.

Finalmente, existe la posibilidad de contrarrestar la actividad de las MMPs con
el bloqueo directo de la actividad enzimatica. Se han disefiado farmacos con la
capacidad de inhibir la actividad metabdlica de las MMPs. En general, este tipo
de farmacos contienen acido hidroxamico, una sustancia con capacidad
quelante del zinc. Estas moléculas ocupan el lugar de interaccién de la enzima
con el substrato impidiendo la actividad enzimatica. Un ejemplo de este tipo de
sustancias es el Marimastat, un inhibidor de la MMP-9 que en un modelo
experimental de carcinoma de cabeza y cuello demostré actividad antitumoral
directa y actu6 como radiosensibilizador en un tratamiento con quimio-
radioterapia®.

En relacion con los carcinomas de cabeza y cuello, existen evidencias
experimentales que sefialan que la administracion de sustancias con capacidad
de inhibir la actividad MMP, contarian con efectividad en el tratamiento de los
tumores. En estudio desarrollado en lineas celulares de carcinoma de cabeza y
cuello, Katori y cols''®" demostraron que la incubacién de las células con
MMI-166, una molécula con capacidad de inhibicion selectiva de las MMP-2 y -
9, disminuia de forma drastica los niveles de ambas MMPs en los cultivos, y en

un modelo animal reducia la proliferacion del tumor y la densidad vascular.
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Por otra parte, se ha comprobado cémo la eficacia terapéutica obtenida de
algunos farmacos dependia de su efecto sobre la actividad de las MMPs. Li y
cols'®" han descrito como la disminucion en la capacidad de infiltracion tumoral
en un modelo experimental de carcinoma de lengua ejercido por el Celecoxib,
un inhibidor COX-2 selectivo, se ejercia a partir de la inhibicion en la funcién de

la MMP-2.
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I1.-JUSTIFICACION.
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Existen muchas evidencias obtenidas tanto a nivel de expresion genética
mediante PCR como a nivel de expresibn de proteina conseguidas
mayoritariamente a través de estudios de inmunohistoquimica de acuerdo con
las cuales la actividad de las MMPs en el tejido tumoral se encuentra
incrementada en referencia a la correspondiente al tejido sano en los pacientes
con carcinomas de cabeza y cuello.

Igualmente, se han realizado gran cantidad de estudios intentando relacionar
los niveles de expresion de las MMPs con acontecimientos clinicos
trascendentes como la existencia de afectacion ganglionar o el control de la
enfermedad, sin que exista unanimidad en los resultados alcanzados.

La gran mayoria de los estudios realizados en los cuales se evalua la
capacidad pronodstica de las MMPs han valorado la actividad de las mismas a
partir de técnicas de inmunohistoquimica, mayoritariamente en pacientes
sometidos a un tratamiento quirurgico.

No existen estudios que hayan evaluado la capacidad prondstica de las MMPs

a partir de su nivel de expresion genética mediante técnicas de PCR.
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l1.-HIPOTESIS.
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Los niveles de expresion genética de determinadas MMPs medidos mediante
PCR, se correlacionan con variables con impacto clinico como puedan ser la
afectacion ganglionar o el control de la enfermedad en los pacientes con

carcinomas de cabeza y cuello.
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IV.-OBJETIVOS.
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1.- Como objetivo global del presente estudio se pretende evaluar la existencia
de relacién entre los niveles de expresion de los genes responsables de la
codificacion de las metaloproteinasas (MMPs) medidos mediante PCR y el

control de la enfermedad en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.

Como obijetivos concretos se plantean:

2.- Comparar los niveles de expresién de las MMPs en el tejido tumoral y los

correspondientes a las mucosas normales.

3.- Evaluar la existencia de correlaciones en los niveles de expresion a nivel del

tumor de las diferentes MMPs estudiadas.

4.- Valorar la capacidad pronostica de los niveles de expresion de las diferentes

MMPs en relacion a la presencia de metastasis ganglionares.

5.- Valorar la existencia de relacidon entre los niveles de expresion
correspondientes a las diferentes MMPs analizadas y variables como la
localizacion del tumor primario, la extensién local de la enfermedad o el grado

de diferenciacion tumoral.

6.- Evaluar la capacidad prondstica de los niveles de expresion de las MMPs

analizadas en relacion a la supervivencia ajustada de la enfermedad.
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7.- Analizar la capacidad prondstica de los niveles de expresion de las MMPs

analizadas en relacion al control local, regional y a distancia de la enfermedad.

8.- Valorar si la agrupacion de los niveles de expresion de las MMPs en funcién

de su categoria funcional mejora la capacidad prondstica.

9.- Valorar si la relacién entre los niveles de expresion de las MMPs estudiadas

y sus inhibidores especificos (TIMP) mejoran la capacidad prondéstica.

10.- Evaluar si existe relacion entre los niveles de expresion de las MMPs vy el
grado de respuesta conseguido en los pacientes que iniciaron la secuencia

terapéutica con quimioterapia de induccién.

11.- Analizar la existencia de correlaciones entre los niveles de expresion de
las MMPs y los correspondientes a genes relacionados con su actividad

bioldgica.



V.- MATERIAL Y
METODOS.
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1.- CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

El presente estudio fue realizado a partir de material de biopsia obtenido de
pacientes diagnosticados en el Hospital de Sant Pau de Barcelona que
cumplieron los siguientes criterios de inclusion:
» contar con un carcinoma escamoso localizado a nivel de cavidad oral,
orofaringe, hipofaringe o laringe diagnosticado en el periodo 2004-2008
» ausencia de antecedentes previos de lesiones tumorales a nivel de
cabeza y cuello
» posibilidad de obtencién de una muestra de biopsia del tumor, con
confirmacion histolégica de que se trataba de un carcinoma escamoso, y
de una muestra de mucosa sana obtenida de una localizacién alejada a
la correspondiente al tumor primario
» haber seguido tratamiento con intencion radical y contar con un
seguimiento minimo de 12 meses
La realizacion del presente estudio fue aprobada por el Comité de Ensayos y
de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital de Sant Pau.
Los datos correspondientes a las caracteristicas epidemiologicas, de
tratamiento y seguimiento de los pacientes se extrajeron de forma retrospectiva
de una base de datos que, de forma prospectiva, recoge la informacion
relevante de todos los pacientes con tumores malignos de cabeza y cuello
diagnosticados y tratados en el Hospital de Sant Pau de Barcelona desde

19852,
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En base a los criterios de inclusidn, se evaluaron un total de 76 pacientes con
un tumor indice de cabeza y cuello para los cuales se dispuso de las muestras
bioldgicas correspondientes.

Se trataba de 68 paciente varones (89.5%) y 8 mujeres (1.5%) con una edad
media en el momento del diagndstico de 63.4 anos (desviacidn estandar 11.4
afos, rango 63.4 a 85.9 afos).

La siguiente tabla muestra la distribucién de los pacientes en funcion de la

localizacion del tumor primario.

Localizacion n® pacientes Porcentaje (%)
Cavidad oral 12 15,8
Orofaringe 14 18,4
Hipofaringe g 11,8
Laringe 41 53,9
Total 76 100,0

Tabla 12: Localizacién del tumor primario del total de pacientes.
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Un porcentaje elevado de pacientes contaron con el antecedente de consumo
de toxicos como el alcohol y el tabaco. La Tabla 13 muestra la distribucion de

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

No <80gr/dia >80gr/dia
n 7 0 0 7
No
%del total | 9,2% 0% 0% 9,2%
, n 4 4 2 10
(T <20cig/dla |
%del total |  5,3% 5,3% 2,6% 13,2%
n g 27 23 59
% del total | 11,8% 35,5% 30,3% 77,6%
n 20 31 25 76
% del total | 26,3% 40,8% 32,9% 100,0%

Tabla 13: Consumo de alcohol y tabaco del total de pacientes.

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

consumo severo de alcohol y/o tabaco.
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El grado histolégico del tumor aparece en la Tabla 14, que demuestra un

predominio de los tumores considerados como moderadamente diferenciados,

tal como ocurre de forma habitual en estas localizaciones de cabeza y cuello.

Grado Histolégico

Bien diferenciado

Moderadamente
diferenciado

Mal diferenclado
Total

62

Fi

16

Porcentaje{%)

‘ Tabla 14: Grado histolégico de las muestras tumorales del total de pacientes. |

La Tabla 15 muestra la distribucion en funcién de la categoria de extensién

local (T) y regional (N) de los pacientes en el momento del diagnodstico de

acuerdo a los criterios establecidos por la 62 edicion de la clasificacion TNM'®,

0 1 2
n 3 1 1
% del Total 7.9% 1,3% 1,3% 0% 10,5%
n 19 3 5 1 28
% del total 25,0% 3,9% 6,6% 1,3% 36,8%
n 14 3 a 0 25
% del total 18,4% 3,9% 10,5% 0% 32,9%
n 9 2 3 1 15
% del total 11,8% 2,6% 3,9% 1,3% 19,7%
n 48 9 17 2 76
% del total 63,2% 11,8% 22,4% 2,6% 100%

pacientes.

Tabla 15: Extensiéon ganglionar y regional en el momento del

diagnostico del total de los
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Ninguno de los pacientes incluidos en el estudio contaba con la presencia de
metastasis a distancia en el momento del diagndstico del tumor.

De acuerdo con la distribucion de las categorias de extension local y regional,
los pacientes contaron los siguientes estadios (Tabla 16).

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

estadios.

Estadios ] Porcentaje (%)
1 6 7.9
2 19 25
3 21 27,6
4 30 39,5
Total 76 100

‘ Tabla 16: Estadio de los pacientes al momento del diagnéstico.

De los tratamientos realizados a nivel de la localizacion primaria del tumor, 37
pacientes (48.7%) siguieron un tratamiento con radioterapia o quimio-
radioterapia concomitante, 19 pacientes (25.0%) un tratamiento con cirugia, y
los 20 pacientes restantes (26.3%) un tratamiento con cirugia y radioterapia
postoperatoria. Veintidés pacientes (28.9%) iniciaron la secuencia terapéutica
con un tratamiento con quimioterapia de induccion, consistente en la gran
mayoria de ocasiones en la administracion de 3 ciclos de cisplatino y 5-

fluoruracilo.
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Del total de pacientes incluidos en el estudio, en 41 ocasiones (53.9%) la
secuencia terapéutica incluyo la realizacion de vaciamientos cervicales.

Hasta el momento del cierre del estudio, un total de 12 pacientes (15.8%)
habian sufrido una recidiva del tumor a nivel local como localizacién exclusiva
del fracaso terapéutico, 3 pacientes (3.9%) una recidiva ganglionar exclusiva, y
6 pacientes (7.9%) una recidiva conjunta local y regional. En ausencia de
recidiva local o regional del tumor, 7 pacientes (9.2%) sufrieron la aparicién de
metastasis a distancia como unica localizacién del fracaso terapéutico.

En el momento del cierre del estudio, un total de 45 pacientes (59.2%) se
encontraban vivos y sin enfermedad, 3 pacientes se encontraban vivos con
enfermedad (un paciente con una recidiva local y dos pacientes con metastasis
a distancia), y 28 pacientes habian fallecido. Los fallecimientos fueron
consecuencia de la evolucion del tumor de cabeza y cuello en 20 ocasiones,
como consecuencia de una segunda neoplasia no relacionada en 2, y por
enfermedad intercurrente en ausencia de tumor de cabeza y cuello en 6.

A efectos de calculo de supervivencia, los tres pacientes vivos con enfermedad
fueron considerados como fallecidos como consecuencia de la evolucién del

tumor con fecha del ultimo control.



154

La Figura 68 muestra la curva de supervivencia actuarial ajustada para los

pacientes incluidos en el estudio.

1,0

0,8

o
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‘ Figura 68: Curva de Supervivencia del total de pacientes incluidos.

La supervivencia ajustada a los 5 afos para los pacientes incluidos en el
estudio fue del 60.0% (IC 95%: 46-73.9%).

La Figura 69 muestra la supervivencia ajustada en funcion del estadiaje de los
pacientes. No se alcanzaron diferencias significativas (P=0.068), siendo la
supervivencia correspondiente a los pacientes incluidos en el estadio Il inferior

a la que contaron los pacientes con tumores en estadio Il
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‘ Figura 69: Supervivencia ajustada en funcién del estadio.

Tampoco aparecieron diferencias significativas en la supervivencia en funcién
del tipo de tratamiento empleado, si bien la supervivencia conseguida con la

radioterapia super6 a la conseguida con los tratamientos quirurgicos (Figura

70).
1.0 Tratamiento
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Figura 70: Curvas de supervivencia en funcién de la modalidad terapéutica.
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Se analiz6 ademas la supervivencia de los pacientes incluidos en el estudio de
acuerdo con la categoria de extension local de la enfermedad, comparando los
pacientes con tumores iniciales (T1-2) con los pacientes con tumores

localmente avanzados (T3-4) (Figura 71).

-l 1T1-2
-l 1T3-4
— T1-2-censored
0,8 — T3-4-censored
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o
1

Cum Survival
o
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|

0,0

‘ Figura 71: Curvas de supervivencia en funcién de la categorizaciéon de estadios T1-2 y T3-4.

No aparecieron diferencias significativas en la supervivencia en funcion de la

categoria de extension local (P=0.801).
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Tampoco aparecieron diferencias significativas en la supervivencia en relacion
a la presencia de metastasis ganglionares (NO vs N+) tal como aparece en las

siguientes curvas de supervivencia (P=0.189) (Figura 72).
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Figura 72: Curvas de supervivencia en funcién de la presencia (N+) o no (NO) de metéstasis
ganglionares.
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Finalmente, se analizd la supervivencia en funcion de la localizacion del tumor
primario (cavidad oral/orofaringe vs laringe/hipofaringe). En este caso existieron
diferencias en la supervivencia a favor de los pacientes con carcinomas
localizados en la laringe, si bien éstas no alcanzaron significacion estadistica

(P=0.091) (Figura 73).

1,0
el ¥ Cav oral - orofaringe
leall ¥ Laringe - hipofaringe
__ Cav oral - orofaringe-
censored
0,87 __Laringe - hipofaringe-
censored
206
2
>
(72
£
3 0,47
(&]
0,2
0,0
T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Figura 73: Curvas de supervivencia en funcién de la localizacién del tumor primario. Cavidad
Oral/Orofaringe v/s Laringe/Hipofaringe.
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2.- MANIPULACION DE LAS MUESTRAS DE BIOPSIA Y DETERMINACION
DE LOS NIVELES DE LOS DIFERENTES GENES EVALUADOS.

Para cada uno de los pacientes estudiados se obtuvo una muestra de tejido
tumoral asi como una muestra de mucosa normal de vias aerodigestivas
superiores. Tras la obtencion de las muestras se procedidé a su inclusién en
viales con 1 ml de solucion RNALater® (Applied Biosystems) para evitar la
degradacion del ARN. Las biopsias se mantuvieron a continuacion a 4°C
durante 24 horas, transcurridas las cuales se elimind el RNALater® y se
mantuvieron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

De forma simultanea a la obtencién de las muestras utilizadas en el presente
estudio, se procedid a la obtencidn de biopsias correspondientes a tejido
tumoral que fueron enviadas al departamento de Anatomia Patoldgica,
confirmandose en la totalidad de las ocasiones que se trataba de carcinomas
€SCamosos.

Se describe a continuacion la secuencia utilizada para determinar la expresion

de los genes evaluados en el presente estudio.

2.1.- Aislamiento del ARN con TRIzol.

Materiales: - TRIzol Reagent® (Invitrogen)
- Cloroformo
- Isopropanol
- Etanol al 75% en agua

- Agua libre de RNAsa
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2.1.1. Homogeneizacion.

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

en el sobrenadante a otro tubo para proseguir con la extraccion del ARN.

2.1.2. Extraccion del ARN.

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

Se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo y se precipito el ARN con la
adicion de isopropanol afadiendo 0.5 ml de isopropanol por ml de TRIzol® e
incubando a 15.-30°C durante 10 min. De nuevo se centrifugd a 12.000 x g a
4°C. EL ARN precipitado, no visible de forma previa al centrifugado, forma
entonces un pellet en el fondo del tubo utilizado en la preparacion. Se extrajo

en sobrenadante, y se lavo el pellet (x2) con 1 ml de etanol al 75%. Al final del
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proceso se procedio al secado del pellet de ARN al aire durante 5-10 min, y se

disolvio en agua libre de ARNsas, conservando la muestra a -80°C.

2.1.3. Determinacion de la concentracion y pureza del ARN.

La concentraciéon y pureza del ARN en disoluciéon se determiné mediante
espectrometria. Se analiz6 la absorbancia a 260 (A260), que permite calcular la
concentracion del ARN, y a 280 (A280), que permite calcular su pureza.

Los acidos nucleicos tienen el maximo de absorcion a 260 nm, por lo tanto a
esta longitud de onda la absorcidn es proporcional a la concentracién. La
concentracion del ARN se calculd utilizando el coeficiente de extincion del
ARN. La A260 de una solucién de ARN a la concentracién de 40 ug/ml cuando
la luz pasa por un camino 6ptico de un cm, es 1, por lo tanto la concentracién
de ARN en pg/ml se calculé multiplicando la A260 por 40.

Los acidos nucleicos durante la extracciéon van acompanados de proteinas que
absorben a 280 nm. La relacién de absorbancias 260/280 nm indica la pureza y

en el caso del ARN debe ser > 2.0.

2.2.- Cuantificacion de la expresion del ARN mediante RT-PCR.

La RT-PCR es una técnica que permite la determinacion de la expresion de un
gen determinado. Se basa en la sintesis de ADN complementario (ADNc) a
partir del ARN mediante la reaccion con transcriptasa inversa (transcripcion
inversa, RT) y la posterior amplificacién mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Figura 74).

El analisis de la expresion del ARNm de las distintas proteinas se realizé por
PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (RT-g-PCR).Esta técnica, al contrario
de la deteccidon a punto final de la RT-PCR convencional, permite amplificar y

simultaneamente cuantificar el producto de la amplificacion.
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Figura 74: Sintesis de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN mediante la reaccién con
transcriptasa inversa (transcripcién inversa, RT) y la posterior amplificacion mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

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

amplificacion lo que representa la produccion de amplicon durante cada ciclo.

2.2.1. Transcripcion inversa.

Material:

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit®, Applied Biosystems
La transcripcion inversa se realizo utilizando el KIT “High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit”. La transcriptasa inversa sintetiza una cadena de

ADN complementaria (ADNc) a la molécula de ARN a partir de un cebador.
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Este kit utiliza cebadores random para iniciar la sintesis de ADNc. Los
cebadores random aseguran que la sintesis de la primera hebra ocurra
eficientemente con todas las especies de ARN presentes.

El kit contiene los reactivos que combinados rinden una mezcla de reaccién 2X.
A ésta mezcla se le afade un volumen igual de ARN. Para preparar la mezcla

de reaccidn 2X para un volumen de reaccion de 20 pl:

Componentes Volumen (ul) por Reaccion

Tampoén de RT 10X 2.0
Mezcla de dNTP 25X (100mM) 0.8
Cebadores Random 10X 2.0
Transcriptasa Inversa 1.0
Inhibidor de RNAsas 1.0
H,O libre de Nucleasas 3.2
Total por Reaccion 10.0

A cada 10 ul de mezcla de reaccion se le afadio 1 ug de ARN disuelto en 10 pl
de H,0 y se procedi6 a la transcripcion inversa en el termociclador

Las condiciones del ciclo para la retrotranscripcion son las siguientes:

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min 0

Finalizada la reaccion de retrotranscripcidn, se extrajeron las muestras del

termociclador y se guardaron a -80°C hasta su procesamiento.
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2.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-q-PCR).

Materiales:
TagMan 2X Universal PCR Master Mix®, Applied Biosystems

Gene Expression Assays®, Applied Biosystems

La PCR a tiempo real, igual que la PCR convencional, emplea un molde de
ADNCc, cebadores especificos (oligonucleétidos complementarios a una region
determinada del ARN molde), desoxirribonucleoétidos trifosfato (ANTPs) y ADN-
polimerasa termoestable (Tag-polimerasa), pero ademas una sonda unida a un
fluorocromo (FAM o VIC) que hibrida en el amplicon, la zona intermedia entre el
cebador directo (forward) y el inverso (reverse).
Como cebadores para el presente estudio se utilizaron los TagMan® Gene
Expression Assays, que son un conjunto de cebadores y sonda optimizados
para RT-g-PCR formulados a una concentracion 20X.
Cada ensayo contiene tres oligonucleotidos con dianas especificas:
* Un par de cebadores no marcados
* Una sonda TagMan® que en el extremo 5’ estda marcada fluorescente con
FAM™ (o VIC®) y contiene una porcion minor groove binder (MGB), que
incrementa la temperatura de fusion de la sonda sin incrementar la longitud, lo
que permite sondas mas cortas, y en el extremo 3' contiene un amortiguador de
fluorescencia no fluorescente (NFQ).
La RT-g-PCR usando TagMan Gene Expression Assays se basa en la
actividad 5’ exonucleasa de la ADN-polimerasa:

.- Las sondas TagMan hibridan en el ADNc molde entre los dos

cebadores no marcados. La senal fluorescente en el extremo 5 de la
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sonda es amortiguada por el NFQ del extremo 3’ mediante transferencia
de energia de resonancia (FRET, mecanismo de transferencia de
energia entre cromoforos).

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

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

cantidad de amplicon sintetizado.

La TagMan 2X Universal PCR Master Mix®, es una mezcla de los reactivos
(excepto cebadores, sondas y molde) necesarios para realizar RT-g-PCR. La
mezcla contiene la Tag-polimerasa, dNTPs, ROX™ que es un fluorocromo
referencia interna que sirve para normalizar la senal del reportero durante el
analisis para mejorar la precision, (corrige las fluctuaciones causadas por
cambios en concentracién, volumen o efectos de la muestra) y tampones

adecuados para la reaccion (Figura 75).
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Figura 75: Pasos de la reaccién en cadena polimerasa cuantitativa o PCR en tiempo real (RT-g-
PCR).
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Para preparar la reaccion de un volumen de 10 pl:

Componentes Volumen (ul) por Reaccién

20X TagMan™ Gene Expression Assays 0.5
2X TagMan Universal PCR Master Mix® 5.0
ADNc diluido 45

Las condiciones del ciclo fueron:

Cycling State
Holding State Holding State

40 cycles

Temperature 50°C 95°C 95°C 60°C

Time 2 min 10 min 00:15 min 1 min

Step 1 Step 1 Step 1 Step 2
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La curva de amplificacion contiene la informacion para la cuantificacion del
ARN. La linea umbral (threshold) es el nivel de deteccidén o punto en el que la
reaccion alcanza una intensidad de fluorescencia por encima del ruido de
fondo. Se situa en la fase exponencial de la amplificacion. El ciclo en el cual la
muestra alcanza este nivel se llama ciclo umbral (Ct). Este valor es el que se

utiliza para realizar la cuantificacion ( Figura 76).

Thrashokd

Cycle number

Figura 76: Curva de amplificaciéon de ADNc. Permite cuantificar mediante la reaccién
flourescente generada despues de cada ciclo de amplificacion, la expresion del ARN.

Se realiz6 una cuantificacion relativa, que no requiere curva de calibrado. La
cuantificacion relativa se basa en la comparacion entre el nivel de expresion del
gen a estudiar versus un gen control (también llamado de referencia, interno o
normalizador o, en inglés, housekeeping gene) que es considerado

constante'®*
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Se utilizé la féormula:

2-AC
Donde AC se calcula:

AC.=C

T gen diana - CT gen referencia

Como gen de referencia se uso la beta-actina, de manera que los resultados

obtenidos ofrecen la expresién relativa del gen diana respecto a la beta-actina.

2.3.-Bateria de genes evaluados en el presente estudio.

En la elaboracion del presente estudio se analizd6 el nivel de expresion
correspondiente a una serie de MMPs y uno de sus inhibidores especificos.

Ademas, se llevaron a cabo determinaciones de la expresion de otros genes

relacionados con el metabolismo de las MMPs (Tabla 17 ).

COK-1 MMP-1 SDF-1 VEGF HIF=1m
COX-2 MMP-2 IL-8 NFwxB (pB3)
mPGES-1 MMP-3
mFPGES-2 MMP-2
MMP-10
MMP-13
TIMP-1

Tabla 17: Bateria de los genes evaluados en el estudio.
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3.- TECNICAS ESTADISTICAS.

El estudio estadistico se realizé con el programa SPSS 15.0 para Windows.

Se procediod en primer lugar a realizar una descripcion de los valores de los
niveles de expresion correspondientes a las diferentes MMPs estudiadas
mediante estadisticos descriptivos de tendencia central y el rango. Se confirmé
la ausencia de una distribucion normal en los valores de expresion de las
MMPs mediante el test de Kolmogorov-Smirnof.

Las comparaciones en funcién de las diferentes variables consideradas se
realizaron de acuerdo con los niveles de significacion obtenidos con técnicas
no paramétricas. Para la comparacion de los niveles de expresion de las MMPs
entre el tejido tumoral y la mucosa sana se utilizé el test de Wilcoxon para
medidas repetidas. La valoracion de los niveles de expresion de las MMPs en
el tumor en relacion a las diferentes variables clinicas consideradas se llevo a
cabo utilizando la prueba U de Mann-Whitney en caso de variables
dicotomicas, y el test de Kruskal-Wallis en el caso de variables con mas de dos
categorias.

Las correlaciones entre los niveles de expresion de las diferentes MMPs
estudiadas y los genes relacionados con su actividad se realizé de acuerdo con
los valores del coeficiente de correlacion r de Pearson, considerando los
valores de 0.4-0.6 como de correlacion moderada, de 0.6-0.8 como de
correlacion alta, y de 0.8-1.0 como de correlacion muy alta.

En la evaluacion del significado clinico de los valores de expresion de las
MMPs se eligio el método de curvas ROC. Se utilizé el area bajo la curva y el

nivel de significacion correspondiente para escoger aquellas MMPs que
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contaron con una relacion mas intensa con las variables clinicas, como la
afectacion ganglionar o el control de la enfermedad.

Para aquellas MMPs que se relacionaron de forma significativa con el control
de la enfermedad, la categorizacidon de la variable continua correspondiente al
valor de expresion se realizé6 de acuerdo con los resultados obtenidos con un
anadlisis de particion recursiva, utilizando la técnica de classification and
regression trees (CRT).

La supervivencia actuarial se calcul6 de acuerdo con el método de Kaplan-
Meier, utilizando el test log-rank para la comparacion entre las curvas de
supervivencia. Para la realizacion de los analisis multivariantes se utilizé el

modelo de riesgos proporcionales de Cox.
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V.-RESULTADOS.
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1.- Valores de expresion correspondientes a las MMPs estudiadas.

La siguiente tabla muestra los valores correspondientes a los niveles de

expresion de las MMPs estudiadas a nivel del tumor, asi como del TIMP-1.

Desviacién
Medla sndar (SD) Mediana Minimo Miéximo

Tabla 18: Niveles de expresion de MMPs y TIMP.
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Las siguientes figuras muestran la distribucion correspondiente a los diferentes
valores de expresion de las MMPs estudiadas a nivel del tumor.
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‘ Figura 77: Histograma de distribucion de MMP-1
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Figura 78: Histograma de distribucién de MMP-2
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‘ Figura 79: Histograma de distribucién de MMP-3
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Figura 80: Histograma de distribucién de MMP-9
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Figura 81: Histograma de distribuciéon de MMP-10
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Figura 82: Histograma de distribuciéon de MMP-13
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- TIMP-1

Frequency
8
1

Mean =2,938231328431
Std. Dev. =10,
254579630710

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
TIMP_T

‘ Figura 83: Histograma de distribucién de TIMP-1 |

Tal como puede apreciarse a partir de la morfologia de los histogramas, la
distribucion de los valores de expresion de las MMPs y el TIMP-1 no siguioé una
distribucion normal. La Tabla 19 muestra los valores correspondientes al test
de Kolmogorov-Smirnov, que constatan la ausencia de una distribuciéon normal

en todas las variables estudiadas.

MMP-1  MMP-2 MMP32 MMPS MMP-10 MMP-13  TIMP-1

M 76 76 i Fi: Fi) 76 76
Kolmogorow-
Stmimoy 2 2.540 2754 3,249 27133 2883 3,417 3718
Asymp. Sig.
(2 tailed) 000 .0ag 000 000 .DoD 0aa 000

‘ Tabla 19: Test de Kolmogorov-Smirnov. |
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2.- COMPARACION EN LA EXPRESION ENTRE TEJIDO TUMORAL Y
MUCOSA SANA.

A continuacién se llevo a cabo una comparacion entre los niveles de expresion
correspondientes al tejido tumoral y la mucosa sana. Se dispuso de una
determinacion de los niveles de expresion a nivel de la mucosa sana para las
MMP-1, -2, -3y -9, y para el TIMP-1.

Se presentan a continuacion los boxplot correspondientes a los niveles de

expresion comparando el tejido tumoral con la mucosa sana.

- MMP1

I
Tumor Mucosa sana

Figura 84: Niveles de expresién de MMP-1 entre mucosa tumoral y mucosa sana.
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‘ Figura 85: Niveles de expresion de MMP-2 entre mucosa tumoral y mucosa sana.
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Figura 86: Niveles de expresion de MMP-3 entre mucosa tumoral y mucosa sana.
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- MMP-9
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‘ Figura 87: Niveles de expresion de MMP-9 entre mucosa tumoral y mucosa sana.
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Figura 88: Niveles de expresion de MMP-10 entre mucosa tumoral y mucosa sana.
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- MMP-13
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‘ Figura 89: Niveles de expresion de MMP-13 entre mucosa tumoral y mucosa sana.

- TIMP-1
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Figura 90: Niveles de expresion de TIMP-1 entre mucosa tumoral y mucosa sana.
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Puede apreciarse una diferencia sustancial en los niveles de expresion de las
MMPs en funcion del tipo de tejido analizado, siendo la expresién de las MMP-
1, -3 y -9 practicamente inexistente a nivel de la mucosa sana en relacion al
tumor. No existio evidencia de la expresion de las MMP-10 y —13 en la mucosa
normal.

La Tabla 20 muestra los resultados correspondientes al test no paramétrico de
Wilcoxon para medidas repetidas, que muestran la existencia de diferencias
significativas en los niveles de expresion de las MMPs y el TIMP-1 entre el

tejido tumoral y la mucosa normal.

MMP-15 MMP-25 MMP-35 MMP-95 TIMP-15

MMP-1T MMP-2T MMP-3T MMP-9T TIMP-1T

7 -6,100(a) -5,077(a) -5,841(a) -6,677(a) -3,246/(a)
Asymp.Sig.
T /000 000 ,000 ,001

Tabla 20: Test no paramétrico de Wilcoxon de los niveles de expresién de las MMPs y TIMPs de
muestras de tejido sano(S) y tumoral (T).

No se llevd a cabo un estudio estadistico en el caso de las MMP-10 y MMP-13

dada la ausencia de expresion en la mucosa normal.
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Se estudioé el nivel de correlacion en los niveles de expresion a nivel del tejido

tumoral entre las diferentes MMPs estudiadas y el TIMP-1. La siguiente tabla

muestra el coeficiente de correlacion de Pearson junto con el nivel de

significacion alcanzado.

MMP1

MMP2

MMP3

MMPS

MMP10 MMP13

TIMP-1

c’:”"“':m" 1 Fo70**) | o1at=*} | .az3i**) | sz80*%) | 339(**) | .Go8(**)
rAMP-1 e
Sig. oo 000 A000 .ooo ooz 000
cmmlaclnn L o L Ak i ad
Bt JOT 1 SEAPTEY | GTIAETAE |21 | S | 656"
Sig. 00 000 000 D06 S04 A0
Correlacion .
LR qu L] . q L |l|u L s _rlr L .dg? e
Wstson 211" 3 ! 235177 W 259" 1)
5. .a0a 000 D10 000 06 000
Carrelatiion AT, o e ik 3 Iy
e Gl aaaite | | e | 2950 1 343(** | 2500t | s519(**)
Sig. 00 000 A0 002 Axe Ao
Corralacian
L L &k i ‘ L ik ‘ - h
Veareka el - B W 5 el 010 el ko 1 Rk Al
5ig. Relely] LG 000 A2 L0 000
Emmlaclm LE L L L ) Ll ne
R A3 | 25 L 250{*] A 2 1 A7)
Sig. 003 004 LO26 n0ze 000 000
Correlacldn . :
[ AW d £ 1] . [T R ] : ek i ih
o | g0y | essire) | azgery | sasier) | rasire) | sz 1
Sig. (0 Ao A0 000 L0 Aa00
Tabla 21: Correlacién entre la expresion de MMPs y TIMPs en muestras de tejido tumoral

Correlacion de Pearson.

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
.* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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Se clasificaron los niveles de relacién obtenidos entre los niveles de expresién
de los genes evaluados en funcion del valor del coeficiente r de acuerdo con

los siguientes criterios:

Coeficients Interpretacion
0 Relacion nula
0-0,2 Relacion muy baja
0,2-04 Relacion baja
0,4-06 Relacién moderada
0,6-08 Relacidn alta
0,8-1 Relacion muy alta

| Relacion perfecta

‘ Tabla 22: Criterios de valoracion en funcién del coeficiente r .

Se enumeran los niveles de relacion alta o muy alta correspondientes a cada

una de las MMPs y el TIMP-1.

r

My alta MAP-2 091l
KM P-2 a.707

Alta
TindP-1 0,608
MRAP-9 0.718
Alta KM P-1 0707
TInF-1 0.656
My alta WM P-1 0.811
Alta KB P-2 0718
TinP-1 0.746

Alta
MbP-13 a0 27
MMP-10 027

Alta
TIhAP-1 0617
MMP-10 0.746
MIMP-2 0.656

Hlta
MbAP-13 0.617
mAMP-1 (L6028

Tabla 23: Grado de correlacién entre MMPs y TIMP-1 en muestras de tejido tumoral.




188

Del estudio de correlaciones, destaca el elevado grado de concordancia entre
los niveles de expresion existente entre una de las colagenasas (MMP-1) y una
de las estromelisinas (MMP-3). La Figura 91 muestra la distribucién de ambas
MMPs (dada la distribucion no normal de los valores, se incluye en el recuadro
la distribucion correspondiente a la transformacion logaritmica de los valores,
que permite evaluar de forma mas facil la correspondencia existente en los

valores de ambas MMPs).

6,0+

5,0

4,0

R Sg Linear = 0,829

0,0~ T
00 50 10,0 150 20,0

MMP1_T

Figura 91: Distribucién de la correlacion entre los niveles de expresion MMP-1 y MMP-3.
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Igualmente, existié un elevado nivel de correlacion entre las gelatinasas MMP-2

y MMP-9, tal como puede apreciarse en la siguiente figura.

2,00

1,50

1 00

MMP2_T

0,50 ®

R g Linear = 0,515

0,00

T T T T
0,00 0,20 040 0E0 0,80 1,00
MMP9_T

‘ Figura 92: Distribucién de la correlacién entre los niveles de expresion de MMP-2 y MMP-9.

Finalmente, cabe destacar que los valores de expresion del TIMP-1
mantuvieron unos niveles de correlacion elevados con la mayoria de las MMPs

evaluadas.
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4.- SIGNIFICADO CLINICO DE LAS MMPs. AFECTACION GANGLIONAR.

En el momento del diagndstico, un total de 28 pacientes (36.8%) presentaban
metastasis a nivel ganglionar. De los pacientes inicialmente NO, se llevd a cabo
un vaciamiento electivo en 21 casos, constatandose la presencia de metastasis
ganglionares ocultas en 9 ocasiones (NO/pN+). A efectos de evaluacion de la
relacion existente entre los niveles de expresion de las MMPs vy la afectacion
regional, estos pacientes NO/pN+ se agruparon con los pacientes N+. De los
pacientes inicialmente N+, en 2 ocasiones en que se llevd a cabo un
vaciamiento en ausencia de tratamiento previo, el dictamen patologico no
evidencié presencia de enfermedad a nivel ganglionar (N+/pNO), siendo
excluidos estos del grupo de pacientes con metastasis a nivel cervical. Se
considero con presencia de metastasis ganglionares un total de 35 pacientes
(46.1%).

Se determind la sensibilidad y especificidad correspondientes a los valores de
expresion de las MMPs y el TIMP-1 en relacion a la presencia de metastasis
ganglionares mediante curvas ROC. La Tabla 24 y Figura 93 muestran las
curvas ROC obtenidas, asi como los valores del area bajo la curva y el nivel de

significacion de la prueba.
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IC 95% ssintdtico

Lim
Imferior

ErrorSD®  Sig.Asint.®

Tabla 24: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC de la expresién de MMPs/TIMP en
relacion a la presencia de metéstasis ganglionar.

1,0 m— MMP1_T
HTH — MMP2_T
- =i ! MMP3_T
J — MMP9_T
— MMP10_T
0.8 - —— MMP13_T
I —— TIMP_T
Reference Line
2
= 1l
(72} 1
c
0.4 d
r—
0,2 -
0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificity

Figura 93: Curva ROC de la expresion de MMPs/TIMP en relacién a la presencia de metéstasis
ganglionar.

De acuerdo con nuestros resultados, los valores de expresion de las MMPs y el
TIMP-1 no se correlacionaron de forma significativa con el riesgo de presencia

de metastasis a nivel regional, careciendo en consecuencia de capacidad

pronostica.
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5.- RELACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LAS MMPs CON LAS
VARIABLES CLINICAS.

Se llevo a cabo una determinacion de la relacion entre los niveles de expresion
de las MMPs y diversas variables clinicas. En primer lugar se analizé la
relacion con la localizacion primaria del tumor. Para aumentar la potencia de la
prueba se procedié a agrupar por un lado los pacientes con carcinomas
localizados en la cavidad oral y la orofaringe, y por el otro los pacientes con
tumores localizados en la laringe y la hipofaringe. La siguiente tabla muestras

los resultados del test no paramétrico de Wilcoxon correspondiente al estudio

de la relacion entre los niveles de expresion y la localizacion primaria del tumor.

MMP-2 T
627

MMP-2T MMPOT
453

MMP-10 T
546

MMP-12T TIMPAT

495

1757 1902 1728 1770 1821 201 1838
1,838 252 -2, 157 1,587 -1,1349 -1 025 =853
&6 201 A0 00 255 274 241

Tabla 25: Relacién entre los niveles de expresion de MMPs/TIMP vy la localizacién primaria
tumoral (T).

De acuerdo con estos resultados, existieron diferencias significativas solo en el
caso de la MMP-3, con unos niveles mas elevados para los pacientes con
carcinomas localizados a nivel de la cavidad oral-orofaringe. Para la MMP-1 y
MMP-9 existié también una tendencia segun la cual los tumores localizados en
cavidad oral-orofaringe contaron con unos niveles de expresion mas elevados,
pero sin que las diferencias alcanzasen en este caso la significacion

estadistica.
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La siguiente figura muestra la distribucion correspondiente a la expresion de la

MMP-3 en funcién de la localizacién del tumor primario.

0,5

0,24

0,1

0,0

! !
Cav oral - orofaringe Laringe - hipofaringe

‘ Figura 94: Distribucién de MMP-3 en relacién a la localizacién del tumor primario. |

No aparecieron diferencias significativas en los niveles de expresion de MMPs
o TIMP-1 en funcion de la categoria de extension local del tumor (T1-2 v/s

T3-4), tal como puede apreciarse en los siguientes resultados del test no

paramétrico de Wilcoxon(Tabla 26).

MMP-2 MMP-3 NMMPS8 MMP-10 MMP-13  TIMP-1

Tag 643 13

1536 1382 1380 1358 1375 1215 1279
-, 042 -.250 . 062 .20 114 730 4113
967 803 850 77 009 460 268

‘ Tabla 26: Relacién entre los niveles de expresion MMPs y TIMP y la extension local del tumor.
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Igualmente, tampoco se apreciaron diferencias significativas en los niveles de
expresion en funcion del grado histolégico (bien diferenciado v/s
moderadamente diferenciado v/s mal diferenciado). La siguiente tabla muestra

los resultados obtenidos con el test no paramétrico de Kruskall-Wallis.

MMP-8 MMP-10  MMP-12

Tabla 27: Test Kruskall-Wallis para la expresion de MMPs y TIMP-1 en funcién del grado
histolégico.

Por ultimo, tal como puede deducirse de la ausencia de capacidad prondstica
de los niveles de expresion de las MMPs y el TIMP-1 en relacion a la presencia
de metastasis ganglionares (NO v/s N+), no aparecieron diferencias
significativas en los niveles de expresion de los genes estudiados en funcion de
la afectacion ganglionar (resultados obtenidos con el test no paramétrico de

Wilcoxon)(Tabla 28).

MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-10 MMP-13 TIMP-1
Mann-Whitney U GEY 681 673 690 626 713
Wilcoxon W 1267 131 1303 1320 1256 1343 1347

z -839 -380 -464 -287 -954  -047  -005
LIPS 402 704 643 774 340 963 996

‘ Tabla 28: Relacién entre la expresion de MMPs y TIMP-1 en funcién de la afectacion ganglionar.
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6.- CAPACIDAD PRONOSTICA DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE
MMPs Y TIMP-1.

Se evalud la relacidn entre los niveles de MMPs y la supervivencia ajustada. En
una primera aproximacion, se llevo a cabo una evaluacion de la cohorte de
pacientes mediante la técnica de curvas ROC, considerando en este caso
como resultado la muerte como consecuencia del tumor de cabeza y cuello.

La siguiente figura muestra las curvas ROC obtenidas, asi como los valores del

area bajo la curva correspondientes.

1,0 — m— MMP1_T
D-—LJJ e MMP2_T
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I m— MMP10_T
0,8 J
, _|_ m— MMP13_T
J_I TIMP_T
rrllr Reference Line

o
[}
1

Sensitivity

o
~
1

0,21 :I:IT
Z

0,0 I T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Specificity

Figura 95: Curva ROC de los niveles de expresion de MMPs y TIMP-1 en relacién a la
supervivencia ajustada.
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IC 95% asintético

Lim Lim
inferior Superior

ErrorSD*®  Sig.Asint.®

Tabla 29: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC de MMPs y TIMP-1 en relacién a la
supervivencia ajustada.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los niveles de expresion de la MMP-9
fueron los unicos que se relacionaron de forma significativa con la
supervivencia ajustada, apreciandose una tendencia hacia la significacion
estadistica en el caso del TIMP-1.

Se evalud el papel jugado por las variables clinicas, como la localizacién del
tumor o el estadiaje en la capacidad prondstica de los niveles de expresion de
las MMPs, sin que se apreciaran diferencias respecto al patrén mostrado para
el total de los pacientes, salvo en el caso de los pacientes con carcinomas de
laringe-hipofaringe para los cuales la curva ROC correspondiente a la
determinacion del TIMP-1 alcanzé valores de significacion estadistica.

La capacidad prondstica de los niveles de expresion de las MMPs si que se vio
influida de forma notable por el tipo de tratamiento empleado. La capacidad de
discriminacion de la MMP-9 aparecié de forma preferente en el grupo de
pacientes sometidos a tratamiento conservador con radioterapia, en tanto que
para los pacientes que recibieron tratamiento quirurgico perdié parte de su

capacidad de discriminacion prondstica.
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La Figura 96 y Tabla 30 muestran las curvas ROC y los valores del area bajo la

curva correspondientes al grupo de pacientes tratados con radioterapia (n=37).

1,0 m— MMP1_T
—— MMP2_T
MMP3_T
m— MMPO_T
— MMP10_T
0,87 —— MMP13_T
e TIMP_T
Reference Line
>
=
7]
c
)
n
0,4
0,2 B
0,0 I T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificity

Figura 96: Curva ROC de la expresion de MMPs y TIMP-1 en relacién a los pacientes tratados
con radioterapia.

IC 95% asintdtico

Lim Lirn
Inferior Superior

Error5D®  Sig.Asint.®

Tabla 30: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC de MMPs y TIMP-1 en relacién a
pacientes tratados con RT.
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A pesar de tratarse de un grupo reducido de pacientes, los niveles de expresion
de MMP-9 alcanzaron significacion estadistica, con un valor de area bajo la

curva considerable.

Por el contrario, al considerar al grupo de pacientes tratados con cirugia
(n=39), que incluye los casos que recibieron radioterapia postoperatoria,
ninguno de los niveles de expresion evaluados alcanz6 la significacion

estadistica en el estudio mediante curvas ROC (Figura 97, Tabla 31).
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Figura 97: Curva ROC de la expresion de MMPs y TIMP-1 en relacién a los pacientes tratados
con cirugia.
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IC 95% asintético

Lim Lim
inferior  Superior

ErrorSD®  Sig.Asint.?

Tabla 31: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC de MMPs y TIMP-1 en relacién a
pacientes tratados con cirugia.
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7.- CAPACIDAD PRONOSTICA DE LA MMP-9.

De los resultados obtenidos con el estudio de las curvas ROC se deduce que
los niveles de expresién que se relacionaron de forma mas significativa con la
supervivencia fueron la MMP-9 y el TIMP-1. Para determinar los puntos de
corte correspondientes a los niveles de expresion que permitiesen discriminar
de forma adecuada el prondstico en nuestra cohorte de pacientes, se utilizé un
arbol de clasificacion, con el método CRT (classification and regression trees)
como técnica de particion.

Al considerar como variable independiente los valores de expresion de la

MMP-9 se obtuvo el siguiente arbol de clasificacion.

CE
Node 0
Category % n
|- ————-—-—-- 1 H No tumor 69,7 53
| @ No tumor | B Muerte por tumor 30,3 23
: B Muerte por tumor : Total 100,0 76
| =
MMP9_T
Improvement=0,047
<=0,046904391 > 0,046904391
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B No tumor 84,6 33 B No tumor 54,1 20
B Muerte portumor 154 6 B Muerte por tumor 45,9 17
Total 51,3 39 Total 48,7 37

‘ Figura 98: Resultados de CRT usando como variable independiente la MMP-9.

De acuerdo con este método, el punto de corte que conseguia una mejor
discriminacion prondstica correspondio al valor de expresion de MMP-9 de
0.047, que dividié la muestra en dos grupos con practicamente el mismo

numero de pacientes.
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia ajustada obtenidas al
clasificar los pacientes de acuerdo con este punto de corte, donde el grupo 1
representa los pacientes con valores de MMP-9 por debajo del punto de corte

(n=39), y el grupo 2 los pacientes con valores superiores al mismo (n=37).

104 MMP-9
o b
i 12
— 1-censored
0,81 — 2-censored
_g 0,6
2
=
(/2]
S
S 0,4
(8]
0,2
0,0
T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

‘ Figura 99: Curvas de supervivencia ajustada en funcién del punto de corte de la MMP-9.

La supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes con niveles bajos de
MMP-9 fue del 79.1% (IC 95%: 61.5-96.7%) y para los pacientes con niveles
elevados del 40.1% (IC 95%: 21.1-59.1%). Existieron diferencias significativas
en la supervivencia en funcién de los niveles de expresion de la MMP-9
(P=0.004).

Tal como senalamos al analizar las curvas ROC, gran parte de la capacidad
pronostica asociada a los niveles de expresion de la MMP-9 aparecid a

expensas de los pacientes tratados con radioterapia. En la Figura 100 se
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exponen las curvas de supervivencia en funcién de los niveles de MMP-9 de

acuerdo al tipo de tratamiento realizado.

i L]
qﬂ_‘—. =
gul-
i |
3'!1
Radioterapia | Cirugia

Figura 100: Curvas de supervivencia ajustada de los niveles de MMP-9 en funcién de la
modalidad terapéutica.

No existieron diferencias significativas en la supervivencia en los pacientes
tratados de forma quirurgica (P=0.110), en tanto que para los pacientes
tratados con radioterapia el nivel de expresion de la MMP-9 conté con una
notable capacidad prondstica (P=0.011).

La Tabla 32 muestra los resultados obtenidos con un estudio multivariante
realizado de acuerdo con el modelo de riesgos proporcionales de Cox. Se
incluyeron como variables independientes la localizacion del tumor (cavidad
oral-orofaringe vs laringe-hipofaringe), la categoria de extension local (T1-2 vs
T3-4) y regional (NO vs N+), y la clasificacion de los pacientes de acuerdo con
los niveles de expresion de la MMP-9, y como variable dependiente la

supervivencia ajustada.
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Sig. Exp(B) IC 95% para Exp(B)
Cavidad oral-orofaringe 1
Laringe-hipofaringe 213 586 253 1,359
T1-2 1
T34 736 1,158 493 2,722
NO 1
N+ 296 1,580 670 3,725
MMP-9 bajo 1
MMP-9 alto 010 3,428 1,340 8.771

Tabla 32: Estudio multivariante de la supervivencia ajustada en relacién a la localizacion,
estadio, la presencia de metastasis ganglionar y niveles de MMP-9.

La unica variable que contd con capacidad prondstica independiente fue el
grado de expresion correspondiente a la MMP-9. En relacién a los pacientes
que contaron con un nivel de expresién bajo, los pacientes con un nivel de
expresion elevado contaron con un riesgo de fallecimiento asociado al tumor
3.4 veces superior (IC 95%: 1.3-8.7).

Al realizar el analisis multivariante en funcién del tipo de tratamiento, las
conclusiones fueron similares a los hallazgos encontrados al valorar las curvas
de supervivencia. Para los pacientes tratados con radioterapia, la unica variable
con capacidad prondéstica siguioé siendo la expresion de la MMP-9 (OR 7.2, IC
95%: 0.9-58.7, P=0.064), en tanto que para los pacientes quirurgicos ninguna
de las variables estudiadas guardo relacion significativa con el resultado.

Se procedio a analizar la causa de fracaso terapéutico en funcién del nivel de
expresion de la MMP-9. La Tabla 33 refleja el porcentaje de pacientes con
recidiva local, regional o a distancia de la enfermedad en funciéon de la

expresion de la MMP-9.
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Grupo 1 Grupo 2
(MMP-9 bajo)  (MMP-9 aito)

Recidiva local

Recidiva regional
Metastasis a distancia

Tabla 33: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia en funcién
de los niveles de MMP-9.

Tal como puede apreciarse, el pronostico asociado a la presencia de unos
niveles elevados de MMP-9 fue consecuencia del peor control local conseguido
en este grupo de pacientes, en tanto que no se apreciaron diferencias
significativas en el fracaso regional o a distancia en funcion del nivel de
expresion de la MMP-9.

La siguiente tabla muestra los porcentajes de recidiva a diferentes niveles para

los pacientes tratados con radioterapia.

Grupo 1 Grupo 2
(MMP-9 bajo) (MMP-9 alto)

Recidiva local

Recidiva regional

Metéstasis a distancla

Tabla 34: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia tratados
con radioterapia, en funcién de los niveles de MMP-9.
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De igual manera, se presentan los porcentajes de fracaso correspondientes a

los pacientes tratados con cirugia.

Grupo 1 Grupo 2
(MMP-9 bajo) (MMP-9 alto)

Tabla 35: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia tratados
con cirugia, en funcién de los niveles de MMP-9.

Tal como puede apreciarse, para los pacientes tratados con cirugia el nivel de
expresion de la MMP-9 no se relaciond con el fracaso en ninguno de los
niveles, en tanto que los pacientes con unos niveles elevados de MMP-9
tratados con radioterapia contaron con un incremento muy notable del

porcentaje de fracasos a nivel local.
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia actuarial libres de
recidiva local para los pacientes tratados con radioterapia en funcién del nivel

de expresiéon de la MMP-9.

10— MMP-9
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Figura 101: Curvas de supervivencia actuarial libres de recidiva local para los pacientes tratados
con radioterapia en funcién del nivel de expresién de la MMP-9.

Para los pacientes tratados con radioterapia, existieron diferencias
significativas en la supervivencia libre de enfermedad local en funcién del nivel
de expresion de la MMP-9 (P=0.001). Los pacientes con unos niveles bajos
contaron con una supervivencia libre de recidiva local a los 5 afos del 88.9%
(IC 95%: 74.4-103.4%), en tanto que para los pacientes con un nivel de

expresion elevado descendio al 34.3% (IC 95%: 10.2-58.4%).
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8.- CAPACIDAD PRONOSTICA DEL TIMP-1.

En el caso del TIMP-1 se procedié de una manera similar. La siguiente figura
muestra los resultados obtenidos al aplicar la técnica de clasificacion CRT a los

valores de expresion del TIMP-1.

CE

Node 0
Category % n

|m === 1 B No tumor 69,7 53
| @ No tumor B Muerte por tumor 30,3 23
: B Muerte por tumor Total 100,0 76

___________ =

TIMP_T
Improvement=0,064

<=0,523877888 >0,523877888

Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B No tumor 87,2 34 B No tumor 51,4 19
M Muerte por tumor 12,8 5 B Muerte por tumor 48,6 18
Total 51,3 39 Total 48,7 37

Figura 102: Resultados de CRT usando como variable independiente la expresién de TIMP-1.
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Los pacientes con unos niveles elevados del TIMP-1 contaron con un peor
prondstico. Se muestra a continuacion la curva de supervivencia ajustada

correspondiente a los niveles de expresion del TIMP-1.

1.0 TIMP
w11
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=
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‘ Figura 103: Curvas de supervivencia ajustada en funcién del punto de corte del TIMP-1.

La supervivencia ajustada a los 5 afios para los pacientes con unos niveles de
expresion bajos del TIMP-1 (n=39) fue del 78.0% (IC 95%: 58-98%) y la
correspondiente a los pacientes con unos niveles elevados (n=37) del 43.1%
(IC 95%: 25.1-61.1%). Existieron diferencias significativas en la supervivencia

ajustada en funcion del grado de expresion del TIMP-1 (P=0.001).

De acuerdo con un analisis multivariante, el nivel de expresion del TIMP-1 fue
la unica de las variables evaluadas con capacidad prondstica independiente, tal

como puede apreciarse en los resultados de la Tabla 36.
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Sig. Exp(B) 95,0% CI for Exp(B)
Cavidad oral-orofaringe 1
Laringe-hipofaringe 209 572 239 1,369
T1-2 1
T34 948 1,030 422 2515
NO 1
N+ 348 1,509 639 3,561
TIMP-1 bajo 1
TIMP-1 alto 006 4,105 1.512 11,144

Tabla 36: Estudio multivariante de la supervivencia ajustada en relacién a la localizacion,
estadio, la presencia de metéstasis ganglionar y niveles de TIMP-1.

A diferencia de los que sucedia con la MMP-9, la capacidad discriminatoria del
TIMP-1 se mantuvo independiente del tipo de tratamiento realizado. La Figura
104 muestra las curvas de supervivencia ajustada en funcién de los niveles de

expresion del  TIMP-1 en relacion al tipo de tratamiento

efectuado.
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Figura 104: Curvas de supervivencia ajustada de los niveles del TIMP-1 en funcién de la
modalidad terapéutica.
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Existieron diferencias significativas en la supervivencia en funcioén del nivel de
expresion del TIMP-1 tanto para los pacientes tratados con radioterapia
(P=0.049) como para los tratados con cirugia (P=0.008).

Al analizar el patron de fracasos, también aparecieron ciertas diferencias
respecto a los hallazgos obtenidos al analizar la MMP-9. La siguiente tabla
muestra el porcentaje de fracasos a nivel local, regional y a distancia en funcién

del nivel de expresiéon del TIMP-1.

Grupo 1 Grupo 2
(TIMP-1 bajo) (TIMP-1 alto)

Tabla 37: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia en funcién
de los niveles de TIMP-1.

En este caso, si bien los pacientes con unos niveles de expresion del TIMP-1
elevados contaron con un porcentaje mas alto de fracasos a nivel local, las
diferencias no llegaron a alcanzar la significacion estadistica. Por el contrario,
si que aparecieron diferencias estadisticamente significativas en el riesgo de
aparicion de metastasis a distancia, que se concentraron de forma casi

exclusiva en los pacientes con unos niveles elevados de TIMP-1.
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia libres de metastasis a

distancia en funcién del grado de expresiéon del TIMP-1.

1,0 —— TIMP
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Figura 105: Curvas de supervivencia libres de metastasis a distancia en funcién del grado de
expresion del TIMP-1

Se analizaron igualmente los patrones de fracaso en funcidon del tipo de
tratamiento. A continuacion se muestra la tabla de porcentajes de fracaso

correspondiente a los pacientes tratados con radioterapia.

Grupo 1 Grupo 2
(TIMP-1 bajo) (TIMP-1 alto)

Figura 106: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia tratados
con radioterapia, en funcién de los niveles de TIMP-1.
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Se procedid a analizar las causas de fracaso correspondientes a los pacientes

sometidos a tratamiento quirurgico.

Grupo 1 Grupo 2
(TIMP-1 bajo) (TIMP-1 alto)

Figura 107: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia tratados
con cirugfa, en funcién de los niveles de TIMP-1.

En este caso el patron de fracaso en funcion del nivel de expresion del TIMP-1
correspondiente a los pacientes tratados con radioterapia fue
predominantemente a expensas del control local de la enfermedad, pero sin
llegar a alcanzar diferencias significativas. Para los pacientes tratados con
cirugia el fracaso a nivel local y regional en los pacientes con niveles de
expresion bajos fue algo superior, pero donde se produjeron diferencias
notables en el resultado fue en relacién a la diseminacion metastasica del
tumor, que afecté a casi un tercio de los pacientes con niveles elevados de

expresion del TIMP-1.
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9.- EVALUACION DE LA CAPACIDAD PRONOSTICA CORRESPONDIENTE
A LOS NIVELES DE EXPRESION DE LAS MMPs AGRUPADAS EN
FUNCION DE SU CATEGORIA FUNCIONAL.

Dado que las diferentes MMPs cuentan con unas funciones metabdlicas
diferenciadas, se llevd a cabo una determinacion de la capacidad prondstica
agrupando los niveles de actividad correspondientes para cada una de las
categorias funcionales evaluadas: colagenasas (MMP-1 y -13), gelatinasas
(MMP-2 y -9), y estromelisisnas (MMP-3 y -10).

Para realizar la adicion de la actividad correspondiente a cada una de las MMP,
y teniendo en cuenta que no contaban con una distribucién normal, se procedio
a la estandarizacion de cada una de las variables a partir de su transformacion
logaritmica y la division del resultado por la media aritmética del logaritmo de

acuerdo con la siguiente formula:

Ln MMP

Valor MMP estandarizado =
X Ln MMP

En la Figura 108 y Tabla 38 se muestran los valores de significacion y area
bajo la curva correspondientes a las curvas ROC obtenidas con valores

normalizados de las colagenasas, gelatinasas, y estromelisinas.
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Figura 108: Curvas ROC correspondientes a la adiciéon de los valores normalizados de las
colagenasas, gelatinasas, y estromelisinas.

Colagenasas
Estromelisinas

Gelatinasas

Tabla 38: Valores del drea bajo la curva de las curvas ROC correspondientes a la adicién de los
valores normalizados de las colagenasas, gelatinasas, y estromelisinas.

Ninguna de las variables alcanzé un valor prondstico significativo, apareciendo
una tendencia en el caso de las gelatinasas. La principal conclusion seria que
la actividad conjunta de los diferentes tipos de MMPs no mejora la capacidad
pronostica respecto a la que posee la expresion individual de cada uno de los

genes.
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10.- EVALUACION DE LA _ CAPACIDAD PRONOSTICA
CORRESPONDIENTE A LA VALORACION CONJUNTA DE LOS NIVELES
DE MMPs Y TIMP-1.

Dado que el papel fundamental del TIMP-1 consiste en inhibir de forma directa
la actividad de las MMPs, se valor¢ si la interaccion del valor del TIMP-1 con el
correspondiente de las diferentes MMPs podia contar con capacidad
pronostica.

En primer lugar se evaluo el cociente entre el valor de cada una de las MMPs
analizadas y el correspondiente al TIMP-1. La siguiente figura muestra los
resultados obtenidos al utilizar curvas ROC en la valoracién de la supervivencia

ajustada con los cocientes MMP/TIMP-1.
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Figura 109: Curvas ROC de la valoracion de la supervivencia ajustada en relacién a los cocientes
MMP/TIMP-1.
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La siguiente tabla muestra los valores del area bajo la curva correspondiente a

las curvas ROC.

IC 95% asintdtico

Lim Lim
Inferior  Superior

MMP-1/
TIMP-1
MMP-2/
TIMP-1
MMP-3/
TIMP-1

MMP-9/
TIMP-1

MMP-10/
TIMP-1

MMP-13/
TIMP-1

Tabla 39: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC de la valoracién de la supervivencia
ajustada en relacién a los cocientes MMP/TIMP-1.

El cociente MMP/TIMP-1 no consiguid mejorar la capacidad prondstica, no
alcanzando un nivel de significacion en las curvas ROC ninguno de los

cocientes analizados.
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Se evalud a continuacion la capacidad prondstica correspondiente al producto
MMP x TIMP-1. La Figura 110 y Tabla 40 muestran las curvas ROC obtenidas

a partir de estos productos y los valores del area bajo la curva.
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Figura 110: Curvas ROC de la valoracion de la supervivencia ajustada en relacion al producto
MMPxTIMP-1.
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IC 95% asintdtico

Lim Lim
Inferior  Superior

Sig.Asint. *
MMP-1x
TIMP-1

MMP-2x
TIMP-1
MMP-3x
TIMP-1
MMP-9x
TIMP-1
MMP-10x
TIMP-1

MMP-13x
TIMP-1

Tabla 40: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC de la valoracién de la supervivencia
ajustada en relacién al producto MMPxTIMP-1.

En este caso, la unica variable que alcanzé significacion estadistica en la
valoracion de las curvas ROC fue el producto MMP-9 x TIMP-1, en tanto que el
correspondiente al producto MMP-2 x TIMP-1 contdé con una tendencia hacia la
significacion.

La siguiente figura muestra los valores de curvas ROC obtenidos con los
valores de expresion de MMP-9 y TIMP-1, asi como su cociente (MMP-9 /
TIMP-1) y su producto (MMP-9 x TIMP-1), con los valores del area bajo la

curva correspondientes (Tabla 41).
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Figura 111: Curvas ROC obtenidos con los valores de expresiéon de MMP-9 y TIMP-1, asi como
su cociente (MMP-9 / TIMP-1) y su producto (MMP-9 x TIMP-1).

IC 95% asintdético

Lim Lim
a b
Area Error SD Sig.Asint. inferior Superior

Tabla 41: Valores del area bajo la curva de las curvas ROC obtenidos con los valores de expresion de
MMP-9 y TIMP-1, asi como su cociente (MMP-9 / TIMP-1) y su producto (MMP-9 x TIMP-1).

Tal como puede observarse, la variable que obtuvo un valor de area bajo la

curva mas elevado fue el correspondiente al producto MMP-9xTIMP-1.




220

Tal como se procedié al analizar la MMP-9 y el TIMP-1, se realizé un estudio
de clasificacion CRT para evaluar el punto de corte con mayor capacidad de

discriminacion pronostica correspondiente a esta nueva variable.

CE
Node 0

Category % n

|———— === 1 H No tumor 69,7 53
| @ No tumor : B Muerte por tumor 30,3 23
: B Muerte por tumor | Total 100,0 76
| =

MMPOXTIMP

Improvement=0,057

<= (|J,O3 > 0[03

Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B No tumor 84,1 37 B No tumor 50,0 16
B Muerte portumor 159 7 B Muerte por tumor 50,0 16
Total 57,9 44 Total 42,1 32

Figura 112: Resultados de CRT usando como variable independiente la expresién del producto
de MMP-9XTIMP-1.
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De acuerdo con el punto de corte obtenido, se llevd a cabo una determinaciéon

de la supervivencia ajustada.

1,01 MMP-9 x TIMP
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Figura 113: Curvas de supervivencia ajustada en funcién del punto de corte del producto de
MMP-9XTIMP-1.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia ajustada en funcién de
la categoria correspondiente al producto MMP-9 x TIMP-1 (P=0.002). La
supervivencia ajustada a los 5 afos para los pacientes con unos valores bajos
del producto fue del 77.5% (IC 95%: 60.8-94.2%), y para los pacientes con los
valores elevados disminuyo hasta el 38.5% (IC 95%: 18.9-58.1%).

Al igual que con la MMP-9 y el TIMP-1, se procedi¢ a valorar la capacidad
pronostica del producto MMP-9 x TIMP-1 en relacion al tipo de tratamiento
empleado. La Figura 114 muestra las curvas de supervivencia ajustada de
acuerdo con los niveles del producto MMP-9 x TIMP-1 en funcién del

tratamiento efectuado.
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Figura 114: Curvas de supervivencia ajustada del producto de MMP-9xTIMP-1 en funcién de la
modalidad terapéutica.

Existieron diferencias significativas en la supervivencia en funcion de los
niveles del producto MMP-9 x TIMP-1 tanto para los pacientes tratados con
radioterapia (P=0.011) como para los tratados con cirugia (P=0.045).

Al considerar las causas de fracaso, pudo apreciarse una tendencia hacia un
peor control local para los pacientes con niveles elevados del producto MMP-9
x TIMP-1, en tanto que no existieron diferencias significativas en cuanto al

riesgo de fracaso a nivel regional o a distancia.

Grupo 1 Grupo 2
(MMP-9xTIMP-1 bajo) (MMP-9XTIMP-1 alto)

Recidiva local
Recldliva reglonal

Metéstasis a distancia

Tabla 42: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia en funcién
del nivel del producto de MMP-9xTIMP-1.
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Al analizar las causas de fracaso en funcién del tipo de tratamiento utilizado de
acuerdo con los niveles correspondientes al producto MMP-9 x TIMP-1, pudo
observarse como para los pacientes tratados con radioterapia aparecieron
diferencias significativas en el control local, en tanto que para los pacientes
tratados con cirugia las mayores diferencias aparecieron en el riesgo de
metastasis a distancia, tal como muestran los resultados que se exponen en las

siguientes tablas.

Grupo de pacientes tratados con radioterapia (n=37)

Grupo 1 Grupo 2

(MMP-9xTIMP-1 bajo) (MMP-9xTIMP-1 alto)

Reclidiva local

Recidiva reglonal

Metéstasis a distancla

Tabla 43: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia tratados
con radioterapia, en funcién del nivel del producto de MMP-9xTIMP-1.

Grupo de pacientes tratados con cirugia (n=39)

Grupo 1 Grupo 2
(MMP-9xTIMP-1 bajo) (MMP-9XTIMP-1 alto)

Recldiva local

Recldliva reglonal

Metéstasis a distancia

Tabla 44: Porcentaje de pacientes con recidiva local, regional y metastasis a distancia tratados
con cirugfa, en funcién del nivel del producto de MMP-9xTIMP-1.
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11.- RELACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LAS MMPs Y EL
TIMP-1 CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON QUIMIOTERAPIA
DE INDUCCION.

Tal como se puso de manifiesto en la introduccién, existen indicios clinicos y
experimentales que sefalan una posible relacion entre la actividad de
determinadas MMPs y la respuesta conseguida al tratamiento con
quimioterapia de induccion.

A pesar de tratarse de una muestra limitada y heterogénea para evaluar este
proposito, se llevd a cabo una determinacion de la posible relacion entre la
expresion de las MMPs y TIMP-1 evaluados y la respuesta a la quimioterapia.
Un total de 22 pacientes incluidos en el estudio iniciaron la secuencia
terapéutica con un tratamiento con quimioterapia de induccion. El tipo de
quimioterapia utilizado consistid en la administracién de CDDP-5 fluoruracilo en
18 ocasiones, y CDDP-5 fluoruracilo-paclitaxel en 3. De los pacientes que
iniciaron tratamiento con quimioterapia de induccion, uno recibié sélo un ciclo
de quimioterapia por toxicidad, no siendo valorada la respuesta. Para los 21
pacientes restantes que completaron el tratamiento neoadyuvante, se consiguid
una respuesta completa a nivel de la localizacion primaria del tumor en 3
ocasiones, parcial superior al 50% en 7, parcial inferior al 50% en 9, y una
ausencia de respuesta en 2. De cara a mejorar la potencia del estudio
estadistico, se agruparon las respuestas completas y parciales superiores al

50% (n=10, 48%) y las respuestas inferiores (n=11, 52%).
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La siguiente tabla muestra los resultados del test no paramétrico de Mann-
Whitney en que se evalud la relacion entre los niveles de expresion de las
diferentes MMPs estudiadas y el TIMP-1, y los niveles de respuesta a la

quimioterapia de induccion.

TIMP-1
52

MMP-3 MMP-0 MMP-10 MMP-13
49 48 40

MMP-2
53

MMP-1

m 119 15 114 106 a8 118
-4 14 -423 -493 1056 - B4b -21
A81 88 T B2z 281 e B33

H512(a) 91B(a) 705{a) 654a) IMa) A26(a) .B63(a)

Tabla 45: Relacién entre los niveles de expresiéon de las MMPs y TIMP-1, y los niveles de
respuesta a la quimioterapia de induccion.

No existieron diferencias significativas en los niveles de expresion de ninguna
de las MMPs ni del TIMP-1 en funcién del grado de respuesta conseguido tras

la administracion del tratamiento con quimioterapia.
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12.- RELACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LAS MMPs CON
LOS DE OTROS GENES QUE PARTICIPAN EN LOS PROCESOS DE
CARCINOGENESIS EN LOS PACIENTES CON CARCINOMAS DE CABEZA
Y CUELLO.

El presente estudio pretende evaluar de forma especifica la importancia de la
expresion de las MMPs en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello,
pero fue llevado a cabo dentro de un proyecto mas general en que se analizaba
la expresidn de diferentes genes implicados en los procesos de inflamacién
relacionados con el desarrollo de carcinomas de cabeza y cuello. Por ello, se
dispuso de informacion referente a los niveles de expresion de diferentes genes
que podrian tener relaciones mas o menos directas con el papel metabdlico
jugado por las MMPs en los tumores de cabeza y cuello.

De entre los genes estudiados, se analizé la relacion existente entre los niveles
de expresion de las diferentes MMPs evaluadas y los genes responsables de la
codificacion de COX1, COX2, mPGES1, mPGES2, cPGES, SDF1, IL8, NFkB,
VEGF, y HIF.

Se presentan a continuacién las tablas correspondientes a las correlaciones
obtenidas con los diferentes genes analizados para cada una de las MMPs

estudiadas y el TIMP-1.
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Tabla 46: Correlacién entre la expresiéon de MMP-1 y otros genes estudiados (COX-1, COX-2,

mPGES-1. mPGES-2, Sdf-1, IL-8, NFKb, VGEF, HIF).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 47: Correlacion entre la expresion de MMP-2 y otros genes estudiados
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 48: Correlacién entre la expresion de MMP-3 y otros genes estudiados.
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 49: Correlacion entre la expresiéon de MMP-9 y otros genes estudiados.

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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MMP-10.
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Tabla 50: Correlacion entre la expresion de MMP-10 y otros genes estudiados.
**, La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 51: Correlacion entre la expresién de MMP-13 y otros genes estudiados.

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 52: Correlacion entre la expresiéon de TIMP-1 y otros genes estudiados.
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Se detallan solamente las correlaciones con valores altos o muy altos para

cada una de las MMPs y el TIMP-1.

SDF-1

HIF 0.778
mPGES-1 0.744
COX-1 0.708
NFiB 0.685

Tabla 53: Valores de correlacién entre la MMP-1 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).

NFiB

mPGES2 0.861
SDF-1 0.747
mPGES51 0.680
HIF 0.678

Tabla 54: Valores de correlacion entre la MMP-2 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).
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Tabla 55 Valores de correlacion entre la MMP-3 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).

NFrB
mPGES2 0.737

Tabla 56: Valores de correlacién entre la MMP-9 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).

Tabla 57: Valores de correlacién significativo entre la MMP-10 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).

No se alcanzo ninguna relacion con r=0.6

Tabla 58: Valores de correlacién entre la MMP-13 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).
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Tabla 59: Valores de correlacion entre el TIMP-1 y el resto de los genes estudiados.
Muy alto (0.6<r0.8); Alto (0.8<r<1.0).

De la totalidad de correlaciones significativas entre las diferentes variables
analizadas, destacan la existencia de unas correlaciones alta o muy alta entre
diferentes MMPs (MMP-1, -2, -3, y -9) y el TIMP-1 y factores nucleares como el
SDF-1y el NFkB, y la existencia de unos niveles de correlacion alta o muy alta
de MMPs (MMP-1, -2, -3, y -10) y el TIMP-1 con un gen relacionado con la
promocion de la angiogénesis como el HIF.

Solo la expresion de una de las MMPs estudiadas, la MMP-13, no mantuvo

correlacion a nivel alto o muy alto con ninguno de los genes estudiados.
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VI.-DISCUSION.
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1.- EXPRESION DIFERENCIAL DE LAS MMPs ENTRE EL TUMOR Y LA
MUCOSA SANA.

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio, existieron
diferencias significativas en la expresion de las diferentes MMPs evaluadas vy el
TIMP-1 entre el tejido tumoral y la mucosa sana. Para la mayoria de las MMPs
estudiadas (MMP-1, -3, -10 y -13) la expresion correspondiente a las mucosas
normales fue muy reducida o inexistente respecto a la correspondiente al tejido
tumoral. Para las gelatinasas, MMP-2 y -9, asi como para el TIMP-1, se
evidencio un cierto grado de actividad a nivel del tejido no tumoral, pero en todo
caso significativamente inferior a la del tumor.

Han sido diversos los autores que han analizado la expresion diferencial de los
genes responsables de la codificaciéon de las MMPs y sus inhibidores entre el
tejido tumoral y la mucosa sana, en pacientes con carcinomas escamosos de
cabeza y cuello mediante técnicas de PCR.

En un estudio en que se evaluaba la expresion de MMPs y TIMPs en pacientes
con carcinomas de laringe, Birkedal-Hansen y cols®® encontraron un incremento
significativo en la expresion de MMP-10 y -14 y casi significativo en la MMP-3
en el tumor respecto a mucosa sana adyacente. Sin embargo no aparecieron
diferencias en la MMP-7, MMP-11 y los TIMPs -1, -2 y -3. Los niveles de
expresion medidos con PCR en una muestra limitada de 8 pacientes con
carcinomas de laringe e hipofaringe por Magary y cols®’, mostraron unos
resultados superiores en el tumor respecto a la mucosa sana para las MMPs -
1, -2 y -9, en tanto que no se apreciaron diferencias en el nivel de expresion
correspondiente al TIMP-1. Igualmente, Imanishi y cols™ encontraron un

incremento significativo en la expresion de la MMP-2 y MMP-14 en el tumor
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respecto a tejido sano en pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. En un
estudio de las MMPs asociadas a membrana en pacientes con carcinomas de
supraglotis, Zhang y cols** demostraron unos niveles de expresion
correspondientes a las MMPs -14, -15 y -16 significativamente aumentados en
el tumor respecto a la mucosa sana.

En el estudio mas extenso y completo desarrollado hasta la fecha de los
niveles de transcripcion correspondientes a los genes responsables de la
codificacion de las MMPs y los TIMPs, Stokes y cols*’ demostraron unos
niveles de actividad en el tejido tumoral superiores a los presentes en la
mucosa sana. Del total de genes evaluados, coincidiendo con nuestros
hallazgos, la MMP-2 y el TIMP-1 fueron los que contaron con unos niveles de
expresion mas elevados en la mucosa sana, aunque significativamente inferior
a los correspondientes al tejido tumoral.

Este incremento en los niveles de expresion transcripcional se vio confirmado
por los estudios inmunohistoquimicos, en los que se demostraba unos niveles
de positividad en el tumor superior al correspondiente a la mucosa sana.
Diversos autores han encontrado un incremento en la expresion de MMP-23352,
MMP-9334446:52 ' MMP-14* MMP-15* y MMP-16* en el carcinoma respecto a
mucosa sana.

Finalmente, mediante técnicas de zimografia se ha demostrado que la actividad
proteolitica del tejido tumoral supera de forma significativa a la de la mucosa
sana'>*2.

Una de las limitaciones de los estudios en que se evalua la actividad
transcripcional de los genes mediante técnicas de RT-PCR, es que los niveles

de expresion calculados no equivalen necesariamente a la actividad bioldgica
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final ejercida por la proteina correspondiente. En el caso de las MMPs, existe
un complejo grupo de factores post-transcripcionales con capacidad reguladora
que podrian modificar el significado atribuido al nivel de expresion de un gen.
Ademas, no todas las MMPs sintetizadas contarian con actividad biolégica, ya
que dependen de la activacién de la pro-MMP en MMP activa. En un estudio
con Western blot realizado en 15 muestras pareadas de carcinoma de cavidad
oral y mucosa normal, Chuang y cols®® encontraron expresion de la MMP-7 en
9 de las 15 muestras del tumor, de las cuales en 8 (89%) se trataba de la forma
activa de la proteina. Aparecié expresiéon de MMP-7 en 2 de las muestras de
mucosa normal, sin que en ninguno de los dos casos correspondiese a la forma
activa de la proteina.

De todas formas, tal como se ha descrito anteriormente, el incremento en la
actividad transcripcional en los carcinomas de cabeza y cuello se ha visto
confrmado a nivel de Ila expresion de proteinas en estudios de
inmunohistoquimica, asi como de la actividad proteolitica, mediante técnicas de
zimografia.

En un estudio desarrollado por Xie y cols® en pacientes con carcinomas de
supraglotis en que se evalud la expresion de las MMPs -1, -2, -7, -9 y -10
mediante RT-PCR e inmunohistoquimica, si bien no se llevd a cabo una
correlacion directa de los valores de expresion obtenidos mediante cada una de
las técnicas, existid una elevada concordancia en los porcentajes de positividad

obtenidos con la PCRy con el estudio histolégico.
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La siguiente tabla muestra los valores de positividad para cada una de las

MMPs estudiadas.

Tabla 60%: Porcentaje de positividad de las MMPs estudiadas por Xie y cols mediante RT-PCR e
inmunohistoquimica.

Por su parte, Stokes y cols*’ evaluaron la relacién entre el nivel de transcripcion
para las MMPs -2, -3, -9 y -14 y la expresién de proteina medida mediante
Western blot y su actividad a partir de técnicas de zimografia, encontrando una
correspondencia entre ambos.

La conclusion que puede obtenerse a partir de nuestros resultados y de los
publicados en la literatura es que los carcinomas de cabeza y cuello cuentan
con un incremento en la actividad de la mayoria de las MMPs, y que dicho

incremento es resultado de un aumento de la actividad transcripcional.
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2.- CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LAS
DIFERENTES MMPs.

Del estudio de las correlaciones que los niveles de expresién de las MMPs vy el
TIMP-1 mantuvieron entre si, destacaron la existencia de unos niveles de
correlacién elevados (coeficiente r> 0.6) o muy elevados (coeficiente r> 0.8)
entre la MMP-1 (colagenasa 1) y la MMP-3 (estromelisina 1), entre las
gelatinasas (MMP-2 y -9), y entre diferentes MMPs (-1, -2, -10 y -13) y su
inhibidor especifico (TIMP-1).

Otros autores han citado la existencia de correlaciones significativas entre
diferentes MMPs y de éstas con los TIMPs. En un estudio en que se evaluo la
MMP-2 y MMP-14 en 42 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello
mediante RT-PCR, Imanishi y cols' encontraron una correlacién altamente
significativa (P=0.0005) entre los niveles de expresion correspondientes a

ambas MMP, tal como aparece en la siguiente figura.
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Figura 1153 Correlacion entre los niveles de expresiéon de MMP-2 y MT1-MMP (MMP-14).
Coeficiente de correlacion r fue 0.453 (P=.0005).

Otros autores que han encontrado unas correlaciones altamente significativas
entre los valores de expresion de la MMP-2 y la MMP-14 (MT1-MMP) en esta
ocasion analizados mediante técnicas de inmunohistoquimica, fueron Yoshizaki
y cols®®, que a partir del andlisis de 51 pacientes con carcinomas de lengua,
encontraron una correspondencia elevada en la positividad de ambas MMPs

(coeficiente r=0.902, P<0.0001).
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‘ Figura 1166 Correlacion entre los niveles de expresion de MMP-2 y MT1-MMP (MMP-14).

Ondruschka y cols®® describieron una correlacion significativa (P=0.004) entre
los niveles de positividad inmunohistoquimica de las MMPs -2 y -9 en un
estudio realizado en 74 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello, y
Kurahara vy coIsSO, en un estudio de caracteristicas similares realizado en
pacientes con carcinomas localizados en la cavidad oral, encontraron una
correlacién significativa entre los niveles de expresion de la TIMP-1 y la MMP-1
(P<0.05), MMP-3 (P<0.01) y MMP-9 (P<0.0001).

Por su parte, de Vicente y cols** encontraron unos niveles de correlacion
significativa entre la MMP-7, TIMP-1 (P<0.0005) y TIMP-2 (P=0.008) en
pacientes con carcinomas de cavidad oral estudiados con inmunohistoquimica,
en tanto que la relacién con las MMP-2 y —9 no alcanzé niveles de significacion
estadistica. En el mismo estudio, los autores no encontraron relacion entre la
positividad frente a la MMP-14 y la correspondiente a las gelatinasas (MMP-2 y

9)yel TIMP -1y -2.
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3.- RELACION DE LAS MMPs CON LA AFECTACION GANGLIONAR.

Tal como destacamos en la Introduccidn, existe una gran variabilidad en los
resultados que vinculan la expresion de determinadas MMPs con el riesgo de
aparicion de metastasis ganglionares. En la Introduccién del presente estudio
se incluyd una tabla que resumia los hallazgos de la literatura respecto de la
influencia de la expresion de las diferentes MMPs y TIMPs en relacion a la
afectacion ganglionar. Del analisis de este resumen de los trabajos publicados
puede deducirse la existencia de dos tipos de relacion entre la expresion de las
MMPs y la presencia de metastasis ganglionares. Existe un grupo de MMPs,
que incluye las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y la MMP-14, que son los que
han recibido una mayor atencion al analizar la relacion con la afectaciéon
ganglionar, para los cuales un numero sustancial de estudios encontraron una
relacion significativa entre la expresion de la MMP y la afectacién ganglionar.
Por el contrario, otro grupo de MMP, incluyendo la MMP-1, -3, -7,-8, -10, -15, -
16 y —26, no han contado con tal vinculacion o el numero de estudios que
encontraron tal relacién es muy reducido. Por ultimo, en el caso de los TIMPs,
ademas de contar con resultados dispares en la relacion entre TIMPs y
afectacion regional, algunos autores han citado una relacion inversa en el
sentido de que el incremento en los niveles de expresion del TIMP-1 y -2
actuaria como una variable que se relacionaria con una disminucion en el
riesgo de afectacion ganglionar®.

Un metaanalisis publicado en 2005 a partir de los resultados publicados hasta
entonce367, ofrece unos resultados compatibles con las anteriores

apreciaciones. Segun este metaanalisis no aparecié una relacion significativa
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entre la expresion de la MMP-1 y la presencia de metastasis ganglionares, en
tanto que existid una relacién significativa con los niveles de expresién de las
MMPs -2, -9 y -14. En el caso de la MMP-3 aparecieron diferencias
significativas, si bien todos los estudios incluidos en el metaanalisis pertenecian
a un unico grupo.

La mayoria de estudios que han estudiado la relacién con la afectacion regional
han utilizado inmunohistoquimica, si bien algunos autores llevaron a cabo el
analisis mediante técnicas de RT-PCR.

Imanishi y cols™ evaluaron mediante RT-PCR la expresion de la MMP-2 y —14
en un grupo de 42 pacientes con carcinomas de cabeza y cuello, 20 de los
cuales contaron con la presencia de metastasis cervicales. Los autores no
encontraron una relacion significativa entre el nivel de expresion del gen y la
afectacion ganglionar en el caso de la MMP-2, en tanto que si que aparecio tal
relacion con la MMP-14 (P<0.01). En un estudio inmunohistoquimico llevado a
cabo sobre el mismo grupo de pacientes se obtuvieron unos resultados
similares.

Por su parte, O. Charoenrat y cols”" evaluaron un grupo de 54 pacientes
consecutivos con carcinomas de cabeza y cuello, un 50% de los cuales
contaban con la presencia de metastasis ganglionares, y pudieron constatar
como los niveles de ARNm correspondientes a la MMP-9 se correlacionaron de
forma intensa con la afectacion ganglionar, en tanto que no aparecia tal
correlacion en el caso de las MMPs -2, -7 y -11.

En un estudio realizado en 32 pacientes con carcinomas de supraglotis, 12 de
los cuales contaron con la presencia de metastasis regionales, Xie y cols®

encontraron una relacion significativa entre los niveles de expresion de las
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MMPs -2, -7 y -9 y la afectacion regional. De nuevo un estudio
inmunohistoquimico desarrollado en los mismos pacientes confirmé los
hallazgos obtenidos mediante la técnica de PCR.

Gorégh y cols®® evaluaron un total de 47 pacientes con carcinomas de la
laringe, 24 de ellos N+, encontrando relacion entre la positividad ganglionar y la
expresion en el caso de la MMP-2, pero no para las MMPs -1, -9 y —-10.
Ademas, tal como se citd anteriormente, los autores encontraron una relacion
significativa inversa entre la actividad del TIMP y la presencia de adenopatias,
lo que les llevd a hipotetizar que unos incrementos en los niveles
transcripcionales del TIMP-1 y TIMP-2 conducia a una disminucion en la
actividad MMP, dificultando en consecuencia la aparicion de metastasis
ganglionares.

Zhang y cols** analizaron la relacion entre la expresion del gen responsable de
la sintesis de las MMP-14 y la afectacion ganglionar en un grupo de 85
pacientes con carcinomas de supraglotis, 44 de los mismos con metastasis
cervicales, encontrando una relacion significativa que se confirmé en el estudio
inmunohistoquimico.

Al igual que sucedia al valorar los estudios inmunohistoquimicos que
relacionan MMPs y afectacion ganglionar, los resultados obtenidos al analizar
los estudios que evaluan la expresiéon de las diferentes MMPs a nivel
transcripcional también ofrecieron resultados contradictorios en alguna de las
MMPs evaluadas.

La siguiente tabla resume los hallazgos obtenidos por los diferentes autores
que han evaluado la relacion entre MMP y afectacion ganglionar analizando la

expresion de las MMPs mediante PCR.
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MMP
Autor n NO/N+
8 10 [ 14
Imanishi’™ 42 22/20 +
O.Charoenrat”’ 54 27/27
Xie® 39 20/12 -
Go6rogh®® 47 23/24 -
Zhang™ 85 41/44 +

Tabla 61: Estudios que describen la relacién entre MMPs y la afectacion ganglionar, analizadas

mediante PCR.

De acuerdo con nuestros resultados, no existid una relacion significativa entre

el grado de expresién de las MMPs analizadas o el TIMP-1 y la afectacion

regional.
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4.- RELACION DE LA EXPRESION DE LAS MMPs Y EL TIMP-1_CON
VARIABLES CLINICAS.

Independientemente de la relacién de las MMPs y los TIMPs con la presencia
de metastasis a nivel regional, la gran mayoria de autores no han encontrado
unos patrones de asociacion definidos entre sus niveles de expresion vy

variables clinicas relevantes como la localizacion primaria del tumor>®40:45:6571

|Oca|13,41 ,42,55,63-65’

la categoria de extension 0 el grado

histolégico13,40,42,44,55,65,71 ]

Ocasionalmente, algunos autores han correlacionado los niveles de expresion
de MMP-1"", MMP-9”", MMP-14* y el TIMP-1""%° con la categoria de extension
local del tumor, y de la MMP-9*" 0 la MMP-13* con el grado histolégico del
tumor.

Segun nuestros resultados, no existieron diferencias significativas en los
niveles de expresion de las diferentes MMPs estudiadas y el TIMP-1 en
relacion al grado histologico del tumor, a la categoria de extensién local, o la
localizacion del tumor primario. Tan sélo se aprecié la existencia de unos
niveles mas elevados de MMP-3 en los tumores localizados a nivel de la
cavidad oral-orofaringe.

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio y los
correspondientes a los publicados en la literatura, consideramos que para los
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello no existen tendencias definidas
en la actividad de las MMPs y TIMPs en funcion de variables como la
localizacion primaria del tumor, la categoria de extension local o el grado

histologico.



252

5.- RELACION DE LAS MMPs CON EL CONTROL ONCOLOGICO.

Por el contrario, si que aparecieron relaciones significativas entre los niveles de
expresion de alguna de las MMPs evaluadas y la supervivencia ajustada,
significando que dichos niveles de expresién podrian ser utilizados como un
factor prondstico en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.

En la evaluacion de la relacion entre expresion de MMP y el resultado
oncologico, optamos por explorar el conjunto de datos mediante la técnica de
curvas ROC, que permite una apreciacion objetiva de un conjunto de variables
continuas en referencia a un resultado dicotomico. En este caso, la variable
dependiente evaluada fue la mortalidad atribuible al carcinoma de cabeza y
cuello. A partir de esta técnica estadistica se obtuvieron los siguientes

resultados (Figura 117).
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Figura 117: Curva ROC de la expresion de MMPs y TIMP-1 en relacién a la mortalidad
atribuible a el carcinoma de cabeza y cuello.
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Del analisis de la figura y de los resultados correspondientes a la determinacién
de las areas bajo la curva de las diferentes curvas ROC, se determiné que las
variables relacionadas de forma significativa con el resultado oncologico
obtenido en nuestro grupo de pacientes fueron los niveles de expresion
correspondientes a la MMP-9 y al TIMP-1. Ademas, pudo evidenciarse como la
capacidad pronodstica de la MMP-9, y en menor medida la del TIMP-1 se
encontraba modificada en funcién del tipo de tratamiento administrado. La
capacidad prondéstica correspondiente a la MMP-9 aumenté al considerar sélo
los pacientes tratados con radioterapia.

Para los pacientes tratados con cirugia, el valor del area bajo la curva
correspondiente al TIMP-1 se mantuvo respecto al global de pacientes, en
tanto que la expresiéon de MMP-9 perdi6 capacidad prondstica.

Al igual que sucedi6 al analizar los datos publicados en la literatura al evaluar la
capacidad prondstica de las MMPs en relacién a la presencia de metastasis
ganglionares, los resultados obtenidos al relacionar los niveles de expresion de
las diferentes MMPs con la supervivencia no siempre fueron concordantes
entre los diferentes estudios.

En la Tabla 62 se resumen los resultados obtenidos por los diferentes autores
en relacion a la capacidad prondstica conseguida por los niveles de expresion

de las MMPs y TIMPs.



Tabla 62: Resumen de los resultados en relacion a la capacidad pronéstica segtn los niveles de expresién de las MMPs y TIMPs.
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Autor n° % cirugia estudio MMP-2 | MMP-7 | MMP-9 | MMP-13 | MMP-14 | TIMP-1 | TIMP-2 | Localizacién
Katayama y cols® 53 89% IHQ - + - + CO
Ruokolainen y cols3® | 74 82% IHQ + H&N
Kosunen y cols*3 138 92% IHQ - CO
Yoshizaki y cols®? 51 100% IHQ + + + CO
Ondruschka y cols® | 106 100% IHQ + H&N
de Vicente y cols*’ 68 100% IHQ - - CO
de Vicente y cols*2 69 100% IHQ - - CO
Zhang y cols* 85 100% IHQ + L
Luukkaa y cols*® 81 59% IHQ + H&N
Patel y cols'® 60 100% zimografia - - CO
Ruokolainen y cols® | 72 90% IHQ +/- + H&N
Saussez y cols* 118 100% IHQ + LH
Ruokolainen y cols*® | 68 82% IHQ + H&N
Liu y cols®® 72 100% IHQ + - L
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Tal como puede apreciarse, existen discrepancias en los resultados obtenidos
para la mayoria de las MMPs evaluadas. Por el contrario, todos los autores
que analizaron el significado prondstico atribuible a los TIMPs encontraron una
relacion significativa con el resultado oncoldgico.

Un primer elemento a considerar es que la practica totalidad de estudios que
han analizado la capacidad prondstica de las MMPs y los TIMPs utilizaron
técnicas de inmunohistoquimica como método de determinacion de los niveles
de expresion. Tan soélo en un estudio se cuantificd la actividad proteolitica
correspondiente a la MMP-9 mediante zimografia. No existen en nuestro
conocimiento datos en la literatura que hayan utilizado los niveles de expresion
transcripcional de las MMPs en la evaluacion de los resultados oncoldgicos
correspondientes a los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.

Por otro lado, tal como hemos comprobado a partir de nuestros resultados, es
posible que el tipo de tratamiento utilizado sea un elemento con capacidad de
condicionar el significado prondstico de la actividad de las MMPs.

El incluir de forma preferente pacientes sometidos a tratamiento quirurgico, tal
como es el caso para la mayoria de autores que han analizado la capacidad
pronostica de las MMPs, es posible que condicione en parte sus resultados. Es
posible que en los pacientes quirurgicos la expresion de las MMPs cuente con
menor trascendencia prondstica, y al incluirlos mayoritariamente en los
estudios, sea un elemento que justifique la disparidad de los resultados
conseguidos por los diferentes autores. Otras variables que podrian contribuir a
las discrepancias en la capacidad prondstica de las MMPs serian la variabilidad

en la localizacién y extension de los tumores estudiados en las diferentes
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series, asi como la heterogeneidad en la valoracidon de las técnicas de
inmunohistoquimica entre los diferentes estudios.

Una de las ventajas de la utilizacién de las técnicas de RT-PCR es que ofrecen
un resultado cuantitativo, no sujeto al grado de subjetividad correspondiente a
las determinaciones inmunohistoquimicas. A partir de estos valores
cuantitativos, y mediante una técnica estadistica de clasificaciéon basada en los
métodos de particion recursiva, pudimos definir en nuestro caso unos puntos
de corte en los valores de expresion de la MMP-9 y el TIMP-1 que contaron con
la maxima capacidad prondstica.

La siguiente figura muestras las curvas de supervivencia obtenidas al clasificar
a los pacientes en niveles altos y bajos de expresion de acuerdo con los puntos

de corte correspondientes a la MMP-9 y el TIMP-1.

i HAPRg i

- ]
1 i
s | iR O

=

=
i
=
.

Cum Surabval

-\.
o
i

Lo Samates|

=
i

1= LiF,

a
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6.- RELACION DE LA MMP-9 CON EL CONTROL DE LA ENFERMEDAD.

La MMP-9, una gelatinasa implicada en los procesos de degradacion de la
membrana basal, aparecié como la variable mas relacionada con el resultado
oncolégico. Otros autores que han encontrado una relacion entre los niveles de
expresion de la MMP-9 y la supervivencia ajustada fueron Katayama y cols>,
que analizaron pacientes con carcinomas de cavidad oral en estadios iniciales,
Ruokolainen y cols®, que lo hicieron con carcinomas de cabeza y cuello con
localizaciones y estadiajes diversos, y Saussez y cols*®, con pacientes con
carcinomas localizados en laringe-hipofaringe. Por el contrario, otra serie de
autores que evaluaron pacientes con tumores localizados en la cavidad

154143 5 |a laringe®® no encontraron una relacién significativa entre la MMP-

ora
9y la supervivencia.

Tal como sefialamos anteriormente, la capacidad prondstica obtenida por la
MMP-9 en nuestros pacientes dependié en gran medida del tipo de tratamiento
utilizado. Al aplicar los criterios de clasificaciéon obtenidos con los puntos de
corte a los pacientes que habian recibido un tratamiento quirdrgico pudimos
observar una pérdida notable en la discriminacion prondstica, en tanto que
dicha capacidad se mantuvo al evaluar de forma exclusiva los pacientes
tratados con radioterapia.

Ademas, al analizar los motivos del fracaso terapéutico, pudimos comprobar
como gran parte de la competencia pronostica correspondiente a la MMP-9 se
correspondia con la capacidad de definir las posibilidades de control local en

los pacientes tratados con radioterapia, en tanto que el control regional o a

distancia de los pacientes irradiados, asi el control local, regional o a distancia
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de los pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico no se vieron modificados
por los niveles de expresion de la MMP-9.

La supervivencia libre de enfermedad local a los 5 anos para los pacientes
irradiados con unos niveles de expresion baja de la MMP-9 fue del 88.9%,
disminuyendo al 34.3% en caso de expresion elevada de la MMP-9 (P=0.001).
Para confirmar la capacidad pronéstica en el control local de la MMP-9 en los
pacientes tratados con radioterapia se realizé un estudio con un modelo de Cox
en que se incluyé como variable dependiente la supervivencia libre de recidiva
local, y como variable independiente el nivel de expresion de la MMP-9
considerada como variable continua. El resultado mostré la existencia de una
relacion significativa entre el valor de expresiéon de la MMP-9 y la supervivencia
libre de recidiva local (P=0.025).

Finalmente, se realizé un estudio multivariante en el que se incluyeron como
variables independientes las categorias de extension local y regional del tumor,
su localizacion, y el nivel de expresion de la MMP-9 categorizado de acuerdo

con los puntos de corte obtenidos con la técnica RPA.



La siguiente tabla muestra

multivariante.

Cavidad oral-
orofaringe

Laringe-

hipofaringe

T1-2
13-4
NO

N+

Baja

Elevada
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los resultados obtenidos con este estudio

OR IC95% P
1
498 1.15-21.47 0.031
1
2.42 0.76-7.69 0.133
1
2.12 0.64-7.00 0.215
1
11.56 2.44-54.65 0.002

Tabla 63: Estudio multivariante de la supervivencia ajustada en relacién a la localizacion del
tumor, tumor primario, presencia de metastasis ganglionar y expresion de MMP-9 segun el

punto de corte.

De las variables incluidas en el modelo, la que mantuvo una relacion mas

intensa con el control local de la enfermedad fue el nivel de expresion de la

MMP-9. En relacion a los pacientes con un nivel de expresién bajo de MMP-9,

los pacientes con un nivel de expresion elevado contaron con un riesgo 11.5

veces superior de sufrir una recidiva local del tumor.
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La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia libres de recidiva local
para los pacientes tratados con radioterapia en funcion del cuartil

correspondiente de los niveles de expresion de la MMP-9.
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Figura 119: Curvas de supervivencia libres de recidiva local para los pacientes tratados con
radioterapia en funcién de los cuartiles correspondiente a los niveles de expresiéon de la MMP-9.

Tal como puede apreciarse, los pacientes incluidos en los dos primeros
cuartiles contaron con un riesgo bajo de recidiva local, en tanto que para los
pacientes incluidos en los cuartiles 3° y 4° el riesgo fue significativamente
superior, y tanto mas alto cuanto mayor fue el nivel de expresion de la MMP-9
(P=0.001).

Una de las conclusiones principales que parecen derivar de nuestros
resultados es la existencia de una relacion lineal entre el nivel de expresion de

la MMP-9 y el riesgo de recidiva tras tratamiento con radioterapia, con la
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consiguiente capacidad de utilizar la MMP-9 como marcador pronostico a este
nivel.

En un estudio inmunohistoquimico desarrollado en 74 pacientes con
carcinomas de cabeza y cuello tratados de forma mayoritaria con cirugia,
Ruokolainen y cols® encontraron una relacién significativa entre la
supervivencia y el grado de expresion de la MMP-9. Los autores detallaron las
causas de fracaso terapéutico de los pacientes estudiados. De los 39 pacientes
recidivados, 37 (94.8%) mostraron positividad frente a la MMP-9, con unos
porcentajes del 100% para los 9 casos de recidiva local, 92% para los 23 casos
de recidiva ganglionar, y 100% para los pacientes con metastasis a distancia.
Cabe recordar que en este estudio, una mayoria de pacientes recibieron

tratamiento con cirugia.
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No existen datos en la literatura en referencia al papel jugado por la expresion
de la MMP-9 en relacion al control local de la enfermedad conseguido por la
radioterapia en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. Sin embargo,
en otros modelos tumorales se ha comprobado dicha relacién entre la MMP-9 y
el control local del tumor. En pacientes con adenocarcinoma de colon, Unsal y
cols'® describieron una relacion significativa entre el nivel de expresion de la
MMP-9 vy la respuesta histologica conseguida tras la administracion

preoperatoria de quimiorradioterapia, tal como muestra la Figura 120.
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Figura 120: Correlacién entre el nivel de expresion de la MMP-9 y la respuesta histolégica
conseguida tras la administracién de quimiorradioterapia preoperatoria.
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7.- Relaciéon del TIMP-1 con el control de la enfermedad.

De acuerdo con nuestros resultados, la otra variable que se relacioné de forma
significativa con el resultado oncoldgico fue el TIMP-1.

Al igual que en el caso de la MMP-9, se obtuvo una clasificacion de los
pacientes de acuerdo con un punto de corte del valor de la expresion de la
TIMP-1 que hacia maxima la capacidad pronédstica. De acuerdo con este punto
de corte se definieron dos grupos de pacientes con un pronéstico diferenciado,

tal como muestra la siguiente curva de supervivencia.
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[Figura 121: Curva de supervivencia segtin el punto de corte de la expresion de TIMP-1.

En esta ocasion, a diferencia de lo que sucedia con la MMP-9, |la capacidad
prondstica del TIMP-1 no se vio influida de forma tan notable por el tipo de
tratamiento realizado, manteniéndose significativa tanto para los pacientes del
grupo tratado con radioterapia (P=0.049) como los del grupo quirurgico

(P=0.0008).
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Al analizar las causas de fracaso llamé sobre todo la atencion que los niveles
de TIMP-1 se relacionaron de forma significativa con la aparicion de metastasis
a distancia, y que dicha asociacidn se produjo en el grupo de pacientes
tratados de forma quirdrgica. Para los pacientes quirurgicos, la supervivencia a
los 5 anos libre de metastasis a distancia correspondiente al grupo con niveles
de expresion bajo de TIMP-1 fue del 100%, en tanto que para los pacientes con
TIMP-1 elevado fue del 58.3% (P=0.006), tal como muestra la siguiente figura,

que corresponde a la supervivencia libre de metastasis a distancia.
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Figura 122: Curva de supervivencia libre de metastasis a distancia en relacién a los niveles de
expresion de TIMP-1.

Solo un autor ha evaluado la relacion del TIMP-1 con el prondstico en los
pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. Ruokolainen y cols*® evaluaron
los resultados correspondientes a 68 pacientes con carcinomas de cabeza y
cuello, encontrando una relacion significativa entre la expresion del TIMP-1 a
nivel del tumor estudiado mediante inmunohistoquimica, y los niveles

plasmaticos del mismo cuantificados mediante ELISA, y la supervivencia
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ajustada de la enfermedad. El porcentaje de positividad a nivel del tumor
primario para los pacientes con una recidiva local de la enfermedad (n=7) fue
del 88%, para los pacientes con recidiva regional (n=22) del 92%, y para los
pacientes con metastasis a distancia (n=5) del 100%.

Otros autores han analizado la relacion existente entre los niveles del TIMP-2,
otro de los inhibidores especificos de las MMPs, y la supervivencia®®**®,
encontrando en todas las ocasiones una relacion significativa. En un estudio
realizado en pacientes con carcinomas de cavidad oral tratados con cirugia,
Yoshizaki y cols®® relacionaron el nivel de expresién del TIMP-2 con la causa
de fracaso, encontrando una relacion significativa tanto para los casos de
recidiva local (P=0.04), regional (P=0.01) y a distancia (P=0.001). De acuerdo
con los resultados de su estudio, el porcentaje de pacientes positivos para el
TIMP-2 que no sufrieron la aparicidon de metastasis a distancia (n=15) fue del

34%, alcanzando el 100% en aquellos pacientes con diseminacién metastasica

(n=7).



266

Igualmente, Ruokolainen y cols® en un estudio que incluyd pacientes con
carcinomas de cabeza y cuello tratados mayoritariamente de forma quirurgica,
encontraron una correlacion entre la aparicién de recidivas a nivel regional y a
distancia y el grado de expresion del TIMP-2, tal como muestra el siguiente

grafico.

T0% — TIMP-2
immunohistochemistry
B Negative
60% =  +
B ++
5':].}"5 — o
& -
o \ i
@ 40% — ‘::: W
g \ o
30% - R i
® \
20% — :;:3: atat
W
'x'\ :I-:'I
10% —| I
N
X .
U% ol g a_m

MNa relapse Local relapse Lymph node Hematogenic
Site of first relapse

Figura 123: Correlacion entre el grado de expresion de TIMP-2 y la aparicién de recidivas a
nivel local, regional y a distancia.

La totalidad de pacientes que sufrieron la aparicion de metastasis a distancia
mostraron positividad frente al TIMP-2, existiendo un incremento en el riesgo a
medida que se incrementaba el nivel de positividad.

En otros modelos tumorales se ha relacionado la expresion del TIMP-1 con la
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aparicion de metastasis a distancia. Asi, Ree y cols ™ encontraron diferencias

significativas en los valores de expresion del TIMP-1 valorados mediante PCR
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en funcién de la aparicion de metastasis ganglionares y a distancia (P=0.021)

en pacientes con carcinoma de mama, tal como se muestra en la siguiente

figura.
4 - o d
=4 o
I..—.. —_
5 5
®S
2E | o
CE 5]
E#
- 9
: |
- A
[
. B
0

T | T
N-M- N+M- M+

Figura 1241%: Niveles de expresiéon del TIMP-1 en 34 pacientes con carcinoma primario de
mama, en relacion a la afectacién local (N-M-), regional (N+M-) y distancias (N+M+)(box plot).
La distribucion es estadisticamente significativa entre los distintos grupos (p=0.021).
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Por su parte, Zeng y cols " obtuvieron unos resultados similares al analizar

pacientes con adenocarcinoma de colon.
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8.- EVALUACION CONJUNTA DE LOS NIVELES DE MMPs y TIMP.

Existe una interaccién biologica entre la actividad de las MMPs y la
correspondiente a los TIMPs, que cuentan con la capacidad de inhibir de forma
especifica la accién proteolitica de las MMPs. Desde un punto de vista tedrico,
los TIMPs actuarian como elementos que disminuirian el potencial
procarcinégeno de las MMPs, jugando en consecuencia un papel protector
frente al desarrollo tumoral.

El incremento de la expresion del TIMP-1 y -2 a nivel del tumor respecto a la
mucosa sana, estudiado habitualmente en los carcinomas de cabeza y cuello,
podria hacer pensar que la actividad del TIMP actuaria como un elemento de
proteccion. Sin embargo, tal como hemos visto anteriormente, existen
evidencias en la literatura que correlacionan un mayor nivel de expresion de los
TIMPs con un peor prondstico de la enfermedad en los pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello. Este hallazgo hace suponer que la
relacion entre el nivel de actividad del TIMP y el prondstico no dependeria de la
actividad metabdlica intrinseca del TIMP como inhibidor de las MMPs, sino de
la existencia de mecanismos que actuarian de forma simultanea sobre el TIMP
y sobre otras vias pro-carcinogénicas, de manera que el resultado final
favoreciese la actividad de estas ultimas. A este respecto, cabe senalar el
elevado coeficiente de correlacion obtenido entre la actividad TIMP-1 y la
correspondiente a genes como el HIF, VEGF, SDF-1 o el NFkB, genes que
codifican todos ellos proteinas que cuentan con una reconocida capacidad en

la promocion tumoral.
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En un modelo de carcinoma medular de tiroides, Cavalheiro y cols'®

encontraron una relacion significativa en el cociente de la actividad MMP-
2/TIMP-2 y la afectacion ganglionar y el control de la enfermedad, de manera
que los pacientes con un valor elevado del cociente contaron con mayor
probabilidad de contar con la presencia de metastasis ganglionares y con un
peor prondstico oncologico.

Por su parte, Nakopoulou y cols'®

encontraron una relacién significativa entre
el resultado del cociente TIMP-2/MMP-2 y la supervivencia en pacientes con

carcinoma de mama, tal como puede apreciarse en la siguiente figura.
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Figura 125: Curvas de supervivencia segin el cociente TIMP-2/ MMP-2.
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De acuerdo con nuestros resultados, tanto la MMP-9 como el TIMP-1 contaron
con un significado pronéstico. Ademas la capacidad prondstica no afectaba ni
al mismo grupo de pacientes ni al mismo nivel de control de la enfermedad. La
MMP-9 conté con una capacidad de discriminacion preferente en relacion al
control local de la enfermedad en los pacientes tratados con radioterapia, y el
TIMP-1 en la aparicidon de metastasis a distancia en los pacientes quirurgicos.
No existen estudios que hayan evaluado la capacidad del cociente MMP/TIMP
en pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello. De acuerdo con
nuestros resultados, el cociente MMP/TIMP-1 no mejord la capacidad
pronostica para la supervivencia ajustada ni para el diagndstico de la presencia
de adenopatias metastasicas con ninguna de las MMPs estudiadas.

Por el contrario, el producto MMP-9 x TIMP-1 si que consiguié mejorar las
posibilidades de discriminacién en relacion a la supervivencia ajustada. El
producto MMP-9 x TIMP-1 mejoré el area bajo la curva respecto a los valores
individuales correspondientes a la MMP-9 y el TIMP-1.

Desde un punto de vista conceptual, el producto MMP-9 x TIMP-1, a diferencia
del cociente entre ambos, carece de significado biolégico, ya que se trata de
proteinas que cuentan a priori con una funcién opuesta. Sin embargo, el
producto MMP-9 x TIMP-1 no hace mas que unificar en una unica variable la
potencialidad prondstica de cada una de ellas, lo que justifica los resultados

conseguidos.
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9.- RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LAS MMPs Y EL TIMP-1 Y LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON QUIMIOTERAPIA DE INDUCCION.

Existen datos clinicos’® y experimentales®® que han relacionado determinados
polimorfismos o niveles de expresion de MMPs con la respuesta conseguida
tras la administracion de un tratamiento con quimioterapia basada en el platino
en los carcinomas de cabeza y cuello.

De acuerdo con nuestros resultados, no existid relacion entre la respuesta a la
administracién de quimioterapia de induccidon y el nivel de expresién para
ninguna de las MMPs estudiadas ni para el TIMP-1.

Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que nuestro estudio conté con un
numero muy limitado de pacientes que iniciaron tratamiento con quimioterapia
de induccion (n=21), por lo que los resultados obtenidos al respecto cuentan

con escasa potencia desde el punto de vista estadistico.
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10.- RELACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LAS MMPs CON
LOS DE OTROS GENES QUE PARTICIPAN EN LOS PROCESOS DE
CARCINOGENESIS EN LOS PACIENTES CON CARCINOMAS
ESCAMOSOS DE CABEZA Y CUELLO.

Finalmente, se evalud la relacion existente entre los niveles de expresion de los
genes que codifican las diferentes MMPs estudiadas y el TIMP-1 y los
correspondientes a una serie de genes implicados en la respuesta inflamatoria

y la angiogénesis, y que se han visto relacionados con la actividad MMP.

10.1.- Relacion de MMPs con la via de sintesis de prostaglandinas (PG):
COX-1, COX-2, mPGES-1, mPGES-2.

La biosintesis de la PGE, implica la oxidacion e isomerizacién del acido
araquidonico (AA) a partir de tres reacciones enzimaticas. El paso metabdlico
inicial corresponde a la liberacion del AA desde la membrana celular a partir de
la accion de la fosfolipasa A,. EI AA es metabolizado entonces a PGG; y a
PGH, a partir de las actividades ciclooxigenasa y peroxidasa de la enzima
ciclooxigenasa (COX). Hasta la fecha se han descrito tres isoformas de la
enzima COX, la COX-1 y COX-3 codificadas por el gen COX-1, y la COX-2
codificada por el gen COX-2. La COX-1 es una enzima constitutiva presente en
la mayoria de tejidos, y regula la produccion de los prostanoides necesarios
para el mantenimiento de la homeostasis. En contraste, la COX-2 es una
enzima inducible, que no se expresa en condiciones normales, en tanto que lo
hace en respuesta a la presencia de hormonas, factores de crecimiento,
citoquinas pro-inflamatorias, endotoxinas bacterianas o la accién de
determinados oncogenes. La PGH; es el precursor comun de los prostanoides
bioactivos (PGs y tromboxanos), cuya sintesis depende de sintetasas

especificas, que cuentan con diferentes estructuras y una distribucion tisular y
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celular especifica. Las enzimas que catalizan la conversion de PGH, a PGE;
son conocidos como PGE-sintetasas (PGES). Hasta el momento se han
identificado tres proteinas con actividad PGES: microsomal-PGES (mPGES)-1,
y mPGES-2; y citosodlica-PGES (cPGES). Por ultimo, el efecto celular de la
PGE; se ejerce a través de una familia de receptores proteicos designados
como EP1, EP2, EP3 y EP4, que se acoplan a diferentes vias de sefial
intracelular. La siguiente figura esquematiza las vias metabdlicas implicadas en

el metabolismo de las PGE.
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Figura 126: Representacién esquematica de la via metabélica de la PGE; a partir de Acido
Araquidénico (AA). PG, prostaglandina; PGES, PGE-sintetasa.
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Se ha detectado unos niveles elevados de PG en carcinomas de diferentes
localizaciones, incluyendo los carcinomas escamosos de cabeza y cuello’,
Existen evidencias de que el incremento en la presencia de PGE; en los
carcinomas de cabeza y cuello esta asociado a la sobre-expresién de la COX-
2"y de que esta sobre-expresion es un acontecimiento precoz en el proceso
de la carcinogénesis, apareciendo en las lesiones pre-neoplasicas’' >,

La PGE; esta implicada en los fendmenos de carcinogénesis y desarrollo del
tumor estimulando su crecimiento a partir de la induccién de diferentes factores

de crecimiento'*

, inhibiendo la apoptosis'™®, promoviendo la angiogénesis''®,
alterando los mecanismos inmunitarios con capacidad de contrarrestar al
tumor'"’, o modulando la capacidad invasiva de las células tumorales y su

potencialidad metastasica a partir de la modulacion de la actividad MMP'"8.
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En un estudio de la actividad a nivel transcripcional de los genes implicados en
el metabolismo de la PGE; en carcinomas de cabeza y cuello, Camacho y
cols'™® demostraron un incremento significativo en la expresion de COX-2 y
cPGES, en tanto que no existieron diferencias significativas en la expresion de
COX-1 y mPGES-1 y -2 entre el tejido tumoral y el correspondiente a mucosa

sana(Figura 127).
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Figura 12719 Niveles de RNAm de la ciclooxigenasa-1(COX-1), ciclooxigenasa-2(COX-2),
PGEsintetasa-1 microsomal (mPGES-1), PGEsintetasa-2 microsomal (mPGES-2), y PGEsintetasa
citosdlica, en muestras de mucosa tumoral y no tumoral, determinadas por RT-PCR en tiempo
real. N=34; media (**p <.01 (t student para datos apareados); ***p <.001).
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La inhibicién de la actividad COX induce una reduccion en la expresion de
MMPs a nivel transcripcional y de actividad inmunohistoquimica, reduciéndose
la capacidad de invasion y migracion celular en modelos de carcinoma de
mama’'®° y de prostata’’.

En estudios de disefio similar realizados en carcinomas de cabeza y cuello,
Kurihara y cols'®, y Koontongkaew y cols'®, alcanzaron las mismas
conclusiones, una disminucién en la invasividad por parte de una linea celular
de carcinoma de cavidad oral al inhibir de forma selectiva la actividad COX-2.
Esta supresion de la capacidad invasiva se asocié con una disminucion en la
expresion de las MMPs -2 y -9, y la reduccion consiguiente de la capacidad
gelatinolitica.

En nuestro conocimiento, no existen estudios en la literatura que hayan
evaluado las relaciones entre los niveles de los genes que codifican la
expresion de las MMPs vy los implicados en el metabolismo de la PGE;. De
acuerdo con nuestros resultados, la correlacion existente entre los niveles de
expresion de la COX-2 y las diferentes MMPs estudiadas y el TIMP-1, no
alcanzo valores elevados o muy elevados en ningun caso. Por el contrario, si
existié una correlacion intensa entre la expresion de la MMP-1 y MMP-3 con la
COX-1. En los casos en que se produjo una correlacion elevada con la COX-1,
aparecio igualmente una correlacion elevada con la mPGES-1. Por otra parte,

aparecid6 una correlacion elevada entre los niveles de expresion

correspondientes a las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 y la mPGES-2.
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10.2.- Relacion de MMPs con el SDF-1.

El SDF-1 (stromal derived factor-1 o0 CXCL12) es una quimioquina codificada
por un gen localizado en el cromosoma 10g11.1, en contraposicion a la
mayoria de las quimioquinas que se codifican en el cromosoma 4. Es
expresado por una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo células
endoteliales y fibroblastos del estroma. El SDF-1 cuenta con unos receptores
especificos de membrana, CXCR4 y CXCR7, que se encuentran sobre-
expresados en las células tumorales de los carcinomas de cabeza y cuello'®,

La actividad del eje SDF-1/CXCR4 favorece los fendmenos de carcinogénesis

125): favoreciendo la

a través de diferentes vias (revisado en Kryzek y cols
proliferacion y supervivencia de las células tumorales, la angiogénesis, la
migracion celular y degradacion de la matriz extracelular a partir de la accion de

las MMPs, y suprimiendo el control dependiente del sistema inmunitario.
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Figura 1281%: Vias de acciéon mediada por CXCL12 sobre la biologia tumoral.
1) CXCL12 promocién del crecimiento tumoral y malignizacion.

2) CXCL12 aumenta la neovascularizacién tumoral.

3) CXCL12 promueve un entorno de inmunosupresiéon

4) CXCL12 media la migracién de células tumorales, adhesién e invasion.
*mDC: células dendriticas mieloides; pDC: células dendriticas plasmocitoides.
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A partir de lineas celulares de carcinoma escamoso de cavidad oral, Hong vy
cols® demostraron una disminucion en capacidad invasiva a partir del
silenciamiento de la expresiéon del CXCR4, el receptor especifico del SDF-1,
mediante ARN de interferencia.

En un estudio inmunohistoquimico realizado en 30 pacientes con carcinomas
de laringe-hipofaringe, Tan y cols'® demostraron la positividad en la
membrana y citoplasma frente al CXCR4 de las células tumorales, pero no en
las células del estroma asociadas al tumor, en tanto que el SDF-1, aparecia
positivo a nivel citoplasmatico de forma preferente en las células del estroma.
En dos lineas celulares de carcinoma de cabeza y cuello, que mostraban
expresion de CXCR4 pero no del SDF-1, el tratamiento con SDF-1 condujo a
un incremento en la capacidad migratoria y de invasion celular. Estos
incrementos se relacionaron con un aumento en la expresion de una
colagenasa (MMP-13), en tanto que no se modificaron los niveles de expresion
correspondientes a las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9).

127 con 5 lineas

Por su parte, en un estudio in vitro realizado por Samara y cols
celulares de carcinoma de cabeza y cuello, se comprob6 como la activacion del
CXCR4 por parte del SDF-1 producia un incremento en la adhesividad y
capacidad de migracion de las células tumorales que se relacionaba con un
aumento de la expresion de la MMP-9, en tanto que no se produjeron
modificaciones en los niveles de expresion de la MMP-2.

A partir de todos estos datos se ha descrito un modelo segun el cual las células

tumorales expresarian el receptor CXCR4, en tanto que la secrecién del SDF-1

dependeria de las células del estroma. Una vez activado el receptor, se
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pondrian en marcha una serie de vias que favorecian los procesos de
carcinogénesis tumoral.

No existen trabajos que evaluen la correlacion en las expresiones de CXCR-4 y
SDF-1 en los pacientes con carcinomas de cabeza y cuello. A partir de los
datos obtenidos en nuestro estudio, no existié una correlacion con nivel alto o
muy alto entre el CXCR4 y ninguna de las MMPs estudiadas y el TIMP-1 (datos
no incluidos en el presente estudio), en tanto que si que se alcanzaron estos
niveles de correlacién entre el SDF-1 y la expresion correspondiente a las
MMPs -1 y 3 (con unos coeficientes de correlacion con valores superiores a
0.8), y ala MMP-2 y el TIMP-1. Las correlaciones con el resto de MMPs, si bien

fueron significativas, alcanzaron unos coeficientes mas discretos.

10.3.- Relacion de MMPs con la interleuquina 8 (IL-8).

La IL-8 es una quimioquina producida por los macréfagos, las células
epiteliales y endoteliales. Es uno de los mayores mediadores de la respuesta
inflamatoria, contando con una capacidad quimiotactica y promotora de la
angiogénesis. El gen que codifica la IL-8 se localiza, junto con los genes de
otras quimioquinas de la familia CXC, en el cromosoma 4q. Existen muchos
receptores en la superficie de la membrana celular capaces de unirse a la IL-8,
entre ellos los receptores CXCR1 y CXCR2, y los receptores toll-like, que se
relacionan con el sistema inmune. La funcién primaria de la IL-8 consiste en
inducir la quimiotaxis de los neutrdfilos.

En los carcinomas de cabeza y cuello se ha comprobado la presencia de IL-8 a

nivel del frente de infiltracion tumoral, pero sin que existieran relaciones entre el
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grado de expresion inmunohistoquimica y las caracteristicas clinicas del
tumor'?®.

En un modelo de melanoma maligno, la induccion de la actividad IL-8 indujo un
incremento en la expresidon de la MMP-2, demostrandose un aumento
significativo de la actividad proteolitica y de la capacidad de metastatizacion por
parte del tumor'®,

De acuerdo con nuestros resultados, existio una correlacion elevada entre la
expresion del gen que codifica IL-8 y el correspondiente a la MMP-3,
alcanzandose correlaciones moderadas con las MMP-1 y -2. No existen
estudios en la literatura que analicen la expresion conjunta de la IL-8 y las

MMPs en pacientes con carcinomas de cabeza y cuello.

10.4.- Relacion de MMPs con el factor nuclear kappa B (NFxB).

El NFkB es un elemento regulador de los genes que codifican proteinas
relacionadas con la inflamacion, inmunidad, proliferacion celular y apoptosis,
fendmenos todos ellos relacionados con la carcinogénesis (revisado en Allen y
cols™).

La familia de los NFkB en los mamiferos cuenta con 5 proteinas distribuidas en
2 clases: clase | formada por el NFkB1 (p105, codificado en el cromosoma
4q924), y el NFkB2 (p100, cromosoma10qg24); y clase Il formada por el RelA
(p65, cromosoma 11q13), RelB (cromosoma 19q13.2-19q13), y cRel
(cromosoma 2 p13-p12). Las proteinas de la clase | se sintetizan en forma de
precursores. En el proceso de activaciéon sufren una proteolisis a nivel del

dominio C-terminal obteniéndose las formas activas, la p50 a partir de la p105,

y la p52 a partir de la p100. El NFkB estd compuesto por dimeros formados a
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partir de proteinas de cada una de las clases. En las células no estimuladas, el
NFkB aparece secuestrado en el citoplasma celular por una familia de
inhibidores especificos denominados IkB (inhibitor of kB). Existen dos vias de
activacion del NFkB. La via clasica se activa en respuesta a la presencia de
citoquinas proinflamatorias y a procesos infecciosos. Esta via se aplica a los
dimeros compuestos por RelA/cRel y p105, activandose el complejo kB
quinasa (IKK), que libera el NFkB, permitiendo su traslocacion al nucleo, donde
ejercera su efecto bioldgico. La siguiente figura esquematiza el mecanismo de

activacion correspondiente a esta via clasica o candnica.
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La via alternativa afecta a NFkB2, que dimeriza de forma preferente con RelB.
Esta via queda activada por ciertas citoquinas de la familia del TNF (tumor
necrosis factor), liberandose el dimero RelB/p52 y permitiendo su traslocacion
al nucleo.

Una vez a nivel nuclear, el NFkB regula la expresion de una serie de genes que
se engloban dentro de cuatro grandes categorias: inmunorregulacion e
inflamacion, anti-apoptosis, promotores de la proliferacion celular, y genes que
codifican reguladores negativos del NFxB. El siguiente listado enumera las
proteinas finales reguladas por la expresion del NFkB en los pacientes con

carcinomas escamosos de cabeza y cuello:

Funcién en CECC Producto genético

Progresion ciclo celular Ciclina D1
Bcl-XL
Al/Bfl-1
o ; |AP-1/IAP-2
Regulacion de la apoptosis TRAEL
TRAF2
Mdm2
s TNFa
Infl
pre—. L1638
=IoR GROa
VEGF
MMP-9
Invasion Tisular / Heparinasa
Metastasis uPA
TIMPs
g , Glicoproteina-P
e
# V-GCS

Tabla 64: Listado de las diversas proteinas reguladas por la expresiéon de NFkB. IAP, inhibidor
de la apoptosis; TRAF, factor asociado al receptor de factor de necrosis tumoral; MDM?2,
homologo humano de ratén minuto doble 2; TNF, Factor necrosis tumoral; IL, interleukina;
GRO, onocogén relacionado al crecimiento; VEGEF, factor crecimiento endotelial vascular; uPA,
activador plasminégeno urokinasa; GADD, proteina inducible de dafio del ADN y detencién
del crecimiento; GCS, glutamil-cistein sintetasa.
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Existen evidencias estudiadas en diferentes modelos celulares que senalan
que la expresion de las MMPs se encuentra regulada por la actividad del
NFxB%131132 Ademas, se ha descrito como el NFkB estimula la expresién de
la heparinasa , la MMP-9 y el activador del plasmindgeno urokinasa-like, todos
ellos favorecedores de la migracidén celular y metastatizacion, en tanto que de
forma reciproca provoca una inhibicion en la regulacién de los TIMPs y de los
inhibidores del plasmindégeno’. En un estudio reciente realizado en un modelo
de sarcomas, Kim y cols™* demostraron que la supresion de la actividad NFkB
redujo la capacidad de migracion e invasion celular a partir de una disminucién
significativa de la actividad de la MMP-9 y en menor medida de la MMP-2.
Bindhu y cols® realizaron un estudio inmunohistoquimico en pacientes con
lesiones displasicas y carcinomas de cavidad oral en el que se evaluaron las
MMPs -2 y -9 y el NFkB, pudiendo observarse que un paralelismo en la
progresion de la positividad de las gelatinasas y el factor nuclear a medida que
progresaban histolégicamente las lesiones.

En nuestro grupo de pacientes pudimos observar un nivel de correlacion alto
entre la actividad transcripcional de la MMP-1 y -9 y el TIMP-1, y un nivel de
correlacién muy alto con la MMP-2.

Existen evidencias en la literatura que sefalan la existencia de relacién entre el
control local y la expresion del NFkB en pacientes con carcinomas de cabeza y

138 realizaron un estudio con la

cuello tratados con radioterapia. Yoshida y cols
finalidad de evaluar el significado de la expresion del NF-kB como marcador de
resistencia a la radioterapia en pacientes con carcinomas de la laringe en

estadio inicial (T1-T2NO0). Se analizaron un total de 35 pacientes con recidiva a

nivel local del tumor y 70 pacientes que consiguieron el control local de la
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enfermedad. La determinacion de la expresion del NF-xB se llevd a cabo a
partir de un estudio inmunohistoquimico realizado sobre las biopsias del tumor
previas al tratamiento, evaluando la intensidad en la tincién citoplasmatica y/o
nuclear. De acuerdo con los resultados obtenidos, un 77% de los pacientes del
grupo resistente a la radioterapia fueron positivos frente al NF-xB, frente a un
50% en el grupo de pacientes que consiguio el control local con el tratamiento
con radioterapia (P=0.01). Ni la expresién del bcl-2 ni la del EGFR se
correlacionaron con la eficacia de la radioterapia en conseguir el control de la
enfermedad. La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia en funcion

a positividad de NF-xB.

NF-kB
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0.8 -
c
]
£ 0.6 -
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Figura 130: Curvas de supervivencia libres de recidiva local en relacién a la positividad de
NF«B.
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La supervivencia a los 5 afios libre de enfermedad local para el grupo de
pacientes NF-«xB positivos fue del 46%, frente a un 81% en el grupo de
pacientes NF-kB negativos (P=0.008).

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

A partir de estos resultados, decidimos analizar la relacion entre la expresion a
nivel transcripcional del NF-kB y el control local de la enfermedad en el grupo
de nuestros pacientes que habian seguido un tratamiento con radioterapia. Se
procedié de manera semejante a la realizada en el caso de la determinacion de
la capacidad pronédstica de las MMPs, con una evaluacion del punto de corte
optimo mediante un analisis recursivo. La siguiente figura muestra el arbol de

decision obtenido al aplicar esta técnica estadistica.

Node 0
Category % n
T = 0,000 64,9 24
; ® 0,000 : M 1,000 35,1 13
! ™ 1,000 | Total 100,0 37
NFKb_T
Improvement=0,136
<=0,169160123 >0,169160123
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
= 0,000 86,4 19 = 0,000 33,3 5
H 1,000 136 3 H 1,000 66,7 10
Total 59,5 22 Total 40,5 15

Figura 131: Resultados de CRT usando como variable independiente la expresién de NF-«B.
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Se procedié a continuacion a determinar la supervivencia libre de recidiva local
correspondiente a los pacientes tratados con radioterapia en funcién de la
clasificacion obtenida de acuerdo con los niveles de expresion del NF-xB. La

siguiente figura muestra las curvas de supervivencia libres de recidiva local

correspondientes.

1,0
el 8 NFKB bajo
el NFKB elevado
— NFKB bajo-censored
0.8 __ NFKB elevado-
’ censored
2
=
»n
E
S 0,4
(&]
0,2
0,07
T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Figura 132: Curvas de supervivencia libre de recidiva local de pacientes tratados con
radioterapia en relacién a los niveles de expresion de NF«B segtin el punto de corte establecido.

Existieron diferencias significativas en el control local de la enfermedad en

funcion del nivel de expresion del NF-xB (P<0.0001).
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Se procedid de una manera similar con la MMP-9, clasificandose sélo el grupo
de pacientes tratados con radioterapia y considerando como variable
dependiente el control local de la enfermedad. A partir de estas premisas, se

obtuvo el siguiente arbol de clasificaciéon prondstica.

Node 0
Category % n
[————- | H 0,000 64,9 24
| ® 0,000 H 1,000 35,1 13
| ™ 1.000 | Total  100,0 37
| =]
MMPO_T
Improvement=0,128
<=0,056029163 > (0,056029163
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
= 0,000 89,5 17 = 0,000 38,9 7
H 1,000 10,5 2 H 1,000 61,1 11
Total 51,4 19 Total 48,6 18

Figura 133: Resultados de CRT en pacientes tratados con radioterapia con control local usando
como variable independiente la expresiéon de MMP-9.
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De acuerdo con esta clasificacion se procedié a evaluar la supervivencia libre

de recidiva local.

1,0
el MMP9 bajo
MMP9 elevado
— MMP9 bajo-censored
0.8+ __ MMP9 elevado-
i censored
2 06
<
=
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Figura 134: Curvas de supervivencia libre de recidiva local en relacién a los niveles de MMP-9
seguin el punto de corte establecido.

Igualmente, aparecieron diferencias significativas en el control local de la

enfermedad en funcion del nivel de expresiéon de la MMP-9.
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La siguiente tabla de contingencia muestra la relacién existente entre las
clasificaciones realizadas en funcion de los niveles de expresion del NF-xB y

de la MMP-9.

MMP9

Elevado

Bajo

Elevado

Total

Tabla 65: Relacion existente entre las clasificaciones realizadas en funciéon de los niveles de
expresion del NF-xB y de la MMP-9.

Existié una relacion significativa entre ambas clasificaciones (P<0.0001).

La conclusion que puede obtenerse del conjunto de datos analizados es que la
MMP-9 cuenta con capacidad prondéstica significativa en relacién al control local
de la enfermedad. Es posible que en gran medida dicha capacidad prondstica
sea dependiente del nivel de expresion del NF-xB, que es uno de los factores
que esta regulando la expresion de la MMP-9. En este caso, la MMP-9 contaria
con una capacidad prondstica significativa subrogada y condicionada a la

actividad correspondiente al factor nuclear.
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10.5.- Relacion de MMPs con los promotores de angiogénesis HIF y VEGF.

El HIF-1 (hypoxia-inducible factor) es una proteina que juega un papel
fundamental en la respuesta celular frente a la hipoxia. HIF-1 es un
heterodimero compuesto por dos subunidades: HIF-1a y HIF-1p3. La regulaciéon
dependiente del oxigeno se realiza a través de la subunidad HIF-1a, que es
sintetizada de forma constitutiva y degradada de forma rapida en condiciones
de oxigenacion habitual, de manera que el HIF-1a cuenta con una vida media
muy corta en las células normoéxicas. En condiciones de hipoxia el proceso de

degradacion se suprime, lo que conlleva el incremento de su expresion.

HIF

HMA-binding

HY PO, proteins

Increased angingenasis

‘ Figura 135: Vias de activacion en repuesta a la hipoxia.

El HIF-1a juega su papel biolégico a partir de la transactivacion de mas de 70
genes que tienen como mision el incrementar la disponibilidad de oxigeno o
favorecer la adaptacion metabodlica en un ambiente hipoxico. Entre los genes

activados por la accion del HIF-1a destaca el que codifica el VEGF (vascular
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endothelial growth factor), requerido para promover los procesos de
angiogénesis. La activacion del HIF-1a en situaciones de hipoxia depende a su
vez de la actividad del NF-«xB.

En un estudio inmunohistoquimico desarrollado por Beasley y cols™® en 69
pacientes sometidos a tratamiento quirdrgico, un 63.7% de los pacientes
mostraron una sobre-expresion del HIF-1a a nivel del tumor. Los autores
encontraron una relacién significativa entre esta positividad con un peor
resultado oncoldgico, tal como muestra la siguiente figura que corresponde a la

supervivencia ajustada en funcién del HIF-1a.
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‘ Figura 136: Supervivencia ajustada en funcién de la HIF-1a. ‘

Por su parte, existen gran cantidad de estudios que han evaluado la expresion
del VEGF vy su relevancia clinica en los pacientes con carcinomas de cabeza y
cuello. En 2005 Kyzas y cols™ publicaron los resultados de un metaanalisis en

el que se evaluaba el significado pronéstico del VEGF, concluyendo que el
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riesgo estimado de muerte a los 2 afos para los pacientes positivos fue 1.88
veces superior (IC 95%: 1.43-2.45, P<0.001).

En un trabajo realizado a partir del estudio inmunohistoquimico de muestras de
52 pacientes con carcinomas escamosos de cabeza y cuello, Riedel y cols®
encontraron una relacién significativa entre la expresién de la MMP-9 y el
VEGF (P<0.05). Por su parte, Arora y cols*®> encontraron también una relacion
significativa (P=<0.0001) entre la MMP-11 y el VEGF tanto en carcinomas
como en lesiones precancerosas de cavidad oral evaluadas mediante
inmunohistoquimica.

Sin embargo, no existen estudios que hayan relacionado los niveles de
transcripcion correspondientes a las MMPs y HIF-1a. o VEGF.

De acuerdo con nuestros resultados, existié una correlacion de nivel elevado
entre la mayoria de las MMPs estudiadas, MMP-1, -2, -3, y -10 y el HIF-1a . La
correlaciéon entre el HIF-1a y la MMP-9, si bien alcanz6 la significacion
estadistica, mantuvo unos niveles mas discretos. Por otro lado, también
pudimos observar como la correlacion del TIMP-1con el HIF-1a alcanzd niveles
muy elevados.

Por el contrario, las correlaciones existentes a nivel transcripcional entre las
MMPs y el VEGF se mantuvieron a unos niveles mas discretos, sin que los
coeficientes alcanzaran valores elevados para ninguna de las MMPs
estudiadas. De los genes evaluados, el unico que mantuvo una correlacién con
valores del coeficiente elevados fue el TIMP-1.

De estos resultados puede deducirse que aparecidé en general una correlaciéon

elevada entre expresion de MMPs y HIF-1a, en tanto que la alcanzada con el
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VEGF fue mas discreta. El TIMP-1 mantuvo unos niveles de correlacion

intensos tanto con HIF-1a como con VEGF.



VII.-CONCLUSIONES.
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1.- Existe una relacién entre los niveles de expresion de los genes que
codifican las metaloproteinas (MMPs) medidos mediante una técnica de PCR a
tiempo real y el control de la enfermedad en los pacientes con carcinomas

escamosos de cabeza y cuello.

2.- Los niveles de expresiéon a nivel del tumor fueron significativamente
superiores a los correspondientes a la mucosa sana para la totalidad de las

MMPs estudiadas.

3.- En general, existi6 una correlacion significativa entre los niveles de
expresion a nivel del tumor para todas las MMPs evaluadas. Destacan los
niveles de correlacion alcanzados entre las MMP-1 y MMP-3, entre la MMP-1 y
MMP-2, entre la MMP-2 y MMP-9, entre la MMP-10 y MMP-13, y entre la MMP-

10 y el TIMP-1.

4.- No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de expresion

de las MMPs estudiadas y la afectacién ganglionar.

5.- No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de expresion
de las MMPs estudiadas y la extension local del tumor o el grado de
diferenciacion histologico. En relacion a la localizacion primaria del tumor, sélo
aparecieron diferencias significativas en los niveles de expresion de la MMP-3,
que fueron superiores en los tumores localizados en cavidad oral y orofaringe

en relacion a los de laringe e hipofaringe.
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6.- Los niveles de expresion de la MMP-9 y el TIMP-1 se relacionaron de forma
significativa con la supervivencia ajustada de la enfermedad. Los pacientes con
unos niveles de expresion elevados de MMP-9 o TIMP-1 contaron con una peor

supervivencia.

7.- La MMP-9 aparecio como un marcador con capacidad prondstica para el
control local de la enfermedad en aquellos pacientes sometidos a un
tratamiento con radioterapia, en tanto que el TIMP-1 se relacion6
especialmente con la aparicion de metastasis a distancia en aquellos pacientes

sometidos a un tratamiento quirurgico.

8.- La agrupacion de los valores de expresion normalizados de las MMPs en

funcién de su categoria funcional no mejoré su capacidad pronéstica.

9.- El cociente entre los valores de expresion de las MMPs analizadas y el

TIMP-1 no mejord su capacidad pronostica.

10.- Para los pacientes que recibieron quimioterapia de induccion, no existio
una relacion significativa entre los valores de expresion de las MMPs y el grado

de respuesta conseguido.

11.- Existieron correlaciones significativas entre los niveles de expresion de las
MMPs estudiadas y los correspondientes a genes relacionados con su
actividad biolégica. Destacaron los niveles de correlacion alcanzados entre la

MMP-1 y el SDF-1; entre la MMP-2 y el factor nuclear kappa-B y la
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prostaglandin-E sintetasa microsomal 2; entre la MMP-3 y el SDF-1; y entre el

TIMP-1y el HIF.
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