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I. GLOSARIO DE ABREVIACIONES
e BM: Membrana basal.
e CEC: Carcinoma Espino-Celular.
e CECCyC: Carcinoma Espino-Celular de Cabeza y Cuello.
e CCL19: Ligando de quimioquina 19.
e CCL21: Ligando de quimioquina 21.
e CCRY: Receptor de quimioquina tipo 7.
e HCVB: Hospital Carlos Van Buren.
e |HQ: Inmunohistoquimica.
¢ |RS: Sistema de puntuacién inmunoreactiva.
¢ MMPs: Metaloproteinasas de matriz.
e RNA: Acido Ribonucleico.

e TNM: Clasificacién de tumores malignos (Tamafio-Nodulo linfatico-
Metastasis).

e VEB: Virus Epstein-Barr.
e VPH: Virus Papiloma Humano.

e MAPK: Mitogen-activated protein kinases.



II. INTRODUCCION

El cancer de cabeza y cuello afecta aproximadamente al 3% de la poblacion,
siendo el carcinoma espinocelular (CEC) el mas frecuente, abarcando un 90% de los
casos de neoplasias malignas de la region. Este tipo de cancer es el octavo mas
frecuente en hombres, presenta una alta incidencia con 300.000 nuevos casos por
afio y correspondiendo al 2% de todas las muertes por cancer en el mundo. El
diagnostico es realizado frecuentemente en estadios avanzados, por lo que la
sobrevida a 5 afios no supera el 50%, a pesar de los avances en las terapias en las
tltimas décadas™?. El CEC de cabeza y cuello esta asociado a un alto grado de
invasion local y una alta incidencia de metéastasis linfonodal regional, afectando
directamente el prondstico de los pacientes®*,

El TNM es el factor mas relevante en los pacientes con cancer de cabeza y
cuello para la evaluacion prondstica y planificacién del tratamiento, sin embargo, son
necesarios mejores marcadores pronésticos, incluyendo aquellos que determinen la
posibilidad de ocurrencia de metéstasis linfonodal, que es un predictor del
comportamiento tumoral y determinante para el pronéstico y manejo clinico’.

El enfoque para mejorar las terapias y prondstico de los pacientes con CEC
oral parte por entender la desregulacion de los procesos moleculares de
carcinogénesis y metastasis®. Los procesos fisioldgicos en un tumor maligno tienen
autonomia en sefiales de crecimiento, evasion de la apoptosis, replicacién ilimitada,
no respuesta a sefales inhibidoras del crecimiento, angiogénesis, invasion y
metéastasis’.

Nuestra investigacion pretende conocer de mejor manera el mecanismo de
metastasis regional linfonodal, con el fin de poder identificar algunos blancos de
terapias futuras complementarias a las actuales para prevenir la progresion del
cancer. Teniendo en cuenta que la metastasis regional linfonodal es un importante
factor prondstico en estos pacientes, el poder conocer los mecanismos que llevan a
las células cancerigenas a alojarse en los linfonodos es importante para determinar
nuevos marcadores que identifiquen el probable comportamiento de la enfermedad y
establecer nuevas terapias que mejoren las tasas de sobrevida en los pacientes con
CEC.

Un gran numero de factores moleculares han sido considerados como
marcadores predictivos para metastasis linfonodal, sin embargo, el mecanismo que
lleva a las células cancerigenas a metastatizar a los linfonodos no esta bien
entendido®. Los efectos paracrinos entre células de CEC oral vy
fibroblastos/miofibroblastos han sido reportados, y son fundamentales para invasion
tumoral y metastasis®*’. Es probable que una comunicacién paracrina entre las
células del carcinoma y fibroblastos linfaticos sea también importante para la
implantacion de células metastasicas a linfonodos regionales. En este escenario, las
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quimioquinas jugarian un papel fundamental para la atraccion de células
cancerigenas al sitio metastasico.

Las quimioquinas funcionan como moléculas reguladoras en la maduracion de
leucocitos y células dendriticas, trafico y alojamiento de linfocitos T y B, y en el
desarrollo de tejidos linfoides'!. Recientemente, las quimioquinas han sido
involucradas en el crecimiento tumoral y metéstasis de diferentes tumores, pero aun
es confusa la informacion disponible acerca del papel de las quimioquinas en los
linfonodos metastasicos®%13141516,

Las quimioquinas CCL19 (ELC / MIP-3B) y CCL21 (SLC / 6Ckine), liberadas
por las células endoteliales linfaticas y células T de los ganglios linfaticos, actlan
como ligandos del CCR7*’. Esta relacién entre quimioquina y receptor se describe en
ejes de quimioquina receptores que realizan su accion. Entre las diversas
enfermedades malignas, incluyendo cancer de mama, de pancreas y cancer de
cabeza y cuello, la expresion de CCR7 en las células cancerosas parece estar
relacionada con la capacidad de las células tumorales para establecer metastasis en
los ganglios linfaticos, por otra parte también se ha sugerido que el receptor CCR?7,
activado por CCL19 y CCL21, participa en otros eventos relacionados con génesis
tumoral, como la proliferacién de células tumorales, control de las células tumorales,
la adhesién, la migracién, la invasion, y la angiogénesis®®.

El CCR7 es un receptor de quimioquina homeostatica especifico para
linfocitos que se expresa en varios subtipos de células inmunes (células T, B, NK,
entre otras) las cuales migran hacia los oOrganos linfoides. Generalmente un
subconjunto de células T constitutivamente expresan CCR7, lo que les permite
circular en el torrente sanguineo, los vasos linfaticos y los érganos linfoides
secundarios. Una asociacion de CCR7 con cancer fue reconocida en pacientes con
leucemia, en donde las células T de pacientes adultos con infiltracion linfonodal
presentaron niveles significativamente altos de CCR7, en comparaciéon con las
células T normales o células de leucemia de pacientes sin compromiso linfoide. La
expresion de CCR7 en células tumorales se ha reportado ademas en cancer de
mama, melanomas, cancer de cabeza y cuello, entre otros>*'°. Es por esto que su
expresion ha sido estudiada y se ha relacionado con diferentes variables clinico
epidemioldgicas, que pueden guiarnos a una estrecha relacion entre la expresion de
la molécula y la progresion de la enfermedad®2°%.

El objetivo del presente trabajo es responder a la pregunta de investigacion
¢Existe diferencia en la expresion inmunohistoquimica de la molécula CCR7 en
tumor primario y en linfonodos en pacientes con metastasis linfonodal y sin
metastasis linfonodal de carcinoma espinocelular de cabeza y cuello?
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1. CANCER DE CABEZA Y CUELLO

En total se registraron 2.515.458 muertes en Estados Unidos el afio 2011, de
los cuales 576.691 (23%) eran por cancer. En general, el cancer es la segunda
causa de muerte después de las enfermedades del corazon, lo que represent6 el
24% del total de muertes. Sin embargo, se espera que el cancer pueda superar a las
enfermedades del coraz6n como la causa principal de muerte en los préximos afios.
En 2011, el cancer fue la causa principal de muerte entre los adultos de 40 a 79 afos
y era la primera o segunda causa de muerte en cada grupo de edad entre las
mujeres??.

Mundialmente se estiman en aproximadamente 650.000 nuevos casos de
cancer espinocelular de cabeza y cuello (CECyC) diagnosticados cada afio, y
300.000 muertes, con dos tercios de estos casos originados en paises en vias de
desarrollo®. La incidencia de CECyC es, en general, tres veces mayor en hombres
que en mujeres, y en particular, varia de 2:1 hasta 15:1 dependiendo del sitio del
cancer®®. En los Estados Unidos de Norteamérica, el CECyC representa el 3,2% de
la incidencia de todos los canceres, y el 2,2% de la mortalidad por cancer®™?°. En
Europa, se estima en aproximadamente 130.000 nuevos casos cada afio?’. A nivel
mundial, el cancer de cavidad oral y orofaringe corresponde al décimo cancer mas
incidente, pero es la séptima causa de mortalidad producida por cancer®’. Respecto
a la histologia, mas del 90% de los CECyC son de tipo espinocelular®.

El CECyC se divide de acuerdo al sub sitio afectado en carcinoma de cavidad
oral, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe y laringe®. La cavidad oral incluye mucosa
bucal, encia superior e inferior, trigono retromolar, piso de la boca, paladar duro, 2/3
anteriores de lengua y labios; la orofaringe incluye base de lengua, amigdalas
palatinas, paladar blando, Gvula, pared faringea posterior y pared faringea lateral; la
nasofaringe considera la coana, pared posterior y la pared lateral que incluye la fosita
de Rosenmiiller y el torus tubario; la hipofaringe incluye la pared posterior y lateral de
la faringe, los senos piriformes y la zona retrocricoidea; y la laringe considera la
supraglotis, glotis y subglotis?®.

A nivel mundial, los carcinomas de cavidad oral y faringe dan cuenta del 75%
de los canceres de cabeza y cuello®. Durante la década de los noventa, la incidencia
de cancer de amigdala y de base de lengua aumenté en el mundo, sobretodo en
personas menores de 45 afios, cambio epidemiologico atribuido al aumento de la
prevalencia de portacién de virus papiloma humano en orofaringe?.

En Chile la tasa bruta de incidencia de cancer oral y faringe por 100.000
habitantes entre el ailo 2003-2007 corresponde a una tasa de 3,2 en hombres y 1,5
en mujeres, coincidiendo con los indices mundiales. Asi mismo la tasa bruta de
mortalidad asociada a cancer de cavidad oral y faringe por 100.000 habitantes entre
el afio 2003-2007 corresponde a 1,7 en hombres y 0,7 en mujeres (Tablas | y II).



Incidencia estimada de cancer segun localizaciones en Hombres. Chile 2003-2007 (TAI por 100.000 Hab.)

Localizacion del Cancer N° casos/afio IC95% TBI TAl
Préstata 4098,1 39192 42842 50,9 61,3
Estémago 23884 2450 25209 29,7 34,1
Piel no melanoma 15771 14841 1681,0 19,6 254
Traquea bronquios pulmon 13733 12766 14672 171 197
Colon 7487 652,6 837,2 93 108
Testiculos 641,2 5212 664,8 8,0 78
Vesiculay vias biliares 599,4 5190 649,2 75 8,7
Eséfago 551,1 4746 598,0 6,9 8,1
Rifiones 544,9 4658 607,6 6,8 7,6
Leucemia 489,3 4200 569,0 6,1 6,5
Linfoma no Hodgkin 4497 3128 5184 5,6 6,1
Recto y Ano 4252 3494 4674 53 6,0
Pancreas 385,4 3226 438,8 48 55
Higado 368,7 2850 400,0 4.6 52
Vejiga urinaria 3408 2970 3818 4,2 51
Encéfalo y sistema nervioso 328,7 21,0 369,4 4,1 4,3
Cavidad oral y faringe 253,6 1952 305,8 3,2 34
Mieloma miltiple 235,8 1862 289,6 29 33
Melanoma de piel 2204 168,0 271,2 2,7 3,0
Laringe 1491 1112 179,6 19 2,1
Tiroides 1391 1032 179,6 17 2,0
Linfoma de Hodgkin 81,4 604 104,4 1,0 11
TODAS 17456,4 169028 17673,5 216,9 25,1
TODAS excepto piel no mel. 15879,3 15344,0 16086,3 1973 226,7

Tabla I. Incidencia estimada de cancer segun localizaciones en Hombres. Chile 2003-2007. (TAI por
100.000 hab). Fuente: Elaborado Eor Unidad VENT vy Estudios, Depto. Epidemiologia, DIPLAS,
MINSAL y RPC Tarragona (Espafia) °



Incidencia estimada de cancer segun localizaciones en Mujeres. Chile 2003-2007 (TAI por 100.000 Hab.)

Localizacion del Cancer N° casos/afio IC 95% TBI TAI
Mama 37911 35871 40174 46,2 432
Piel no melanoma 18743 17488 1993,6 28 19,2
Vesicula y vias biliares 1531,8 14178 1647,2 187 17,2
Cuello uterino 1279,2 1167,6 1384,2 156 14,6
Estomago 11731 1072,4 1273,6 143 128
Colon 877,6 782,8 968,2 107 9,6
Tréquea bronquios pulmén 8154 732,0 899,6 9.9 91
Ovario 553,1 4736 619,0 67 6,4
Linfoma no Hodgkin 522,4 375,6 555,4 6,4 59
Tiroides 4837 4248 546,0 59 53
Péancreas 4414 331,0 4488 54 49
Leucemia 387,7 3688 510,6 47 45
Cuerpo uterino 368,3 2424 3770 45 42
Recto y Ano 366,4 2846 384,0 45 41
Rifiones 366,5 302,2 4182 45 42
Esofago 308,3 2240 332,0 38 3,3
Higado 302,3 184,0 2876 37 3,4
Encéfalo y sistema nervioso 2459 255,2 3548 30 2,9
Melanoma de piel 2132 1476 244 4 2,6 2,4
Vejiga urinaria 205,0 1554 246,8 25 2,2
Mieloma mltiple 2034 170,0 236,2 25 2,3
Cavidad oral y faringe 1194 69,4 1242 15 13
Linfoma de Hodgkin 63,4 454 83,2 08 07
TODAS 17819,7 17123,0 17902,6 270 198,5
TODAS excepto piel no mel. 159454 15252,0 16037,0 1942 1793

Tabla Il. Incidencia estimada de cancer segln localizaciones en Mujeres. Chile 2003-2007. (TAI por
100.000 hab). Fuente: Elaborado Eor Unidad VENT vy Estudios, Depto. Epidemiologia, DIPLAS,
MINSAL y RPC Tarragona (Espafia) °,



1.2. FACTORES DE RIESGO DE CANCER DE CABEZA Y CUELLO

El tabaquismo y el consumo de alcohol son los principales factores de riesgo
reconocidos, atribuyéndose un efecto en 75% de los casos, con un efecto sinérgico
cuando son combinados®%,

La mutacion de la proteina que codifica el gen p53, un gen supresor de
tumores, se ha asociado con exposicién a tabaco y alcohol®®. También existe una
relacion del cancer oral y faringeo con habitos alimentarios, especialmente
deficiencia de vitamina A. El Consorcio Internacional de Epidemiologia del cancer de
Cabeza y Cuello (InHANCE por sus siglas en inglés) ha llevado a cabo estudios que
confirman el rol de la predisposicion genética, estimandose que una historia familiar
de primer grado de CECyC se asocia a 1,7 veces mas de posibilidad de desarrollar la
enfermedad®,

Con respecto a los virus, se ha descrito un vinculo entre el virus papiloma
humano (VPH) y el virus Epstein-Barr (VEB) con el CECyC. Se estima que el VPH se
encuentra presente en la cavidad oral hasta en un 60% de personas asintomaticas y
en un 36% de lesiones benignas y precancerosas®*. Es posible detectar VPH en
tumores de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe®. Se ha demostrado que el
VPH esta asociado con aproximadamente 25% de los CECyC, sobre todo a nivel de
amigdalas palatinas y base de lengua, donde la asociacion llega a un 60%%*. Se
menciona incluso que la infeccién persistente por VPH est4 asociada en un 95% al
CECyC, aunque no todos los casos expresan las proteinas E6 y E7, lo que sugiere
que el VPH actuaria como carcinogénico en una proporcién menor de casos.

Ademas, el CECyC se asocia al sexo masculino, a la exposicion ocupacional a
cromo, niquel, radio, gas mostaza y productos intermedios de la produccion de cuero
y de proceso de madera, indice de masa corporal bajo, comportamiento sexual, mala
higiene dental y factores en la dieta como ingesta baja de frutas y vegetales®.

1.3. FACTOR PRONOSTICO DE CANCER DE CABEZA Y CUELLO

El factor pronéstico mas importante para los pacientes con CECyC es el
estadio clinico de la enfermedad (estadio TNM), sin embargo, para pacientes en el
mismo estadio la sobrevida es variable y son necesarios mejores marcadores
pronésticos. Adicionalmente, la metastasis linfonodal es un predictor del
comportamiento tumoral y determinante para el prondstico y manejo clinico®. De
hecho, la metastasis linfonodal es considerada como el indicador prondstico adverso
mas significante en pacientes con CECyC?®’.

El sistema TNM para describir la extension anatomica de la enfermedad se basa en
la evaluacién de tres componentes:

T - El grado del tumor primario.

N - La ausencia o la presencia y extension de la region metéstasis ganglionares.

M - La ausencia o presencia de metastasis a distancia. (Tabla IlI).



Clasificacién clinica de TNM

T TX El tumor primario no puede evaluarse.
T0 No hay evidencia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ.
T1

s2cm.

;3) >2-4 cm.

T4a A CM. | , | .
(Labio) Tumor que invade a través del hueso cortical, nervio
alveolar inferior, piso de la boca o la piel.

(Cavidad oral) Tumor invade a través del hueso cortical, piso o

Tab exterior a musculos linguales (geniogloso, hiogloso, palatogloso, y

estilogloso), seno maxilar, o la piel de la cara.

(Labio y la cavidad oral) Tumor que invade el espacio masticatorio,
las placas pterigoideas, o la base del craneo, o encierra la arteria
caroétida interna.

N NX Ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.
NO Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

m; Unico ipsilateral <3 cm.
(a)Unico ipsilateral >3-6 cm.
(b)Mdiltiple ipsilateral <6 cm.
N3 (c)Bilateral, contralateral <6 cm.
>6 cm.
M MO No hay metastasis distante.

M1 Metastasis a distancia.
MX  No puede medirse la metéstasis

Tabla Ill. TNM Clasificacion de tumores malignos, capitulo de cabeza y cuello, editado por L.H Sobin,
M.K. Gospodarowicz y Ch. Wittekind afio 2009

2. MECANISMOS MOLECULARES DEL CANCER DE CABEZA Y CUELLO

El enfoque para mejorar las terapias y prondstico de los pacientes con CEC
oral parte por entender la desregulacibn de los procesos moleculares en la
carcinogénesis y metastasis®. Los procesos fisioldgicos en un tumor maligno tienen
autonomia en sefiales de crecimiento, evasion de la apoptosis, replicacién ilimitada,
no respuesta a sefales inhibidoras del crecimiento, angiogénesis, invasion y
metéastasis’.

2.1. AUTONOMIA EN SENALES DE CRECIMIENTO

Desde hace tiempo se ha reconocido que el cancer surge como resultado de
mutaciones somaticas, los protooncogenes celulares cuando mutan de forma
desregulada o son anormalmente sobreexpresados, contribuyen a la formacién de
tumores. Muchos de estos genes codifican proteinas que regulan los procesos del
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ciclo celular, las cuales inducen a mitosis o senescencia. Los tumores presentan
autosuficiencia de crecimiento al adquirir la actividad de producir los factores de
crecimiento a los cuales responden por medio de una estimulacién autocrina y
paracrina. Puede haber genes que codifiquen una sobreexpresion o mutacién de los
factores de crecimiento, sin embargo, en otros casos el gen del factor de crecimiento
puede no estar alterado y un oncogen puede estimular la sobre expresion de éste.

Los oncogenes codifican proteinas llamadas oncoproteinas, similares a los
productos normales de los protooncogenes, salvo que las oncoproteinas carecen de
algunos elementos reguladores y su produccidon no depende de factores de
crecimiento ni de otras sefiales externas. Los factores de crecimiento estimulan la
proliferacion de las células normales y se cree que muchos de ellos intervienen en
las mutaciones.

Los receptores de crecimiento son proteinas transmembrana que sufren una
activacion transitoria cuando el receptor capta a su factor de crecimiento especifico,
a lo que sigue rapidamente la mitosis. Las versiones oncogénicas de estos
receptores sufren activaciones persistentes sin necesidad de unirse al factor de
crecimiento correspondiente. De esta forma, el receptor mutante libera hacia la célula
continuas sefiales que estimulan la mitosis.

La expresion de receptores de factores de crecimiento codificados por
protooncogenes c-erb B tienen un rol en el desarrollo de cancer oral. Uno de estos
receptores es el receptor para el Factor de Crecimiento Epidérmico, que se une a
ErbB-1, mientras que el factor de diferenciacion neural (NDF) es el ligando preferente
para ErbB-3 y ErbB-4. Estos receptores estan involucrados en la proliferacion y
diferenciacion celular, y su activacion aberrante o su sobre-expresién puede
contribuir al desarrollo y progresion tumoral.

La progresion ordenada de las células a través de las distintas fases del ciclo
celular depende de las ciclinas, de las quinasas dependientes de ciclinas (CDK) y de
sus inhibidores. Las mutaciones que alteran la regulacion de la actividad de las
ciclinas y de las CDK favorecen la proliferacién celular®.

2.2. EVASION DE LA APOPTOSIS

Ademas del ciclo celular, se altera también la apoptosis, en donde las células
transformadas también adquieren la habilidad de entrar a ilimitados ciclos de mitosis
(“inmortalizacion”) por diferentes mecanismos, como una actividad telomerasa
aumentada®.

La apoptosis ocurre debido a un estimulo nocivo, y la incapacidad de la célula
de adaptarse (Fig. 1). Es un proceso importante que puede ser inducida por vias
intrinsecas o extrinsecas (Fig. 2). Las vias extrinsecas son iniciadas por ligandos
extracelulares unidos a receptores, tales como FAS (fatty acid synthase) o TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand), mientras que la via intrinseca es activada
por la liberacién del citocromo ¢ desde la mitocondria®'. Las caspasas propagan esta
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via cuando la apoptosis es activada. Proteinas pro-apoptoticas, incluyendo Bad y
Bax, interactian con la familia de genes antiapoptética Bcl, y la transformacion
maligna ocurre cuando este equilibrio intracelular es alterado®. La expresion
incrementada de bcl-2, p53, factor nuclear kappa B y vias AKT son mecanismos para
la evasién de la apoptosis en tumores humanos, incluyendo CEC oral®#.

CELULA NORMAL
(homeostasis)

ESTRES, .
AUMENTO DE LA Efgg“;"‘lﬁéo
DEMAMNDA,
ADAPTACION  |==cemccccccccc=- > LESION CELULAR
INCAPACIDAD
PARA ADAPTARSE
LESION CELULAR ALTERACIONES
REVERSIBLE SUBCELULARES
-——— -l— - = Punto de irreversibilidad
Y
NECROSIS APOPTOSIS

Figura 1. Estadios de la respuesta celular frente al estrés y los estimulos nocivos. Kumar et al:
Robbins Basic Pathology 8va edicion™.
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fagociticas
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Figura 2. Mecanismos de la apoptosis. Las dos vias de la apoptosis se distinguen en su inducciéon y
regulacion, y ambas culminan en la activacién de las caspasas <ejecutoras>. La induccién de la
apoptosis por la via mitocondrial implica la accién de los sensores y efectos de la familia de Bcl-2, que
induce la extravasacion de las proteinas mitocondriales. También se muestran en esta misma imagen
algunas de las proteinas antiapoptosis (<reguladoras>) que inhiben la extravasacion de las
mitocondrias y la activacion de las caspasas dependiente del citocromo c en la via mitocondrial. En la
via del receptor de muerte, la participacién de estos receptores determina de forma directa la
activacion de las caspasas. Los reguladores de la activaciéon de las caspasas mediados por los
receptores de muerte no se muestran. RE, reticulo endoplasmico; TNF, factor de necrosis tumoral.
Kumar et al: Robbins Basic Pathology 8va edicion®.

2.3. REPLICACION ILIMITADA

La mayoria de las células humanas normales tienen la capacidad de dividirse
entre 60 y 70 veces. Luego pierden la capacidad y entran en envejecimiento celular,
por un fendmeno que se debe al acortamiento de los telémeros por funcién de la
telomerasa, a través de la regulacion del p53. Se ha visto que en los tumores una
mala funcion de la telomerasa y el p53 derivan en un potencial de replicacion
ilimitado. Ademas, la accion de diversos oncogenes, aparece implicada en
fendbmenos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular, asi como en la
capacidad de diseminacién y metastasis de las células neoplasicas**.

2.4. NO RESPUESTA A SENALES INHIBIDORAS DEL CRECIMIENTO

Los genes supresores tumorales estan implicados en diversos procesos de
division celular: la regulacion de la expresion génica, control del ciclo celular,
programacion de la muerte celular y estabilidad del genoma. La pérdida de actividad
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de estos genes provoca la incapacidad de respuesta a los mecanismos de control
que regulan la division celular; de modo que se produce una proliferacion méas o
menos incontrolada de la célula, lo cual conduce, en ocasiones, al desarrollo de
neoplasias y a la evolucion de las mismas hacia procesos tumorales mas
agresivos™.

El gen del retinoblastoma produce la pRB que actia como un freno al
progreso de la célula desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Cuando la célula
recibe el estimulo de los factores de crecimiento, la proteina Rb se inactiva, por lo
que el freno desaparece y la célula atraviesa el punto de control G1-S. Si falta la
proteina Rb o si una mutacion altera su capacidad, el freno molecular del ciclo celular
desaparecerd y la célula avanzara despreocupadamente hacia la fase S*.

La ciclina D1 es una proteina inestable fundamental para la progresion de G1
mediante la activacion del complejo CDK4/6 que lleva a la fosforilacion de la proteina
pRB. La fosforilacion de la proteina pRB es esencial para la continuacién del ciclo
celular. Si pRB no esta fosforilada se bloquea el ciclo celular. Se ha encontrado
sobreexpresion de Ciclina D en carcinomas orales, pRb fosforilada libera un factor de
transcripcion que induce la activacién de los genes que regulan la sintesis de ciclina
E y ciclina A*.

La sintesis de ciclina E comienza en la fase G1 tardia. Esta ciclina se une a la
CDK2, formando un complejo activo que induce la sintesis de las enzimas y
proteinas necesarias para la produccién de ADN. La ciclina A tiene la mision de
activar a la CDK1 durante la fase S. El complejo ciclina A/CDK1 promueve, durante
la fase G2, la sintesis de las proteinas implicadas en la mitosis. Estas proteinas
conducen finalmente a la divisién de la célula en la fase M*°,

Las CDK también son reguladas por los llamados inhibidores de las
CDK (CDKI), donde encontramos la p16, la cual se une al complejo CDK4/CDK6
impidiendo su asociacion con la ciclina D1 dando como resultado la detencion del
ciclo celular en G1 mediante la no fosforilacion de pRB. ElI CDKI p27 comparte
secuencias homélogas con p21 y actia como un regulador negativo del ciclo celular
implgigcado en la detencion en la fase G1 mediante un mecanismo independiente de
p53~.

El gen p53, en condiciones de normalidad, codifica una fosfoproteina nuclear
(proteina natural o salvaje) que actia como un regulador negativo de la proliferacion
celular mediante una accion compleja, puesto que al mismo tiempo actda como
factor de transcripcion, interruptor del ciclo celular e inductor de apoptosis. Cuando
ocurren mutaciones en p53, se produce una sintesis anormal de proteina, proteina
p53 mutada, que tiende a estabilizarse y acumularse en el ndcleo. Esta proteina
mutada pierde su capacidad supresora del crecimiento celular. La regulacion
negativa del p53 sobre la replicacion ocurre ante diferentes tipos de agresiones en el
ADN, aumentando entonces la cantidad de proteina nuclear p53. La consecuencia
inmediata del incremento de p53 es la detencion del ciclo celular en G1, actuando
mientras los mecanismos de reparacién del ADN. El gen p53 bloquea también la
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angiogénesis, posible favorecedora del desarrollo y la diseminacion tumoral, a través
de la secrecidén de trombospondina-1 (TSP-1) por parte de los fibroblastos; de esta
forma, en las células transformadas, la ausencia de p53 favoreceria la induccion de
la angiogénesis mediante una disminucién de la secrecién de TSP-1*4.

2.5. ANGIOGENESIS

La angiogénesis es uno de los primeros requisitos necesarios, para iniciar la
cascada metastasica; una alteracion en el balance de mediadores proangiogénicos
(VEGF, FGF, PDGF) y antiangiogénicos (trombospondinas, interferones, endostatina,
y angiostatina) puede ser crucial para la transiciéon al fenotipo maligno, llamado
“switch angiogénico”®®. La expresién endégena de VEGF fue mostrada como
aumentada en varios canceres y ha sido asociada con pobre prondstico y metastasis
en CEC oral*.

2.6. INVASION Y METASTASIS

La lesion maligna tiene la habilidad de invadir tejidos locales, extenderse a
linfonodos regionales, y metastatizar a 6rganos distantes por medio de diversos
mecanismos, tales como alteraciones en las interacciones célula-célula, degradacion
de la matriz extracelular, y transicion epitelial mesenquimal®. La pérdida de las
adhesiones intercelulares es uno de los eventos mas precoces en el proceso de
metéstasis (Fig. 3).

Ahora se sabe que la formacién de una metastasis es un evento biolégico
extremadamente complejo, de multiples etapas y multifuncional. Esto resulta de una
cascada molecular complejo a través del cual las células cancerosas dejan el sitio del
tumor primario y difunden a los sitios anatomicos distantes, donde pueden proliferar y
formar focos tumorales secundarios. La metéstasis surge a través de una cascada de
eventos, todos los cuales estan interconectados a través de una serie de
interacciones adhesivas y procesos invasivos, asi como las respuestas a los
estimulos quimiotacticos. Esta cascada de acontecimientos que incluye: el desarrollo
de nuevos vasos sanguineos; el "escape 'de las células tumorales desde el tumor
primario; y la invasiéon de la migracion a través de la membrana basal (BM) y la
matriz extracelular (ECM) que rodea el epitelio tumoral; la invasién de la BM apoyar
el endotelio de sangre local y / 0 vasos linfaticos; la intravasacion de las células
tumorales en la sangre y / o vasos linfaticos; la adhesion de las células tumorales
circulantes al endotelio de los capilares del sitio érgano diana; la invasion de las
células tumorales a través de la capa de células endoteliales y la BM circundante
(extravasacion); el crecimiento de tumores secundarios en el sitio de 6rgano diana®*’

(Fig. 4).
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Figura 3. Esquema propuesto para la relacién entre células madres cancerigenas y metéstasis
linfatica. Células endoteliales linfaticas en linfangiogénesis se pueden derivar de diferentes células,
incluyendo transdiferenciacién directa de células madre de cancer. Las células madre del cancer
también pueden participar en la linfangiogénesis a través de la generacion de diversos factores
linfangiogénicos. BEC: células endoteliales de la sangre; CSC: las células madre del cancer; EMT:
transicion epitelio-mesenquimal; LEC: células endoteliales linfaticas; MCSC: la migracion de las
células madre del cancer; MSCs: células madre mesenquimales; TAM: macrofagos asociados a
tumores™.

La Pérdida de la E-caderina ha sido mostrada para ocurrir temprano en la
carcinogénesis epitelial, lo que se correlaciona con el desarrollo de metastasis
linfonodal en CEC*. La degradacién de la membrana basal es otro proceso crucial
para invasion y metéstasis. La expresion aberrante de metaloproteinasas es
considerada un evento precoz en la carcinogénesis epitelial y se correlaciona con un
comportamiento tumoral agresivo®™. La transicion epitelial-mesenquimal participa en
la invasion de las células tumorales y metastasis. Las células epiteliales pierden su
polaridad apical-basal, adhesiéon célula-célula, y estructura citoesqueletal,
expresando proteinas de superficie que caracterizan a las células mesenquimales,
siendo capaces de migrar a través de la membrana basal®".
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propiedades celulares son necesarios para permitir el desarrollo de un fenotipo invasivo y la
progresién a través de la cascada metastasica. Se describen los principales acontecimientos de la
cascada. Orientacién de tales propiedades / eventos o las vias de sefializacién subyacentes utilizando
medicamentos de baja toxicidad tiene un gran potencial para interrumpir la progresién de células de
cancer a través de esta cascada. Extraido de W.G. Jiang. Tissue invasion and metastasis: Molecular,
biological and clinical perspectives™.

El CEC tiene una alta propension a metastatizar a linfonodos regionales
debido a la presencia de una rica red linfatica y un alto numero de linfonodos en la
regién cervical®. Aun en pacientes sin evidencia clinica de compromiso linfonodal
(NO), hay una alta incidencia de metastasis linfonodal oculta®. Las metastasis
linfonodales subpatoldgicas ocultas presentan una incidencia promedio que va de
10% a 50%, siendo reportado hasta un 58% de incidencia®, todo esto debido a que
es difl’é:il de determinar qué pacientes tienen un alto riesgo de enfermedad regional
oculta”’.

3. SISTEMAS LIGANDO-RECEPTOR DE QUIMIOQUINAS INVOLUCRADOS EN
LA METASTASIS REGIONAL LINFONODAL

Un gran numero de factores moleculares han sido considerados como
marcadores predictivos para metastasis linfonodal en CEC; sin embargo, qué
factores producidos por los linfonodos ayudan a las células cancerigenas a
metastatizar a los linfonodos no esta bien estudiado™. Los efectos paracrinos entre
células de CEC y fibroblastos/miofibroblastos fueron estudiados; Es bien sabido que
los miofibroblastos segregan moléculas de la matriz extracelular, enzimas
degradantes, factores angiogénicos pro- y anti- inflamatorios, y estimulan la
proliferacion de células epiteliales y la invasiéon. Clasicamente cumplen un rol en la
cicatrizacion de heridas, pero también estan involucrados en el estroma tumoral
reactivo. Siguiendo estos estudios se describe que una abundante presencia de
miofibroblastos se correlaciona significativamente con el estadio N de la enfermedad,
recurrencia regional y potencial proliferativo de las células tumorales, lo que afecta
directamente la sobrevida del paciente; ademas se demostr6 que las células
tumorales inducen transdiferenciacion de los fibroblastos orales a miofibroblastos a
través de la secrecion de factor de crecimiento transformante- beta 1 (TGF-beta 1), lo
que sugiere que esta transdiferenciacion mediada por los miofibroblastos es
fundamental para invasion tumoral y metéstasis. Los miofibroblastos inducen la
migracion y la invasion mediante la secrecion de MMPs, en especial MMP-2 y MMP-
9 en CEC, lo que aumenta la metastasis a linfonodos®'®; Es probable que la
comunicacién paracrina entre las células del CEC vy fibroblastos linfaticos sea
importante para la implantacion de células metastasicas a linfonodos regionales
como se menciona en la literatura. En este escenario, las quimioquinas jugarian un
papel fundamental para la atraccion de células cancerigenas al sitio metastasico.

Las Quimioquinas son una familia de proteinas ligadoras de heparina que
actllan como atrayentes de leucocitos a los sitios de infeccion e inflamacién®. Ellas
son producidas localmente en los tejidos y operan a traves de GPCRs selectivas
ligadas a membrana, tales como CCR y otros. Las quimioquinas también funcionan
como moléculas reguladoras en la maduracién de leucocitos y células dendriticas,
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trafico y alojamiento de linfocitos T y B, y en el desarrollo de tejidos linfoides™.

Recientemente, ellas han sido involucradas en el crecimiento tumoral y metastasis de
12,13,14,15,16

diferentes tumores

expresion de las quimioquinas en los linfonodos de pacientes con CEC.

3.1 SISTEMA LIGANDO CCL21/CCL19/CCRTY:

, pero hay poca informacion disponible acerca de la

T Nombre Tamafio | Receptor de Tipo de . . -
Quimioquina Alternativo (aa) quimioquina células Funciones importantes Uso clinico Refs
controladoras
CCL19 ELC, 96 CCRY7 Célula Tréafico a los - Broxmeye
Exodus-3, dendritica tejidos del timo y r, H.E. et
CkB11 mieloide, linfoideos. al. (1999).
Monocito, L,
Linfocito T Sup.resmn,de la
inmaduro , pr'ollferamon de
Linfocito T células mad,r.es
activado. hematopoyéticas.
= Formacion de
6rganos terciarios
linfoides.
CCL21 SLC, 134 CCRY7 - - Migracion de - Shields,
6Ckine, Ck MOoNoGitos. J.D. etal.
B9, L, (2010)
Exodus-2, . Sup.resmrj,de la
TCA-4 pr'ollferamon de
células madres
hematopoyéticas.
= Formacion de
organos terciarios
linfoides.

Tabla IV. Extraido de la tabla | de la revisién de Hans-Joachim Anders el al., 2014>".

CCL21/CCL19/CCRY7 es un sistema receptor ligando de quimioquinas que fue
recientemente asociado con metastasis linfonodal y pobre prondstico’’*® (Tabla 1V).
El receptor es activado por sus ligandos CCL19 y CCL21, liberado por células
endoteliales linfaticas y células T de los linfonodos'®. EI CCL21 promueve la
migracion y la invasion de las células cancerosas a través del CCR7Y.
Cyclooxygenase2 (COX2) expresada en células tumorales genera prostaglandina E2
(PGE2) que amplifica la proliferacion de células tumorales y la matriz extracelular
(ECM) la degradaciéon por metaloproteinasa 2 (MMP2) y MMP9. En respuesta al
CCL21 las células tumorales polarizan, resultando en un borde delantero que
sobresale hacia fuera, junto con las fuerzas contractiles en la parte posterior y los
lados de la célula que conduce a movimiento hacia la fuente de CCL21. Las células
cancerosas migran a lo largo del gradiente de CCL21 hasta que alcanzan el sitio
para la colonizacion secundaria, por ejemplo la zona de las células T de los ganglios
linfaticos®® (Fig. 5).
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No fue observada una asociacion entre la expresion de CCL19, CCL21, y
CCRY7 con parametros clinicos y microscopicos de los tumores primarios; sugiriendo
que el eje CCR7/CCL21/CCL19 estd menos comprometido en la metastasis
linfonodal cervical de CEC oral que el eje CXCR4/CXCL12'®, que ha sido propuesto
como el principal sistema de quimioquinas que participa en la metastasis linfonodal
de células de CEC oral*®>°*’,

Los resultados obtenidos por el estudio de Oliveira-Neto'® fueron pocos
CCL19+ y CCL21+ en los ganglios linfaticos (con independencia de si era
metastasico o no), la densidad de las células nodales CCL19+ ganglios fue mayor en
los ganglios linfaticos no metastasicos que en los ganglios linfaticos metastasicos de
diferentes pacientes. Paralelo a esos resultados, se demostr6 que los mismos
ganglios linfaticos no metastasicos presentan una mayor densidad de linfocitos T
citotéxicos activados (CD8+/perforina+) que los ganglios linfaticos metastasicos
(datos no mostrados). En base a este hecho, se podria sugerir que la quimiocina
CCL19 puede estar contribuyendo a la defensa del huésped contra la progresion del
cancer ya que los linfocitos T CD8+ expresan receptor CCR7.

Primary Tumor

/
O

Tumor escape Tumor metastasis

Figura 5. CCR7: un papel central en la difusion de las células tumorales, la migracion y la formacion
de metéstasis. La metéastasis del cancer es un proceso altamente dependiente de las interacciones
entre las células tumorales y el estroma del huésped. Leglerlg.
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4. CCR7 Y CANCER

El CCR7 es un receptor de quimioquina homeostatica especifico para
linfocitos, miembro de la familia de receptores acoplados a proteina G el cual se
encuentra en el cromosoma 17ql2-gq21.2 y tiene dos ligandos asociados
(CCL19/CCL21)*®. Se ubica en los linfocitos y es expresado por varios subtipos de
células inmunes (células T, B, NKs, células dendriticas semi maduras (DCs), entre
otras) que migran hacia los érganos linfoides®. EI CCR7 regula los mecanismos
moleculares quimiotacticos responsables de dirigir las células T y DCs a los
linfonodos®®. Generalmente un subconjunto de células T constitutivamente expresan
CCRY7, lo que les permite circular en el torrente sanguineo, los vasos linfaticos y los
organos linfoides secundarios. En contraste las DCs adquieren expresion de CCR7
en la lucha contra patégenos, que permite el homing a los ganglios linfaticos y la
presentacion del antigeno a las células T, lo cual es crucial para una respuesta
inmune adaptativa™®. Al madurar las DCs, antes de presentar antigenos a las células
T realizan una regulacion baja de la mayoria de sus receptores y regulan de forma
alta a CCR7. Después de la activacion de las células T dentro del linfonodo la
expresion de CCR7 disminuye®®,

Una asociacion de CCR7 con cancer fue reconocida en pacientes con
leucemia, en donde las células T de pacientes adultos con infiltracién linfonodal
presentaron niveles significativamente altos de CCR7, en comparacion con las
células T normales o células de leucemia de pacientes sin compromiso linfoide. La
expresion de CCR7 en células tumorales se ha reportado ademas en cancer de
mama, melanomas, cancer de préstata, cancer de estébmago, cancer de cabeza y
cuello, entre otros™.

5. IDENTIFICACION DE METASTASIS LINFONODAL Y ABORDAJE

El diagndstico preciso de metastasis linfonodales continda siendo desafiante, y
muchos pacientes que no presentan diseminacion del cancer a linfonodos (NO)
pueden ser sometidos a cirugia electiva innecesaria con la morbilidad asociada
consecuente e impacto adverso en la calidad de vida®**°. Actualmente, el gold
standard para la identificacion de metastasis linfonodales es el corte seriado y
andlisis histopatoldgico de los tejidos con tincién de H&E®®. Esta técnica se
fundamenta en que la Eosina es un colorante acido (predomina densidad de carga
negativa), el cual se asocia y colorea a estructuras basofilas del citoplasma
extracelular, tales como: filamentos citoplasmaticos, membranas intracelulares, fibras
extracelulares; La Hematoxilina por otra parte se asocia actuando como un colorante
basico asociandose a estructuras acidofilas como la heterocromatina, nucléolos,
RNA ribosomal y matriz extracelular. La unién de ambas tinciones da una coloracion
violeta en los nucleos y una rojiza en el citoplasma. La deteccion de micrometastasis
(0.2-2 mm) es aumentada por el corte seriado e inmunohistoquimica, detectando 5—
58% (media de 20%) de metastasis®. Sin embargo, la inmunohistoquimica requiere
de una inversion significante de tiempo y dinero, y a menudo es realizada después
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de la cirugia. Considerando la tasa de falsos negativos y el error del examen sélo con
H&E, es necesario un test predictivo factible y rapido para determinar la metastasis
linfonodal®’.

Hoy en dia, los linfonodos cervicales son estadiados por palpacion y diferentes
técnicas de imagen, incluyendo CT, MRI, PET/CT, y ecografia, las cuales son mas
certeras que la palpacion por si sola®. La aplicacion de nuevas tecnologias,
incluyendo el perfil de la expresidbn génica y la biopsia de linfonodo centinela,
muestra resultados promisorios®*®4®®. Ademas de las variables histolégicas, muchos
marcadores moleculares han sido estudiados para predecir la presencia de
metastasis nodal, pero la complejidad del proceso metastasico lleva a correlaciones
no consistentes ni clinicamente Gtiles para cualquier marcador>®. La
linfangiogénesis ha sido involucrada en la progresion de la enfermedad del CEC y la
formacién reciente de vasos linfaticos sirve como un conducto primario para este
propésito®”. Hay una evidencia aumentada de que varios factores de crecimiento
estan involucrados en las vias de sefializacion molecular, guiando al desarrollo de
vasos linfaticos y diseminacion de la malignidad a linfonodos regionales®”.
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IV. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar la expresion inmunohistoquimica de CCR7 en tumores
primarios y linfonodos metastasicos de pacientes con Carcinoma Espinocelular de
cabeza y cuello con metastasis linfonodal y sin metastasis linfonodal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Asociar y comparar la expresion inmunohistoquimica de la molécula CCR7 en
el tumor primario con la metastasis linfonodal.

2. Asociar la expresion inmunohistoquimica de la molécula CCR7 en tumor
primario con la expresiéon de CCR7 en LN, en pacientes con metastasis.

3. Asociar la expresién inmunohistoquimica de CCR7 en el tumor primario con
sobrevida, recidiva y estadio tumoral.

HIPOTESIS COMPROBABLE

Hay una diferencia en la expresion inmunohistoquimica de CCR7 entre
tumores primarios y linfonodos metastasicos de pacientes con Carcinoma
Espinocelular de cabeza y cuello, con metastasis linfonodal y sin metastasis
linfonodal.

V.MATERIALES Y METODOS

DISENO DE INVESTIGACION
Estudio Descriptivo Correlacional.
IDENTIFICACION DE LA POBLACION Y UNIVERSO
El Universo a estudiar fueron los informes histopatolégicos correspondientes a

cancer realizados a pacientes del Hospital Carlos Van Buren de Valparaiso durante
los afios 2005 a 2015.

La poblacion fueron aquellas muestras de diseccion cervical con diagndstico
de carcinoma espinocelular de cabeza y cuello con invasion a linfonodos y sin
invasion a linfonodos.

DETERMINACION Y SELECCION DE LA MUESTRA
Se realiz6 un muestreo por conveniencia, disponiendo de un total de 84

pacientes divididos en pacientes con metastasis regional linfonodal (cT2-T3NOM0)*
y pacientes sin metastasis regional linfonodal (cT2-T3N1-2M0)*.
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DEFINICION DE VARIABLES

En la Tabla V se muestran y definen las variables a estudiar.

Variable Definicion Conceptual Definicion Tipo de Escala de
Operacional Variable Medicion
Tumor primario | Es aquel tumor de caracter | Sera el tumor que en | Cualitativa Cavidad oral
maligno que se presenta en | la ficha médica haya | nominal Labios
el origen del cancer previo a | sido considerado policotomica | Orofaringe
la metéstasis. como el origen del Laringe
cancer.
Edad Tiempo que ha vivido una Tiempo que ha vivido | Cuantitativa Afos
persona u otro ser vivo una persona continua
contando desde su expresado en afios
nacimiento. segun lo estipulado
en las fichas
seleccionadas
Sexo Condicién orgénica que Condicién orgénica Cualitativa Femenino
distingue masculino de que distingue nominal Masculino
femenino determinado por | masculino de dicotébmica
el cromosoma XY o XX femenino segun lo
respectivamente estipulado en las
fichas seleccionadas
Fecha de Dia, mes y afio especifico Dia, mes y afio Cuantitativa Dia- mes- afio
defuncién en que falleci6é una persona | especifico en que discreta en nimeros
u otro ser vivo fallecio una persona
segun lo estipulado
en las fichas
seleccionadas si
corresponde.
Localizacion Sitio anatémico en que se Sitio anatémico en Cualitativa Cavidad oral
del tumor encuentra una masa de que se encuentra el nominal Labios
tejido cuyas células sufren | tumor segun lo independiente | Orofaringe
un crecimiento anormal y no | estipulado en las Laringe
tienen funcion fisiologica. fichas seleccionadas
Tamafio tumor | Estadificacién de cancer, Estadificacién de Cualitativa Tx: tumor
primario (T) que determina la gravedad | cancer, que continua primario no
de la enfermedad que determina la puede
aqueja a una persona gravedad de la evz.iluarse.
enfermedad que TO: no hay

segun la extension del
tumor primario

aqueja a una persona
segun la extension
del tumor primario
medido en
centimetros

evidencia de
tumor primario.
Tis: Carcinoma
in situ.

T1-T4:
Incremento del
tamafio y/o la
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extension local

del tumor
primario.
Estadio Clasificacion para cada Estadio I, II, Il 0 IV Cualitativa Estadio |
Tumoral subgrupo de la estadificacion | seguin lo determinado | ordinal Estadio Il
TNM. en las fichas Estadio Il
seleccionadas Estadio IV

ESTADIO I: indica que el tumor
es menor de 2 cm y no hay
metastasis. El indice de
supervivencia relativa a 5 afios
es del 98%.

ESTADIO II:

- No mide mas de 2 cm pero
los ganglios linfaticos de la
axila estan afectados.

- Mide entre 2 y 5 cm y puede o
no haberse extendido.- Mide
mas de 5 cm pero los ganglios
linfaticos axilares no estan
afectados. El indice de
supervivencia a 5 afios es del
88-76%.

ESTADIO III:El estadio IIl A:- El
tumor mide menos de 5
centimetros y se ha
diseminado a los ganglios
linfaticos axilares y éstos estan
unidos entre si 0 a otras
estructuras.- El tumor mide
mas de 5 cm y los ganglios
linfaticos axilares estan
afectados. El indice de
supervivencia relativa a 5 afios
es del 56%.El estadio Il B:- El
cancer se ha extendido a otros
tejidos cerca de la mama (piel,
pared toracica, incluyendo
costillas y musculos del térax).-
El cancer se ha diseminado a
los ganglios linfaticos dentro de
la pared torécica cerca del
esternén. El indice de
supervivencia relativa a 5 afios
es del 46%.

ESTADIO IV: se produce
cuando el cancer se ha
diseminado a otras estructuras
del cuerpo. El indice de
supervivencia relativa a 5 afios
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es del 16%.

Metastasis
linfonodal (N)

Penetracion de células
tumorales a un vaso
linfatico, que son
transportadas por la linfa
hasta el ganglio linfatico
regional, en donde
proliferan e invaden el
ganglio, constituyendo una
metastasis linfonodal.

Presencia o ausencia
de metastasis
linfonodal segun lo
estipulado en las
fichas seleccionadas

Cualitativa
nominal
dicotbmica

Si
No
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Metastasis a Diseminacion de las células | Presencia o ausencia | Cualitativa Si
distancia (M) cancerigenas desde el de metastasis a nominal No
tumor primario hasta distancia segun lo dicotémica
d6rganos o nédulos linfaticos | estipulado en las
lejanos fichas seleccionadas
Dia, mes y afio especifico Dia, mes y afio Cuantitativa Dia-mes-afio en
en que se diagnostica especifico en que se | discreta nameros
Fecha del enfermedad de la persona. | diagnostica
diagndstico enfermedad de la
persona; Se buscara
en los registros el dia
cuando fue realizado
el examen
histopatoldgico que
corrobora el
diagndstico.
Fecha de Dia, mes y afio especifico Dia, mes y afio Cuantitativa Dia/mes/afio
inicio de en que se inicia un especifico en que se | discreta expresado en
tratamiento tratamiento independiente la nameros

indole de este.

inicia un tratamiento
independiente la
indole de este, en
nuestro caso se
clasificara en:

-De inmediato:
posterior al
diagndstico.

-Avanzado: hasta 6
meses luego del
diagndstico.

-Tardio: posterior a
los 6 meses del
diagndstico.

Tabla V. Definicién de variables del estudio.

PLAN DE RECOLECCION DE DATOS

Seleccién de los casos

Las muestras (84 tumores primarios y 15 linfonodos) fueron obtenidos de los

archivos del

Laboratorio de Anatomia Patolégica de HCVB. Las muestras

correspondientes a tejidos parafinizados de CECCyC fueron sometidas a estudio
inmunohistoquimico. Dos placas seran tefiidas con H&E para evaluar el tumor y la
metastasis nodal. Los datos clinico-patoldgicos, tales como género, edad, tamarfio del
tumor, localizacion, tratamiento y sobrevida, fueron colectados desde las fichas de

los pacientes.
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Tissue Microarray

Los Tissue microarrays (TMA) fueron construidos desde los tejidos
parafinizados archivados (Fig. 6), usando un tissue arrayer manual (Quick-Ray
Manual Tissue Micro-arrayer, Unitma Co, Ltd, Seoul, Korea). Las é&reas ricas en
células tumorales fueron identificadas por microscopia de luz de los cortes en
hematoxilina & eosina de cada muestra. Las areas de necrosis y/o gran infiltrado
leucocitico fueron evitadas. Cilindros de tejido con un diametro de 2 mm fueron
obtenidos de cada bloque y luego transferidos a un taco recipiente de parafina,
resultando en un array para 60 casos. Controles negativos y positivos seran incluidos
en el TMA. El taco de parafina de TMA fue cortado en secciones de 5-um usando
técnicas standard.

o0
"
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e
L
e
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LR J

Figura 6. Fotografia mostrando el tejido parafinizado con los cortes realizados para el montaje del
TMA.

Inmunohistoguimica

El anticuerpo analizado con inmunohistoquimica fue anti-CCR7 policlonal
(Pierce, cod. PA533401). Secciones de 3-um de grosor fueron usadas para el
analisis inmunohistoquimico. Posteriormente, las placas fueron tratadas con peréxido
de hidrégeno al 3% en metanol para eliminar la peroxidasa enddgena, incubada con
suero de cabra al 100% a temperatura ambiente por 30 minutos y luego a 4°C
overnight con la afinidad de los anticuerpos primarios purificados diluidos en suero de
cabra al 100%. El kit Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratories) conteniendo un
apropiado anticuerpo secundario marcado con biotina fue usado de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El sistema EnVision fue usado para la deteccién del
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anticuerpo (Dako, Copenhagen, Denmark). La tincidbn inmunohistoquimica fue
visualizada por 3-diaminobenzidina tetrahidroclorida. Los cortes fueron contratefidos
con hematoxilina, deshidratados en xileno y montados en portaobjetos.

Sistema IRS:

El analisis de las secciones tefiidas fue realizado por un observador con un
microscopio optico de luz el cual utilizo el andlisis semi-cuantitativo basandose en el
sistema de puntuacién inmunorreactiva (IRS) hecha por Remmele y Stegner (Tabla
VI).

Porcentaje de células X intensidad de tincion =IRS (0-12)
positivas
0= Sin células positivas 0= Sin reaccion de color  0-1= Negativo
1=<10% células positivas 1= Leve reaccion 2-3= Leve
2=10-50% células positivas 2= Moderada reaccion 4-8= Moderado
3=51-80% células positivas 3= Intensa reaccion 9-12= Fuertemente
4= >80% células positivas positivo
IRS - Puntos IRS - Clasificacion
0-1 0= Negativo
2-3 1= Positivo, expresion
4-8 débil
9-12 2= Positivo, expresion leve
3= Positivo, expresion
fuerte

Tabla VI. Clasificacion de puntuacion para el sistema IRS. (Daniel Kaemmerer, Luisa Peter, 2012).
ANALISIS ESTADISTICOS

Los grupos fueron comparados con el test Shapiro-Wilk, para determinar su
distribucion.

Se realizdé un andlisis descriptivo de las variables, dentro de los cuales se
incluyeron:

a. Medidas de Localizacion

Media Aritmética: Corresponde al calculo simple del promedio de un conjunto de
datos x1, x2, ..., xn. Se obtiene al dividir la sumatoria del conjunto de datos de la
variable sobre el nUmero total de datos.

X =2
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Mediana: Corresponde al valor de la variable que deja sobre si y bajo si el 50% de
los datos. La mediana corresponde también al percentil 50 (P50) y al cuartil 2 (Q2).

Minimo: Corresponde al valor mas pequefio de una variable en el conjunto de datos
en estudio.

Méaximo: Corresponde al mayor valor de una variable en el conjunto de datos en
estudio.

b. Medidas de Dispersion

Si bien las medidas de tendencia central son importantes como medidas de
resumen de un conjunto de datos, no siempre son exhaustivas, razén por la cual
habitualmente ellas se complementan con las denominadas medidas de dispersion,
gue son aquellas que entregan informacion respecto de la variabilidad de los datos
alrededor de una medida de centralidad dada. Una de las medidas de dispersion mas
conocidas es la desviacion estandar, que es un indicador de la dispersion de un
conjunto de datos alrededor de su promedio. Esta medida corresponde a la raiz
cuadrada de la varianza.

Varianza: En vista de un conjunto de datos x1, X2, ..., Xn, con media aritmética su
varianza se calcula a través de la siguiente expresion:

1 n
% = aZ(xi %)
i=1

Es evidente que al ser S2, varianza muestral, una suma de cuadrados tomara
siempre valores positivos. Cuando S2 = 0 indica que todos los xi coinciden con la
media, es decir, todas las observaciones estan concentradas en un mismo punto, en
cuyo caso se dice que la dispersion es nula. Cabe mencionar que la desviacion
estandar es la raiz cuadrada de la varianza y es la medida que se utilizara e
interpretara.

El nivel de significancia usado sera de 5% (p=0.05) en todas las pruebas. Los
gréficos y tablas seran construidos con el programa EXCEL.
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VI. RESULTADOS

En total, 84 biopsias de pacientes ingresados al hospital Carlos Van Buren con
CECCyC fueron seleccionadas y estudiadas
Inmunohistoquimica de la molécula CCR7, tanto en tumor primario como en

linfonodos, en pacientes con metastasis linfonodal y sin metéastasis linfonodal.

para evaluar

la expresion

La descripcion de la poblacion en estudio y las respectivas variables se

muestran en la Tabla VII.

. Grupo Sin Grupo Con
Variables Meté?stasis Metgstasis Total
Edad
<40 2 0 2
40-49 2 7 9
50-59 8 10 18
60-69 12 9 21
>70 22 12 34
Género
Masculino 34 25 95
Femenino 12 13 25
Localizaciéon
Cavidad Oral
Lengua 11 6 17
Mucosa Labial superior 1 0 1
Mucosa yugal 1 1 2
Paladar Duro 2 1 3
. 2 4 6
Piso de boca 0 1 1
Reborde alveolar inferior 2 0 2
Reborde alveolar superior 2 0 2
Trigono retromolar
Labio
Labio inferior 5 3 8
Laringe 14 8 22
Orofaringe
Amigdala 2 8 10
Base de Lengua 1 3 4
Orofaringe 3 3 6
Radioterapia
Si 26 34 60
No 20 4 24
Quimioterapia
Si 12 26 38
No 34 12 46
Metastasis a distancia
Si 0 0 0
No 46 38 84
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Recidiva

Si 7 6 13
No 39 32 71
T (TNM)

1 (menor o igual a 2 cms) 4 3 7
2 (entre 2y 4 cms) 12 10 22
3 (mayor a 4 cms) 16 12 28
4 (Invade estructuras vecinas) 14 13 27
N (TNM)

0 (sin nédulos palpables) 46 4 50
1 (=3 cms) 0 9 9
2 (entre 3y 6 cms)

22 0 15 15
2b 0 3 3
2c 0 2 2
3 (mayor a 6 cms) 0 5 5
M (TNM)

0 (no hay metastasis a distancia) 46 38 84
1 (metéstasis a distancia) 0 0 0
Estadio tumoral

I 4 2 6
Il 12 3 15
1] 16 5 21
VA 14 20 34
IV B 0 8 8
Tabaquismo

Si 30 32 62
No 12 6 18
Sin informacion 4 0 4
Alcoholismo

Si 26 21 47
No 16 17 33
Sin informacion 4 0 4
Fallecido

Si 22 20 42
No 24 18 42
Total 46 38 84

Tabla VII. Datos demogréficos y clinicopatoldgicos de los pacientes.

Respecto a la expresion de la molécula en tumor primario y en linfonodo, se
registré que el 48% de las muestras han tenido una expresion moderada de la
molécula CCR7 en un tumor primario, siendo seguida por un 24% de las muestras
gue no han tenido expresion. Por otra parte, la expresion en linfonodos un 11% de
ellas han tenido una expresion fuerte, y un 26% una expresion moderada. Gréfico
N°1.
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Grafico N° 1. Porcentaje de pacientes segun expresion CCR7 en tumor primario.

En la tabla VIII se muestra la distribucion de las biopsias respecto a la
localizacion del tumor primario, en donde el 40% del total de las biopsias
corresponden a cavidad oral y el menor porcentaje (10%) se da en labio.

Localizacion del Tumor N° de Biopsias % de Biopsias
Cavidad Oral 34 40%
Laringe 22 26%
Orofaringe 20 24%
Labio 8 10%

Tabla VIII. Localizacién del tumor primario.

Al observar los tratamientos que recibieron los pacientes, del total de los casos
un 71% tuvo radioterapia, mientras que el 55% de ellas tuvieron quimioterapia.

Del total de los casos analizados el 45% presentaron metastasis linfonodal.
0% de los casos presentdé metastasis a distancia (M 0 del TNM). En los pacientes
gue presentan metastasis linfonodal, la mayoria de ellos tienen una expresion
moderada de la molécula CCR7 en tumor primario, con un 47% de las muestras,
seguidas por la expresion Leve con un 29%. En los pacientes que no presentan
metastasis también la mayoria tiene una expresion moderada de la molécula CCR7
en tumor primario, pero el 33% de ellos no tiene expresiéon de la molécula. (Tabla 1X).
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Presencia de Metastasis Linfonodal

Expresion CCR7 Tumor Primario No Si Total
No 15(33%) 5(13%) 20
Leve 8(17%) 11(29%) 19
Moderado 22(48%) 18(47%) 40
Fuerte 1(2%) 4(11%) 5
Total 46 38 84
valor-p = 0.073

Tabla IX. Distribucién de Biopsias segin presencia de metastasis linfonodal y expresion de molécula CCR7 en
tumor primario.

De los 15 casos de metéstasis linfonodal 8 presentaron una expresion de CCR7
linfonodal moderada cuando la expresion de CCR7 en el tumor primario fue moderada.
(Tabla X)

CCR7 LN Total
No Leve Moderado Fuerte
CCR7 en No 20((24%) - - - 20
tumor Leve 17(20%) - 2(2%) - 19
primario Moderado  29(35%) 1(1%) 8(10%) 2(2%) 40
Fuerte 3(4%) - - 2(2%) 5
Total 69 1 10 4 84
‘ valor-p = 0.007

Tabla X. Relacion de la expresion de CCR7 en tumor primario y CCR7 linfonodal.
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Figura 7. Caso 1844-10 prmaro sin metastasis Iindonodal, rando marcacién fuerte en en un rea
del frente de invasién tumoral (200x).

N R ? 5 2B <l » $ s’y ’,\‘f, v
Figura 8. Caso 2097-10 primario sin metastasis, mostrando marcacion leve en el frente de invasion en
pequefas islas (200x).
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Figura 9. Caso 1240-07 primario con metastasis, mostrando una mayor marcacioén en el frente de
invasién en pequefias islas y células (200x).

|gura 10. Cso 52414 rim
en un patron mas cohesivo (200x).
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Figura 12. Caso 3898-13 linfonodo, mostrando marcacion en todas las células metastésicas en
imagen de bajo aumento (50x).

[
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Figura 13. Caso 2875-07 linfonodo, mostrando fuerte marcacion en imagen de bajo aumento de la

metastasis infiltrando el linfonodo (5x).
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Figura 14. Caso 2875-07 linfonodo, mostrando las pequenfias islas entre los
linfonodo (200x).
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Del total de los pacientes tratados, el 15% presentd recidiva, de estos
pacientes un 23% se asocid con una expresion del CCR7 en tumor primario leve,
mientras que el 69% se asocié con una expresion moderada. (Tabla XI). Ademas la
expresion del CCR7 en Linfonodo en pacientes con recidiva, un 25% fue Fuerte,
mientras que un 20 % moderado. (Tabla XIlI).

Expresion CCR7 Tumor primario

Recidiva No Leve Moderado Fuerte Total
Si 1 3 9 - 13
(8%) (23%) (69%)
No 19 16 31 5 71
(27%) (23%) (44%) (7%)
Total 20 19 40 5 84
‘ valor-p = 0.251

Tabla XI. Expresién de CCR7 en tumor primario segun presencia/ ausencia de recidiva.

Expresién CCR7 LN

Recidiva No Leve Moderado Fuerte Total
Si 0 0 2 1 3
(0%) (0%) (20%) (25%)
No 0 1 8 3 12
(0%) (100%) (80%) (75%)
Total 0 1 10 4 15
‘ valor-p = 0.736 \

Tabla XIl. Expresion de CCR7 en linfonodo segln presencia/ ausencia de recidiva.

La distribucion de los pacientes segun el diametro del tumor (variable T
(TNM)) se muestra en el grafico N° 2.

Gréfico N°2. Distribucion segun T (TNM).
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Se aprecia que del total de 40 pacientes que tuvieron una expresion moderada
de la molécula CCR7, un 38% de ellas pertenecen a un tumor mayor a 4 cm, un 33%
a un tumor invasor y un 28% menor o igual a 4 cm pero mayor a 2 cm. En las
muestras que presentaron una expresion Fuerte, el 60% de ellas pertenece a
centimetros mayores a 4 cm. Ademas cabe mencionar que la mayoria de las
muestras pertenecen a tumores mayores a 4 cm. De acuerdo a la expresion en
linfonodos, de las 10 muestras que presentaron una expresion moderada, el 50%
pertenece a tumores mayores a 4 cm. (Tabla XIII)

Tumor Primario Tumor LN
T(TNM) No Leve Moderado Fuerte | No Leve Moderado Fuerte
T1 3 3 1 i i i i i
(15%) (16%) (3%)
T2 6 5 11 1 i i 4 2
(30%) (26%) (28%) (20%) (40%) (50%)
T3 7 3 15 3 i i 5 i
(35%) (16%) (38%) (60%) (50%)
T4 4 8 13 1 i 1 1 2
(20%) (42%) (33%) (20%) (100%) (10%) (50%)
Total 20 19 40 5 0 1 10 4
valor-p = 0.405 valor-p = 0.606 \

Tabla XIll. Expresion de CCR7 en tumor primario y linfonodo segun tamafio tumoral (T de TNM).

En lo que respecta a la distribucién de los pacientes segun el estadio del
cancer, del total de pacientes, un 50% de ellos presentan un estadio de cancer IV
(40% IVA, 10% IVB), y el 60% de los pacientes presenta un estadio avanzado (l1I/IV).
Gréfico N° 3. Del 40% de los pacientes con Estadio IVA, un 53% de ellos ha
presentado una expresiéon Moderada de la molécula CCR7 en tumor primario. Cabe
mencionar que en los estadios primarios de cancer la expresion es mayormente Leve
0 no se ha expresado. (Tabla XIV) Ademas para la expresion de la molécula CCR7
en linfonodos, en los casos que se ha obtenido expresién, la mayoria ocurre en los
estadios avanzados del cancer (Tabla XV).

37



m
%)
Q
©
o
S
<
a1
o
X

Estadio 1 | —— 25%0

m
0
—
Q
=
o
[EnY
(e]
EY

Estadio del Cancer

Estadio | B 7%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
Porcentaje en relacion al total de 84 muestras

Gréfico N° 3. Distribucion de pacientes segun Estadio del Cancer.

Expresion CCR7 Tumor primario

Estadio No- Leve Moderado-Fuerte Total
15 6
1 (1-1) (18%) (7%) 21
24 39
2 (- 1V) (29%) (46%) 63
Total 39 45 84
valor-p = 0.008

Tabla XIV. Expresién de CCR7 en tumor primario seguin estadio clinico.

Expresion CCR7 LN

Estadio No Leve Moderado-Fuerte Total
20 0 1
1 (-1 (24%) (0%) (1%) 21
49 1 13
2 (- 1) (58%) (1%) (16%) 63
Total 69 1 14 84
‘ valor-p = 0.192 \

Tabla XV. Expresion de CCR7 en linfonodo segun estadio clinico

De los pacientes que han presentado metastasis linfonodal, un 64% de ellos
son pacientes que son adictos al tabaco o presentan tabaquismo, un 55% de ellos
son considerados pacientes con alcoholismo y un 53% de ellos tienen la condicién de
alcoholismo y tabaquismo a la vez.

Un 50% de los pacientes ha sobrevivido, de ellos un 53% ha presentado una
expresion moderada. (Tabla XVI)

38



Sobrevida

Expresion CCR7 Tumor primario Si No Total
No (2%3%/0) (219%) 20
Leve (13%) (2%5%/0) 19
Moderado (523/0) (4%3’?/0) 40
Fuerte (2%/0) (13%) 5
Total 42 42 84

valor-p = 0.347 \

Tabla XVI. Distribucién de Pacientes segln sobrevida y expresién de molécula CCR7 en tumor
primario.

Para determinar la dependencia entre las variables, se realizaron tablas de
contingencia. El criterio para decidir si existe dependencia o no, se realizd
observando el valor-p que es la probabilidad minima de equivocarse en tomar la
decision, se comparara con un nivel de significancia del 5%.

Al observar las posibles dependencias que pueda obtener la expresion de la
molécula CCR7 en tumor primario, se puede observar en la Tabla XVII, un resumen
con cuales variables existe independencia o no. La expresion de la molécula CCR7
en tumor primario muestra un comportamiento de dependencia con las siguientes
variables: N (TNM), Estadio tumoral y la expresion de CCR7 en linfonodos.

Variable CCRY7 Primario
T (TNM) No
N (TNM) No
Sobrevida No
Recidiva No
Estadio Si
CCR7 LN Si

Tabla XVII. Resumen de independencia de variables de interés con la expresién de molécula CCR7
en tumor primario.
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VII. DISCUSION

La base molecular de la migracion de células tumorales y la metastasis a
ganglios linfaticos no se entiende completamente, y puede ser debido al resultado de
la interaccion entre las células tumorales y un microambiente de apoyo. Son varios
los autores que sugieren que el CCR7 desempefia un papel importante en la
migracion, invasion y proliferacion celular de la metastasis del CECCyC y que
intentan explicar los mecanismos del proceso*?16:19:21:59.60

En nuestro estudio, del total de 84 biopsias seleccionadas de pacientes del
Hospital Carlos Van Buren de Valparaiso durante los afios 2005 a 2015, 38 muestras
(45%) presentaron metastasis linfonodal, semejante a lo descrito en los estudios de
Tsuzuki®® (50%) y Shang®’ (46%). Los datos clinico patolégicos de nuestra poblacién
se condicen con el perfil clasico establecido por la literatura para CECCyC, siendo
hombres entre 50-70 afios, fumadores y bebedores®****, La poblacién en estudio
mostro la mayor incidencia sobre los 50 afios de edad. Respecto a los factores de
riesgo clasicos evaluados en el estudio, éstos se encontraron en la mayoria de la
poblacion. Los pacientes fumadores correspondieron al 73,8% y los pacientes
alcohalicos fueron el 55,95%.

La localizacién mas frecuente del tumor en cavidad oral fue lengua (50%) y en
orofaringe fue amigdala (50%), lo cual también ha sido reportado en la literatura®. La
mayoria de los casos fueron diagnosticados en estadios avanzados, lo que también
ha sido reportado en la literatura y ha sido directamente asociado a una menor
sobrevida®?,

Dentro de los hallazgos principales, destacamos que en el total de muestras
de tumor primario estudiadas, el 76% expresé la molécula CCR7, mientras que un
24% las muestras no tuvieron expresion, mostrando que el CCR7 puede tener una
importancia en el comportamiento del cancer y su patogenia. De los pacientes que
tuvieron metastasis (n=38), un 13% no tuvo expresioén, mientras que un 87% tuvo
expresion positiva, sugiriendo que el posible papel de esta molécula sea en el
proceso de invasion y metastasis, ya que incluso se observé una mayor marcacion
en varios tumores en el frente de invasion comparado con lo observado en el centro
tumoral. Al medir la expresién de dicha molécula en linfonodos (n=15), hubo un 100%
con expresion positiva. En la literatura se sugiere gue la molécula CCR7 tiene un rol
en el desarrollo de metastasis linfonodal**1620:17196889.70 3 través de la quimio
atraccion de las células neoplasicas por las quimioquinas CCL19 y CCL21, cuyos
niveles se encuentran elevados en los linfonodos metastasicos que presentan
expresion positiva de CCR7%°. La interaccién de CCR7 y CCL19 promueve migracion
celular y adhesion en la metastasis del CECCyC via ERK1/2 y JNK, miembros de
MAPK, que no solo induce la migracion de células, sino también la velocidad de la
invasion®. Por lo tanto serian éstas células positivas para receptores de CCR7 las
gue tendrian una mayor facilidad de llegar al linfonodo al unirse a su ligando.

La expresion de CCR7 en tumor primario presenta asociaciones significativas
con estadio del tumor, y la expresién de CCR7 en linfonodo®®*""°. Por otra parte, en
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nuestro estudio se vio que existe una leve asociacion con metastasis linfonodal, pero
no es significativa ni implica una dependencia entre la metastasis linfonodal y la
expresion de CCR7 en tumor primario’®, poniendo en duda la hipétesis de que este
receptor tendria un papel importante en el potencial metastasico del tumor. Respecto
a esto ultimo, algunos autores mencionan que el receptor de quimioquinas CXCR4
est4d altamente expresado en CECCyC!'’ y sugieren que la interaccién entre
CXCR4 y su ligando CXCL12 juega un rol importante en la metastasis linfonodal*” y
que incluso podria estar alin mas comprometido que el eje CCR7/CCL21/CCL19%.
Por otro lado, Oliveira-Neto et al*®, mostraron que la densidad de células nodales
CCL19+ fue mayor en los ganglios linfaticos no metastdsicos y que estos mismos
ganglios linfaticos no metastasicos presentan una mayor densidad de linfocitos T
citotéxicos activados (CD8+/perforina+) que los ganglios linfaticos metastasicos. En
base a este hecho, se podria sugerir que la quimioquina CCL19 puede estar
contribuyendo no sélo en la progresion del cancer, sino también a la defensa del
huésped contra la progresion del cancer ya que los linfocitos T CD8+ expresan
receptor CCR7. Enfocar una investigacion en esta hipétesis podria significar un
avance para la terapia del cancer.

En nuestro estudio del total de pacientes, un 50% de ellos presentan un
estadio IV y el 60% de los pacientes presenta un estadio avanzado (I1/1V)**"7,
Cabe mencionar que en los estadios primarios de cancer la expresion de CCR7 es
mayormente leve o no se ha expresado, lo cual sugiere que existe una asociacion
lineal entre el estadio tumoral y la intensidad de la expresion de la molécula,
situacibn comprobada de forma significativa en nuestro estudio, cuya relacién
ademas demostré6 dependencia, por lo que se puede proponer que un tumor al
aumentar su agresividad, expresa en una mayor proporcién receptores de factores
quimiotacticos que los atraeran a lugares de metastasis.

Se aprecia que con T3 y T4 existe una mayor expresion de CCR7 en tumores
primarios, pero que no tienen una asociacion significativa, distinto a lo que ocurre en
los estudios de Tzusuki®®, Shang’’ y Oliveira-Neto®. Este dltimo menciona una
“relacion entre el CCR7 y el tamafio del tumor en CECCyC, ya que este receptor
puede estar involucrado en la proliferacion celular tumoral y supervivencia de las
células neoplasicas mediante la inhibicion de la apotosis™®, mecanismo que también
se intenta dilucidar en otros estudios®®*"1%®%’° en donde se describe la influencia
de la expresion de CCL19 y CCL21 sobre el tamafio del tumor, demostrando que
CCL19 ejerce un efecto antiapoptético y CCL21 induce el crecimiento de las células
tumorales mediante mecanismos paracrinos'®’t. Bajo estos descubrimientos el
CCRY7 ha sido reportado como un nuevo marcador de prediccion de metastasis y de
severidad en cancer al estar asociado a factores clinicos severos como tamafio de
tumor, invasion profunda, invasion linfatica y estadio TNM**?°, Toda esta literatura,
es un apoyo para postular a los receptores de quimioquinas como el CCR7 como
blanco de terapias futuras para el carcinoma espinocelular de cabeza y cuello, y
prevenir metastasis.

La sobrevida para los pacientes con CECCyC es solo el 30-40%, debido
principalmente a la presencia frecuente de metastasis en el momento del
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diagnéstico’®, por ello un objetivo urgente en oncologia de cabeza y cuello es
elaborar mejores herramientas para su terapéutica y uso clinico, ademas es
necesario una mejor comprension de las vias moleculares que median un patrén
anico de la invasion tumoral y metastasis para permitir el desarrollo de terapias
disefiadas para prevenir la diseminacién del tumor™. Asi es como en diversos
estudios se relaciona la expresion de CCR7 en CECCyC con una menor sobrevida a
causa de la enfermedad metastasica, dando a los niveles de CCR7 un cierto valor
prondstico para la metastasis ganglionar, asi como otros factores tales como el
comportamiento pro-invasivo, los que son importantes contribuyentes para que la
expresion de CCR?7 se relacione con la evolucién de la enfermedad’™. En nuestro
estudio se evalud la variable de sobrevida con respecto a la expresion de CCR7 en
tumor primario y linfonodal (CCR7 LN) la que sigue la distribucion mostrada en las
tablas de resultados (tablas sobrevida XIX, XX) con expresion en las categorias leve,
moderado, fuerte y no expresion. La expresiéon de la molécula CCR7 en tumor
primario y linfonodo con la variable sobrevida no muestran correlacion significativa
directa, sin embargo si la demostré con presencia de metastasis linfonodal, lo que si
esta asociado a sobrevida.

Tsuzuki'® estudi6 muestras de CEC bucal y orofaringeo de 90 pacientes,
encontrando asociacion entre la expresion de CCR7 y factores clinico-patolégicos
como la tasa de sobrevida de los pacientes. La incidencia para la tasa de sobrevida
fue estadisticamente significativa, asociando CCR7 y menor tasa de sobrevida en el
tiempo. El riesgo relativo entre CCR7 y muerte fue de 2.872 comparando CCR7
negativo (-) y positivo (+), ademas la expresion de CCR7 también fue significativa
como un indicador pronéstico independiente de la supervivencia global. EIl riesgo
relativo de muerte fue la relacion de 2.723 para CEC con CCR7 de expresion positiva
comparada con la expresion negativa de CCR7. En nuestro estudio no se encontrd
asociacion con sobrevida, sin embargo falté realizar analisis estadisticos mas
adecuados.

En cuanto a la expresion de CCR7 y recidiva, se puede destacar que el 69%
de los tumores primarios que recidivaron tuvieron una expresion moderada, por otro
lado la expresion de CCR7 en linfonodos con recidiva fue 100% entre moderada y
fuerte (33% y 66% respectivamente). CCR7 fu expresado tanto en tumores con
recidiva y sin recidiva, por lo tanto se concluye que la recidiva no esta asociada a la
expresion de la proteina, sino a otros factores como pueden ser los bordes
comprometidos y estadio tumoral.
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VIIl. CONCLUSION

1. La expresion Inmunohistoquimica de CCR7 en tumor primario se asocia con la
expresion de CCR7 en linfonodos de pacientes con metastasis.

2. La expresion Inmunohistoquimica de CCR7 en tumor primario presenta una
asociacion significativa con el estadio tumoral, lo que implica que mientras
mayor es la expresion de CCR7 (moderado a fuerte), mas avanzado es el
estadio tumoral (llI-1V).

3. Con los andlisis realizados no se pudo comprobar una asociacion significativa
entre la expresion Inmunohistoquimica de CCR7 en tumor primario con
sobrevida ni recidiva, asi mismo no se pudo comprobar una asociacion
significativa con la expresion inmunohistoquimica de CCR7 LN con recidiva.

4. La expresion Inmunohistoquimica de la molécula CCR7 en tumor primario

muestra leve asociacion con metastasis linfonodal. Sin embargo estos
resultados no son significativos estadisticamente.
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IX. SUGERENCIAS

En los estudios analizados para el desarrollo de esta investigacion, se ha
indagado mediante diversos métodos, la expresion Inmunohistoquimica de CCR7 en
tumor primario y linfonodos. Sin embargo, son pocos los que categorizan esta
expresion en cuanto a intensidad, como lo realizamos en este estudio, lo cual nos
entrega informacién mas detallada de la relaciébn que existe entre la expresion de la
molécula con las variables clinicopatoldgicas de los pacientes. A pesar de ello, al ser
una variable cualitativa, se ve dificultado el andlisis estadistico posterior para
establecer diferencias significativas. Se plantea la sugerencia de indagar no solo en
la expresién de la molécula CCR7 mediante variables cualitativas, sino también
cuantificar estas variables. Ademas seria interesante estudiar una posible mutacion
en la estructura de CCR7 y que esto esté estrechamente relacionado con el rol que
cumple en el desarrollo del cancer, ademéas de asociarlo con otras moléculas que
estén relacionadas y las interacciones entre estas y el organismo en el desarrollo del
cancer, de modo de contribuir con las investigaciones existentes y lograr dilucidar
nuevas formas de tratamiento.
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X. RESUMEN

Introduccion: El CECCy C esta asociado a un alto grado de invasion local y una alta
incidencia de metéastasis linfonodal regional. Las quimioquinas CCL19 y CCL21
actian como ligandos del CCR7. La expresion de CCR7 en las células cancerosas
parece estar relacionada con la capacidad de las células tumorales para establecer
metéstasis en los ganglios linfaticos.

Objetivo general: Evaluar y comparar la expresion inmunohistoquimica de CCR7 en
tumores primarios y linfonodos metastasicos de pacientes con CECCyC con y sin
metastasis linfonodal.

Hipodtesis: Hay una diferencia en la expresion inmunohistoquimica de CCR7 entre
tumores primarios y linfonodos metastasicos de pacientes con CECCyC, con y sin
metastasis linfonodal.

Materiales y métodos: Se analizaron muestras de biopsias de 84 pacientes del
Hospital Carlos Van Buren de Valparaiso con diagnéstico de CECCyC, con y sin
metastasis a linfonodos, entre los afios 2005 y 2015. Las muestras corresponden a
tejidos parafinizados las cuales son tefiidas con H&E y evaluadas en microscopio de
luz para analizar zonas ricas en ceélulas tumorales, posteriormente se afiade el
anticuerpo anti-CCR7 policlonal el cual es detectado con el sistema EnVision.

Resultados: 48% de las muestras han tenido una expresibn moderada de la
molécula CCR7. 34 muestras (40%) con localizacién tumoral en cavidad oral. En las
muestras de linfonodos, de los 15 casos, hubo 8 casos con expresion moderada de
CCR7 cuando la expresion de CCR7 también es moderada en tumor primario.

Conclusiones: La expresion IHQ de CCR7 en tumor primario se asocia con la
expresion de CCR7 en LN de pacientes con metastasis.
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ANEXOS

Anexo 1: Carta Gantt

"EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE CCR7 EN TUMOR PRIMARIO Y METASTASIS
LINFONODAL REGIONAL DE CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CABEZA Y CUELLO"
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