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Introduccion

1.1. Hipoxia y cancer

El oxigeno es una molécula esencial para la supervivencia, y su carencia es
incompatible con la vida. Actia como sustrato final aceptor de electrones en la cadena
respiratoria mitocondrial, haciendo posible la sintesis de adenosina trifosfato (ATP) por
fosforilacion oxidativa. Por lo tanto, descensos en la concentracion intracelular de oxigeno,
incluso de caracter transitorio, pueden ocasionar dafios celulares irreversibles. La disminucion
de la presion parcial de oxigeno —hipoxia- es un fendmeno poco habitual en los tejidos
normales, pero aparece con frecuencia durante el desarrollo tumoral. El aumento progresivo y
descontrolado de la masa celular del tumor conlleva una disminucioén del aporte de oxigeno y
nutrientes a las células que forman parte del mismo. Ademas, aunque el desarrollo tumoral se
acompafia de la formacion de nuevos vasos sanguineos (neoangiogénesis), €stos son
aberrantes y a menudo presentan flujos insuficientes'. Asi, las concentraciones de oxigeno en
el interior de la masa tumoral son muy variables, de modo que con frecuencia se detectan
zonas pobremente oxigenadas con presiones parciales de oxigeno menores de 5 mmHg (que
corresponden a concentraciones de oxigeno del 0,7%), mientras que los tejidos normales
presentan presiones parciales comprendidas entre 24 y 66 mmHg (lo que corresponde a
concentraciones del 3,1% y el 8,7% respectivamente)”. En estas condiciones, las células
tumorales han de sufrir diversos cambios adaptativos que les permitan no s6lo sobrevivir, sino
también proliferar.

La exposicion cronica a hipoxia induce profundas modificaciones en los patrones de
expresion génica celular, lo que se traduce en cambios bioquimicos y tisulares que permiten
reducir las necesidades celulares de oxigeno, y que incrementan el suministro de esta
molécula a los tejidos hipdxicos. Entre estas modificaciones se encuentran cambios en el
metabolismo oxidativo, en los procesos de muerte celular programada (apoptosis),
proliferacion y migracion celular, asi como en los mecanismos de angiogénesis. De este
modo, varias de las rutas implicadas en la adaptacion celular a la hipoxia, se solapan con las
vias de sefializacion consideradas pro-oncogénicas.

Las primeras observaciones que llevaron a pensar que los carcinomas epidermoides de

cabeza y cuello podian ser tejidos hipoxicos surgieron del estudio histolégico de las muestras



tumorales. En estos analisis se observo que la vascularizacion aparentemente caotica, y la
presencia de necrosis, eran fenomenos frecuentes en estos tumores. Posteriormente, mediante
la aplicacion directa de electrodos en el espesor de la masa tumoral, y el empleo de farmacos
capaces de modificar su estado redox en funcion del grado de oxigenacion tisular®, se pudo
confirmar de forma fehaciente la presencia de areas hipdxicas en el interior de los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello.

La hipoxia intratumoral comenz6 a despertar el interés de los investigadores debido a
sus efectos sobre la respuesta de las células tumorales a la radioterapia. La eficacia de la
radioterapia se basa en la produccion de radicales libres de oxigeno, pues son éstos los
principales mediadores de sus efectos nocivos, a través de la oxidacion de lipidos, proteinas y
ADN. En ausencia de oxigeno, los radicales inducidos por las radiaciones ionizantes en estas
moléculas (lipidos, proteinas y dacidos nucleicos) pueden ser facilmente neutralizados
mediante la donacién de hidrogenos (fundamentalmente desde grupos sulfhidrilo no
proteicos). Por el contrario, cuando los tejidos estan bien oxigenados, se produce tal cantidad
de radicales libres que no pueden ser neutralizados. Asi, una misma dosis de radioterapia, serd
mas eficaz cuando se administra sobre un tejido bien perfundido, pues generara una mayor
cantidad de dafios en el ADN. Por el contrario, en un tejido hipoxico los dafos inducidos
seran sensiblemente menores™*. La presencia de una pequefia fraccion de células hipoxicas, y
por lo tanto radioresistentes, es capaz de condicionar la respuesta del tumor a la radioterapia,
pues estas sufriran una seleccion positiva durante el tratamiento.

Como en el caso de la radioterapia, las células tumorales hipdxicas presentan
resistencias a una gran variedad de agentes citotoxicos. Este fenomeno se puede justificar por
varias razones. En primer lugar, las células hipoxicas se encuentran mas alejadas de los vasos
sanguineos, y por lo tanto estdn expuestas a concentraciones inferiores de los farmacos
administrados por via sistémica. Las limitaciones en la difusion a través de la matriz
extracelular y la captacion de las drogas por parte de las células bien perfundidas, justifican la
menor concentracion de farmacos hallada en las zonas hipoxicas’. Por otro lado, es un hecho
conocido que la hipoxia cronica puede inhibir el ciclo celular®. Puesto que la mayoria de los
farmacos citotoxicos actuales son mas efectivos sobre las células que estan proliferando, las
c¢lulas hipoxicas resultan ser menos sensibles a la quimioterapia convencional que las células
de las zonas bien perfundidas. Del mismo modo, la actividad de algunos agentes citotoxicos

(como es el caso de la bleomicina) se ve potenciada por la presencia de oxigeno el cual, como



Introduccion

ocurre en el caso de la radioterapia, incrementa los dafios inducidos en el ADN por estos
farmacos. Por ultimo, la hipoxia tiene como consecuencia la sobre-expresion de genes
capaces de conferir resistencia a drogas, como es el caso de la glucoproteina P, proteina capaz
de bombear fuera de la célula diversos agentes anti-tumorales’. El conjunto de estos factores
hace que los tejidos hipoxicos sean menos sensibles a los firmacos citotoxicos que sus
homologos mejor oxigenados.

Independientemente de la resistencia a la radioterapia y a la quimioterapia, los tumores
pobremente oxigenados manifiestan un comportamiento mas agresivo que aquellos bien
prefundidos. La presencia de bajas presiones parciales de oxigeno dentro del tumor tiene
como consecuencia la seleccion de células con fenotipos tumorales mas agresivos, con tasas
de mutacion mds altas y mayor potencial metastasico. En concreto, la hipoxia se ha asociado
con un peor prondstico y con un aumento del riesgo de metastasis en pacientes con

8,9

. . . , . 1 11
carcinomas epidermoides de cérvix®’, sarcomas de partes blandas'®, neuroblastomas'', y

también en el caso de pacientes con cancer de mama'*",

El papel de las bajas presiones parciales de oxigeno en pacientes con carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello fue destacado por primera vez en 1996 por Nordsmark y
colaboradores'*. Estos autores pusieron de manifiesto, que los pacientes con carcinomas
pobremente oxigenados tenian una menor supervivencia. Sus resultados fueron confirmados

. - 15,16,17,18,19,20
posteriormente en numerosos estudios ~*

, en los cuales se mostraba que aquellos
tumores con presiones parciales de oxigeno menores de 10 mmHg presentaban un peor
prondstico. Sin embargo, en ninguno de estos estudios el tratamiento del tumor primario se
hizo mediante cirugia, pues las distintas modalidades terapéuticas evaluadas empleaban la
radioterapia como tratamiento del tumor primario, bien administrada de forma aislada, o en

combinacién con quimioterapia.

1.2. Rutas celulares implicadas en el reconocimiento del ambiente hipoxico y en la

respuesta al mismo

El factor de transcripcion HIF (“Hypoxia Inducible Factor”), identificado en 1995 por

21,22

Semenza y colaboradores” >, parece ser el complejo molecular clave en la respuesta celular a

la hipoxia, habiéndose concentrado sobre ¢l la mayor parte de la investigacion relativa a la



misma. No obstante, existen otros factores de transcripcion activados en condiciones de bajas
presiones parciales de oxigeno. Estos serian los responsables de la transcripcion de diversos
genes cuya expresion se ha demostrado dependiente de hipoxia, pero independiente de HIF®.
Entre estos factores de transcripcion destacan CREB*, AP-1% o NF-kp*°. Sin embargo,
persisten multiples incognitas sobre sus mecanismos de regulacion en condiciones de hipoxia.
Otro factor de transcripcién inducido en hipoxia es MTF1?, algunos de cuyos genes diana
codifican proteinas (como es el caso de PIGF) que podrian actuar de forma sinérgica con
VEGF, promoviendo la angiogénesis™.

Los monocitos, los macréfagos y las células musculares lisas de las paredes vasculares
parecen responder a la hipoxia aumentando la expresion de EGR-1. Esta proteina tendria
como consecuencia la sobre-expresion en la superficie de estas células de una molécula
denominada TF, responsable de favorecer la formacion de un depdsito intravascular de
fibrina. Este deposito terminaria conduciendo a la formacién de codgulos sanguineos® ™.
Estos hallazgos estan de acuerdo con el estado de hipercoagulabilidad que con frecuencia
presentan los pacientes afectos de tumores malignos.

A pesar de la activacion de estas proteinas en condiciones de hipoxia, la principal
molécula implicada en la homeostasis del oxigeno parece ser HIF. Hasta la fecha, HIF es la
unica proteina conocida que responde de una forma especifica a la hipoxia, mientras que el
resto de los factores de transcripcion previamente descritos carecen de esta especificidad,
estando implicados en la regulacion de otros procesos fisioldgicos independientes del grado

de oxigenacion tisular.

1.3. Funcion y estructura del Factor Inducible por Hipoxia

El factor de transcripcion HIF es un heterodimero constituido por dos subunidades:
HIF-B (también conocida como ARNT o componente del receptor de hidrocarburos
aromaticos) que se expresa de forma constitutiva, y HIF-o, subunidad cuya expresion se

encuentra fuertemente regulada®'.

10



Introduccion

Los niveles de HIF-a en el interior de la célula estan condicionados por el balance
entre su sintesis (regulada por mecanismos independientes del oxigeno) y su degradacion
(condicionada fundamentalmente por los niveles de oxigeno intracelular), siendo este ultimo
el mecanismo fundamental a la hora de determinar los niveles intracelulares de HIF en
condiciones fisiologicas.

Se considera que, en condiciones de hipoxia, HIF podria transcribir entre un 1% y un
5% del conjunto de los genes humanos, habiéndose identificado mas de 80 genes sustratos
directos de HIF*'-**** (Figura 1). Algunos de estos genes resultan especialmente relevantes
para la progresion tumoral. En concreto, aquellos que codifican factores pro-angiogénicos,
transportadores de glucosa, enzimas glucoliticos, factores promotores de la invasividad
celular o genes que permiten a la célula sobrevivir independientemente de la presencia de
estimulos que desencadenarian la muerte celular programada. Por otro lado, experimentos in
vitro han demostrado que, en condiciones de hipoxia, HIF-lo. es capaz de inhibir el
crecimiento celular e inducir apoptosis®*. Asi, cuando una célula se ve sometida a bajas
presiones parciales de oxigeno, HIF-1a no sélo estimularia la angiogénesis y la glucolisis
anaerobia, para mantener los niveles intracelulares de ATP, sino que también inhibiria la
proliferacion celular y frenaria los mecanismos implicados en la reparacién del ADN?®, como
medidas para evitar consumos innecesarios de energia.

La actividad transcripcional de HIF va a condicionar la expresion de un conjunto de
genes distinto dependiendo del tipo celular analizado. Si bien algunos genes sustrato de HIF,
como VEGEF, son inducidos por hipoxia en la mayoria de las estirpes celulares, la gran parte
de los genes diana de HIF se inducen de una manera especifica segun el tipo celular. Esta
variabilidad funcional es debida a la interaccion de HIF con otros factores de transcripcion
presentes en un momento dado en una célula concreta®.

Se han identificado 3 isoformas de HIF-a capaces de formar heterodimeros con HIF-
B, denominadas HIF—loczl’zz, HIF-2¢,*7-38:39:40 (también conocido como EPAS1, HRF 6 HLF)
y HIF-3a*'. Los heterodimeros constituidos tanto por HIF-1a. como por HIF-2a. con HIF-
(denominados HIF-1 y HIF-2 respectivamente) se solapan en algunas de sus funciones. Sin
embargo, ambos parecen jugar papeles diferentes en la respuesta celular al estrés,
respondiendo ante estimulos distintos, predominando uno u otro segun la estirpe celular, y

presentando genes diana especificos de cada uno*>***.
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Figura 1. Genes regulados por HIF-1. En la Figura se muestran algunos de los numerosos genes descritos hasta
la fecha, cuya regulacion por hipoxia se atribuye a la accion de la familia de factores de transcripcion HIF.
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La heterodimerizacion de HIF-lao con HIF- parece ser necesaria para la
estabilizacion del primero en el compartimento nuclear, adquiriendo una configuracion
espacial que le hace mas resistente a la digestion proteolitica®®.

HIF-3oc se une a HIF-B para constituir un heterodimero, cuya actividad
transcripcional es cuantitativamente inferior a la de HIF-1 o HIF-2, pues HIF-3a carece,
como veremos en el apartado siguiente, de uno de los 2 dominios necesarios para la
transcripcion. De este modo, HIF-3a se comportaria como un inhibidor de HIF-1a, pues
ambos compiten por la union a HIF-. EIl ARN mensajero de HIF-3a., a través de mecanismos
de maduracion diferencial, da lugar a diferentes variantes de la proteina, la mayoria de las
cuales carecen de actividad transcripcional. Asi, la sobre-expresion de HIF-3a y
fundamentalmente la de sus variantes, actuaria como un mecanismo de retroalimentacion
negativo, puesto que el aumento de sus niveles en condiciones de hipoxia, evitaria un exceso
de actividad de HIF-la ¥’ . En el epitelio corneal, HIF-3a. contribuiria a inhibir la
angiogénesis, consiguiendo asi mantener el fenotipo avascular de la cornea®.

HIF-1 reconoce como sustratos a aquellos genes que presentan en su region promotora
secuencias denominadas HRE (“Hipoxia Response Elements”). Los HRE constan de dos o
mas secuencias de unién a HIF, llamadas HBS (“HIF Binding Site”) (5-RCGTG-3"). En
varios genes sensibles a oxigeno, se ha identificado otra secuencia proxima a HBS,
denominada HAS (Hypoxia Ancillary Sequence). HAS es un palindromo invertido de HBS y
parece ser necesario para la regulacion de estos genes en hipoxia®. Ademas, la actividad
transcripcional de HIF aumenta por la presencia de dos o mas HREs préximos entre si. En la
Tabla 1 se muestran algunos de los HREs y HAS descritos para genes regulados por HIF.

Los experimentos con ratones genéticamente modificados parecen indicar que HIF-1
es un elemento fundamental, e imprescindible, para la organogénesis. La carencia de HIF-1
resulta letal durante las fases iniciales del desarrollo embrionario, tanto si los ratones son

50,51 - 52
*>" como si carecen de HIF->~~.

deficientes en la subunidad 1o

Las severas anomalias en el desarrollo vascular y cardiaco conducen a la muerte del
embrion en torno al décimo dia de desarrollo. Sorprendentemente, los embriones deficientes
en HIF-1 siguen siendo capaces de producir VEGF. En esta linea, Helton y colaboradores®
pusieron de manifiesto, mediante el empleo de ratones en cuyos cerebros la expresion de HIF-

1 se perdia en las fases finales de su desarrollo, que un gran porcentaje de genes clasicamente
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transcritos por HIF-1, como es el caso de VEGF, pueden ser inducidos en condiciones de

hipoxia atin en ausencia de HIF-1.

Tabla 1. Estructura de los elementos de respuesta a hipoxia (HRE) de algunos genes.

GENES HRE HAS
VEGF 5-CATACGTGGGCTCCAACAGGTCCT-3" CAGGT
EPO 5-CCTACGTGCTGTCTCACACAGCCT-3" CACAG
ALDA 5-GGGATGTGGTCCGAGTCACGTCCG-3" CACAT
ENO-1 5-CGCACGTGGCCCCGGACACGCAGC-3 CACGC
LDHA 5-CACACGTGGGTTCCCGCACGTCCG-3" CACGT
GLUT-1 5'-CAGGCGTGCCGTCTGACACGCATC-3 CACGC
PGK1 5-GACGTGACAAACGAAGCCGCACGTC-3 CACGT

1.3.1. Dominios proteicos de HIF-1a

Las diversas isoformas de HIF-o pertenecen a la super-familia de factores de
transcripcion con dominios bHLH-PAS, (dominio basico hélice-lazo-hélice, con una
secuencia auxiliar de dimerizacién conocida como domino PAS, acrénimo que responde a las
iniciales de las 3 primeras proteinas en las cuales fue descrito). Estos dominios median
procesos de dimerizacidn proteica y de union al ADN. El extremo carboxilo del dominio PAS
y el dominio basico de HIF son necesarios para la union al ADN. Para el proceso de
dimerizacién son precisos tanto el dominio bHLH, como el extremo amino terminal de PAS>*
(Figura 2). Las proteinas de la familia de factores de transcripcion con dominios bHLH-PAS
han sido implicadas en multiples funciones como son la metabolizacion de productos
toxicos™, el control de los ritmos circadianos®® o de los procesos de diferenciacién tisular
durante el desarrollo embrionario®’. HIF-1o y HIF-2a son proteinas analogas en organizacion
genOmica y estructura terciaria, mientras que HIF-3a presenta menor grado de homologia con

HIF-1a y HIF-2a .
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HIF-1a lleva a cabo su actividad transcripcional a través de dos dominios,
denominados dominios de transactivacion (TAD’s), uno el amino terminal (TAD-N,
aminoacidos 531 a 575), y otro el carboxilo terminal (TAD-C, aminoacidos 786 a 826)

(Figura 2).

R -

Figura 2. Dominios proteicos de HIF-1a. Se representan los dominios de HIF-1a, asi como los aminoacidos
fundamentales en la regulacion dependiente de oxigeno de la proteina. Se muestran las interacciones con HIF-f3,
las zonas de union al ADN, y los dominios implicados en la actividad transcripcional. bHLH: dominio bésico
hélice-lazo-hélice. PAS: dominio auxiliar de dimerizacion. TAD-N: dominio de transactivacion amino terminal.
TAD-C: domino de transactivacion carboxilo terminal. P402 y P564: Prolinas en posiciones 402 y 564. K: 532:
Lisina en posicion 532. N803: Asparragina en posicion 803.

Estos dominios, ademas de ser fundamentales para la interaccion de la proteina con
co-activadores de la transcripcion como CBP/p300 (HIF-3a carece de dominio TAD-C),
contienen aminoacidos fundamentales para los procesos de estabilizacion y regulacion de la
actividad transcripcional de la proteina bajo condiciones de hipoxia ** , mediante
fosforilaciones, acetilaciones y modificaciones en el estado redox. Estos aminoacidos son las
prolinas en posiciones 402 y 564, la lisina en posicioén 532, y la asparragina en posicion 803.
El dominio de degradacion dependiente de oxigeno (ODD, aminoacidos 401 a 608), se solapa
en parte con el TAD-N y, como su nombre indica, contiene aminoacidos esenciales para la

regulacion post-transcripcional de HIF-1o. dependiente de oxigeno™.
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1.4. Mecanismos de regulacion de HIF-1a

Como hemos indicado anteriormente, los niveles intracelulares de HIF-lo estan
condicionados fundamentalmente por un mecanismo de regulacién post-traduccional
dependiente de la concentracion intracelular de oxigeno. Sin embargo, otros mecanismos, no
relacionados con el grado de oxigenacidn tisular, contribuyen, en menor medida, al control de

los niveles de la proteina en el interior de las células.

1.4.1. Regulacién independiente de la concentracion intracelular de oxigeno

La regulacién de HIF-1a independiente de la concentracion intracelular de oxigeno se
lleva a cabo fundamentalmente a nivel de la sintesis proteica. Las principales vias de
sefalizacion intracelular responsables de la transduccion de sefiales de supervivencia y
proliferacion celular, también inducen la sintesis proteica de HIF-1a. Este hecho no resulta
sorprendente si tenemos en cuenta que cuanto mayor sea el numero de células presentes en un
tejido, mayor sera el consumo de oxigeno por parte del mismo.

El incremento en los niveles de HIF-1a, mediante el aumento de su sintesis, permite a
las células que se estan multiplicando mantener la homeostasis en sus niveles de oxigeno. El
aumento de la angiogénesis, o la potenciacion de la glucoélisis anaerdbica como fuente de
ATP, en detrimento del metabolismo oxidativo, son algunas de las consecuencias derivadas

60-61.62 'Estas estrategias hacen que las células obtengan

del aumento en la sintesis de HIF-1a
un mayor aporte de oxigeno, al tiempo que lo utilizan de forma mas eficaz, permitiéndoles asi
seguir proliferando.

Los factores de crecimiento, asi como diversas citoquinas y otras moléculas de
sefalizacion, estimulan la sintesis de HIF-1a mediante la activacion de las rutas de la PI3K o
de la MAPK %-%4:63-66-67 (Ejgyra 3). Estas rutas son responsables de la regulacion de la

traduccion de varias docenas de ARN mensajeros, estando en parte condicionada la

traduccion de uno u otro por el tipo celular en el que la activacion de estas vias tenga
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lugar®®®. Las alteraciones moleculares en estas rutas, debidas por ejemplo a mutaciones tanto
en proto-oncogenes, como en genes supresores de tumores, pueden conducir, por diversos

mecanismos, a un aumento de la actividad de HIF-1 (Tabla 2).

Factor de crecimiento

Receptor

Tirosin-Kinasa

Sintesis proteina

HIFA o

N

Transcripcién

Figura 3. Regulacion de la traduccion de HIF-1a. La activacion de las cascadas de sefalizacion intracelular
mediadas por PI3K o RAS conlleva un aumento de la traduccion de varios ARN’s mensajeros, entre los que se
encuentra el de HIF-1a (modificado de Nat Rev Cancer 2003;3:721-32).
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Tabla 2. Alteraciones genéticas capaces de aumentar la actividad de HIF-1.

Alteracion tumoral Mecanismo de induccién de HIF-1aa | Referencias
Pérdida de funcion de pVHL Disminucion de la ubiquitinizacion 69
Pérdida de funcion de PTEN Aumento de la sintesis 66,67
Activacion ruta PI3K-AKT-mTOR | Aumento de la sintesis 65,66
Activacion ruta MEK-ERK Aumento de la sintesis 63
Activacion ruta ERBB2 Aumento de la sintesis 65
Activacion ruta EGFR Aumento de la sintesis 66
Activacion ruta IGFIR Aumento de la sintesis 63
Activacion ruta PGE2 Aumento de la sintesis 64,70
Aumento de actividad de SRC Aumento de la sintesis 62
Pérdida de funcion de ARF Menor secuestro nucleolar 71
Sobre-expresion de BCL2 Desconocido 72

Este aumento de actividad conlleva un fenémeno de retroalimentacion positiva, pues
varios factores de crecimiento, fundamentalmente IGF-2, y TGF-a son al mismo tiempo
genes sustrato de HIF-172-74:75 Asi, un aumento de la actividad de HIF-1, inducira un
incremento en la transcripcion de estos factores de crecimiento que, actuando de un modo
autocrino (Figura 4), desencadenarian la cascada de sefializacion que tiene como
consecuencia tanto una estimulacion de la proliferacion y de la supervivencia celular, como
un aumento en la sintesis de HIF-1a, cerrando asi un circulo potencialmente crucial para el
desarrollo tumoral.

Como hemos comentado previamente, la heterodimerizacion de HIF-1ow con HIF-J,
contribuye a la estabilizacion del primero, haciéndolo mdas resistente a la digestion
proteolitica. En esta linea, la activacion de la ruta PI3K/AKT, no sélo conlleva, como ya
hemos visto, un aumento de la sintesis de HIF-1a, sino que AKT puede fosforilar HIF-J3,
incrementando asi su afinidad por HIF-la. y por lo tanto aumentando su actividad

transcripcional.

18



Introduccion

Figura 4. Regulacion autocrina de HIF-lo. En condiciones de hipoxia, el incremento de HIF-1 tiene como
consecuencia la transcripcion de varios genes, entre los que se encuentran IGF-2 o TGF-a, genes cuya actividad

conduce a un aumento de la traduccion de HIF-1a., contribuyendo asi al aumento de la concentracion intracelular
de HIF-1a (modificado de Nat Rev Cancer 2003;3:721-32).
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1.4.2. Regulaciéon dependiente de la concentracion intracelular de oxigeno

La disminucién de la concentracion de oxigeno en el interior de las células induce una
respuesta adaptativa a la nueva situacién, mediada fundamentalmente por la actividad
transcripcional de HIF. El aumento de la concentracion de HIF-o. que se produce en
condiciones de hipoxia depende de un mecanismo de regulacion post-traduccional. Esta
regulacion dependiente de la oxigenacion tisular se basa principalmente en la hidroxilacion de
residuos concretos de prolina y asparragina, tanto en HIF-lao como en HIF-2a. Tres prolil
hidroxilasas, conocidas como HPH 1, 2, 3 (6 PHD 3, 2, 1, respectivamente) resultan

176-77-78 Estas enzimas son

fundamentales en este proceso de regulacion post-traducciona
responsables de catalizar la reaccion por la cual, en presencia de oxigeno molecular, i6n
ferroso y a-cetoglutarato, HIF-1aw es hidroxilado en sus residuos de prolina 402 y 564

(localizados en el dominio ODD), en la misma reaccidn en la que se genera succinato (Figura

5).

Degradacion Ubiquitinacion
o o° Em
5 »
Normoxia
' ' ' TPa
bHLH PAS i

ey

Hipoxia @l‘ﬁf

Transcripcién

Figura 5. Regulacion dependiente del oxigeno de HIF-la. Se muestra el mecanismo de regulacion post-
traduccional dependiente de oxigeno. La actividad de las PHD's en normoxia conduce a la hidroxilacion de las
prolinas 402 y 564 de HIF-1a, lo que marca a la proteina para su interaccion con VHL y su ubiquitinizacion y
posterior degradacion en el proteasoma. Esta interaccion proteina-proteina se incrementa por accion de la
acetilasa ARDI1 que acetila la lisina en posicion 532. En hipoxia la inhibicion de la actividad asparraginil
hidroxilasa de FIH-1 bloquea la hidroxilacion, que del residuo de asparragina 803, lo que permite la interaccion
de HIF-1a con el coactivador de la transcripcion p300/CBP.
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HIF-1a asi hidroxilado interacciona, mediante la formacion de puentes de hidrogeno,
con la proteina von Hippel-Lindau (VHL)"-*-*"-¥* 13 cual forma parte, junto con ELB, ELC,
CUL2 y RBXI1, de un complejo proteico (E3 ubiquitin-protein ligasa) responsable de la
ubiquitinizacion de HIF-1a y por tanto de su degradacién en el proteasoma de 26S*-*.

En condiciones fisioldgicas, el oxigeno molecular actia como sustrato limitante de
esta reaccion de hidroxilacion, proporcionando asi un mecanismo dependiente de oxigeno

para la regulacién de los niveles de HIF-10.*>%

. En hipoxia, la falta de sustrato disminuye la
actividad de las PHD's, con lo cual HIF-1a permanece estable, pudiendo asi transcribir sus
genes diana. La hipoxia, no solo es capaz de impedir la actividad enzimatica de las PHD's
debido a la falta de sustrato, sino que a través del complejo E3-ligasa Siah2®’ disminuye las
concentraciones intracelulares de las PHD’s, reduciendo asi la modificacion post-
transcripcional de HIF-1a. La actividad de las PHD’s y su respuesta a la hipoxia va a ser
distinta segun el tipo celular concreto que estemos estudiando. La gran plasticidad y
capacidad adaptativa de este sistema se ve incrementada por la posibilidad de llevar a cabo
una maduracién diferencial del ARN mensajero de las PHD's®, dando lugar, a partir de un
mismo gen, a proteinas diferentes.

La acetilacion de HIF-la en la lisina 532 por la acetiltransferasa ARDI, parece
aumentar su afinidad por la proteina de VHL favoreciendo asi su ubiquitinizacion y posterior
degradacion® . Sin embargo, estudios recientes han cuestionado estos datos, poniendo en
entredicho el papel de ARD1 en la regulacion post-traduccional de HIF-1a *°.

En condiciones de adecuada oxigenacion celular otra proteina contribuye al bloqueo
funcional de HIF-1a, se trata de FIH-1°". En presencia de oxigeno, FIH-1 hidroxila a HIF-1a
en el residuo de asparragina localizado en la posicion 803 (el cual forma parte del dominio
TAD-C). El factor limitante de esta hidroxilacion es de nuevo el oxigeno molecular. Asi, en
normoxia la asparragina 803 se encuentra hidroxilada, quedando bloqueada la interaccion de
HIF-1la con sus co-activadores p300 y CBP°****** (Figura 5). Esta interaccién es necesaria
para que HIF-1a pueda llevar a cabo de una manera adecuada su actividad transcripcional.

Recientemente, Back y colaboradores > han implicado una nueva proteina,
denominada OS-9, en el proceso de regulacion post-transcripcional de HIF-1a. Este hallazgo
contribuye a aportar luz sobre la gran complejidad de los mecanismos implicados en la
regulacion de HIF-1a, afiadiendo nuevas proteinas a las ya conocidas PHD’s, FIH, ARDI,

pVHL, proto-oncogenes y genes supresores de tumores, dando lugar asi a un amplio
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repertorio de mecanismos, capaces de modificar los umbrales de respuesta celular a los
cambios en las presiones parciales de oxigeno. OS-9 es una proteina identificada en 1996°°
que se expresa de forma ubicua en nuestros tejidos y cuyas funciones siguen siendo
desconocidas. Baek y colaboradores han demostrado que OS-9 es capaz de formar un
complejo proteico con HIF-1a, y PHD2 6 PHD3, promoviendo la hidroxilacion de HIF y por
lo tanto su degradacion. Curiosamente, OS-9 se ha encontrado sobre-expresado en células
tumorales, dato que contrasta con la caracteristica sobre-expresion de HIF-1a de multiples
tumores humanos. OS-9 podria también jugar un importante papel en el transporte intracelular
de HIF-1a, pues trabajos previos han implicado a OS-9 en el transporte de proteinas entre el
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi®’.

Durante mucho tiempo se ha sefialado a la mitocondria como organulo implicado en la
regulacion dependiente de oxigeno de HIF-1a. En condiciones de hipoxia, en la mitocondria
se produce un aumento en la génesis de radicales libres del oxigeno, los cuales serian capaces
de estabilizar HIF-1a."®. Esta hipétesis se ve reforzada por el hecho de que el a-cetoglutarato,
uno de los sustratos de la reaccion en la cual HIF-1la es hidroxilado por las PHD, es
sintetizado a nivel mitocondrial. El papel de la mitocondria como mediadora de la respuesta

celular a la hipoxia, controvertido durante largo tiempo”” "'

, parece haber sido recientemente
confirmado'*""'%*'%- Asi pues, la mitocondria actuaria como sensor intracelular de los niveles
de oxigeno y mediante la generacion y posterior liberacion hacia el citosol de radicales libres
del oxigeno, contribuiria a la estabilizacioén tanto de HIF-1a como de HIF-2a..

Recientemente, una nueva molécula se ha afiadido a la ya compleja lista de proteinas
implicadas en la regulacion dependiente de oxigeno de HIF-1a, se trata del 6xido nitrico. Esta
molécula es capaz de favorecer la acumulacion de HIF-la en normoxia, al tiempo que
promueve su degradacion en condiciones de hipoxia. Elevadas concentraciones de ¢6xido
nitrico tienen como consecuencia la estabilizacion de HIF-lo, independientemente de la
concentracion de oxigeno molecular a la que una célula se vea expuesta. Esta estabilizacion

parece estar mediada por una acumulacion de radicales libres'™

. Por el contrario, en hipoxia,
la presencia de oxido nitrico tiene como consecuencia un aumento en la actividad de las
PHD’s, pues el 6xido nitrico inhibe la cadena de transporte de electrones mitocondrial, lo que
conlleva un aumento en la disponibilidad de los sustratos necesarios para la hidroxilacién de

105

HIF-1a (oxigeno molecular, i6n ferroso y a-cetoglutarato) . Por lo tanto, la acumulacion de

oxido nitrico en hipoxia aumentaria la actividad de las PHD's, las cuales marcarian a HIF-1a
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para su degradacion en el proteasoma independientemente del entorno hipodxico. Asi, una
célula sometida a condiciones de hipoxia no siempre ha de sobre-expresar HIF, pues la
presencia de moléculas como el 6xido nitrico pueden hacer que esta proteina sea digerida en

el proteasoma.

1.5. Funcion de HIF-1a en el desarrollo de los distintos tumores humanos

Los distintos tipos de tumores tienen su origen en un proceso en el cual sucesivos
cambios genéticos y epigenéticos confieren, a las células que los sufren, ventajas que les
permiten convertirse en las progenitoras de una poblacion celular que acabara por dominar la
masa tumoral. Entre las mutaciones ventajosas se encuentran aquellas que confieren a la
célula la capacidad de ignorar las sefales inhibidoras del crecimiento celular, las que les
permiten adquirir de una forma constitutiva sefiales mitogénicas, asi como las mutaciones que
dotan a las células con las capacidades para evitar la apoptosis y para inducir la
angiogénesis'*.

El factor de transcripcion HIF-1a, ademas de desempefiar una funcion esencial en la
respuesta fisiologica a la hipoxia, parece ser una molécula clave en la fisiopatologia tumoral.
Cuatro lineas de evidencia sugieren que HIF-1a puede desempefiar un papel importante en la
progresion de los distintos tipos tumorales. En primer lugar, los estudios mediante
inmunohistoquimica indican que HIF-la se encuentra sobre-expresado en las células
tumorales, y en algunos tipos de cancer el grado de sobre-expresion se ha correlacionado con
la angiogénesis intratumoral y con la supervivencia de los pacientes (Tabla 3). En segundo
lugar, HIF-1a. puede aumentar su concentracion intracelular no sélo por el efecto de la
hipoxia, sino también como consecuencia de mutaciones en genes supresores de tumores y en
proto-oncogenes (Tabla 2). En tercer lugar, en los experimentos llevados a cabo con xeno-
injertos murinos, las manipulaciones genéticas que aumentan o disminuyen la actividad de
HIF-1a conllevan, respectivamente, un aumento o una disminucion del crecimiento tumoral y
de la angiogénesis®® 3513 1401411921431 'y 4r yltimo, el conjunto de genes transcritos por

HIF-1a, tedricamente, posee el potencial para favorecer la progresion tumoral (Figura 1).
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Tabla 3. Tumores en los cuales se ha demostrado un aumento de la expresion de HIF-1a.

Tipo tumoral Evolucion clinica Referencias
Cérvix (estadios iniciales) Aumento de la mortalidad 107
Cérvix (tratado con radioterapia) Aumento de la mortalidad 108,109
Pulmon (no de células pequeiias) Disminucion de la mortalidad 132
Pulmén (no de células pequetias) Aumento de la mortalidad 134
Mama (con metastasis ganglionares) Aumento de la mortalidad 110
Mama (sin metastasis ganglionares) Aumento de la mortalidad 111
Oligodendroglioma Aumento de la mortalidad 112
Carcinoma renal Aumento de la mortalidad 129
Ovario Aumento de la mortalidad 137
Esofago Aumento de la mortalidad 113,189
Endometrio Aumento de la mortalidad 114
Vejiga Aumento de la mortalidad 115,116
Colon Aumento de la mortalidad 117
Recto Aumento de la mortalidad 118
Tumores estromales del tracto gastrointestinal Aumento de la mortalidad 119,120

Como hemos descrito previamente, la actividad transcripcional de HIF-1 (Figura 1)

permitiria a los clones de células en las que ésta tuviera lugar la adquisicion de ventajas, en

términos de proliferacion y supervivencia

31,32,33

. La seleccion positiva de estos clones

contribuiria a la génesis de tumores mas agresivos y con un peor pronostico vital. Estos clones

celulares capaces de sobre-expresar HIF-1a., también parecen poseer el potencial de ser mas

resistentes a los tratamientos convencionales, pues HIF-1 regularia la expresion de genes

cuyos productos son necesarios para la reparacion de las roturas de doble hélice inducidas en

el ADN, tanto por la radioterapia como por la quimioterapia'?'.
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Lo expuesto hasta ahora convertiria a HIF-1a en el equivalente a un proto-oncogén,
pues su activacion favoreceria el desarrollo tumoral. Sin embargo, publicaciones recientes
suscitan dudas sobre este papel de HIF-1a.. Como hemos visto, HIF-1 es capaz de transcribir
una gran variedad de genes y éstos seran distintos segun el tipo celular concreto que se vea
sometido a un entorno hipoxico. Por otro lado, su papel en la respuesta de las células
tumorales a la radioterapia es mas complejo de lo que previamente habia sido anticipado. Asi,
si bien la sobre-expresion de HIF-1a conlleva un aumento de la resistencia a la radioterapia,
probablemente a través de la estimulacion de la supervivencia de las células endoteliales, esta
misma sobre-expresion es capaz de tener una accion radiosensibilizante, mediante sus efectos

122

en la proliferacion celular y el metabolismo del ATP ““. En esta linea, HIF-1a también puede

actuar como un gen supresor de tumores, pues posee la capacidad de inhibir al oncogen Myc.

La inhibicién de Myc conlleva la transcripcion de p21°>'%

, proteina que junto con pl6
detiene el ciclo celular durante la fase G1. Por otro lado, la inhibicion de Myc impide la
transcripcion de varios proto-oncogenes como hTERT o BRCAL.

El esclarecimiento del papel de HIF-1a en el desarrollo tumoral se ve dificultado, no
solo por sus efectos aparentemente contradictorios sobre la proliferacion celular, sino también
por su accion dual sobre la capacidad apoptotica de las diversas estirpes celulares. Como ya
pusimos previamente de manifiesto, e incidiremos mas adelante, HIF-1a es capaz de inducir
la apoptosis o de inhibirla, en funcién del tumor concreto que estemos estudiando.

Todos estos datos ponen de manifiesto el ambivalente papel de HIF-1a en la biologia
tumoral, pues posee el potencial, tanto para detener el ciclo celular e inducir apoptosis, como

para favorecer el crecimiento y la proliferacion de las células tumorales e inhibir la muerte

celular programada.

1.5.1. Correlaciones clinico-patologicas en los distintos tumores humanos

En estudios realizados mediante inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos
monoclonales, HIF-1a se ha encontrado sobre-expresado en multiples tipos de cancer con
respecto a los correspondientes tejidos normales, entre ellos tumores de piel, cerebro, pulmon,

estdmago, pancreas, colon, mama, ovario, prostata, vejiga y rifion'**'**. Ademas, en tumores
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de localizaciones tan diversas como la mama, el cérvix uterino, el ovario, el endometrio, la
vejiga, el esofago, el colon y el recto, los tumores estromales del tracto gastrointestinal o el
cerebro (oligodendrogliomas), una mayor expresion de HIF-1a en el tumor se asocid a una
menor supervivencia (Tabla 3).

En el cancer de mama, los niveles de HIF-la se encuentran aumentados en el
carcinoma ductal “in situ”, y estdn asociados con un aumento de la
microvascularizacion'**'?’, lo que indica que HIF-1a, debe jugar un papel importante en los
estadios iniciales de este tumor. Ademads, su sobre-expresion en el cancer de mama se ha
asociado con un peor prondstico'*®.

Del mismo modo, el aumento de actividad de HIF-1a en el carcinoma renal, parece ser
un evento que ocurre en las fases mas iniciales del desarrollo neoplasico'”, jugando un papel
fundamental en la progresion tumoral y quizds determinando, desde los primeros momentos,
una mayor predisposicion para el desarrollo de metastasis. Sin embargo, dependiendo del
subtipo de carcinoma renal, los niveles de expresion de HIF-la y su correlacion con el
pronostico varian'*’.

En el caso de los carcinomas epidermoides de pulmon y en los de cabeza y cuello los
resultados son controvertidos. Algunos estudios han asociado la sobre-expresion de HIF-1a

. o . 131,132,1
en estos tumores con un mejor pronodstico vital'?'13%133

, mientras que otros la han asociado
con una menor supervivencia>"'*>"1*_ Estudios realizados mediante inmunohistoquimica en
pacientes con cancer de ovario"’ y de vejiga''>''® han intentado aportar luz ante esta aparente
contradiccion. Asi, en aquellos casos en los cuales la sobre-expresion de HIF-1a se asociaba
con un indice apoptotico elevado, HIF-1a se correlacionaba con una mayor supervivencia,
mientras que en aquellos casos en los cuales la sobre-expresion de HIF-1a se asociaba con
mutaciones en p53 y bajos niveles de apoptosis, HIF-1a se correlacionaba de una manera
estadisticamente significativa con un peor pronodstico. Asi pues, parece que las consecuencias
de la sobre-expresion de HIF-1a dependen tanto del tipo de tumor (no en vano, como hemos
visto previamente, en condiciones normales, el conjunto de genes que transcribe, depende del
tipo celular en el que se exprese), como del conjunto de mutaciones y cambios epigenéticos
adquiridos por el tumor concreto que estemos evaluando. Estas alteraciones seran las

responsables de que HIF-1a promueva la muerte celular programada o la inhiba, o de que se

comporte como un oncogen 0 COMO un gen supresor de tumores.
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1.5.2. Actividad de HIF-1a en distintas lineas celulares tumorales

Para intentar dilucidar qué papel juega HIF-1a en la carcinogénesis se han llevado a
cabo multiples experimentos mediante la manipulacion de lineas celulares y su posterior
inyeccion en ratones inmunodeficientes.

Las primeras lineas celulares utilizadas fueron derivadas de hepatomas murinos
(Hepal). Mediante la inyeccion en ratones de un subclon de esta linea deficiente en HIF-1[3
(denominado c4), y mutantes espontaneos del mismo (en los cuales la funciéon de HIF-13 se
habia restablecido), se comprobd que los tumores inducidos por c4 crecian menos, tenian una
menor vascularizacion y mayores areas necroticas que los inducidos por la cepa nativa Hepal.
Sin embargo, los mutantes espontaneos, que habian recuperado la actividad transcripcional de
HIF-1, presentaban un desarrollo similar a los tumores inducidos por Hepal®*'*,

Experimentos llevados a cabo en ratones inmunodeficientes, mediante la inoculacion

en el tejido celular subcutaneo de lineas celulares derivadas de distintos tumores humanos

139,140 143,144

(cancer de colon , pancreas'*!"* "2 mama o rifién ) han puesto de manifiesto que un
incremento en los niveles de HIF-1a o de HIF-2a se asocia con un mayor desarrollo tumoral.
Por el contrario, la inhibicion de la actividad de HIF-1 disminuye de una forma notable el
crecimiento del tumor. Sin embargo, como ocurria con los estudios de inmunohistoquimica en
tumores humanos, los ensayos con xeno-injertos nos llevan también a la conclusion de que las
consecuencias del incremento en la actividad de HIF-1 son especificas de cada tipo celular.
Mientras que en las lineas derivadas de tumores de colon el aumento de los niveles de HIF-1a
se correlaciona con una mayor angiogénesis, en las derivadas de tumores pancreaticos esta
correlacion no existe. En estas ultimas, el crecimiento tumoral parece estar favorecido, mas
que por un incremento de la vascularizacion, por la adaptacion metabdlica a un entorno falto
de oxigeno, adaptacion que seria la responsable de evitar que las células tumorales sometidas
a este entorno entraran en apoptosis.

Recientes estudios in vitro con lineas celulares corroboran los resultados previamente
descritos in vivo. Dependiendo de la linea celular analizada, HIF-1 es capaz de inhibir la

145,146
3 B

apoptosis o de inducirla (estabilizando p5 , o transcribiendo BNIP3, gen que codifica

un miembro pro-apoptotico de la familia BCL2, cuyo promotor contiene una secuencia
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HRE* '*"). En aquellas lineas celulares en las que HIF-lo. promueve la apoptosis, son
necesarias mutaciones adicionales que inactiven p53 o aumenten la expresion de BCL2 para
que HIF-1a pueda favorecer el desarrollo tumoral. Asi, en condiciones de hipoxia, el aumento
de actividad de HIF-1a conlleva, en determinados tipos celulares, un aumento de la apoptosis,
seleccionando aquellos clones en los cuales las rutas que llevan a la muerte celular
programada estén interrumpidas'***'%.

Pero las consecuencias de la sobre-expresion de HIF-1a no sélo difieren entre los
diferentes tipos de tumores, sino que en lineas celulares diferentes, derivadas de una misma
estirpe celular, las consecuencias de su sobre-expresion seran distintas. Estudios in vitro con
lineas celulares derivadas de carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, recientemente
publicados, asi lo ponen de manifiesto”™ ", Cuando estas lineas celulares son sometidas a
condiciones de hipoxia se puede demostrar la estabilizacién y acumulacion intranuclear de
HIF-1a. Sin embargo, dependiendo de la linea celular estudiada, los niveles del ARN
mensajero de HIF-1a aumentan o disminuyen, los genes transcritos varian, y mientras que en

unas lineas se induce apoptosis, en otras esta se ve inhibida’> '*°.

1.5.3. HIF-1a en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello

Hasta el momento, los distintos estudios que han pretendido correlacionar la expresion
de HIF-1a, en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, con diversos parametros
clinicos, como son la supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad, o la

131,133,135,136,151 1=
o . Mientras que

presencia de recidivas, han aportado resultados contradictorios
Koukourakis y colaboradores y Aebersold y colaboradores describen una menor
supervivencia en el grupo de pacientes cuyos tumores sobre-expresan HIF-1a, tanto Beasley
y colaboradores, como Fillies y colaboradores publican resultados opuestos, pues cuanto
mayor es la expresion de HIF-la, mejor es el prondstico de la enfermedad. Entre los
aparentemente contradictorios resultados previamente expuestos, se encuentra el trabajo
publicado por Kyzas y colaboradores, en el cual no han podido encontrar correlacion entre la

expresion de HIF-la y el prondstico de sus pacientes. Es importante destacar que los

pacientes del estudio de Koukourakis se trataron mediante quimioterapia y radioterapia, en el
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estudio de Aebersold el tratamiento elegido fue la radioterapia, mientras que en los trabajos
de Kyzas, Beasley y Fillies la cirugia fue el tratamiento de eleccion.

Como han puesto de manifiesto los experimentos con lineas celulares derivadas de
estos carcinomas, expuestos en el apartado anterior, HIF-1a es capaz de inducir la expresion
tanto de genes capaces de detener el ciclo celular y promover la apoptosis, como de genes que
estimulan la proliferacion y la invasividad celular, la angiogénesis o incluso otros que
permiten a la célula sobrevivir en presencia de estimulos pro-apoptoticos. Este hecho hace
que las consecuencias de la sobre-expresion de HIF-1a varien segin el tipo de tumor en el
que ésta tenga lugar, y seglin el conjunto de cambios genéticos y epigenéticos que el tumor
haya adquirido. Mdas atn, como hemos visto, probablemente las consecuencias de esta sobre-
expresion también varien en funcion de la opcidn terapéutica elegida para el tratamiento del
tumor.

La aparente contradiccion en los resultados de los diferentes trabajos que han
pretendido evaluar el papel de HIF-1a en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello
puede justificarse, no so6lo por las distintas modalidades terapéuticas empleadas en cada uno
de los estudios, sino también porque bajo el epigrafe de carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello se engloban tumores originados en localizaciones tan diversas como la cavidad oral, la
faringe o la laringe. Es un hecho conocido que las diferentes localizaciones anatdémicas, no
solo se asocian con factores etioldgicos distintos y conllevan prondsticos diferentes, sino que

también presentan diferentes alteraciones moleculares'>>!%%+154153

. Los trabajos previamente
citados pretenden estudiar la expresion de HIF-loo mediante la evaluacion conjunta de
carcinomas originados en el labio, el suelo de la boca, la orofaringe, la hipofaringe o la
laringe. Intentar extraer conclusiones sobre el papel de HIF-1a a partir de una serie de casos
tan heterogénea va a llevarnos inevitablemente a un conjunto de resultados contradictorios y
de dificil interpretacion.

Asi pues, el papel que HIF-la juega en los carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello es aun incierto y su conocimiento contribuiria no s6lo a un mejor entendimiento de la
biologia tumoral, sino a abrir nuevas vias para la obtencion de marcadores prondsticos y de
potenciales dianas terapéuticas, para un grupo de tumores en el cual, a pesar de los avances en

las distintas modalidades de tratamiento disponibles, el pronostico apenas ha mejorado en los

Giltimos 50 afios ',
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1.6. HIF-1a como objetivo de los futuros tratamientos contra el cancer

La identificacion de las alteraciones genéticas que ocurren durante las diferentes fases
del desarrollo tumoral provee una aproximacion para la busqueda de tratamientos contra el
cancer mas eficaces y menos toxicos que los empleados en la actualidad. Datos clinicos y
experimentales parecen otorgar al aumento de la actividad de HIF-1a un papel importante en
la seleccion clonal y en la consiguiente progresion tumoral.

En la actualidad se estan llevando a cabo multiples ensayos clinicos, en los cuales
distintos farmacos estan siendo probados, como agentes antitumorales, basandose en sus

propiedades para inhibir la angiogénesis'>’*'*®

. Un problema de estos tratamientos es el hecho
de que la inhibicion de la angiogénesis pudiera seleccionar a aquellas células adaptadas a un
entorno hipoxico. Como ya ha sido puesto de manifiesto de forma reiterada en multiples
trabajos, las células sometidas a un ambiente hipdxico presentan una mayor resistencia a la
radioterapia y a la quimioterapia, asi como un mayor potencial para la invasion y generacion
de metastasis™®. Teniendo en cuenta estos datos, parece 16gico pensar que la asociacion de
inhibidores de la angiogénesis junto con inhibidores de HIF-1 podria suponer una buena
aproximacion terapéutica en la lucha antitumoral. Hasta el momento se han identificado
multiples agentes capaces, por distintos mecanismos, de inhibir la actividad de HIF-1 (Tabla
4119

Todos los farmacos expuestos en la Tabla 4 son capaces de disminuir in vitro los
niveles de HIF-1a y de inhibir la expresion de VEGF y de otros genes diana de HIF-1. En
experimentos realizados In Vvivo, estos farmacos disminuyen el crecimiento y la
vascularizacion de los xeno-injertos inoculados en los distintos modelos murinos. Sin
embargo, ninguno de estos farmacos tiene la capacidad de actuar exclusivamente sobre HIF-
la. Esta falta de selectividad dificulta la correlacion de las respuestas clinicas con las
moleculares, pues sus efectos no se pueden atribuir exclusivamente a la inhibiciéon de HIF-1a..
Recientemente, el interés despertado por HIF en diversos grupos de trabajo ha tenido como
consecuencia el descubrimiento de inhibidores especificos de HIF-1¢'60-161:162:163.164.165 gy

embargo, estas moléculas se encuentran atin en las fases iniciales de su desarrollo y estan aun

lejos de ser evaluadas en ensayos clinicos.
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Tabla 4. Farmacos inhibidores de HIF-1a.

Introduccion

Farmaco

Diana molecular

Fase desarrollo

Inhibidores de las cascadas

de transduccion de senales

BAY 43-9006 RAF kinasa Ensayo clinico
CCI-779 mTOR Ensayo clinico
Celebrex COX2 Ensayo clinico
PD98059 MEK No apto para uso clinico

Transtuzumab (Herceptin)

Receptor tirosin-kinasa ERBB2

Aprobado su uso clinico

ZD-1839 (Iressa), OSI-774

EGFR tirosin-kinasa

Ensayo clinico

Imatinib (Glivec)

BCR-ABL, PDGFR tirosin-kinasas

Aprobado su uso clinico

Pequeiias moléculas inhibidoras de la actividad de HIF-1a

2ME2

Polimerizacion de los microtubulos

Ensayo clinico

17-AAG

HSP90

Ensayo clinico

Camptothecin, Topotecan

Topoisomerasa I

Aprobado su uso clinico

Pleurotin, 1-metilpropil-2-

imidazolildisulfito

Tioredoxina 1

No apto para uso clinico

YC-1

Desconocida

No apto para uso clinico

Ante esta situacion es fundamental recordar que la prudencia ha de guiar el desarrollo

de estos ensayos clinicos, pues como hemos expuesto previamente de forma reiterada, HIF-1a

puede comportarse tanto como un gen supresor de tumores como un proto-oncogen.

Experiencias previas con otras moléculas de complejidad similar, como es el caso de las

. 166 . . .
metaloproteinasas , han de ponernos sobre aviso para evitar caer en los mismos errores,

pues la introduccion de farmacos en ensayos clinicos, antes de conocer en profundidad el

papel de sus dianas terapéuticas, so6lo puede conducir a la acumulacién de resultados

decepcionantes.

Otro factor a tener en cuenta es la especificidad del inhibidor objeto de estudio por las

distintas isoformas de HIF-o (HIF-l1a, HIF-2a y HIF-3a), pues como hemos visto, estas
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presentan actividades diferentes y en ocasiones efectos opuestos sobre el desarrollo

tumoral***>167

1.6.1. Potenciales aplicaciones terapéuticas de los inhibidores de HIF-1a

La buena seleccion de los pacientes incluidos en los ensayos clinicos resulta
fundamental para la extraccion de conclusiones correctas de los mismos.

Los pacientes afectos de carcinomas renales de células claras parecen ser unos buenos
candidatos para el uso de inhibidores de HIF-1a., pues, como se ha indicado previamente, en
la mayoria de los tumores primarios HIF-1a est4 sobre-expresado, y lo esta desde los estadios
mas iniciales del desarrollo neoplasico. Ademads, existen numerosos estudios que coinciden en
demostrar que HIF-1a desempefia un papel clave en la fisiopatologia de este tumor'**'*>'%.
La administracion de inhibidores de HIF-la, asociada a inhibidores de tirosin-quinasas,
capaces de bloquear las rutas de los receptores PDGFR y EGFR (cuyos ligandos son genes
sustrato de HIF-1 y su activacion conlleva a su vez un aumento de la traduccion de HIF-1a)
constituiria un potencial régimen terapéutico para esta enfermedad. Sin embargo, un trabajo
reciente con lineas celulares derivadas de carcinomas renales de células claras, nos invita de
nuevo a la prudencia, pues mientras que la sobre-expresion de HIF-2a favorecia el desarrollo
tumoral, la de HIF-la conducia a un aumento de la apoptosis, y por lo tanto, a una
ralentizacion del crecimiento tumoral en los ratones inoculados con las citadas lineas.

Otro tumor, con un comportamiento muy agresivo, que podria beneficiarse de estos
nuevos tratamientos seria el glioblastoma multiforme. En los gliomas existe una fuerte
correlacion entre la expresion de HIF-1a., el grado tumoral y su vascularizacion'®®. Estos son
tumores muy vascularizados y se caracterizan histologicamente por presentar areas de
necrosis, rodeadas de células con una tipica disposicion en empalizada, las cuales expresan
altos niveles de HIF-1a. Esta sobre-expresion también aparece en las células que conforman
la primera linea de invasion tumoral. Asi pues, en estos pacientes el uso de inhibidores de
HIF-1a asociado a inhibidores de la angiogénesis y/o a inhibidores de tirosin-quinasas podria
contribuir al control de la enfermedad. Del mismo modo que ocurria en el caso de los

carcinomas renales, la prudencia ha de guiar estas nuevas aproximaciones terapéuticas.
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Recientemente, se ha puesto de manifiesto que, si bien la inhibicion de HIF-1a es capaz de
frenar, en modelos murinos heterotdpicos, el desarrollo de estos tumores'®, la inhibicion de
la expresion de HIF-2a en gliomas tiene como consecuencia una estimulacion del desarrollo
tumoral, a pesar de disminuir su vascularizacion. Este efecto parece estar mediado, al menos
en parte, por una pérdida de la capacidad apoptdtica de las células tumorales. Asi, la
selectividad por las distintas isoformas de HIF-a del inhibidor empleado se muestra una vez
mas fundamental para el desarrollo de fArmacos eficaces.

Los tumores de ovario en los cuales la sobre-expresion de HIF-lo se encontrara
asociada con mutaciones en p53 constituirian otro subgrupo de neoplasias candidatas a ser
tratadas con inhibidores de HIF-1a.

En los pacientes con carcinomas de orofaringe, la sobre-expresion de HIF-1a ha sido

. 135,136
asociada por algunos autores ~>

a una mayor mortalidad, asi como con un incremento de su
resistencia a la radioterapia, independientemente del grado histologico o del estadio. Incluso,
la sobre-expresion de HIF-lo en el primario se ha correlacionado, de una manera
estadisticamente significativa, con una mayor resistencia a la radioterapia de las metastasis
ganglionares Estos estudios han permitido que algunos autores hayan propuesto que los
pacientes afectos de carcinomas orofaringeos podrian ser candidatos a beneficiarse de
tratamientos cuyo objetivo fuera HIF-1a.. Sin embargo, como se ha especificado en anteriores
apartados del presente trabajo, estos resultados no han podido ser reproducidos. Por lo tanto,
el papel de HIF-la en los carcinomas de orofaringe en particular, y en los carcinomas

epidermoides de cabeza y cuello en general, sigue siendo un tema controvertido, objeto de

debate.

1.6.2. Terapia génica y HIF-1a

Una de las grandes limitaciones de la terapia génica como tratamiento del cancer es la
dificultad para actuar de forma selectiva sobre las células tumorales sin afectar los tejidos
sanos del paciente. Puesto que HIF-1a se encuentra sobre-expresado en una gran variedad de
tumores humanos, y no en los tejidos sanos adyacentes'>*'*, la utilizacion de genes con

propiedades terapéuticas, ligados a promotores reconocidos por HIF-1 (mediante la inclusion
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en ellos de las secuencias HRE) conllevaria la expresion de estos genes exclusivamente en las
células tumorales. Ya se han desarrollado promotores eficaces mediante el uso de secuencias

170, 171, 172 .,
1 7 "%, De este modo, la expresion de

HRE obtenidas a partir de genes sustrato de HIF-
un enzima que no se encuentra habitualmente en el cuerpo humano (la citosina desaminasa de
E. coli, o la timidin kinasa del virus herpes simple) podria, mediante el control de un
promotor reconocido por HIF-1, transformar un compuesto inocuo en un producto toxico,
exclusivamente en las células tumorales'’" ' La utilidad de este planteamiento se ve
apoyada por experimentos in vivo, donde mediante el uso de adenovirus como vectores se
introducen en las células del animal enzimas (timidina kinasa del virus herpes simple,
citocromo humano P450), en cuyos promotores se incluyen secuencias reconocidas por HIF-
1. Tras la administracion del pro-fAirmaco correspondiente (ganciclovir, ciclofosfamida), se
logra una disminucion significativa del crecimiento tumoral, con una minima toxicidad sobre
los tejidos normales del animal'”" '"*. Otra opcidn consiste en emplear adenovirus citotéxicos
mutantes carentes de un gen esencial para su replicacion, denominado E1B55. En los virus
mutantes este gen se encuentra bajo el control de un promotor dependiente de HIF-1 (pues
incluye secuencias HRE). La manipulacion de este gen permite por lo tanto la replicacion del
virus de forma selectiva en las células que sobre-expresen HIF-1, con el consiguiente efecto

letal para las mismas.
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Objetivos

La finalidad de este trabajo es contribuir a desentrafiar el significado prondstico de la
expresion del HIF-la en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, pues en el
momento actual su papel en estos tumores sigue siendo objeto de debate. Sus potenciales
aplicaciones como factor pronostico, y sobre todo, la posibilidad de afiadir sus inhibidores al
arsenal terapéutico empleado para el tratamiento de este grupo de pacientes hacen necesario
aclarar el papel que esta proteina desempefia en los carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello.

Para conocer las implicaciones que la expresion de HIF-1a tiene en el prondstico de

estos carcinomas pretendemos desarrollar los siguientes objetivos concretos:

1. Determinar, mediante inmunohistoquimica, la expresion de HIF-la en
carcinomas epidermoides supragloticos procedentes de pacientes tratados
quirtirgicamente, asi como en las metéstasis ganglionares originadas en los

mismos y en los tejidos sanos adyacentes al tumor.

2. Determinar el grado de vascularizacion de los carcinomas epidermoides
supragldticos, y establecer su correlacion con el pronodstico de los

pacientes y con la actividad de HIF-1a.

3. Determinar el indice apoptdtico de los carcinomas epidermoides

supragloticos, y su correlacion con la expresion de p53 y HIF-1a.

4. Analizar el valor pronostico de la expresion de HIF-1a en los carcinomas
epidermoides supragléticos, tanto de forma aislada, como en combinacion

con el resto de marcadores moleculares estudiados.

5. Desarrollar un modelo animal capaz de reproducir de un modo fidedigno
el comportamiento de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello
para posteriormente, estudiar en ¢l las consecuencias que la sobre-

expresion de HIF-1a tiene sobre la génesis y progresion tumoral.
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Material y Métodos

3.1. Muestras biologicas

Se realizd6 un andlisis retrospectivo de 116 pacientes con carcinomas epidermoides
laringeos de localizacion supraglotica procedentes de los archivos clinicos y patoldgicos del
Hospital Universitario Central de Asturias y del Hospital Valle del Nalon. Todos los pacientes
seleccionados son varones, dada la escasa proporcion de casos de mujeres con este tipo de
tumor en el area sanitaria, fumadores y consumidores habituales de alcohol. La edad media al
diagnostico fue de 62 afios, con un intervalo entre 39 y 85 afios. En todos los casos se trataba
de tumores primarios que no habian recibido ningln tratamiento previo a la cirugia y que no
presentaban metastasis hematogenas en el momento del diagnostico. Todas las muestras
incluian epitelio normal adyacente al tumor. En los tumores con metastasis ganglionares se
obtuvo un fragmento representativo de las mismas, para su estudio junto con el tumor
primario.

Los pacientes fueron tratados entre los afios 1988 y 1994, con intencidon curativa,
empleando para ello como tratamiento de eleccion la cirugia. La cirugia consistio en una
reseccion completa del tumor, incluyendo un vaciamiento cervical ganglionar bilateral en el
mismo acto quirurgico, funcional o radical segin el estudio clinico-radiologico previo y los
hallazgos en el campo operatorio. En 55 pacientes se indicd tratamiento radioterapico
complementario (47% de los casos). Como regla general, los criterios para la indicacion de
radioterapia complementaria fueron la presencia de metastasis ganglionares clasificadas en el
estudio histopatoldgico como estadios N2 6 N3, y el diagnostico de tumores clasificados
como T4. Los pacientes se clasificaron, tras la reseccion quirrgica del tumor y el estudio
histopatologico de la pieza de reseccion y los vaciamientos cervicales, de acuerdo con el
sistema TNM de la Unién Internacional Contra el Cancer (5% edicion). El grado histologico
del tumor primario se determind a partir de la pieza de reseccion definitiva siguiendo la
clasificacion de Broders. El seguimiento minimo de los pacientes vivos al final del estudio fue
de 5 afios (media de 64,3 meses y mediana de 60 meses), registrando las recidivas locales y
regionales, las metastasis a distancia, la aparicion de segundos tumores primarios, las muertes
a causa del tumor y las muertes por otras causas. El seguimiento medio de los pacientes

fallecidos a causa del tumor fue de 21,6 meses (mediana de 14,5 meses), y de 34,3 meses
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(mediana de 22 meses) para los pacientes fallecidos por otras causas. En el conjunto de
pacientes el seguimiento medio fue de 47,6 meses (mediana de 47,5 meses).

Las caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas clinico-patologicas de los 116 pacientes estudiados.

Caracteristicas clinico-patologicas N %

Clasificacion T

1 13 11%
2 44 38%
3 42 36%
4 17 15%

Clasificacion N

0 55 48%
1 23 20%
2 33 28%
3 5 4%
Estadio TNM
I 8 7%
II 25 22%
I 36 31%
v 47 40%

Grado histopatologico

Bien diferenciado 53 46%

Moderadamente diferenciado 39 33%

Pobremente diferenciado 24 21%
Seguimiento

Vivos en la tltima revision 64 55%

Muertos por el tumor 30 30%

Muertos por otra causa 22 19%
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Se trata de un grupo homogéneo y bien definido, en el que solamente se han incluido
casos de carcinomas laringeos de localizacion supragldtica pues, como hemos comentado
previamente, bajo el epigrafe de carcinomas epidermoides de cabeza y cuello se engloban
tumores originados en localizaciones tan diversas como la cavidad oral, la faringe o la laringe.
Con el fin de evitar los sesgos derivados de la inclusiéon de tumores de diferentes
localizaciones, optamos por esta serie de casos, homogénea en cuanto a este pardmetro. Por
otro lado, la distribucion por tamafio tumoral muestra una representacion balanceada de los
estadios T (57 casos T1-T2 y 59 casos T3-T4), al igual que la distribucion del estadio N, con
un numero similar de pacientes con presencia (61 casos) y ausencia (55 casos) de metastasis
linfaticas, y lo mismo ocurre con los casos de tumores bien diferenciados (53 pacientes)

versus los casos de tumores moderada y pobremente diferenciados (63 pacientes).

3.2. Estudio inmunohistoquimico

Las piezas tumorales, fijadas en formol e incluidas en parafina, fueron cortadas previo
control microscopico asegurando la presencia de tejido tumoral, en secciones de 4 um y
adheridas a portas siliconados (ChemMate, BioTEK Solutions, Santa Barbara, CA, USA). Las
secciones fueron desparafinadas y rehidratadas en alcoholes de distinta graduacion segln el
protocolo convencional. La recuperacion antigénica se realizd calentando las secciones en
tampoOn citrato a pH 6,0, durante 5 minutos en una olla a presion. Las tinciones se realizaron a
temperatura ambiente en una estacion de trabajo automatizada (Autostainer modelo LV-1,
Labvision Corporation). Las muestras se mantuvieron durante 10 minutos en un medio
bloqueante de la actividad peroxidasa enddgena consistente en peroxido de hidrogeno al 3%,
y posteriormente se expusieron a los distintos anticuerpos primarios.

La inmunodeteccion se realizd con el sistema EnVisiont+ (EnVision Plus, Dako,
Carpinteria, CA, USA), afiadiendo la solucién PDE (polimeros de dextrano Envision) con la
cual se incubaron las muestras a temperatura ambiente durante media hora. El sistema
Envision™ plus es una técnica de tincion en dos pasos.

En la primera fase se incuba la muestra con el anticuerpo primario. En una segunda
fase se afade un polimero de alto peso molecular, el dextrano, al que se conjugan

covalentemente un gran nimero de moléculas de peroxidasa de rabano (hasta 100 moléculas
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por cadena) y de anticuerpo secundario (hasta 20 moléculas por cadena) (Figura 6). De este
modo se consigue aumentar la sensibilidad del método y asi es posible incrementar las

diluciones de los anticuerpos primarios.

_{p
@ @

Figura 6. Representacion esquematica del sistema de deteccién EnVision™+. Se representan el antigeno
(amarillo oscuro), el anticuerpo primario (verde), el anticuerpo secundario (amarillo claro), el esqueleto de
dextrano (azul), y la peroxidasa (rojo).

Como cromogeno se empled la diaminobenzidina en un substrato tamponado (Dako
DAB+, Dako, Carpinteria, CA, USA). El tltimo paso consistié en contrastar la preparacion
mediante hematoxilina de Harris durante un minuto. Tras la tincién las muestras fueron
deshidratadas en diferentes alcoholes segin el método convencional y montadas protegidas

con un cubreobjetos empleando un medio estandar.

3.2.1. HIF-1a

Para la inmunodeteccion de HIF-la se empled un anticuerpo monoclonal IgG; anti
HIF-1a (Becton-Dickinson Biosciences, Palo Alto, CA, USA) a una dilucién 1:50. Las

incubaciones con las muestras tumorales se realizaron a 4°C, durante 24 horas (Tabla 6).
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Tabla 6. Se muestran los anticuerpos empleados en nuestro estudio con sus condiciones de reaccion y los puntos
de corte utilizados en cada uno de ellos para calificar los tumores como positivos o negativos.

Anticuerpo Dilucion Tiempo de incubacion Punto de corte
Anti HIF-1a 1:50 24 horas 10%
Anti p53 1:200 45 minutos 10%
Anti caspasa-3 1:200 24 horas Mediana
Anti CD34 1:50 1 hora Mediana

3.2.1.1. Caracterizacion del anticuerpo monoclonal IgG; anti-HIF-1a

Con intencion de confirmar la especificidad del anticuerpo anti-HIF-1a empleado en
los estudios de inmunohistoquimica, se realizaron western blots e inmunocitoquimicas de la
linea celular comercial HeLa (derivada de un adenocarcinoma de cérvix) en normoxia €
hipoxia. Las condiciones empleadas para la exposicion a hipoxia de las células tumorales y
los métodos aplicados para la realizacion del western blot corresponden con los descritos en
las secciones 3.3.1.2.3 y 3.3.1.3, respectivamente. Para realizar la inmunocitoquimica se

utilizaron las mismas condiciones empleadas en el estudio inmunohistoquimico.

3.2.1.2. Expresion de HIF-1a en los carcinomas epidermoides supragloticos

Las muestras tumorales fueron analizadas al azar, sin que el observador dispusiese de
los datos clinicos. Se revisé toda la extension del tumor y se consideraron como positivas
todas aquellas células tumorales que presentaban inmunorreactividad nuclear. El porcentaje
de células consideradas como HIF-1a positivas se establecié como la relacion entre el nimero
de células positivas, con respecto al total de células tumorales. El porcentaje de células que
sobre-expresaban HIF-1a variaba, entre las distintas muestras, desde menos del 10% del total,

hasta mas del 90%. Para simplificar el estudio estadistico, y de acuerdo con los estudios
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BO131 "las muestras fueron divididas en dos grupos, aquellas en las

previamente publicados
cuales el porcentaje de células que sobre-expresaban HIF-1a se encontraba entre el 0% y el
10%, consideradas como muestras negativas, y aquellas en las cuales mas del 10% de las
células tumorales lo sobre-expresaban, siendo éstas consideradas como muestras positivas.
Como controles negativos se emplearon algunas secciones de las mismas muestras a
las cuales no se les afiadi6 el anticuerpo anti-HIF-1a. Este procedimiento se empled también
como control negativo en el resto de anticuerpos estudiados. Como control positivo

utilizamos un carcinoma epidermoide glotico que presentaba una expresion de HIF-la,

determinada mediante inmunohistoquimica, proxima al 100%.

3.2.2.p53

Para la deteccion de p53 empleamos un anticuerpo monoclonal anti-p53 (IgGap, clon
DO-7, DakoCytomation, Carpinteria, USA). Este anticuerpo reconoce un epitopo ubicado
entre los aminoéacidos 35 y 45 del extremo amino-terminal de la proteina p53, tanto normal,

175

como mutante . El tiempo de incubacién fue de 45 minutos a temperatura ambiente. El

anticuerpo se emple6 una dilucion de 1:200. El punto de corte seleccionado, basado en las

176.177.178 " v en nuestras propias observaciones, fue el 10%. Asi, se

publicaciones previas
consideraron como muestras positivas, aquellas en las que mas del 10% de las células
tumorales mostraban inmunorreactividad nuclear con nuestro anticuerpo, y negativas aquellas
en las que menos del 10% de las células del tumor eran positivas (Tabla 6). Como control
positivo empleamos muestras del mismo carcinoma utilizado como control positivo de HIF-

la, pues también presentaba una elevada sobre-expresion de p53.

3.2.3. caspasa-3
La muerte celular programada o apoptosis se encuentra regulada por diversas rutas

intracelulares, entre las que se incluyen factores de crecimiento, sefiales de adhesion

intercelular o los mecanismos encargados de monitorizar la integridad del ADN. Existen
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varios métodos para cuantificar el indice apoptotico, es decir, el porcentaje de células en
apoptosis con respecto al total de células analizadas. Cada uno de estos métodos tiene sus
propias limitaciones.

El empleo de anticuerpos capaces de reconocer caspasa-3 es un método sencillo,
objetivo y reproducible para cuantificar el indice apoptotico de un determinado tejido'”"'™.
La aparicion de la forma activa de caspasa-3 en el citoplasma de las células que entran en
apoptosis es un fendmeno precoz y precede a la aparicion de los cambios morfologicos
propios de la muerte celular programada (menos del 0,01% de las células que muestran
cambios morfoldgicos caracteristicos de la apoptosis no resultan inmunorreactivas cuando se
emplean anticuerpos frente a caspasa-3). Asi, para la inmunodeteccion de caspasa-3
empleamos un anticuerpo que detecta exclusivamente las formas activas de caspasa-3,
mientras que no reacciona ni con otras caspasas ni con la proteina inactiva'®' (anti-caspasa-3,
clon Aspl75/5A1, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA). Para la reaccién
utilizamos una dilucion del anticuerpo primario 1:200, y las incubaciones de los tejidos se
realizaron a temperatura ambiente durante 24 horas (Tabla 6).

Para su cuantificacion se empled6 un método estereologico, considerado como
altamente reproducible. Este método permite, a partir del contaje de unas 1000 células en 5
campos seleccionados de modo aleatorio, obtener un coeficiente de variaciéon entre

. . 182
observadores inferior al 5%

. Para llevar a cabo la cuantificacion estereologica (Figura 7),
seleccionamos de forma sistematica una serie campos, mediante el empleo de un objetivo de
bajo aumento (x 40). Puesto que el primero de los campos analizados se selecciona al azar,
todos los demas se pueden considerar también como seleccionados de forma aleatoria. En
cada uno de estos campos, utilizando un objetivo de 400 aumentos, se contabilizaba el
nimero de células con inmunorreactividad citoplasmatica. Aquellas areas del tumor con
intensa necrosis o apoptosis son excluidas del analisis, pues pueden llevar a resultados no
representativos. Puesto que la seleccion de las células analizadas no esta sometida a la
voluntad del observador, y se estudian muestras representativas de la practica totalidad de la
masa tumoral, este método resulta muy reproducible. Hemos utilizado la mediana como punto
de corte cuando en el analisis de los datos, hemos considerado la expresion de caspasa-3

como una variable cualitativa dicotomica (Tabla 6).

Como control positivo empleamos muestras procedentes de timo de raton.

47



grestusy; )
¥0Z-01-61

&

Portaobjetos

e X 400

x 40

Figura 7. Representacion del método estereoldgico empleado en la cuantificacion de caspasa-3. Método basado
en la realizacion de un muestreo sistematico y aleatorio de aquellas areas del tumor que nos interese analizar (ver
texto).

3.2.4.CD34

Para poder visualizar y cuantificar los vasos presentes en los tumores empleamos un
anticuerpo frente al antigeno CD34 (IgG, clon QBEnd/10, Novocastra, Newcastle, United
Kingdom), a una dilucién 1:50. La incubaciéon con el anticuerpo primario se llevd a cabo
durante 1 hora a temperatura ambiente (Tabla 6). CD34 es una glucoproteina transmembrana
expresada exclusivamente en las células endoteliales y en los progenitores hematopoyéticos
de las series linfoide y mieloide'®’.

El grado de vascularizacion de cada tumor se determind empleando un método de
contrastada reproductibilidad, descrito inicialmente en 1992 por Weidner y colaboradores'®*.
Tras examinar la muestra, empleando para ello un objetivo de bajo aumento (x40), se

seleccionaban las 4 areas con mayor nimero de vasos tefiidos (“puntos calientes”). En cada

una de estas zonas, empleando un objetivo de 200 aumentos, se contaba el nimero de vasos
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presentes en un 4rea de 1| mm?. El grado de vascularizacion de cada tumor viene dado por la
mayor puntuacion obtenida entre las 4 cuantificadas. Cada luz encontrada se cuantificaba
como un Unico vaso. Si no habia luz, y s6lo aparecia una célula tenida, ésta se consideraba
como un vaso individual. Cuando hemos considerado la expresion de CD34 como una
variable cualitativa dicotomica, hemos utilizado como punto de corte la mediana (Tabla 6).

Como control positivo empleamos muestras procedentes de un angiosarcoma humano.

3.3. Desarrollo de un modelo animal de carcinoma epidermoide de cabeza y

cuello

3.3.1. Células tumorales

En este experimento hemos empleado la linea celular humana SCC38. Esta linea se
genero en el laboratorio del Dr. R. Grenman (Universidad de Turku, Finlandia) a partir de un
carcinoma epidermoide glotico, estadificado como T2NOMO. Estas células se cultivaron en
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Biowhittaker), suplementado con suero
bovino fetal al 10% (Biowhittaker), 20 mM Hepes, 2 mM L-glutamina (Invitrogen), 1%
aminodcidos esenciales (Gibco), 100 U/ml de penicilina y 200 pg/ml de estreptomicina
(Biowhittaker). Las células se cultivaron en una atmosfera humidificada (90% de humedad), a
37°C, con un 10% de CO2, en placas de 100 mm de didmetro. Estas células se sub-cultivaban
cada 5 dias cuando alcanzaban el 90-95% de confluencia, a una dilucién 1:10.

Para la inoculacién de las células tumorales en los ratones, éstas se crecian hasta
alcanzar una confluencia cercana al 80%, tras lo cual se recogian mediante el uso de Tripsina-
EDTA (Biowhittaker), se resuspendian en medio DMEM completo y se contaban en una
camara de Neubauer. Tras el contaje, se ajustaba la densidad celular hasta obtener una
concentracion de 10.000 células/pul de medio de cultivo. La viabilidad celular se comprobd
mediante el empleo de azul de tripan, en base a la propiedad que tienen las células vivas para

excluir este colorante.
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Para evitar la aparicion de sesgos en los distintos experimentos realizados, todos se

llevaron a cabo con células obtenidas entre los pases 23 y 29.

3.3.1.1. Tratamientos celulares

Para estudiar las consecuencias de la sobre-expresion de HIF-1a, decidimos generar
un transfectante estable de la linea celular SCC38 capaz de expresar, tanto en normoxia como

en hipoxia, elevadas concentraciones de esta proteina.

3.3.1.1.1. Construccion del plasmido pcDNA3-HIF-P402A-P564G

El plasmido pcDNA3-HIF-P402A-P564G se construy6 a partir del plasmido pcDNA3-
HIFlo. mediante el empleo del kit de mutagénesis “QuickChange®XL Site Directed
Mutagenesis Kit” (Stratagene). El plasmido pcDNA3-HIF-1a (cedido por el Prof. Peter
Ratcliffe, Oxford, Inglaterra) contiene el gen HIF-1a nativo, bajo el control de un promotor
de citomegalovirus. Mediante el empleo del kit de mutagénesis las prolinas 402 y 564 del gen
HIF-1a son sustituidas por alanina y glicina respectivamente, obteniendo asi, a partir de
pcDNA3-HIF-1a un segundo plasmido, denominado pcDNA3-HIF-P402A-P564G. Sin las
hidroxilaciones de las prolinas sustituidas, HIF-1a no puede interaccionar con pVHL, por lo
que su concentracion intracelular se hace insensible a los cambios en la presion parcial de
oxigeno, al tiempo que se mantiene intacta su actividad transcripcional. Tanto la estabilidad
de la proteina mutante en normoxia, como su capacidad para transcribir los genes que
incluyen en sus regiones promotoras secuencias HRE (genes por lo tanto habitualmente
transcritos por HIF-1), han sido recientemente confirmadas en varios trabajos®”'%%¢

El kit de mutagénesis utilizado en nuestro estudio se basa en la replicacion de las dos
cadenas del plasmido que contiene el inserto que se desea mutar (HIF-1o en nuestro caso)
mediante el empleo de oligonucledtidos en cuya secuencia se incluye la mutacion deseada

(concretamente P402A y P564G) (Figura §; Tabla 7).
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Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para la construccion de pcDNA3-HIF-P402A-P564G y pWZL-
HIF-P402A-P564G

L Caracteristicas mas
Nombre Secuencia (5°-3")
relevantes

Introduce la mutacién en

Pro402.

ML-125 TTTAACTTTGCTGGCCGCTGCCGCTGGAGACAC

Introduce la mutacioén en

Pro564

ML-126 | GACTTGGAGATGTTAGCTGGCTATATCCCAATGGATGATGA

ML-127 GTGTCTCCAGCGGCAGCGGCCAGCAAAGTTAAA Antisentido de ML-125

ML-128 | TCATCATCCATTGGGATATAGCCAGCTAACATCTCCAAGTC | Antisentido de ML-126

Hibrida en promotor
ML-148 CGCCGGGATCCAATACTACTCACTATAGGGA T7.Introduce secuencia

reconocida por BamH I

Hibrida en promotor
ML-149 GCCGGTACGTAGCATTTAGGTGACACT ATAG SP6.Introduce secuencia

reconocida por SnaB |

Los nucleotidos que introducen las mutaciones puntuales se sefialan en color rojo. Las secuencias
dianas de enzimas de restriccion se sefialan en azul.

Los oligonucleétidos empleados, complementarios a cadenas opuestas del vector, se
extienden mediante ¢l empleo de la ADN polimerasa Pfu Turbo, enzima que permite la
replicacion de las dos cadenas del plasmido con una elevada fidelidad sin desplazamiento de
los oligonucleotidos.

La construccion de pcDNA3-HIF-P402A-P564G se realiz6 en dos pasos sucesivos. En
el primero, se obtuvo el mutante P402A, seguido de un segundo paso en el que se muto la
secuencia que codifica la segunda prolina (P564G). Las condiciones empleadas para la
sintesis del plasmido mutante fueron las siguientes: 10 ng de pcDNA3-HIF1a, 125 ng de cada
oligonucleotido y 1ul de ANTP 10mM, todo ello en 50 pl de medio de reaccion con tampon
(10 mM KCI, 10 mM (NHy4),SOy4, 0,1% Triton X-100, 2 mM MgSQy, 0,1 mg/ml albumina, 20
mM Tris-HCI -pH 8,8- y 3 ul de QuickSolution). Esta solucién se incub6 con 1U de la ADN

polimerasa Pfu Turbo a 95°C durante 1 minuto. Seguidamente, se realizaron 18 ciclos con la
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siguiente secuencia: 95°C, durante 50 segundos, 60°C otros 50 segundos y 68°C durante 9

minutos. Tras los 18 ciclos, la solucion se mantuvo durante 7 minutos a 68°C.

Sintesis hebras mutantes:

1) Desnaturalizacion ADN

2) Hibridacion oligonucledtidos
portadores de la mutacion deseada

3) Amplificacién mediante el empleo
de la PfuUltra ADN polimerasa

/_\

=,

Digestion plasmido bacteriano

o=
-y

Transformacion bacterias XL-10-
Gold con el plasmido mutante

OO0

Figura 8. Representacion esquematica del método de mutagénesis utilizado en el presente estudio para sustituir
las prolinas 402 y 564 de HIF-1a. por alanina y glicina respectivamente (ver texto).

Posteriormente, las moléculas de ADN resultantes de la reaccién de replicacion se
sometieron a la accion de la endonucleasa Dpn 1. Esta enzima digiere el ADN parental que se
encuentra metilado o hemi-metilado, pero no las hebras de ADN que contienen la mutacién
que, por haber sido sintetizadas in vitro, no han sido metiladas. Las moléculas de ADN
aisladas de casi todas las cepas de E. coli se encuentran metiladas y, por lo tanto, son
susceptibles de ser digeridas por Dpn 1. La digestion con Dpn I se llevo a cabo durante 1h a
37°C.

A continuacidn, se procedio a la transformacion de la cepa bacteriana ultra-competente
XL10-Gold® con la mezcla de reaccion. Las colonias bacterianas portadoras del vector con la
secuencia mutada se seleccionaron mediante el empleo de placas de LB-Ampiciclina (50 pg

de ampicilina/ml). Una vez seleccionadas las colonias resistentes a ampicilina, el ADN
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plasmidico portador de la mutacion se extrajo de las bacterias mediante el empleo del kit
Plasmid Miniprep Kit (BioRad), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Finalmente, la presencia de las mutaciones en los plasmidos aislados se confirmé
mediante secuenciacion automatica en el Servicio de Analisis de ADN de la Universidad de

Oviedo, empleando el analizador genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).

3.3.1.1.2. Generacion de células SSC38 transfectadas establemente con pWZL-HIF-
P402A-P564G

La obtencion de un transfectante estable de la linea celular SCC38 se llevo a cabo en
tres fases. En la primera de ellas, el fragmento de ADN que codifica la proteina HIF-1a
mutante es transferido desde el pldsmido pcDNA3, al plasmido retroviral pWZL-Hygro. La
segunda fase consiste en el empaquetamiento del plasmido pWZL-Hygro, portador de la
version mutante de HIF-la, en retrovirus para, aprovechando la eficacia de estos en la
insercion de sus genomas en el ADN de las células eucariotas, transfectar de forma estable, en
un tercer y ultimo paso, la linea celular SCC38.

La primera fase se inicia con la amplificacion, mediante PCR, de la secuencia
completa de HIF-P402A-P564G. Para ello, se emplearon los siguientes reactivos: 0,2 ug de
pcDNA3-HIF-P402A-P564G, 0,1 pg del oligonucledtido ML-148 y 0,1 pg del ML-149
(Tabla 7), 1ul de ANTP 10mM, 1U de ADN polimerasa Pfu Turbo, todo ello diluido en 50 pl
de tampodn (ver descripcion en apartado anterior). La reaccion de PCR consistio en 1 ciclo de
95°C durante 30 segundos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 53°C durante
30 segundos y 72°C durante 4 minutos y 30 segundos, para concluir con 1 ciclo de 72°C,
durante 10 minutos. Posteriormente, el ADN se purific6 mediante extraccion con fenol-
cloroformo y precipitaciéon con 200ul de etanol absoluto frio, 300mM de NaOAc y 1pul de
glucogeno (Ambion). Seguidamente, se procedid a la clonacion de este producto de PCR en el
vector pWZL-Hygro. Para ello, tanto el producto de PCR como el vector pWZL-Hygro
fueron digeridos con los enzimas de restriccion SnaB | y BamH | a 37°C, durante toda la
noche en el caso de SnaB |, y durante 2 horas en el de BamH I. Posteriormente, el vector
retroviral y el producto de PCR se purificaron en un gel de agarosa al 0,7% empleando para

ello el kit GFXTM PCR DNA & Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia), segtn las
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indicaciones del fabricante. Una vez aislados, se procedié a la insercion del gen HIF-P402A-
P564G en el vector, mediante una reaccion de ligacion con 3 U de T4 DNA ligasa
(Amersham Pharmacia), que se llevd a cabo a temperatura ambiente, durante 3 horas. El
plasmido producto de la reaccion de ligacion (denominado pWZL-HIF-P402A-P564G) se
empled para la transformacion de bacterias competentes XL1-Blue, seleccionando las
colonias bacterianas en placas de LB-Ampicilina. E1 ADN plasmidico se extrajo de las
bacterias con el kit Plasmid Miniprep Kit (BioRad), y la secuencia completa de HIF-P402A-
P564G se verificd de nuevo mediante secuenciacion, como se indico en el apartado anterior.
La segunda fase consistido en el empaquetamiento del plasmido pWZL-HIF-P402A-
P564G en retrovirus, mediante la transfeccion de 2,5x10° células empaquetadoras "Phoenix
Ampho Packaging Cells” (cedidas por M. Frame, Glasgow, Inglaterra) con el citado
plasmido, mediante el empleo del reactivo FuGene (Roche). Estas células servirdn como
huéspedes para la sintesis de las particulas viricas portadoras del gen mutante HIF-P402A-
P564G. La informacidn necesaria para la sintesis de los viriones se encuentra codificada en el
plasmido pWZL-HIF-P402A-P564G. Para la transfeccion de las células Phoenix Ampho se
usaron 9,6 ul FuGene y 2 pul pWZL-HIF-P402A-P564G (1 pg/ul) diluidos en un volumen
final de 320 ul de DMEM. Esta mezcla se afiadi6 a las células empaquetadoras en cultivo
quedando un volumen final de 6,4 ml de DMEM completo. A las 24 horas, se les cambio el
medio de cultivo sustituyéndolo por 5 ml de DMEM completo. Transcurridas otras 24 horas,
se recogio el medio de cultivo (5ml), en el cual se encuentran suspendidas las particulas
viricas. Este medio de cultivo se diluyd a la mitad con DMEM completo, se filtr6 a través de
un filtro con tamafio de poro de 0,45 um, y se le afiadi6 4 pl de Polybrene (Hexadimethrine
Bromide 10mg/ml; Sigma). A las células Phoenix Ampho transfectadas se les repusieron 5 ml
de medio DMEM completo para, posteriormente, recoger mas particulas viricas. Finalmente,
estos virus se emplearon para transfectar establemente la linea SCC38. Para ello, tras cultivar
unas 450.000 células de la linea SCC38 durante 48h, se les retird el medio de cultivo, y se les
afiadi6 el medio obtenido de las células empaquetadoras en el cual se encuentran suspendidas
las particulas viricas. 24 horas mas tarde se repitié el mismo protocolo de infeccion. 24 horas
después de la segunda infeccion se realizd un pase 1:3 a la linea celular infectada para, 48
horas mas tarde, iniciar el proceso de seleccion de los clones infectados y por lo tanto

portadores de la mutacion HIF 1a-P402A-P564G.
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La seleccion de los clones que han integrado el plasmido viral en sus genomas se
realizd con 35 pg/ml de hygronomicina B (Calbiochem). Diez dias después de iniciado el
protocolo de seleccion, los clones supervivientes se recogieron tras la tripsinizacion de toda la
placa de cultivo.

La concentracion de hygronomicina empleada en la seleccion de los clones se obtuvo
tras realizar una curva de superviviencia de las células SCC38 con diferentes concentraciones
del antibidtico. Para ello, se sembraron 5x10° células en placas de 35 mm de diametro y 5
horas mas tarde se les afiadieron diferentes concentraciones de hygronomicina (desde Sug/ml
hasta 500pg/ml). La concentracion elegida para la seleccion de los clones transfectados de
forma estable fue aquella que produjo la muerte de todas las células tras 10 dias de cultivo,
con cambios diarios de medio.

Como control experimental se emplearon células SCC38 transfectadas establemente

con el plasmido pWZL, siguiendo un protocolo idéntico al descrito previamente.

3.3.1.1.3. Exposicion a hipoxia

Para los experimentos realizados en condiciones de hipoxia, las células con una
confluencia proxima al 50% se trasladaban a un incubador de hipoxia (HERACell 150,
Heraeus) en el cual se mantenia una atmosfera constante con unas concentraciones de CO; y

0O, del 10% y 1%, respectivamente.

3.3.1.2. Western blot

Como primer paso para obtener un extracto proteico de nuestras células, tanto en el
caso de las células SCC38 nativas, como en el de las células transfectadas establemente con el
plasmido pWZL-HIF-P402A-P564G, se procedi6 al lavado de las placas de cultivo con PBS a
4°C. Seguidamente, las células se homogeneizaban anadiendo 100 pl de una solucion de lisis
que contenia Hepes-KOH 50 mM a pH 7,3, NaCl 250 mM, EDTA 5 mM, NP40 0,2 %, DTT
5 mM, e inhibidores de proteasas (PMSF 0,5 mM, Na;VO4 1 mM, aprotinina 1 pg/ml,
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pepstatina 10 pug/ml, leupeptina 10 pg/ml). La solucion se dejaba actuar durante 10 minutos a
4°C. El extracto proteico celular se recogia y centrifugaba a 8.000 x g durante 5 minutos a
4°C. Seguidamente, se recogian los sobrenadantes, donde se determinaba la concentracion de
proteinas totales mediante el ensayo con el reactivo de Bradford (Bio-Rad), siguiendo el
procedimiento recomendado por el fabricante.

100 pg de este extracto proteico se separaron de acuerdo con el tamafio molecular en
un gel de SDS-poliacrilamida al 7,5%, en el sistema de electroforesis Mini-Protean (Bio-
Rad). Seguidamente, las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham)
mediante un sistema de transferencia semi-humeda (Hoeffer) durante 2 horas a 250 mA con
una soluciéon de Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%, con un pH de 8,3. Para el
bloqueo de la membrana se emple6 leche desnatada en polvo Molico-Sveltesse (Nestle) al 5
% en tampon TBS (Tris-HCI 10 mM, pH 7.4 y 0,9% de NaCl, 0,1% Tween-20). La
incubacion con los anticuerpos primarios se llevo a cabo en solucion de bloqueo durante 15
horas a 4°C y en agitacion.

El anticuerpo contra el factor de transcripcion HIF-1a (Becton-Dickinson) se empleo a
una dilucion de 1:500 y el anticuerpo contra la a—tubulina (Sigma) a una dilucion de 1:1000.
Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno, en tampén TBS con 2% de
leche en polvo. Tras los lavados, la membrana se incubd durante una hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario IgG conjugado con peroxidasa (Amersham
Biosciences) a una dilucion 1:1000 en TBS con 2% de leche en polvo. Después de dos
lavados de 15 minutos cada uno y 3 lavados de 5 minutos en TBS, se procedi6 al revelado con
ECL “western blotting detection system” (Amersham Biosciences) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

3.3.2. Caracteristicas y cuidados de los animales

Para la inoculacion de la linea celular SCC38 se emplearon veinte ratones hembra,
atimicos nu/nu (Charles-River), de 5 semanas de edad. Para la inoculacion del transfectante
estable utilizamos 10 animales con las mismas caracteristicas. Los ratones se mantuvieron en
un micro-ambiente libre de patogenos, en el animalario de la Universidad de Oviedo. Para

ello, se emplearon jaulas estériles equipadas con filtros de aire, y dispuestas en una unidad
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especial de aislamiento. Los animales se alimentaron con pienso irradiado (Panlab) y agua
autoclavada a la que se afiadia tetraciclina al 0,1%. Todos los ratones se manejaron bajo
condiciones de rigurosa asepsia.

Previamente a la inoculacion de las lineas celulares en los ratones atimicos, quisimos
analizar el sistema de drenaje linfatico de la lengua y del suelo de la boca, para ello
empleamos 5 ratones hembra Swiss.

El experimento fue aprobado por el Comité de Etica de Investigaciones Sanitarias y

Animales de Experimentacion de la Universidad de Oviedo.

3.3.3. Caracterizacion del sistema de drenaje linfatico del suelo de la boca en ratones

Con el fin de caracterizar el sistema de drenaje linfatico del suelo de la boca en los
ratones se procedio a la inoculacion de un volumen de 50 pl del colorante vital azul de
metileno en el suelo de la boca de 5 ratones Swiss. Entre 15 y 20 minutos después de la
inoculacidn, los ratones eran sacrificados y su cuello disecado buscando los tejidos a los
cuales habia migrado el colorante vital.

A continuacién, los tejidos sospechosos de ser ganglios linfaticos se estudiaban
histolégicamente para confirmar su estirpe ganglionar. Esta informacion se empled para la
localizacién y posterior diseccion de los ganglios linfaticos de los ratones en los que se

inyectaron las células tumorales.

3.3.4. Inoculacion de las células tumorales

Los animales se anestesiaron con Avertina al 2,5% (Sigma-Aldrich), mediante la
inyeccion intraperitoneal de un volumen de 15 ul/gr de peso. Posteriormente, empleando una
jeringa de insulina de 0,5 ml con una aguja de 30G (U-100 Insulin, BD Micro-Fine +), se
inoculaban de forma submucosa, en el suelo de la boca, unas 300.000 células viables,
resuspendidas en un volumen de 30 ul de DMEM completo. Para ello, se introducia la citada

aguja a nivel submucoso, en la cara ventral de la lengua, progresando entre las dos venas
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raninas hasta la raiz lingual, para, desde ahi, proceder a la inoculacion de las cé€lulas tanto a
nivel del surco alveolo-lingual, como en la cara inferior de la lengua.
Tres semanas después de la inyeccion, los ratones eran sacrificados, empleando para

ello una dosis letal de pentotal sodico.

3.3.5. Necropsia y estudio histolégico

Inmediatamente después del sacrificio de los animales se procedia a la diseccion de los
ganglios linfaticos cervicales (submaxilares y los de la cadena yugular) para, a continuacion,
extraer en una sola pieza, el suelo de la boca y la mandibula de los animales. Los pulmones, el
higado y el bazo se resecaban para poder estudiar en ellos la presencia de metéstasis
hematdgenas. Estos tejidos se fijaban en formaldehido al 10% durante 24h, para después ser
incluidos en parafina y cortados.

Los tumores primarios se decalcificaron durante 72h en una solucion de acido férmico
y clorhidrico, ambos al 4%. En todos los tejidos se realizaron cortes seriados de 4 pm,
profundizando entre ellos 100 um, para asi intentar obtener una descripcion lo mas precisa
posible del tumor primario y descartar o confirmar la presencia de metastasis. Posteriormente,
las secciones se tifieron con hematoxilina-eosina y se evaluaron al microscopio optico.

El indice mitético de cada tumor se definid como la media del nimero de mitosis
contabilizadas en 10 campos de gran aumento (x400).

Para el calculo del volumen tumoral empleamos la féormula n1/6xAxBxC, donde A, B,
y C corresponden a los tres didmetros perpendiculares del tumor. Dicha férmula surge de
considerar al tumor como un elipsoide, pues esta figura geométrica es la que mas se aproxima

a la forma que el tumor adquiere en el espesor de la lengua de los animales.

3.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd mediante el software SPSS version 11.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL.). La correlacion de Spearman se empled para analizar la presencia de
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asociaciones estadisticamente significativas entre la clasificaciéon T, la clasificaciéon N, el
estadio TNM vy el grado histopatologico con la expresion de HIF-1a, p53, caspasa-3, CD34,
asi como con la presencia de recidivas y de segundos tumores primarios. Este mismo
estadistico se utiliz6 también para determinar el grado de asociacion existente entre la edad de
los pacientes y la expresion de HIF-la. Para estudiar la existencia de una asociacion
estadisticamente significativa entre la expresion de HIF-1a, p53, caspasa-3 y CD34 (estas dos
ultimas codificadas como variables cualitativas dicotomicas) en el tumor primario y en las
metastasis ganglionares correspondientes, usamos el estadistico Chi Cuadrado de Pearson.
Cuando, para estudiar esta misma correlacion codificamos CD34 y caspasa-3 como variables
cuantitativas continuas, el estadistico empleado fue la correlacion de Pearson. El test Chi
Cuadrado de Pearson se empled tanto, para estudiar la asociacién entre las diferentes
proteinas objeto de nuestro trabajo con la incidencia de recidivas (locales, regionales y a
distancia) y segundos tumores primarios, como para estudiar la asociacion existente entre
ellas. Para llevar a cabo este ultimo analisis hemos considerado HIF-1a y p53, de acuerdo con

: . 151,1
la literatura previa SLI78

, Y con nuestros propios resultados, como variables cualitativas
dicotomicas, considerando como positivas aquellas muestras con mas del 10% de células
inmunorreactivas, y como negativas aquellas con menos del 10%. El considerar CD34 y
caspasa-3 como variables cuantitativas continuas no aportaba diferencias estadisticamente
significativas con respecto a cuando, empleando como punto de corte la mediana, las
considerabamos como variables cualitativas dicotomicas, mientras que si suponia una
simplificacion a la hora de presentar los resultados, razén esta ltima en virtud de la cual
decidimos considerarlas como variables cualitativas. Asi, cuando empleamos el test T de
Student, para comparar la media de la distribucion de CD34 y caspasa-3 en los tumores con y
sin sobre-expresion de HIF-la y p53 respectivamente, la significacion estadistica no se
modificaba con respecto a cuando, considerandolas como variables cualitativas, estudiabamos
su asociacion mediante tablas de contingencia y empledbamos como estadistico el test Chi
Cuadrado. Del mismo modo ocurria cuando analizdbamos mediante la correlacion de
Spearman su asociacion con la clasificacion T, la clasificacion N, el estadio TNM, el grado
histologico o con la presencia de recidivas o de segundos tumores primarios. En ninguno de
los casos la significacion estadistica variaba en funcion de que las consideraramos como
variables cuantitativas continuas o como cualitativas, empleando como punto de corte la

mediana de sus distribuciones.
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El método de Kaplan-Meier se us6 para el andlisis de supervivencia. Las muertes que
no fuesen debidas al tumor primario o sus metastasis no fueron consideradas como fracasos
del tratamiento, siendo estos casos censurados del andlisis final de la supervivencia especifica
para la enfermedad. Las diferencias entre las curvas de supervivencia fueron analizadas con el
test de log-rank.

Para comparar el volumen de los tumores desarrollados en los ratones por la linea
celular SCC38 y por el transfectante estable desarrollado a partir de la misma, empleamos el
test T de Student para muestras independientes.

Valores de P menores de 0,05 se consideraron como estadisticamente significativos.
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4.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes estudiados y su relacion

con el pronostico

De los 116 pacientes estudiados, 64 (55%) seguian vivos sin evidencia de enfermedad
en la ultima revision. Diez pacientes sufrieron recurrencias locales, 24 regionales, 3 metastasis
a distancia y 24 desarrollaron segundos tumores primarios. Como consecuencia del tumor
fallecieron 30 pacientes. Veintidos pacientes murieron de causas no relacionadas con el tumor
0 sus metastasis. Las tasas de supervivencia global y de supervivencia especifica para la
enfermedad a los 5 afos, fueron del 60% y 72%, respectivamente (Figura 9). La relacion de
los diferentes parametros clinico-patologicos con la incidencia de recidivas, se muestra en las
Tablas 8 a 11. Solo la clasificacion N y el estadio TNM, demostraron una asociacion
estadisticamente significativa con la aparicion de recidivas. Concretamente, ambas variables
se correlacionaron con una mayor incidencia de recidivas regionales (p=0,005 en el caso de la
clasificacion N y p=0,012 en el del estadio TNM). Ni la clasificacion T, ni el grado de
diferenciacion se asociaron de un modo estadisticamente significativo con una mayor
incidencia de recidivas locales, ni regionales. Las recidivas a distancia (3 pacientes) solo se
correlacionaron con la clasificacion N (p=0,015). Ninguna de las variables clinico-patoldgicas
evaluadas se correlacion6 de un modo estadisticamente significativo con la aparicion de

segundos tumores primarios (T, p=0,372; N, p=0,942; TNM p=0,886; grado, p=0,114).
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Figura 9. Curva de supervivencia especifica para la enfermedad, estimada segun el método de Kaplan-Meier.
Mediante cruces se representan los casos censurados en el analisis.
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Entre los parametros clinico-patoloégicos que podrian tener relacion con la
supervivencia, como ocurria con la presencia de recidivas, solo la clasificacion N y el estadio
TNM mostraron una asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia especifica
para la enfermedad (p=0,0001 y p=0,002). En las Figuras 10 a 14 se muestran las curvas de

supervivencia de Kaplan-Meier en relacion con estos parametros.

Tabla 8. Relacion de la clasificacion T con las

— Funciones de supervivencia
recidivas tumorales.

1,07
Bl

Sin Recidivas 9 ,
Total . [+ 2
tumor | T L R D ¢ | ] '

. - + W +

T1 | 13 9 | 4 1] 3]0 e LL
T2 | 44 | 34 | 10] 3 | 6 | 1 g s —————

£, -
T3 | 42 | 27 | 15| 4 | 10 ] 1 g

o< 3
T4 | 17 | 9 | 8] 215 |1 5 .

S
Total| 116 | 79 | 37 | 10 | 24 | 3 g 1

)

2% ' A ' 00

Supervivencia (meses)

T: Recidivas totales (p=0,103); L: Recidivas locales Figura 10. Curvas de supervivencia estratificadas

(p=0,545); R: Recidivas regionales (p=0,266); D: segun la clasificacion T. Las diferencias observadas
Reciéiivas’a distancia (p=0,395). ’ ’ no resultaron ser estadisticamente significativas (log-

rank p=0,215). Mediante cruces se representan los
casos censurados en el analisis.

Tabla 9. Relacion de las metastasis ganglionares (clasificacién N) con las recidivas tumorales. Se muestra el
grado de significacion estadistica (p) asignado a la asociacion existente entre ambas variables.

Total Sin tumor Recidivas
Total Locales | Regionales| A distancia
NO 55 45 10 4 6 0
N1 23 13 10 4 6 0
N2 33 21 12 2 8 2
N3 5 0 5 0 4 1
Total 116 79 37 10 24 3
p 0,001 0,875 0,005 0,015
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Figura 11. Curvas de supervivencia estratificadas
segun la clasificacion N. Las diferencias observadas
resultaron ser estadisticamente significativas (log-rank
p=0,0001). Mediante cruces se representan los casos
censurados en el analisis.

Figura 12. Curvas de supervivencia estratificadas
segun la presencia (+) o ausencia (0) de metéstasis
ganglionares. Las diferencias observadas resultaron
ser  estadisticamente  significativas  (log-rank
p=0,0001). Mediante cruces se representan los datos
censurados en el analisis.

Tabla 10. Relacion del estadio TNM con las recidivas
tumorales.

Sin Recidivas
Total

tumor | T L R D
I 8 7 1 0 1 0
II 25 21 4 2 2 0
111 36 26 10 4 6 0
1A% 47 25 22 4 15 3
Total | 116 79 37 | 10 | 24 3
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T: Recidivas totales (p=0,002); L: Recidivas locales
(p=0,717); R: Recidivas regionales (p=0,012); D:
Recidivas a distancia (p=0,056).

Figura 13. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el estadio TNM. Las diferencias observadas
resultaron ser estadisticamente significativas (log-rank
p=0,002). Mediante cruces se representan los casos
censurados en el analisis.
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Tabla 11. Relacion del grado de diferenciacion
histolégica con las recidivas tumorales.

Funciones de supervivencia

Sin Recidivas
Total 8
tumor T L R D 7
Gl | 53 | 39 |14] 4|9 |1 s °
= 5
G2 | 39 | 23 | 16| 6 [ 10| 0 s .
[
G3 | 24 17 | 7101512 g 3
g 2
Total | 116 79 37 | 10 | 24 3 z 1
@ 00
0 ' 5’0 ' 100
Supervivencia (meses)
Gl: Bien diferenciado; G2: Moderadamente Figura 14. Curvas de supervivencia estratificadas

diferenciado; G3: Poco diferenciado. T: Recidivas
totales (p=0,472); L: Recidivas locales (p=0,681); R:
Recidivas regionales (p=0,503); D: Recidivas a
distancia (p=0,258).

4.2. Expresion de HIF-1a

segun el grado de diferenciacion histologica. Las
diferencias  observadas no  resultaron  ser
estadisticamente significativas (log-rank p=0,191).
Mediante cruces se representan los casos censurados
en el analisis.

La especificidad del anticuerpo empleado para la inmuno-deteccion de HIF-la se

comprobo en la linea celular HeLa. En estas células se analizo la expresion de HIF-1a, en

hipoxia y normoxia, mediante western-blot e inmunocitoquimica. Como se muestra en la

Figura 15, en hipoxia el anticuerpo detecta una proteina, ausente en normoxia, de distribucion

nuclear, cuyo peso molecular corresponde al descrito para HIF-1a (120 kilodaltons).

4.2.1. Expresion de HIF-1a en la mucosa normal de las vias aerodigestivas superiores

En el epitelio plano poliestratificado no queratinizado hemos encontrado una tincion

de distribucion citoplasmatica, de caracter débil, restringida a los estratos superficial e

intermedio (Figura 16).
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Figura 15. Caracterizacion del anticuerpo monoclonal IgG; anti HIF-1a (Becton-Dickinson Biosciences, Palo
Alto, CA, USA). Se muestran los resultados del western blot (izquierda) y de la inmunocitoquimica (x400)
(derecha) de la linea celular HeLa en normoxia (N) e hipoxia (H), con anticuerpos anti HIF-1a. La proteina o-
tubulina se empled como control de carga del extracto proteico en el gel.

Este patron de tincion citoplasmatico aparece sistematicamente polarizado hacia la
zona mas basal de las células epiteliales, adquiriendo una disposicion “en media luna” de
concavidad apical. En la mucosa sana, en ningin caso se encontrd expresion nuclear. Esta
tincion citoplasmatica se observd en el 75% de las muestras analizadas, y afectaba a un

pequeio porcentaje de la superficie epitelial evaluada (nunca mas de un tercio del total).
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Figura 16. Expresion HIF-1a en el epitelio normal (200x y representacion a 2600x).
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4.2.2. Expresion de HIF-1a en carcinomas epidermoides supragloticos

De las 116 muestras analizadas, hemos podido determinar la expresion de HIF-1a en
106. De éstas, 75 (71%) fueron consideradas como muestras positivas, pues en ellas mas del
10% de las células tumorales sobre-expresaban HIF-1a. Esta sobre-expresion se manifestaba

por la aparicion de inmunorreactividad nuclear (Figura 17).

Figura 17. Expresion nuclear de HIF-1a en las células tumorales (200x).

Tanto la intensidad de la tincién, como su extension y distribucion en la masa tumoral,
mostraban una gran variacion entre las distintas muestras estudiadas. Asi, el porcentaje de
c¢lulas tumorales que sobre-expresaban HIF-1a variaba desde menos del 10% hasta mas del

90% segun los casos. Del mismo modo, la intensidad de la tinciéon tampoco parecia
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distribuirse de un modo homogéneo, variando tanto entre los distintos tumores como dentro
de la misma muestra. Como consecuencia, para estudiar la expresion de HIF-lo hemos
empleado el porcentaje de células tefiidas en lugar de la intensidad de la tincion, como
previamente hemos indicado en la seccion de Material y Métodos.

Las células tumorales que sobre-expresaban HIF-la se  distribuian
independientemente de la presencia de vasos sanguineos o de focos de necrosis, apareciendo

tanto en la inmediata proximidad de los vasos (Figura 18) como alejadas de los mismos.
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Figura 18. Expresion de HIF-1a en las células adyacentes a los vasos sanguineos (400x).

Este dato serd el primero de una serie de resultados que nos haran plantearnos la
hipotesis de que, ademas de la hipoxia, otros factores deben contribuir a la regulacion de la
expresion de HIF-la en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. En esta misma
linea, hemos observado que las areas del tumor necroticas, donde las concentraciones de

oxigeno son extremadamente bajas, no siempre aparecian rodeadas de células tumorales
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inmunorreactivas, mientras que las células estromales e inflamatorias dentro y alrededor del
foco necrdtico si presentaban un patrén de tincidon nuclear, probablemente en respuesta al

entorno hipoxico (Figura 19).

Figura 19. Expresion de HIF-1a en areas de necrosis (200x).

4.2.3. Expresion de HIF-loo en las metéstasis ganglionares de carcinomas

epidermoides supragloticos

De los 61 pacientes con metastasis ganglionares, hemos podido determinar la
expresion de HIF-1a en 49. En el 55% de las metéstasis evaluadas (27 casos) se demostro
inmunorreactividad para HIF-1a, observandose un patréon de expresion similar al encontrado

en el tumor primario (tincion nuclear, con distribucion heterogénea) (Figura 20).
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En 45 pacientes hemos podido estudiar la expresion de HIF-1la, tanto en el tumor

primario, como en sus correspondientes metastasis ganglionares. En éstos no hemos

encontrado una asociacion estadisticamente significativa entre el porcentaje de células

inmunorreactivas en el tumor primario y el porcentaje hallado en las metastasis linfaticas

originadas en el mismo (p=0,249; Tabla 12).
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Figura 20. Expresion de HIF-1a en el tumor primario (izquierda; 200x) y en la metastasis ganglionar originada
en el mismo (derecha; 200x). Se puede observar como, mientras en el tumor primario HIF-1a apenas se expresa,

en la metastasis linfatica la expresion es evidente.

Tabla 12. Correlacion entre la expresion de HIF-1a en el tumor primario y en las metastasis

ganglionares originadas en el mismo.

Expresion de HIF-1a en el tumor primario

<10% >10% P
Expresion de HIF-1a en las MTX
<10% 8 12 0,249
>10% 6 19

MTX: Metastasis ganglionares; “Chi cuadrado de Pearson
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Asi pues, el patron de expresion de HIF-1a en el tumor primario no parece mantenerse
de un modo consistente en las metéstasis ganglionares originadas a partir del mismo. Este
resultado, junto con otros que veremos mas adelante, contribuye a poner en duda que HIF-1a

ejerza un papel destacado en la progresion tumoral.

4.2.4. Relacion entre la expresion de HIF-lo y las distintas variables clinico-

patologicas

No hemos encontrado una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion
de HIF-lo y variables como edad (p=0,139), clasificacion N (p=0,507, sin agrupar los
distintos estadios y p=0,777, agrupandolos en pacientes con y sin afectacion ganglionar) o
grado de diferenciacion tumoral (p=0,094). La unica asociacion estadisticamente significativa
ha sido la hallada entre la clasificacion T y el porcentaje de células que sobre-expresaban
HIF-1a. Los tumores localmente mas avanzados tienden a sobre-expresar HIF-1o, mientras
que los tumores diagnosticados en estadios T iniciales mas raramente sobre-expresan HIF-1a.
Esta asociacion parece ser consistente, pues permanece estadisticamente significativa tanto si
analizamos los distintos estadios de forma separada (p=0,016), como si los agrupamos en
estadios iniciales (T1-T2) y avanzados (T3-T4) (p=0,026). Este hallazgo, junto con la falta de
correlacion existente entre la afectacion ganglionar y HIF-1a puede explicar que, cuando
agrupamos los pacientes en estadios iniciales (I y II) y avanzados (III y IV), la relacion entre
la expresion de HIF-1a y el estadio TNM se acerque a la significacion estadistica (p=0,066).
Por el contrario, cuando analizamos los distintos estadios de forma individual, la significacion
estadistica se pierde (p=0,149). Esta observacion se puede deber a la mayor influencia que
tiene la clasificacion N, en comparacion con la clasificacion T, en los estadios avanzados del
sistema TNM.

En la Tabla 13 se representa la relacién entre la expresion HIF-lo y las distintas
variables clinico-patologicas, agrupando los pacientes en estadios iniciales y avanzados, con

el fin de simplificar su interpretacion.
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Tabla 13. Niveles de expresion de HIF-1a en el tumor primario y su correlacion con las distintas

variables clinico-patologicas.

Expresion de HIF-1a en el tumor primario
<10% >10% P
Clasificacion T
T1-T2 21 33 0,026"
T3-T4 10 42
Clasificacion N
NO 15 34 0,777
N+ 16 41
Estadio TNM
I-11 12 16 0,066"
I-1v 19 59
Grado histopatolégico
Bien diferenciado 11 38 0,094#
Moderadamente diferenciado 11 25
Pobremente diferenciado 9 12

*Correlacion de Spearman

4.2.5. Relacion entre la expresion de HIF-1a y el pronostico

Para determinar la influencia de la expresion HIF-lo en el pronético de los

carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, hemos analizado la relacion existente entre su

expresion en el tumor y la evolucion clinica de los pacientes. No hemos encontrado una

asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de expresion de HIF-1a en el tumor

primario y las recurrencias loco-regionales (p=0,756 para las recidivas locales, p=0,450 para

las regionales). Tampoco hemos encontrado correlacion con la incidencia de segundos

tumores primarios (p=0,319) (Tabla 14).
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Tabla 14. Niveles de expresion de HIF-1a en el tumor primario y su correlacion con el prondstico.

Expresion de HIF-1a en el tumor primario
<10% >10% P
Recidiva local

No 29 67 0,756"

Si 2 8

Segundos primarios
No 23 62 0,319"
Si 8 13

*Chi cuadrado de Pearson.

Del mismo modo, tampoco hemos encontrado ninguna asociacioén entre la expresion
de HIF-1a en las metastasis ganglionares y la presencia de recidivas regionales (p=0,647)

(Tabla 15).

Tabla 15. Niveles de expresion de HIF-la en la metastasis ganglionar y su correlacion con el
pronostico.

Expresion de HIF-1a en la MTX ganglionar
<10% >10% P
Recidiva regional
No 16 18 0,647
Si 6 9

*Chi cuadrado de Pearson; MTX: metastasis.

Asi mismo, tampoco hemos podido correlacionar de una manera estadisticamente
significativa la supervivencia de los pacientes con el porcentaje de células que sobre-
expresaban HIF-1a, ni en el tumor primario (Figura 21; p=0,464, test de log rank), ni en las

metéstasis ganglionares (Figura 22; p=0,154, test de log rank). Si bien es cierto que los
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pacientes cuyas metastasis ganglionares cervicales sobre-expresan HIF-la parecen vivir

durante mdas tiempo, este resultado es s6lo una tendencia y ni siquiera se acerca a la

significacion estadistica.

Funciones de supervivencia

. > 10%

Supervivencia acumulada

0 ' 50 ' 100

Supervivencia (meses)

Funciones de supervivencia

+ H o+ o+ o+

>10%

Supervivencia acumulada

0 ' 50 ' 100

Supervivencia (meses)

Figura 21. Curvas de supervivencia estratificadas
seglin el porcentaje de células con sobre-expresion de
HIF-1a en el tumor primario (punto de corte 10%).
(log-rank p=0,464). Mediante cruces se representan
los casos censurados en el analisis.

4.3. Expresion de p53

Figura 22. Curvas de supervivencia estratificadas
seglin el porcentaje de células con sobre-expresion de
HIF-1a en las metastasis ganglionares (punto de corte
10%). (log-rank p=0,154). Mediante cruces se
representan los casos censurados en el analisis.

4.3.1. Expresion de p53 en carcinomas epidermoides supragléticos

El 58% de los tumores analizados se consideraron como positivos, pues en ellos mas

del 10% de las células tumorales expresaban p53. El patron de expresion de p53 diferia

claramente del mostrado por HIF-1a.. En la mayoria de los tumores positivos la expresion de

p5S3 era intensa, y las células inmunorreactivas se distribuian de forma homogénea en el

espesor de la masa tumoral, respondiendo en el 85% de los casos a la ley del todo o nada. Es

decir, solo el 15% de los tumores que sobre-expresaban p53 tenian un porcentaje de células
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tumorales inmunorreactivas comprendido entre el 10% y el 50%, mientras que el resto de los

casos, 0 no expresaban p53, o la mayoria de las células tumorales eran positivas (Figura 23).
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Figura 23. Expresion nuclear de p53 en las células tumorales (400x).

No hemos hallado ninguna correlacion entre la expresion de HIF-la y la de p53

(p=0,342).

4.3.2. Expresion de p53 en las metdstasis ganglionares de carcinomas epidermoides

supragléticos

En 46 pacientes hemos estudiado la expresion de p53, tanto en el tumor primario,

como en sus correspondientes metdstasis ganglionares. En el 46% de las metastasis se
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demostrd inmunorreactividad para p53. Al estudiar la correlacion entre el porcentaje de
células inmunorreactivas en los tumores primarios y el porcentaje hallado sus metéstasis
ganglionares, encontramos una correlacion casi perfecta (p=0,0001). Es decir, las células
tumorales presentes en las metéstasis linfaticas se comportan, en cuanto a la expresion de p53,

del mismo modo que las del tumor primario (Figura 24).
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Figura 24. Expresion de p53 en el tumor primario (izquierda; 200x) y en la metastasis ganglionar originada en el
mismo (derecha; 400x).

4.3.3. Relacion entre la expresion de p53 y las distintas variables clinico-patologicas

No hemos encontrado ninguna asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de p53 en el tumor primario y las clasificaciones T (p=0,102), N (p=0,129), el
estadio TNM (p=0,059), ni el grado histoldgico (p=0,149). Del mismo modo, tampoco hemos
encontrado asociacion entre la expresion de p53 en las metastasis ganglionares y la

clasificacion N (p=0,181).
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4.3.4. Relacion entre la expresion de pS3 y el prondstico

Como previamente habia ocurrido con HIF-la, la expresion de pS53 en el tumor
primario no se asocié con una mayor incidencia de recidivas (p=0,227 para las recidivas
locales y p=0,275 para las recidivas regionales), ni tampoco con una mayor incidencia de
segundos tumores primarios (p=0,544). Sin embargo, la expresion de p53 en las metastasis
ganglionares si se asocid con una mayor frecuencia de recidivas regionales (p=0,02) (Tabla
16). Aquellos tumores cuyas metastasis linfaticas sobre-expresaban p53, recidivaban a nivel
cervical con mas frecuencia que aquellos cuyas células tumorales metastaticas no expresaban

pS3.

Tabla 16. Niveles de expresion de p53 en las metastasis ganglionares y su correlacion con la clasificacion N
(p=0,181) y con las recidivas regionales (p=0,02)

Clasificacion N Recidivas regionales

N1 N2 N3 No Si

p53 <10% 7 16 2 21 4
p53>10% 10 10 1 11 10

Probablemente este hallazgo pueda justificar por qué mientras la expresion de p53 en
el tumor primario no parece influir en la supervivencia de los pacientes (p=0,711; Figura 25),
la expresion de esta proteina en las metéstasis ganglionares se asocia de un modo
estadisticamente significativo con la supervivencia (p=0,018; Figura 26). Aquellos pacientes
cuyas metastasis ganglionares sobre-expresan p53 tienen un prondstico vital mucho peor que
aquellos en los que esto no ocurre (70% vivos a los 5 afios, comparados con el 30% en el

grupo cuyas metastasis sobre-expresan p53).
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Funciones de supervivencia
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Figura 25. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el porcentaje de células tumorales que sobre-
expresan p53 en el tumor primario (punto de corte
10%).  (log-rank p=0,711). Mediante cruces se
representan los casos censurados en el analisis.

4.4. Expresion de caspasa-3

Figura 26. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el porcentaje de células tumorales que sobre-
expresan p53 en las metéstasis ganglionares (punto de
corte 10%). (log-rank p=0,018). Mediante cruces se
representan los casos censurados en el analisis.

4.4.1. Expresion de caspasa-3 en carcinomas epidermoides supragloticos

De las aproximadamente 1000 células tumorales evaluadas en cada uno de los casos,

el numero de células en las cuales se podia demostrar expresion de caspasa-3 (c-3) oscilaba

entre 0 y 136, la media eran 25 células y la mediana 10 (Figura 27). Como punto de corte se

empled la mediana dado que, la distribucion de valores muy asimétrica hace que la media no

sea una medida de tendencia central adecuada para nuestra serie.
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Figura 27. Expresion de caspasa-3 en el tumor primario (400x).

4.4.2. Expresion de caspasa-3 en las metéastasis ganglionares de carcinomas

epidermoides supragloticos

El nimero de células inmunorreactivas para c-3 en las metastasis ganglionares
oscilaba, seguin los casos, entre 2 y 318, la media fueron 41 células y la mediana 9. Nos
parece interesante resaltar que la medida de tendencia central elegida (la mediana) resultd ser
muy similar a la encontrada en los tumores primarios (9 y 10 células, respectivamente), a
pesar de las variaciones en el intervalo de valores y en la media.

Como ocurria con p53, la expresion de c-3 en el primario y en las metéstasis linfaticas
se mantiene de un modo estadisticamente significativo (p=0,0001 si consideramos la
expresion de c-3 como una variable cuantitativa continua y p=0,035 si empleamos como

punto de corte la mediana, y consideramos su expresion como una variable cualitativa
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dicotémica) (Tabla 17; Figura 28). Es decir, el nimero de células en las cuales se ha
desencadenado la cascada de sefializacion intracelular cuyo fin es la muerte celular

programada, es muy similar en el tumor primario y en sus metastasis.

Tabla 17. Grado de significacion estadistica (p) asignado a la correlacion existente entre la expresion
de los distintos marcadores moleculares en el tumor primario y en sus metastasis ganglionares.

HIF pS3 c-3 CD34
Correlacion expresion primario y MTX 0,247 0,0001 0,035 0,603

MTX: Metastasis; Se representan en color rojo los valores de p<0,05.

Figura 28. Expresion de caspasa-3 en el tumor primario (izquierda; x400) y en la metastasis ganglionar
originada en el mismo (derecha; x400).

4.4.3. Relacion entre la expresion de caspasa-3 y las distintas variables clinico-

patologicas
En el estudio de las posibles correlaciones existentes entre la expresion de c-3 y las

distintas variables clinico-patoldgicas, se encontrd6 una asociacion estadisticamente

significativa entre la clasificacion N y c-3 (p=0,037). Curiosamente, los tumores con indices
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apoptoticos mas elevados parecen desarrollar metastasis linfaticas con mayor facilidad que los
carcinomas en los cuales existe un menor nimero de células en apoptosis.

Por el contrario, no hemos encontrado una asociacion estadisticamente significativa
entre la expresion de c-3 en el tumor primario y las clasificaciones T (p=0,666), el estadio
TNM (p=0,429), o el grado histoloégico (p=0,333). Del mismo modo, tampoco hemos
encontrado asociacion entre la expresion de c-3 en las metastasis ganglionares y la

clasificacion N (p=0,435) (Tabla 18).

Tabla 18. Se representa el grado de significacion estadistica (p) asignado a la correlacion existente
entre la expresion de las 4 proteinas analizadas y los distintos parametros clinico-patoldgicos, tanto en
el tumor primario, como en las metastasis.

HIF p53 c-3 CD34
Expresion en el tumor primario
T 0,016 0,102 0,666 0,444
N 0,507 0,129 0,037 0,133
Estadio 0,149 0,059 0,429 0,300
Grado histologico 0,094 0,149 0,333 0,462
Expresion en la MTX ganglionar
N 0,593 0,181 0,435 0,234

MTX: Metastasis; Se representan en color rojo los valores de p<0,05.

4.4.4. Relacion entre la expresion de caspasa-3 y el pronostico

La expresion de c-3 en el tumor primario no parece asociarse con una mayor
incidencia de recidivas locales (p=0,610), regionales (p=0,525), o de segundos tumores
primarios (p=0,674) (Tabla 19).

Resulta interesante destacar que, como ocurria con p53, la expresion de c-3 en las
metastasis ganglionares se asocia con una mayor incidencia de recidivas regionales (p=0,023).
Los pacientes cuyas metéstasis ganglionares presentaban un mayor numero de células en
apoptosis tenian mayor probabilidad de desarrollar una recidiva regional que aquellos cuyas

células metastasicas tenian una menor tendencia a entrar en apoptosis. Sin embargo, este
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hallazgo no parece influir en la supervivencia de los pacientes, pues, ni el indice apoptdtico

del tumor primario (Figura 29), ni el de las metastasis ganglionares (Figura 30), parecen

relacionarse con la supervivencia (p=0,741 y p=0,659 respectivamente) (Tabla 19).

Funciones de supervivencia
1,0

+

Supervivencia acumulada

0 ' 50 ' 100

Supervivencia (meses)

Funciones de supervivencia
1,0

Supervivencia acumulada

0 ' 50 ' 1

Supervivencia (meses)

Figura 29. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el numero de células tumorales que expresan
caspasa 3 en el tumor primario (punto de corte
mediana; 10 células). (log-rank p=0,741). Mediante
cruces se representan los casos censurados en el
analisis.

Figura 30. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el numero de células tumorales que expresan
caspasa 3 en las metastasis ganglionares (punto de
corte mediana; 9 células). (log-rank p=0,659).
Mediante cruces se representan los casos censurados
en el analisis.

Tabla 19. Se representa el grado de significacion estadistica (p) asignado a la correlacion existente
entre la expresion de las 4 proteinas analizadas y varios factores prondsticos, tanto en el tumor

primario, como en las metastasis.

HIF p53 c-3 CD34
Expresion en el tumor primario
Recidiva local 0,756 0,227 0,610 0,074
Segundos tumores primarios 0,319 0,544 0,674 0,046
Supervivencia 0,464 0,711 0,741 0,252
Expresion en la MTX ganglionar
Recidiva regional 0,647 0,020 0,023 0,814
Supervivencia 0,154 0,018 0,659 0,538

MTX: Metastasis; Se representan en color rojo los valores de p<0,05.
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4.4.5. Relacion entre la expresion de caspasa-3, HIF-1a y p53

No hemos encontrado ninguna asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de p53 y ¢-3, ni en el tumor primario (p=0,581), ni en las metastasis ganglionares
(p=1). Del mismo modo, no hemos hallado ninguna correlacion entre la expresion de HIF-1a

y la de ¢-3 (p=0,702 en el primario; p=0,080 en las metastasis).

Funciones de supervivencia
10 _'—L,

°1 %

7 HE A+

4 Expresion p53 y HIF

3 5 HIF+/p53+
2 - -

- Resto

Supervivencia acumulada

0 50 100

Supervivencia (meses)

Figura 31. Curvas de supervivencia especificas para la enfermedad en las que se comparan los pacientes con
sobre-expresion simultanea de HIF-1a y p53 con el resto del grupo. (log-rank p=0,517). Mediante cruces se
representan los casos censurados en el analisis.

La sobre-expresion de HIF-1a en presencia de una proteina p53 funcional no parece
asociarse con un aumento de la apoptosis pues, entre los pacientes que sobre-expresaban HIF-
la. en ausencia de inmuno-deteccion de p53, y el resto del grupo, no hemos encontrado

diferencias estadisticamente significativas en la expresion de caspasa-3 (p=0,535). Asi
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mismo, la influencia de la expresion de HIF-1a en la supervivencia de los pacientes no se vio
condicionada por la expresion de p53 (p=0,585). En oposicion a lo publicado en trabajos
previos, el subgrupo de pacientes que sobre-expresaba simultaneamente HIF-law y p53 no

presentaba un peor pronodstico que el resto del grupo (Figura 31; p=0,517).

4.5. Expresion de CD34

4.5.1. Expresion de CD34 en carcinomas epidermoides supragléticos

El numero de vasos por milimetro cuadrado (mm?®), cuantificados en el area mejor
vascularizada de cada tumor, oscilaba entre 18 y 206. La media fue de 73 vasos y la mediana
de 68 (Figura 32). Como se puede deducir de las cifras expuestas, el grado de vascularizacion
variaba ostensiblemente entre los distintos carcinomas estudiados (desviacion estandar 34).
La variabilidad no era s6lo cuantitativa, sino que también tenia caracter cualitativo, dado que
el patron de vascularizacion diferia de un tumor a otro. Mientras que unos tumores se nutrian
desde la periferia, en otros, grandes ejes vasculares penetraban en su espesor, posibilitando, al

menos tedricamente, un mayor flujo de oxigeno y nutrientes a las células tumorales.

4.5.2. Expresion de CD34 en las metastasis ganglionares de carcinomas epidermoides

supragléticos

El niimero de vasos por mm” en las metastasis ganglionares oscilaba entre 23 y 150.
La media fue de 59 vasos y la mediana de 52. Al contrario de lo que ocurria con p53 y con c-
3, no hemos hallado correlacion entre la vascularizacion del tumor primario y la de los nidos

tumorales presentes en los ganglios linfaticos (Tabla 17; Figura 33).
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Figura 32. Expresion de CD34 en el tumor primario (200x).

El caracter independiente del grado de vascularizacion del tumor primario y de sus
metastasis ganglionares, se demostraba tanto si se consideraba la expresion de CD34 como
una variable cuantitativa continua (p=0,273), como si se codificaba como una variable

cualitativa dicotdmica, empleando como punto de corte la mediana (p=0,603).

4.5.3. Relacion entre la expresion de CD34 y las distintas variables clinico-patoldgicas

La clasificacion T, la N, el estadio TNM y el grado de diferenciacion tumoral no se
relacionaron con la densidad micro-vascular de los 116 tumores primarios estudiados
(p=0,444, p=0,133, p=0,300 y p=0,462 respectivamente). Del mismo modo, no hemos hallado
correlacion entre el grado de vascularizacion de las metastasis ganglionares y la clasificacion

N (p=0,234) (Tabla 18).
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Figura 33. Expresion de CD34 en el tumor primario (izquierda; 400x) y en la metastasis ganglionar originada en
el mismo (derecha; 400x). Se puede observar como mientras el tumor primario se encuentra bien vascularizado,
la metastasis apenas tiene vasos sanguineos.

4.5.4. Relacion entre la expresion de CD34 y el pronostico

Cuando se estudio la incidencia de segundos tumores primarios, se encontrd que €stos
eran mas frecuentes en aquellos pacientes con tumores mal vascularizados. No obstante, la
significacion estadistica de este hallazgo es escasa (p=0,046), y més que una asociacion
evidente parece indicar una tendencia. En esta linea, resulta interesante destacar que no hemos
encontrado correlacion entre el grado de vascularizacion tumoral y la incidencia de recidivas
locales (p=0,074) aunque la tendencia mostrada sigue siendo la misma, es decir, los tumores
menos vascularizados recidivan mas que sus homologos mejor prefundidos. Sin embargo, no
se encontrd correlacion entre la vascularizacion del tumor primario y la incidencia de
recidivas regionales (p=1). Tampoco se hallé ninguna asociacion entre la vascularizacion de
las metastasis ganglionares y la incidencia de recidivas regionales (p=0,814) (Tabla 19).

En las Figuras 34 y 35 se muestran, respectivamente, las funciones de supervivencia
de los pacientes segin el grado de vascularizacion de los tumores primarios y el de sus
metastasis ganglionares. En ninguno de los 2 casos, el peor pronostico de los pacientes con

tumores menos vascularizados alcanzd la significacion estadistica (p=0,252 y p=0,538,
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respectivamente). No obstante, se mantiene la tendencia observada al estudiar la incidencia de

segundos tumores primarios y de recidivas locales, es decir, los tumores con una menor

densidad micro-vascular, presentan un pronoéstico ligeramente peor que aquellos tumores

mejor vascularizados.
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Figura 34. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el numero de células tumorales que expresan
CD34 en el tumor primario (punto de corte mediana;
68 células). (log-rank p=0,252). Mediante cruces se
representan los casos censurados en el analisis.

Figura 35. Curvas de supervivencia estratificadas
segun el numero de células tumorales que expresan
CD34 en las metastasis ganglionares (punto de corte
mediana; 52 células). (log-rank p=0,538). Mediante
cruces se representan los casos censurados en el
analisis.

4.5.5. Relacion entre la expresion de CD34, HIF-1a, p53 y c-3

No hemos encontrado ninguna asociacion entre el grado de vascularizacion tumoral y

la expresion de HIF-1a, ambas variables se comportaban de forma independiente, tanto en el

tumor primario (p=0,621) como en las metastasis ganglionares (p=0,545).

Cuando se analiz6 la relacion entre la expresion de CD34 y variables como p53 o c-3

nos encontramos con resultados similares. Es decir, la expresion de p53 no parece influir en el
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grado de vascularizacion del tumor (p=0,217 en el primario y p=0,721 en la metastasis), ni
tampoco la de c-3 (p=0,208 en el primario y p=0,536 en la metastasis).

Cuando estudiamos la supervivencia del subgrupo de pacientes con tumores
pobremente vascularizados (baja expresion de CD34), que sobre-expresaban HIF-1a y p53, al
tiempo que presentaban bajos indices apoptdticos (baja expresion de caspasa-3), encontramos
que su supervivencia era marcadamente inferior a la del resto de pacientes (75% vivos a los 5
afios versus 47%) (Figura 36). A pesar del bajo nimero de individuos que constituian este

subgrupo (19 pacientes), la diferencia alcanz6 significacion estadistica (p=0,012).
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Figura 36. Curvas de supervivencia estratificadas segin la expresion de CD34, HIF-1a, p53 y caspasa-3. El
grupo 1 esta constituido por los pacientes con bajos niveles de CD34 y de c-3 y elevada expresion de HIF-1a y
de p53. El grupo 0 por todos aquellos pacientes que no reiinen esta combinacion de variables (log-rank p=0,012).
Mediante cruces se representan los casos censurados en el analisis.
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4.6. Modelo murino de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello

Con la intencion de estudiar in vivo el papel de HIF-1a en la génesis y progresion de
los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello hemos desarrollado un modelo murino capaz
de reproducir el comportamiento de estos tumores en humanos. Para ello, en una primera fase,
realizamos un estudio del sistema de drenaje linfatico del suelo de la boca de los ratones.
Posteriormente, en una segunda fase, inoculamos la linea celular SCC38, desarrollada a partir
de un carcinoma epidermoide glético. Tras demostrar la viabilidad del modelo, y comprobar
que los tumores desarrollados reproducian en multiples aspectos el comportamiento de sus
homologos humanos, pasamos a la tercera fase del estudio. En ella, analizamos los tumores
desarrollados por la linea celular SCC38, tras ser manipulada genéticamente para sobre-
expresar una variante funcional de HIF-1a, estable en normoxia. Mediante la comparacion in
vivo de las caracteristicas anatomopatoldgicas de los tumores generados por ambas lineas
celulares, hemos podido profundizar en el conocimiento del papel que HIF-1a juega en el

desarrollo y progresion de estos carcinomas.

4.6.1. Estudio piloto

La caracterizacion del sistema de drenaje linfatico del suelo de la boca de los ratones
se realizd mediante la inoculacion submucosa, en esta localizacion, de azul de metileno en
ratones inmunocompetentes. La primera estacion de drenaje estaba constituida por 1 6 2
ganglios linfaticos localizados en el espesor de las glandulas submaxilar y sublingual
(glandulas que en estos animales se encuentran muy desarrolladas y en intimo contacto entre
si), aproximadamente a la altura del tendoén del musculo digastrico (Figura 37). Cuando se
esperaban 20 minutos para sacrificar el animal (5 minutos mas de los necesarios para ver la
tincion de los primeros ganglios) se podia observar que el colorante vital migraba desde la

localizacion descrita hasta los pequenios ganglios localizados en la cadena yugular. Asi, en los
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ratones atimicos tanto los ganglios submaxilares como los de la cadena yugular fueron

extraidos de forma sistematica para buscar en ellos la presencia de metastasis regionales.

Figura 37. Distintos momentos de la diseccion cervical de un ratéon inmunocompetente tras inyeccion de azul de
metileno en el suelo de la boca. Se pone asi de manifiesto el sistema de drenaje linfatico de esta localizacion.

4.6.2. Inyeccion de SCC38

En una segunda fase de nuestro estudio, se procedid a la inoculacion de la linea
SCC38 y posteriormente a la necropsia de los animales, tal como se indica en la seccion
Material y Métodos. La capacidad carcinogénica de la linea empleada quedd puesta de
manifiesto por el elevado porcentaje de tumores desarrollados en nuestro experimento. Asi, el
90% (18 de 20) de los ratones inoculados con SCC38 desarrollaron tumores.

Los tumores desarrollados resultaron ser muy homogéneos. Todos ellos eran tumores
bien vascularizados, sin areas de necrosis y moderadamente diferenciados (grado II de
Broders) (Figura 38). Este grado de diferenciacion era el mismo que presentaba el tumor

glotico a partir del cual se desarrolldo la linea celular SCC38. La media de las mitosis
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contabilizadas por campo de gran aumento se situo en 5. El volumen medio de los 18 tumores
fue de 32 mm’® (desviacion estandar 12,5). Los tumores demostraron una gran agresividad
local, invadiendo sistematicamente el tejido muscular lingual mediante pequefios cordones e

hileras celulares, presentando un limite con el tejido sano adyacente mal definido.

Figura 38. Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado. Se pueden observar células musculares entre
las células tumorales (400x).

Las células tumorales también demostraron una evidente capacidad de crecimiento
perineural, pues invadian sistematicamente el nervio lingual y ocasionalmente el hipogloso, e
incluso en un caso, en el cual el tamano del tumor era tal que erosiond la mandibula y crecio
hasta la fosa infratemporal, encontramos afectacion de la 3* rama del nervio trigémino (Figura
39). La disposicion anatomica de los tumores desarrollados hizo que la invasion osea fuese un
fendmeno poco frecuente, pues raramente el tumor crecia hasta ponerse en contacto con la

mandibula. Sin embargo, en los 4 tumores en los cuales su tamafio y localizacion los llevé a
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contactar con el maxilar, se pudo demostrar erosion 6sea, poniendo asi de manifiesto la
capacidad de SCC38 para invadir el hueso (Figura 39). El 72% de los ratones que
desarrollaron tumores (13/18) sufrieron, en diferentes grados, afectacion del epitelio de la

mucosa oral, manifestindose macroscdpicamente por la presencia de ulceras intraorales.

Figura 39. Carcinoma epidermoide erosionando la mandibula. Se aprecia el nervio dentario inferior invadido
por las células tumorales (asterisco) (200x).

La invasion de arterias y venas resulto ser un fendmeno poco frecuente, pues sélo en 3
de los animales se encontré embolizacion intraluminal y en los 3 casos se trataba de vasos
intratumorales. En ninguno de los animales se observo afectacion de vasos sanguineos
situados fuera de la masa tumoral. Por el contrario, en todos los casos se podia demostrar
embolizacion del sistema linfatico por parte de las células tumorales, poniendo asi de
manifiesto el gran tropismo por los vasos linfaticos que presentan estas células. Estos émbolos

se podian seguir a lo largo de los distintos cortes histologicos, desde su origen en las
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proximidades del tumor primario, hasta su llegada a los ganglios linfaticos regionales,

pasando por toda la longitud del pediculo facial (Figura 40).

Figura 40. Embolo de células tumorales en el interior de un vaso linfatico que se encuentra formando parte del
pediculo facial (100x).

Todos los ratones que desarrollaron tumores (n=18), presentaron metastasis
ganglionares. Estas metastasis regionales siempre afectaban al primer ganglio de drenaje,
localizado a nivel submaxilar. Doce de los 18 ratones que desarrollaron tumores presentaban
metastasis unilaterales (66%), mientras que en los 6 ratones restantes se encontraron
metastasis bilaterales (33%). Las metastasis linfaticas eran de pequefio tamafio, oscilando
entre las 50 y las 700 um de diametro maximo. Las células tumorales se localizaban en el
ganglio invadiendo el seno marginal y la region paracortical (Figura 41).

Ninguno de los animales presentd metastasis hematogenas en los 6rganos evaluados

(pulmon, higado y bazo).
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Figura 41. Metastasis linfatica. Se puede observar como las células tumorales estan entrando en el ganglio desde
el vaso linfatico (100x).

4.6.3. Expresion de HIF-1a en SCC38 y SCC38pWZL-HIF-1a

Mediante el analisis de los extractos proteicos obtenidos de la linea celular SCC38, y
del transfectante estable desarrollado a partir de la manipulacion genética de la misma
(SCC38pWZL-HIF-1a), hemos podido confirmar, tanto la eficacia de la transfeccion, como la
ausencia de expresion de HIF-1a en normoxia por parte de la linea nativa. Los resultados del
western blot demuestran que, mientras en normoxia en la linea nativa no somos capaces de
detectar expresion de HIF-1a., en el transfectante estable, en cuyo genoma hemos insertado el

gen HIF-1a mutante, es posible detectar elevadas concentraciones de la proteina (Figura 42).
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Figura 42. Western blot en el cual se pone de manifiesto la sobre-expresion en normoxia de HIF-1a en el
transfectante estable y la ausencia de expresion en la linea nativa. En las tres columnas mostradas se representan
de izquierda a derecha: Linea SCC38 no manipulada genéticamente. Linea SCC38 empleada como control,
transfectada con el plasmido pWZL. Linea transfectada establemente con el gen mutante HIF-10-P402A-P564G.
La proteina a-tubulina se empled como control de carga de los extractos proteicos.

La inmunohistoquimica practicada en los tumores inducidos en los ratones, puso de
manifiesto como la expresion de HIF-1a, demostrada in vitro en el transfectante estable, se
mantenia in vivo. Por el contrario, en los tumores desarrollados por la linea nativa no era

posible detectar expresion de HIF-1a (Figura 43).

Figura 43. Inmunohistoquimica de HIF-lo.. Se muestra como los tumores desarrollados por la linea celular
SCC38 nativa no expresan HIF-1a (A), mientras que si se detecta expresion en los tumores inducidos por el
transfectante estable (B) (x400).
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4.6.4. Inyeccion del transfectante estable

El 90% de los ratones inoculados con el transfectante estable desarrollaron tumores.
Como ocurria con los tumores inducidos por la linea nativa, los carcinomas desarrollados por
el transfectante resultaron ser muy homogéneos entre si.

Las distintas variables anatomopatoldgicas evaluadas apenas presentaron diferencias
entre los tumores desarrollados por la linea nativa y los desarrollados por el transfectante
estable capaz de sobre-expresar HIF-la. Los tumores estaban bien vascularizados y no
presentaban areas de necrosis. Como previamente habiamos demostrado mediante
inmunohistoquimica en los carcinomas epidermoides supragloticos, la sobre-expresion de
HIF-1a no influy6 en el grado de diferenciacion tumoral, pues los tumores inducidos por el
transfectante estable mostraron el mismo grado de diferenciacion que los inducidos por la
linea SCC38 previamente a su manipulacion (grado II de Broders). Los tumores desarrollados
por la linea mutante presentaban limites imprecisos, mostrando bordes mal definidos,
constituidos por pequeios cordones celulares. La media de las mitosis contabilizadas por
campo de gran aumento se situ6 en 5. El tamafio tumoral medio fue de 29 mm® (desviacién
estandar 11,7). Las diferencias en los tamanos de los tumores desarrollados por ambas lineas
no alcanzaron significacion estadistica (p=0,461). Del mismo modo, como previamente habia
ocurrido con los tumores derivados de SCC38, las células tumorales demostraron un gran
neurotropismo, invadiendo sistematicamente el nervio lingual. S6lo en 1 de los ratones el
tamafio alcanzado por el tumor hizo que éste se pusiera en contacto con la mandibula y, como
en el caso de la linea nativa, las células tumorales invadieron el hueso. En el 66% de los
animales (6/9) los tumores dieron lugar a la afectacion del epitelio de la mucosa oral,
manifestandose macroscopicamente por la presencia de ulceras intraorales.

En ninguno de los animales se pudo demostrar invasion arterial o venosa. La expresion
de HIF-la por parte del transfectante estable no parecid afectar al marcado linfotropismo
mostrado por SCC38, pues todos los animales que desarrollaron tumores presentaron tanto
émbolos linfaticos en la proximidad del tumor, como metastasis en los ganglios de drenaje
correspondientes. Como habia ocurrido en el caso de SCC38, estas metastasis

sistematicamente se localizaban en la region paracortical del primer ganglio de drenaje,
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localizado a la altura del tendon del musculo digastrico. Ocho de los 9 ratones que
desarrollaron tumores presentaban metastasis unilaterales (89%), mientras que en el raton
restante se encontraron metéstasis bilaterales (11%). Como en el caso de SCC38, las
metastasis linfaticas eran de pequefio tamafio, oscilando entre las 50 y las 900 um de didmetro
maximo. La presencia de metastasis linfaticas uni o bilaterales parece condicionada por la
extension del tumor, pues aquellos tumores que sobrepasaban el rafe lingual medio
desarrollaron metdastasis bilaterales, mientras que los tumores que permanecian confinados en
un lateral de la lengua, daban lugar a una diseminacion linfética exclusivamente ipsilateral.
Como se habia observado con la linea nativa, ninguno de los animales inoculados con
el transfectante estable desarrollé metastasis hematogenas en los 6rganos evaluados (pulmon,

higado y bazo).
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Discusion

La expresion de HIF-1a se ha estudiado mediante inmunohistoquimica en una gran
variedad de tumores humanos. Estos trabajos han mostrado que mientras HIF-1a apenas se
expresa en los tejidos normales, se encuentra sobre-expresado en una gran parte de los

tumores analizados'**!%

. Aunque su sobre-expresion se ha correlacionado con un peor
prondstico en multiples tipos de céncer, esta asociacion no se ha encontrado en todos los
tumores estudiados. En el caso concreto de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello,

.. . . . - 131,133,135,136,151
los distintos estudios publicados aportan resultados contradictorios'>!'?*!3>13¢151 " Dog

135,136 -
, mientras

trabajos han asociado la sobre-expresion de HIF-1a con un peor pronostico
que otros dos lo han hecho con un prondstico mas favorable'*"'*. Entre ambos se encuentran
los resultados de un quinto estudio, en el cual no han encontrado correlacion entre la
supervivencia de los pacientes y la expresion de HIF-la. Asi pues, el papel que HIF-1a
desempefia en este grupo de tumores es aln incierto. Si al potencial valor prondstico de la
expresion de HIF-1a, le afadimos la posibilidad de emplear sus inhibidores en el tratamiento
de esta enfermedad (algunos de los cuales se encuentran ya incluidos en ensayos clinicos —ver
Introduccién-), resulta obvia la necesidad de dilucidar el papel que HIF-la juega en el
desarrollo de este tipo de carcinomas.

Guiados por esta necesidad, nos planteamos un estudio sistematico de un importante
numero de casos bien seleccionados. Para ello, elegimos 116 pacientes con carcinomas
epidermoides de la misma localizacion, todo ellos supragloticos. Este hecho resulta
fundamental si tenemos en cuenta la conjuncién de dos fendomenos. Por un lado, esta la
demostrada capacidad de HIF-1a de comportarse, bien como un oncogén, bien como un gen
supresor de tumores, en funcién de los cambios genéticos y epigenéticos que el tumor
concreto que estamos estudiando haya adquirido. Por otro lado, hemos de tener en cuenta que
los tumores de diferentes localizaciones anatdémicas (faringe, laringe y cavidad oral), se
asocian con factores etiologicos distintos y conllevan prondsticos diferentes. En ello influyen
no so6lo la distinta exposicion a los factores de riesgo, la mayor o menor demora en la
aparicion de sintomas, o la variabilidad en la densidad del sistema de drenaje linfatico de las
diferentes localizaciones, sino que también presentan diferentes alteraciones

152,153,154

moleculares . Por lo tanto, probablemente las consecuencias de la sobre-expresion de
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HIF-1a en un carcinoma epidermoide glotico, sean distintas a las consecuencias que esa
misma sobre-expresion puede tener en un carcinoma epidermoide originado en la cavidad
oral. Asi pues, resulta evidente la necesidad de seleccionar un grupo de pacientes lo mas
homogéneo posible en cuanto a la localizacion de sus tumores.

Otro aspecto fundamental a tener en cuenta a la hora de plantear este tipo de estudios
es la modalidad terapéutica elegida, pues como hemos expuesto en la introduccion, HIF-1a
tiene la capacidad de modificar los efectos de la radioterapia y de la quimioterapia. Asi pues,
con la intencion de introducir el menor numero posible de sesgos, seleccionamos los pacientes
de modo que en todos ellos el tratamiento de eleccion fuera la cirugia, a la que se le afiadio
radioterapia en los estadios avanzados (ver seccion Material y Métodos).

Por lo tanto, la homogeneidad de la muestra en cuanto a la localizacion y al
tratamiento de los tumores, el elevado nimero de pacientes, y el largo periodo de
seguimiento, dotan de especial consistencia a las conclusiones que se puedan extraer de este
trabajo. Junto a estas caracteristicas destaca una novedad que nuestro estudio afiade a los
previamente publicados, el andlisis simultaneo de las metastasis ganglionares. Este dato
resulta de especial relevancia si tenemos en cuenta que, el factor pronostico mas importante
en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, en el momento actual, sigue siendo la
presencia de metastasis linfaticas, hecho que contrasta con el gran desconocimiento que aun
rodea a los mecanismos implicados en su génesis.

Al estudiar la expresion de HIF-1a en la mucosa sana adyacente a los tumores, hemos
encontrado inmunorreactividad para HIF-1a a nivel citoplasmatico. Esta inmunorreactividad
se encontraba restringida a las capas mas superficiales del epitelio (estratos superficial e
intermedio). Este patron de expresion ya habia sido descrito en la mucosa sana adyacente a
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, en la mucosa de la nasofaringe'’, del intestino
grueso, del cérvix uterino'™®® y en los estadios precoces del carcinoma esofagico'®. Esta
localizacion citoplasmatica sugiere la existencia de una forma transcripcionalmente no activa
de HIF-1a, pues se trata de un factor de transcripcion y por tanto de una proteina que lleva a
cabo su funcion en el compartimiento nuclear.

En los carcinomas epidermoides supragldticos la expresion de HIF-1a resultd ser un
fenomeno frecuente, pues se observd en el 71% de los casos, lo que concuerda con los
trabajos publicados hasta el momento sobre su expresion en carcinomas epidermoides de

131,133,135,136,151

cabeza y cuello , y en tumores de otras localizaciones. La expresion de HIF-1a
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se caracterizaba por presentar una localizacion nuclear, y una distribucion heterogénea en el
espesor de la masa tumoral, patrén de distribuciéon que ya habia sido descrito en anteriores
publicaciones'*'*** Al contrario de lo que cabria esperar en virtud de las funciones
fisiologicas atribuidas en la literatura a este factor de transcripcion, su distribucion era
independiente de la proximidad de las células tumorales a los vasos sanguineos y a las areas
de necrosis. Asi, mientras que en algunos tumores HIF-la se expresaba en las células
proximas a las areas necrdticas, en otros no lo hacia o, por el contrario, se expresaba en las
células adyacentes a los vasos sanguineos. Este mismo patron se ha encontrado en tumores de
otras localizaciones, como puede ser el caso de los carcinomas de mama o los carcinomas del
cérvix uterino'”. Por el contrario, esta distribucion contrasta con la descrita en los gliomas,
pues en ellos, las células inmunorreactivas se disponen en torno a las areas necroticas. Estos
hallazgos sugieren que los mecanismos implicados en su regulacion, probablemente difieran
segun el tumor concreto que estemos analizando. En el caso de los carcinomas epidermoides
de cabeza y cuello, como ocurria con el pronoéstico, los resultados publicados hasta el
momento muestran datos contradictorios, pues mientras algunos autores encuentran relacion

entre la expresion de HIF-1a y las 4reas necroticas de los tumores' "'

, otros no han podido
reproducir estos resultados.

En definitiva, el estudio histopatologico de la expresion de HIF-1a en los carcinomas
epidermoides supragldticos sugiere que, los mecanismos que regulan su expresion
independientemente de la concentracion intracelular de oxigeno, pueden ser importantes en
este tipo de tumores. Este hallazgo se ve apoyado por la ausencia de correlacion entre HIF-1a
y CD34, es decir, la expresion de HIF-la y el grado de vascularizacion del tumor se
comportan como variables independientes.

La sobre-expresion de HIF-1a en areas bien perfundidas puede ser explicada por la
presencia de mutaciones en genes supresores de tumores y en proto-oncogenes, como puede
ser el caso de todas aquellas mutaciones capaces de activar la ruta de PI3K/AKT™
(mutaciones con elevada prevalencia en estos carcinomas''). En esta ruta confluyen una gran
cantidad de estimulos, que por lo tanto podrian dar lugar a la sobre-expresion de HIF-1a en
normoxia (insulina, IGF 192 , IL-1, TNF-a 193 , angiotensina-II 194 EGF, trombina 95 o
metabolitos de la glucolisis'®). Puesto que las células tienen una dependencia absoluta del
oxigeno molecular para su supervivencia, a lo largo de la evolucion, la regulacion de HIF-1a

ha adquirido la suficiente plasticidad, como para permitir la adaptacion celular a un medio
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cuyas presiones parciales de oxigeno no son constantes. Asi, la consecuencia ha sido el
desarrollo de unos mecanismos de regulacion muy complejos, y a menudo redundantes. Ante
esta complejidad, no resulta sorprendente, en el contexto de una célula tumoral, en la cual una
gran parte de los procesos implicados en el control de sus funciones fisiologicas se encuentran
alterados, que estas alteraciones afecten a la regulacion de una molécula como HIF-1a, en
cuyo control se encuentran implicadas multiples rutas de sefializacion intracelular. Asi, junto
con las mutaciones descritas en oncogenes y genes supresores de tumores, mutaciones en las
PHD’s, o en otras proteinas recientemente implicadas en su regulacion, como OS-9, pueden
llevar a la acumulacion de HIF-low en condiciones de normoxia. Aun mas, mutaciones en
enzimas implicados en el ciclo de Krebs, como la fumarato hidratasa197, o la succinato
deshidrogenasa'”®, conllevan una inhibicién de las PHD’s. Las mutaciones de estas proteinas
pueden tener como consecuencia la acumulacion de fumarato y succinato, moléculas que
compiten con el a-cetoglutarato por su union a las PHD’s —ver introduccion 1.4.2-, con la
consiguiente acumulacion de HIF-1a en normoxia.

Por el contrario, la ausencia de expresion de HIF-1a en las inmediaciones de éareas
necroticas, o en tumores mal vascularizados, sugiere la existencia de mecanismos capaces de
impedir su acumulacion en condiciones de hipoxia. Asi, concentraciones elevadas de oxido
nitrico serian capaces de inducir, en condiciones de hipoxia, la degradaciéon de HIF-1a por
parte de las PHD’s, justificando el patron de distribucion hallado en algunos de nuestros
tumores. En esta linea, publicaciones recientes ponen de manifiesto como las células
tumorales son capaces de desencadenar una respuesta adaptativa a un entorno hipdxico,
independientemente de HIF-1o.. Estos datos provienen fundamentalmente de experimentos
llevados a cabo en carcinomas colo-rectales. En ellos, se ha demostrado que es posible inducir
la actividad de VEGF en condiciones de hipoxia, a pesar de haber eliminado la region
promotora reconocida por HIF-1'"°. También se ha demostrado que la expresién de VEGF en
hipoxia, apenas varia entre dos lineas desarrolladas a partir de carcinomas de coldn, una de las
cuales expresaba HIF-1a mientras que la otra no lo hacia (esta segunda se desarroll6 a partir
de la primera manipuldandola para evitar la expresion de HIF-1a). Del mismo modo, los
tumores inducidos en ratones por ambas lineas presentaban densidades vasculares
idénticas ** . La posibilidad de desarrollar una respuesta celular a la hipoxia
independientemente de HIF-la se vio refrendada por los recientes resultados de Helton y

colaboradores, quienes demostraron que hasta 69 genes considerados clasicamente como
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sustratos de HIF-1 se pueden transcribir en condiciones de hipoxia en ratones deficientes en
HIF-1a.

Como hemos comentado previamente, en los carcinomas epidermoides supragldticos
la expresion de HIF-la es independiente del grado de vascularizacion tumoral. Por el
contrario, en tumores de mama, oligodendrogliomas, carcinomas endometriales, tumores
estromales del tracto gastrointestinal o carcinomas colo-rectales™’, se ha podido demostrar
una asociacion entre la densidad vascular y la expresion de HIF-1a., siendo esta mayor en los
tumores mejor vascularizados. Sin embargo, nuestro estudio no es el primero en mostrar
resultados diferentes. Yoshimura y colaboradores, en un estudio, publicado en 2004, basado
en la determinacion mediante inmunohistoquimica de CD34 y HIF-1a en carcinomas colo-
rectales, no fueron capaces de reproducir los resultados previamente publicados en tumores de
la misma localizacion. En el caso de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, como
ocurria con los carcinomas colo-rectales, la discrepancia es la tonica. Asi, mientras algunos

- - 131,133
autores publican resultados similares a los nuestros ~

, pues no fueron capaces de
demostrar una asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables, otros
encuentran una mayor expresion de HIF-1a en los tumores mejor vascularizados. Cuando la
determinacion del grado de oxigenacion tisular se realiza empleando métodos de demostrada
sensibilidad, los trabajos publicados apoyan nuestros hallazgos. Asi, Mayer vy
colaboradores*”*, en un meticuloso trabajo, no encontraron ninguna correlacion entre la
expresion de HIF-1a y el grado de oxigenacion de los carcinomas epidermoides del cérvix
uterino. Estos autores emplearon sondas Eppendorf (electrodos polarograficos acoplados a
finas agujas °”*), para determinar la presion parcial de oxigeno en las biopsias que
posteriormente serian sometidas al analisis inmunohistoquimico. Asi, era posible demostrar
elevados niveles de HIF-1a, tanto en las muestras tumorales hipoxicas, como en las mejor

oxigenadas. Resulta interesante destacar que cuando estudiaron la correlacion existente entre

la expresion de HIF-la y la supervivencia, como ya habia ocurrido previamente con los
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carcinomas epidermoides de pulmon , v los de cabeza y cuello , desencadenaron
la polémica en cuanto a su influencia en el pronostico de los pacientes con carcinomas
epidermoides del cérvix uterino. En contraposicion a lo publicado hasta entonces'®'%’, Mayer
y colaboradores no pudieron demostrar ninguna influencia de la expresion de HIF-1a en el
pronostico de sus pacientes. En el caso concreto de los carcinomas epidermoides de cabeza y

cuello, Janssen y colaboradores tampoco encontraron asociacion entre HIF-1a y los niveles
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de pimonidazol (molécula capaz de modificar su estado redox en funcion del grado de
oxigenacion tisular).

Asi pues, de nuestros resultados, y del anélisis detallado de la literatura mas reciente,
se puede concluir que en un porcentaje de carcinomas epidermoides supragldticos, los
mecanismos que regulan la expresion de HIF-1a independientemente de la presion parcial de
oxigeno podrian desempefar un papel fundamental. Junto a estos tumores, probablemente
coexistan otros en los cuales, las células mantengan la regulacion de HIF-1a a través de los
mecanismos dependientes de la concentracion intracelular de oxigeno. Una importante
consecuencia derivada de estos hallazgos viene dada por la ya expuesta doble faceta de HIF-
la, pues es capaz tanto de promover el crecimiento y la proliferacion celular, como de
inhibirlos e inducir apoptosis. Por lo tanto, teniendo en cuenta la heterogeneidad presente en
nuestros tumores en lo concerniente a sus mecanismos de regulacion, no resulta aventurado
suponer esa misma heterogeneidad en cuanto a las consecuencias de su activacion en los
distintos tumores.

El analisis conjunto de tumores en los cuales HIF-la estuviera jugando papeles
diferentes, tendria como consecuencia la publicacion de resultados aparentemente
contradictorios. Estos resultados dependerian de la proporcion de casos incluidos en cada
trabajo, en los que HIF-la se comporta como un gen supresor de tumores o como un
oncogen. Si la serie estudiada incluyera un nimero suficiente de pacientes, la consecuencia
seria la falta de asociacion entre su expresion y el prondstico. Como ya hemos visto, en el
caso de la expresion de HIF-1a en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, tanto la
falta de correlacion con el prondstico, como la publicacion de resultados contradictorios, son
fendmenos frecuentes en la literatura. En nuestro estudio, no hemos encontrado ninguna
influencia de la expresion de HIF-la, ni en la supervivencia de los pacientes, ni en la
incidencia de recidivas, ni en la aparicion de segundos tumores primarios. Estos resultados
coinciden con los publicados por Kyzas y colaboradores. Estos autores analizaron la
expresion de HIF-1a y VEGF en 81 pacientes con carcinomas originados en el labio inferior,
la cavidad oral y la laringe, todos ellos tratados quirGirgicamente, sin encontrar correlacion
entre la expresion de HIF-1a y el pronostico de sus pacientes. Con relacion a la modalidad
terapéutica empleada, resulta importante destacar que los 5 trabajos previamente publicados,
en los cuales se analizaba el valor pronodstico de la expresion de HIF-la en carcinomas

epidermoides de cabeza y cuello, incluian pacientes que habian sido sometidos a tratamientos
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diferentes. Dada la capacidad de HIF-1a de modificar los efectos de la quimioterapia y de la
radioterapia, el hecho de que los distintos trabajos empleen aproximaciones terapéuticas
diferentes, dificulta la obtencidon de conclusiones sobre su papel en estos tumores. En el
estudio de Koukourakis los pacientes se trataron mediante quimioterapia y radioterapia, y en
el de Aebersold el tratamiento elegido fue la radioterapia. En ambos, la sobre-expresion de
HIF-1a se asocid con un peor pronodstico. En los trabajos de Beasley y Fillies la cirugia fue el
tratamiento de eleccion, presentando una mayor supervivencia los pacientes cuyos tumores
sobre-expresaban HIF-1oa.. Merece la pena destacar que el trabajo de Fillies era el tnico, hasta
la fecha, que analizaba conjuntamente carcinomas epidermoides de cabeza y cuello originados
en una misma localizacion anatémica (el suelo de la boca). Sin embargo, el analisis de las
muestras se realizd mediante bio-chips, empleando para su confeccidon pequeias biopsias de
0,6 mm de diametro. Esta técnica no parece la mas adecuada para el estudio de una molécula
como HIF-1a pues, tanto nuestros resultados, como los publicados previamente, muestran una
distribucién de HIF-1a, en el espesor de la masa tumoral, claramente heterogénea®”*. Por lo
tanto, el empleo de biopsias de pequefio tamafio puede generar interpretaciones erroneas de
los resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica.

En nuestro estudio, la expresion de HIF-la s6lo se correlacionaba de un modo
estadisticamente significativo con la clasificacion T (hallazgo descrito previamente) y no con
el estadio, ni con la clasificacion N (variables con clara influencia en el prondstico de nuestros
pacientes), ni con el grado de diferenciacion. Esta ausencia de correlacion con variables con
evidente repercusion en la historia natural de estos tumores es un hallazgo

132,135,136,151
frecuente

, ¥ no apoya su participacion en la progresion de los mismos, aunque bien
es cierto que tampoco necesariamente la excluye. Los niveles de expresion de HIF-1a eran
mas elevados en pacientes con tumores localmente mas avanzados, que en aquellos con
tumores de menor tamafio. Esta asociacion puede ser explicada simplemente como
consecuencia de un fendmeno probabilistico, pues cuanto mayor sea el nimero de células,
mayor es la probabilidad de que aparezca un clon mutante capaz de expresar HIF-la
independientemente de la hipoxia tisular. Esta hipotesis se ve apoyada por el aparente origen
clonal de las células capaces de sobre-expresar HIF-1a pues, dentro de un mismo tumor, areas
anatomopatoldgicamente distintas presentan comportamientos diferentes con respecto a HIF-

la, independientemente del grado de diferenciacion y de la proximidad a vasos sanguineos y

a areas de necrosis.
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Como novedad, nuestro trabajo anade al estudio del tumor primario el de las
metastasis ganglionares. La ausencia de correlacion entre la expresion de HIF-1a en el tumor
primario y en las metastasis ganglionares originadas a partir del mismo, pone en duda, una
vez mas, la participaciéon de HIF-la en la progresion de los carcinomas epidermoides
supragléticos. Por el contrario, tanto en el caso de p53, como en el de caspasa 3 (variables que
en nuestro estudio no han demostrado ninguna asociacion entre si), su expresion en el
primario y en las metéstasis linfaticas se mantiene de un modo estadisticamente significativo,
existiendo una correlacion casi perfecta entre sus niveles en ambas localizaciones. Estos
resultados estan de acuerdo con observaciones recientes que indican que el patrén de
expresion génica presente en las metastasis de un tumor resulta ser muy similar al patrén
presente en el tumor primario del cual derivan. Por lo tanto, la poblacion celular presente en el
tumor primario seria fenotipica, y posiblemente también genotipicamente, “casi” idéntica a la

poblacion presente en las metastasis'** >

. Estas observaciones también sugieren que la
tendencia a la diseminacion, linfatica y hematégena del tumor, estaria determinada por
mutaciones adquiridas en las fases iniciales de la carcinogénesis, estando éstas presentes en la
poblacion celular dominante en el tumor primario. Asi, estas células estarian de algiin modo,
predispuestas desde las primeras fases de la oncogénesis, al posterior desarrollo de metastasis,
cuando hubieran adquirido un niimero suficiente de mutaciones favorecedoras del crecimiento
y de la supervivencia tumoral. Esta hipotesis ha podido ser contrastada recientemente en el
caso concreto de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello®”, mediante el empleo de
bio-chips. Asi, en carcinomas primarios de la cavidad oral y orofaringe, una combinacion de
102 genes parece ser capaz de predecir con una sensibilidad del 100%, y una especificidad de
al menos el 86%, la probabilidad de desarrollar metastasis linfaticas. Es decir, los tumores
parecen presentar las alteraciones necesarias para crecer, invadir y metastatizar desde sus
estadios mas iniciales. Estas alteraciones afectan a la mayoria de las células que conforman el
tumor, y se mantienen a través de las distintas fases de la progresion tumoral. Por lo tanto,
parece logico pensar que aquellas proteinas cuya expresion juegue un papel destacado en el
desarrollo y progresion tumoral deberian mantener en las metastasis ganglionares el patron de
expresion hallado en el tumor primario. El hecho de que esto no ocurra con HIF-1a, y si con
p53 y con caspasa-3 (fiel indicador del indice apoptoético de un determinado tejido), va en

contra de la implicacion de HIF-1a en la progresion de estos tumores, al tiempo que apoya un

potencial papel de p53 en la misma. Empleando el mismo esquema argumental, la tendencia a
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entrar en apoptosis de la poblacion dominante en el tumor, deberia de algin modo influir en el
desarrollo de los carcinomas epidermoides supragloticos.

Entre las alteraciones en genes supresores de tumores, una de las mas frecuentes es la
inactivacion de p53. El factor de transcripcion p53 se constituye por la union de 4
subunidades idénticas, estabilizdndose como consecuencia de la accion de numerosos
estimulos, como la deteccidon de danos en el ADN, alteraciones en la osmolaridad, o incluso
como consecuencia de la propia hipoxia. Su activacion va a conllevar la transcripcion de
genes implicados en la detencion del ciclo celular, la reparacion del ADN, y la induccién de la
muerte celular programada®’’. La deteccion mediante inmunohistoquimica de una sobre-
expresion de p53, con frecuencia, aunque no siempre, se asocia con la acumulacion de una
proteina mutante funcionalmente inactiva®®®. p53 se encuentra sobre-expresada entre el 23% y
el 70% de todos los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, y con frecuencia se puede
demostrar su acumulacion en lesiones premalignas, sugiriendo que su mutacion es un evento
precoz en el proceso de la carcinogénesis' > 7*2%+21% Egtos resultados estan de acuerdo con
nuestros hallazgos, pues hemos podido demostrar un aumento de su expresion en el 58% de
los tumores primarios, y en el 46% de las metastasis ganglionares. Por otro lado, en la
mayoria de los tumores que sobre-expresaban p53, mas del 50% de las células tumorales eran
inmunorreactivas, y se distribuian de forma homogénea en el espesor de la masa tumoral (por
el contrario, HIF-1a se disponia de forma heterogénea). Este patron de expresion de pS3 esta
de acuerdo con las descripciones previamente publicadas sobre la distribucion de las células

211 s . .,
, y sustenta la hipotesis que sugiere que su mutacion es un

inmunorreactivas en carcinomas
evento precoz. Junto a estos resultados, la existencia de una correlacion casi perfecta entre su
expresion en el tumor primario, y su expresion en las metéstasis ganglionares originadas en el
mismo, sostiene que su mutacién es un fendmeno temprano durante el proceso de la
carcinogénesis, y apoya su influencia en la progresion de los carcinomas epidermoides
supragloticos. En nuestra serie, cuando un tumor no expresaba p53, sus metéstasis nunca lo
hacian.

En cuanto a la influencia de la expresion de p53 en la supervivencia de los pacientes,
los resultados son controvertidos, pues mientras unos trabajos asocian su expresion con un

£ 212 s . - 155,208
peor prondstico” ~, otros no encuentran relaciéon con la supervivencia >

. En este aspecto,
nuestros resultados presentan un cardcter novedoso, pues si bien no hemos encontrado

relacion entre la expresion de p53 en el tumor primario y la supervivencia de los pacientes, su
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expresion en las metastasis ganglionares se correlacionaba de una manera estadisticamente
significativa con el prondstico. Asi, su sobre-expresion en las metéstasis linfaticas se
correlacionaba con una mayor incidencia de recidivas regionales (p=0,020), y con una menor
supervivencia, independientemente de la clasificacion N (70% vivos a los 5 afios en el grupo
cuyas células metastaticas no sobre-expresaban p53, versus 30% en el grupo con sobre-
expresion, p=0,018). Por el contrario, como ya habia ocurrido con su expresion en el tumor
primario, la expresion de HIF-1a en las metéstasis ganglionares no se correlaciond ni con la
supervivencia de los pacientes (p=0,159), ni con la incidencia de recidivas regionales
(p=0,647). En la misma linea se encuentran nuestros resultados en relacion con caspasa-3. Los
tumores con indices apoptdticos mas elevados, parecen desarrollar metastasis linfaticas con
mayor facilidad que los carcinomas en los cuales existe un menor nimero de células en
apoptosis (p=0,037). Del mismo modo, la expresion de c-3 en las metastasis ganglionares se
asocid con una mayor incidencia de recidivas regionales (p=0,023). Los pacientes con una
mayor expresion de caspasa-3 en sus metastasis linfaticas tenian mayor probabilidad de
desarrollar una recidiva regional, independientemente del estatus ganglionar, que aquellos
cuyas células metastasicas presentaban una menor tendencia a entrar en apoptosis.

La dificultad para hallar una correlacion consistente entre la expresion de HIF-1a y la
supervivencia de los pacientes, asociada a la ya expuesta capacidad de HIF-1a de transcribir
un grupo de genes distinto segiin el conjunto de cambios genéticos y epigenéticos que el
tumor concreto que estamos estudiando haya adquirido, llevé a algunos autores a estudiar la
influencia de la expresion de HIF-1a en la supervivencia de los pacientes en funcion de otros
parametros, en concreto en funcion de p53. El primer trabajo publicado en esta linea se realizo
en pacientes afectados por cancer de ovario. En ¢él, Birner y colaboradores no pudieron
encontrar correlacion entre la supervivencia de sus pacientes y la expresion, de forma aislada,
de HIF-1a, o de p53. Sin embargo, cuando estudiaron ambas variables de forma conjunta, el
subgrupo de pacientes que simultaneamente sobre-expresaba HIF-la y p53 (11 casos),
presentaba un prondstico peor que el resto del grupo. En nuestro estudio no hemos podido
reproducir estos resultados, pues los 45 pacientes en los cuales HIF-1a y p53 estaban sobre-
expresados, no presentaron una supervivencia significativamente menor que el resto
(p=0,517). Birner y colaboradores explicaron sus resultados, como una consecuencia de la
tendencia que tendrian las células con sobre-expresion de HIF-1a, a entrar en apoptosis. Ante

una mutacion de p53, HIF-la en lugar de inducir apoptosis, favoreceria la progresion
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tumoral. Sin embargo, nuestros resultados no han podido confirmar este extremo, pues no
hemos podido correlacionar la expresion de caspasa-3, ni con la expresion de HIF-1a., ni con
la de p53. En la misma linea, el subgrupo de pacientes que sobre-expresaba HIF-1a, pero no
p53, que segun esta teoria deberia tener un indice apoptdtico mas elevado que el resto, no
presentaba una mayor expresion de caspasa-3 (p=0,538). Por lo tanto, nuestros resultados
ponen en duda que la hipotesis de Birner y colaboradores sea aplicable en el caso de los
carcinomas epidermoides supragldticos. La variabilidad en los efectos e interacciones
establecidas por HIF-1a, en funcion del tumor que estudiemos, se pone de manifiesto en 4
trabajos recientes, que disefiaron un estudio similar al publicado por Birner y colaboradores.
Tanto Sohda y colaboradores como Kimura y colaboradores, en carcinomas epidermoides de
esofago, aportan resultados similares a los nuestros. Estos autores tampoco fueron capaces de
encontrar ninguna correlacion entre p53, HIF-1a y el indice apoptdtico de sus tumores. Por el
contrario, Teodoropoulus y colaboradores en carcinomas uroteliales de vejiga encuentran
resultados similares a los presentados en el caso del cancer de ovario, es decir, la expresion de
HIF-1a se correlaciona con una mayor apoptosis, y los tumores que simultineamente sobre-
expresan HIF-1a y p53 tienen un peor pronostico que los que no lo hacen. Resulta muy
interesante destacar que, este mismo grupo de trabajo, no pudo reproducir estos resultados en
el caso del cancer rectal, donde HIF-la se comportaba como un factor prondstico
desfavorable, independientemente de p53 y del indice apoptotico.

La acumulacion intracelular de p53 en condiciones de hipoxia es un hecho conocido.
Sin embargo, existen dudas razonables sobre si este aumento de proteina conlleva un
incremento de su actividad transcripcional, planteando si su acumulacion en hipoxia tendria
las mismas consecuencias que su activacion debido a otros estimulos, como el dafio en el
ADN?"_ Publicaciones recientes parecen demostrar que, en condiciones de hipoxia, HIF-1a
es capaz de inducir la acumulacion de p53 a través de 2 mecanismos distintos. Por un lado, la
expresion de HIF-1a puede aumentar la concentracion intracelular de nucleofosmina. Esta
proteina se ha encontrado sobre-expresada en diversos tumores humanos (carcinomas de
colon, ovario, prostata y estdmago), y su promotor incluye una secuencia HRE. La
nucleofosmina puede unirse a p53, impidiendo su actividad transcripcional, inhibiendo por lo
tanto la apoptosis dependiente de p53 en condiciones de hipoxia®'**"°. El otro mecanismo que
permite justificar la acumulacion de p53 en hipoxia, se basa en la capacidad de p53 de unirse,

a través de su region encargada de interaccionar con el ADN, al dominio de HIF-la
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denominado ODD (dominio donde se localizan los aminoécidos esenciales para su regulacion
dependiente de oxigeno). Mediante esta interaccion, quedaria abolida la capacidad de p53 de
unirse al ADN, y por lo tanto, seria incapaz de llevar a cabo su actividad transcripcional. Asi,
en condiciones de hipoxia, la sobre-expresion de HIF-1a podria conllevar, en determinados
grupos celulares, una disminucion de la apoptosis dependiente de p53. Esta disminucion de la
actividad transcripcional de p53 se podria producir, bien como consecuencia de su interaccion
directa con HIF-1a, o bien debido a su unioén a nucleofosmina (proteina inducida por HIF-
la). Ambas hipotesis se ven refrendadas por recientes estudios basados en el andlisis
protedmico de lineas celulares Fadu, derivadas de carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello®. En estas lineas, la expresion de HIF-1a esta regulada por mecanismos dependientes
de la concentracion intracelular de oxigeno. En este trabajo, Chen y colaboradores demuestran
que en hipoxia, el aumento de la expresion de HIF-1a, se acompana de una acumulacioén de
p53, no dependiente de mecanismos transcripcionales.

Si estos planteamientos se pudieran aplicar in vivo al caso concreto de los carcinomas
epidermoides supragloticos, el subgrupo de tumores que, en condiciones de hipoxia, expresara
HIF-1a, y bien como consecuencia de esta sobre-expresion, o bien por coexistir mutaciones
inactivantes en el gen TP53, acumularan una proteina p53 transcripcionalmente inactiva,
deberia tener un peor prondstico que el resto del grupo. En estas condiciones, HIF-1a podria
favorecer el crecimiento y la progresion tumoral. Estos resultados estdn en la linea de los
expuestos en el cancer de ovario, y en el carcinoma urotelial, por los grupos de Birner y
Theodoropoulus, respectivamente. Sin embargo, la asociacion demostrada por estos autores,
entre la expresion simultanea de HIF-1a y p53, y el prondstico de sus pacientes, no habia

- - - 113,118
podido ser reproducida en trabajos posteriores

, hi tampoco en nuestro estudio. Esta
variabilidad en los resultados se puede justificar por no haber tenido en cuenta en estos
trabajos, la participacion de variables como el grado de vascularizacion del tumor y su indice
apoptético. Puesto que HIF-la es capaz de inducir apoptosis, tanto dependiente, como

independientemente de p53'4®'%’

, para que los pacientes con sobre-expresion de HIF-1a y de
p53, tuvieran un peor pronodstico, su capacidad apoptdtica deberia estar disminuida. Sino fuera
asi, HIF-la podria frenar la progresion tumoral, promoviendo la apoptosis a través de
mecanismos alternativos a p53, como por ejemplo mediante la transcripcion de BNIP3. En
nuestros pacientes, el subgrupo de tumores pobremente vascularizados, en los que la

expresion de HIF-la se asocia a una acumulacion de p53 y a un indice apoptotico bajo,
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presenta una supervivencia marcadamente inferior al resto (75% vs 47%; p=0,012; Figura 44).
Los resultados contradictorios de los trabajos que han analizado el valor prondstico de la
expresion de HIF-1a y p53, se pueden justificar por haber incluido distintos porcentajes de
pacientes con carcinomas bien vascularizados o con elevados indices apoptdticos, dentro del
grupo de tumores que expresaba simultineamente HIF-lo y p53. Este detalle posee
importancia capital cuando pretendemos evaluar el papel de una proteina como HIF-1a,
cuyos efectos sobre el desarrollo tumoral pueden tener consecuencias radicalmente opuestas,
dependiendo de su interaccion con el resto de factores de transcripcion, presentes en una
célula concreta, en un momento dado. Estos efectos, no sélo pueden ser diferentes segin el
tipo de tumor que estemos estudiando, sino que pueden variar entre lineas celulares distintas,
derivadas de una misma estirpe tumoral (incluido en el caso de las lineas derivadas de
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello). Asi, el subgrupo de pacientes en los que la
regulacion de HIF-1a no estd mediada por la presion parcial de oxigeno, los efectos de su
activacion pueden ser distintos a los observados en los pacientes en los que si lo esté.

Por lo tanto, sobre la base de los resultados obtenidos, podemos especular que, s6lo un
pequeiio grupo de pacientes (en nuestra serie no mas del 16%), podria ser candidato a
beneficiarse del uso de inhibidores de HIF-1a. En el resto, e incluso en algiin tumor incluido
en este subgrupo en el cual la asociacion de marcadores pueda ser casual, el empleo de
inhibidores puede no ser eficaz, o incluso resultar potencialmente peligroso, pues podria
conllevar un mayor desarrollo tumoral. Asi, la seleccion de los pacientes candidatos al empleo
de inhibidores de HIF-1a probablemente requiera una aproximacion mas global a la biologia
tumoral. La aplicacion a los campos de la gendmica, epigendmica, y protedmica, de las
ultimas tecnologias de biologia molecular, automatizadas y adaptadas a formatos de alto
rendimiento, permitird definir con mucha mayor precision el subgrupo de pacientes en los
cuales HIF-1a esta favoreciendo la progresion tumoral. Hasta entonces, su versatilidad le
hace ser un candidato peligroso para su inhibicion indiscriminada.

Llegados a este punto de la discusion, merece la pena destacar las ventajas que el
analisis de las muestras tumorales mediante inmunohistoquimica ofrece, con respecto a otros
métodos de biologia molecular empleados habitualmente en el estudio de los tumores

humanos.
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Figura 44. Esquema en el cual se representa el subgrupo de tumores con mal prondstico descrito en el texto.
Estos tumores estarian mal vascularizados, y en ellos, los mecanismos de regulacion de HIF-1a dependientes de

oxigeno se mantendrian intactos. Al tiempo, como consecuencia de la interaccion HIF-1o/p53 la capacidad
apoptotica se encontraria disminuida.
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Discusion

La inmunohistoquimica es un método técnicamente facil de llevar a cabo, y
relativamente sencillo de evaluar. Al mismo tiempo, es barato, rapido, y se puede realizar en
las biopsias tomadas con fines diagndsticos. Otra gran ventaja reside en la posibilidad de ver
si las alteraciones objeto de estudio tienen lugar en las células tumorales, o por el contrario
ocurren en las células estromales, o en los tejidos sanos adyacentes al tumor. En conjunto,
estas ventajas son las responsables del interés que esta técnica ha despertado como
instrumento para intentar evaluar el papel de distintas proteinas en la progresion de los
diferentes tumores humanos, y sus potenciales implicaciones pronosticas. HIF-1o. no ha
escapado a esta tendencia, y han sido multiples los trabajos que en distintos tumores, han
intentado dilucidar mediante inmunohistoquimica, las consecuencias que su expresion tiene
sobre el comportamiento de los mismos. Sin embargo, de nuestros resultados parece deducirse
que esta aproximacion no es adecuada para el estudio de HIF-1a. Afirmacion que estaria de
acuerdo con el continuo flujo de publicaciones mostrando resultados contradictorios, sobre el

papel de HIF-lo en el pronostico de pacientes afectados por carcinomas de diversas

132,133 113,217 137,218 108,219

localizaciones (pulmén , ovario , Cérvix uterino

133,135

, esofago , Y por supuesto

cabeza y cuello ). Contradicciones justificables en parte por la ya expuesta complejidad
que caracteriza a los mecanismos implicados en su regulacion (proto-oncogenes, genes
supresores de tumores, PHD’s, OS-9, 6xido nitrico, radicales libres, etc).

Un hecho fundamental a tener en cuenta cuando se analiza mediante
inmunohistoquimica la expresion de HIF-1a, es la existencia de diversos polimorfismos de la
proteina, la mayoria de los cuales afectan solamente a un aminodcido, modificacién que
facilmente podria no ser detectada mediante el empleo de esta técnica. Las diferentes
variantes de HIF-la han demostrado poseer diferentes actividades transcripcionales en
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, y asociarse con distintas densidades
microvasculares”?. Estos polimorfismos afectan al exon 12, el cual codifica el dominio ODD,
cuya alteracion podria tener influencia no sdélo en los mecanismos de regulacion post-
transcripcional, sino también en las interacciones de HIF-1a con otras proteinas como p53.
Recientemente se ha podido demostrar una diferente prevalencia de estos polimorfismos entre
poblaciones de pacientes con carcinomas renales®' y carcinomas de prostata®*?, cuando se
comparan con una poblacion control de sujetos sanos.

En la misma linea, es importante destacar que, como consecuencia de una maduracion

diferencial del ARN mensajero, existen variantes tanto de HIF-10*%, como de HIF-B***. Las
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6 isoformas de HIF-1a conocidas hasta el momento, presentan diferentes niveles de expresion
en las distintas estirpes tumorales, actividades transcripcionales especificas para cada una, y
diferentes mecanismos de regulacion®*. Tres de estas isoformas carecen de actividad
transcripcional, y por lo tanto se comportarian como inhibidores de HIF-1, pues competirian
con HIF-la por su uniéon a HIF-B. Las 3 isoformas restantes son capaces de transcribir en
normoxia genes cldsicamente considerados sustrato de HIF-1. Mediante el empleo de xeno-
injertos murinos, se ha podido demostrar que una de estas isoformas posee mayor capacidad
para favorecer la progresion tumoral que HIF-la. El anticuerpo empleado en el presente
trabajo reconoce las variantes transcripcionalmente activas, pero no las inhibidoras.

De los argumentos previamente expuestos, parece deducirse que la deteccion mediante
inmunohistoquimica de HIF-la es una aproximacion insuficiente para el estudio de esta
proteina. Esto no es menos cierto cuando hablamos de otras proteinas, como es el caso de
p53, cuya evaluacion simultanea parece fundamental si queremos conocer las consecuencias
de la sobre-expresion de HIF-1a. En la mayoria de los casos en los que se detecta sobre-
expresion de p53 mediante inmunohistoquimica, estamos detectando una proteina mutante no
funcional. Sin embargo, también podemos estar detectando una proteina normal e incapaz de
llevar a cabo su actividad transcripcional, que se acumularia como consecuencia de su
interaccion con otras proteinas, como HIF-1a o nucleofosmina. Lo que es mas importante, y
nos puede hacer incurrir en errores, es que también podemos estar detectando una proteina
funcional, cuya expresion esta aumentada, y que por lo tanto seria capaz de detener el ciclo
celular o incluso de inducir la muerte celular programada. Esta situacion podria darse en el
caso de estar alterado su inhibidor mdm2**°. Por el contrario, la imposibilidad para detectar
mediante inmunohistoquimica la presencia de p53, no necesariamente indica que las células
negativas posean formas funcionales de la proteina. Esta situacion es debida a que, en un bajo
porcentaje de casos, existen mutaciones que dan lugar a formas no funcionales de la proteina,
pero sin embargo, no conllevan su acumulacion en los tejidos (ej. delecciones). La ausencia
de correlacion encontrada en el presente trabajo entre la expresion de p53 y caspasa-3, pone
de manifiesto que en los carcinomas epidermoides supragloticos coexisten las 4 situaciones
expuestas. Este resultado esta en la linea de trabajos publicados recientemente, en los cuales
tampoco encontraron correlacion entre el indice apoptdtico y la expresion de p53, en

carcinomas epidermoides laringeos®*’.
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Para estudiar in vivo las consecuencias de la sobre-expresion de HIF-1a, decidimos
desarrollar un modelo animal capaz de reproducir de un modo fidedigno el comportamiento
de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello. Posteriormente, empleamos este modelo
para analizar la capacidad carcinogénica, y las caracteristicas de los tumores desarrollados por
una linea celular incapaz de expresar constitutivamente HIF-1a. A continuacién, comparamos
las caracteristicas de estos tumores con las de los tumores inducidos por un transfectante
estable de la misma linea, manipulado genéticamente para sobre-expresar una proteina HIF-
la mutante, activa y estable en normoxia.

La inoculaciéon subcutanea de células tumorales en ratones se ha empleado para
estudiar el comportamiento in vivo de numerosos tumores. Sin embargo, estos modelos
heterotopicos no han sido capaces de reproducir el comportamiento de estos tumores en
humanos, siendo esto especialmente evidente en el caso de los carcinomas epidermoides de

228,229,230,231 . . . .
8.229.230.231 "por e] contrario, cuando se trata de reproducir la historia natural

cabeza y cuello
de estos carcinomas, los modelos ortotdpicos presentan multiples ventajas con respecto a los
heterotopicos. Asi, la inoculaciéon subcutanea no reproduce el micro-ambiente en el cual se
desarrollan estos tumores, subestimando de este modo el papel que en la progresion tumoral
juega la interaccion entre las células del tumor y las del estroma circundante. Esta interaccion
resulta esencial para los fenomenos de angiogénesis, invasion local y para la formacion de
metastasis. Asi, los ratones en los cuales los tumores se inyectan en el tejido subcutdneo
desarrollan carcinomas encapsulados. Esta capsula tiende a limitar la diseminacion local del
tumor, y dificulta el desarrollo de metastasis, pues éstas raramente ocurren en los tumores
inoculados heterotopicamente. Por otro lado, las caracteristicas anatémicas del lugar en el
cual se desarrolla el tumor, van a condicionar la evolucion del mismo en virtud del grado de
vascularizacion del tejido, del drenaje linfatico, de la presencia de hueso, de las consecuencias
que el crecimiento local tenga para la supervivencia del animal, etc. Asi pues, en este estudio
hemos pretendido poner en practica un modelo murino, capaz de reproducir lo mas fielmente
posible la evolucion de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello.

En la primera fase del estudio comprobamos, mediante la inoculaciéon de azul de
metileno, la viabilidad de la inyeccién submucosa a nivel del suelo de la boca, en ratones

inmunocompententes. Asi mismo, esta inyeccion la utilizamos para caracterizar las vias de

drenaje linfatico de esta localizacion anatomica. Con esta informacion procedimos a la
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segunda fase del estudio, en la cual inoculamos la linea celular SCC38, a nivel submucoso, en
el suelo de la boca de 20 ratones atimicos.

Nuestros resultados demuestran que esta linea presenta una importante capacidad
carcinogénica, ya que se desarrollaron tumores en el 90% de los ratones inoculados. Los
tumores obtenidos presentaron un comportamiento muy homogéneo entre si, y lo que es mas
importante, reprodujeron con bastante fidelidad las caracteristicas de los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello humanos. Los carcinomas desarrollados mostraron el mismo
grado de diferenciacion que el tumor original (grado II de Broders). Ninguno de los tumores
estaba encapsulado, por el contrario, todos ellos tenian un amplio frente de invasion. En todos
los casos se pudo observar invasion del tejido conjuntivo y muscular, crecimiento perineural,
y embolizacion del sistema de drenaje linfatico. Fendmenos también presentes, pero menos
frecuentes, resultaron ser la invasion venosa y la erosion oOsea. Todos los tumores
desarrollaron metéstasis linfaticas, y ninguno hematogenas. En definitiva, las caracteristicas
de los tumores desarrollados, resultaron ser muy similares a las presentes en los tumores
humanos.

La primera descripcion del desarrollo de un tumor humano de forma ortotopica, en la
cavidad oral de ratones atimicos, fue publicada por Fitch y colaboradores®* en 1988. Para
ello, emplearon células aspiradas a partir de tumores humanos, que estaban creciendo
subcutaneamente en ratones inmunodeficientes. Sus resultados no mostraron diferencias entre
el crecimiento intraoral y el observado en el tejido subcutdneo, probablemente como
consecuencia de la seleccion de células que crecian mejor a nivel subcutaneo. En 1990

3 publicaron un modelo, en el cual inoculaban las células

Dinesman y colaboradores >
tumorales a través de la piel del animal, en profundidad con respecto al musculo milohioideo.
S6lo un 5% de los tumores inyectados desarrollaron metéstasis ganglionares, mientras que un
40% de ellos presentaron metéstasis pulmonares. El elevado porcentaje de metéstasis
hematogenas, y por contraposicion, la baja frecuencia de metéstasis linfaticas, probablemente
sea una consecuencia del desarrollo tumoral en un microambiente diferente al encontrado por
estos tumores en el tejido submucoso. Asi, este comportamiento contradice los mecanismos
habituales de progresion de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, haciendo de este
modelo una aproximacion poco util para estudiar la evolucion de estos tumores. Otro de los

inconvenientes de la ruta transdérmica, es la elevada mortalidad inmediata de los ratones

inoculados (12%-40%), la cual obliga a ajustar el volumen de inyeccion para evitar la muerte
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del animal por un mecanismo similar al de la angina de Ludwig. No obstante, a pesar de que
la inyeccion transdérmica en la musculatura profunda del cuello difiere de la inoculacion
submucosa, esta aproximacion experimental ha sido utilizada en publicaciones recientes.
Probablemente se siga empleando, a pesar de sus inconvenientes, por ser facil de llevar a cabo
técnicamente, y porque los tumores desarrollados conservan la capacidad de invadir el tejido
muscular y 6seo adyacentes®”.

El primer modelo murino cuyas caracteristicas reproducian de una forma fiel el
comportamiento de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello fue publicado en 2002
por Myers y colaboradores. En ¢él, mediante la inoculacion submucosa en la lengua de los
animales, consiguieron desarrollar tumores en el 100% de los casos; sin embargo, sélo un 4%
de ellos desarrollaron metéstasis linfaticas y ninguno hematogenas. Las diferencias en el
porcentaje de metastasis linfaticas entre su estudio (4%) y el nuestro (100%) pueden
justificarse, ademas de por el diferente tropismo linfatico de las lineas empleadas, por los
métodos utilizados para la deteccion de las metastasis ganglionares. Asi, el método

230,235 :
777, consiste

habitualmente empleado para la localizacion de las metastasis en otros trabajos
en emplear lineas celulares transfectadas establemente con una proteina capaz de emitir
fluorescencia, la “Green Fluorescent Protein” (GFP). Posteriormente, el cuello del animal se
diseca bajo un microscopio de fluorescencia, localizando las metéstasis como areas de tejido
fluorescente. Este método presenta el inconveniente de que pequefios grupos de células
metastésicas, pueden no ser detectadas en el espesor del tejido cervical durante la diseccion.
Por el contrario, nuestro protocolo, consistente en la reseccion de todo el tejido ganglionar
cervical, y su posterior estudio microscopico mediante cortes seriados, permite la deteccion de
pequefias metastasis, que de otro modo podrian pasar desapercibidas.

Finalmente, la inclusién en la misma pieza quirtrgica del suelo de la boca y de la
mandibula, y su posterior decalcificacion, supone una ventaja de este modelo, con respecto a
aquellos en los que exclusivamente se extrae la lengua del animal. Este método permite, no
solo definir de forma precisa los limites del tumor, y asi poder medirlo y establecer sus
relaciones, sino que hace posible observar de una forma global el fenomeno de la progresion
tumoral. Asi, se puede ver como las células tumorales abandonan el tumor primario para
invadir los vasos linfaticos adyacentes. Del mismo modo, es posible observar como vasos

linfaticos alejados del tumor primario se encuentran embolizados por células tumorales en su

camino hacia los ganglios regionales, actuando como una posible fuente de recidivas.
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Asi, podemos afirmar que este modelo se consolida como una fiel reproduccion in vivo
del comportamiento de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, constituyendo una
herramienta de inestimable valor para la comprension a nivel tisular, celular, y molecular, de
la biologia del tumor primario y de sus metastasis ganglionares.

Hasta el momento, en todos los experimentos llevados a cabo con xeno-injertos
murinos, las manipulaciones genéticas que aumentaban o disminuian la actividad de HIF-1a
conllevaban, respectivamente, un aumento o una disminucion del crecimiento tumoral y de la
angiogénesis®>?H13% 140141 192.143.194 "giy embargo, estos datos contrastan, tanto con los tltimos

resultados publicados de experimentos in vitro'’'>°

, como con nuestros hallazgos ex vivo en
los carcinomas supragldticos. Puesto que ninguno de estos xeno-injertos se realizé de forma
ortotopica, decidimos estudiar la influencia que la expresion de HIF-la tenia en las
caracteristicas de los tumores inducidos por la linea celular SCC38 en nuestro modelo murino.
Para ello, hemos comparado los tumores inducidos por SCC38, en los cuales no era posible
detectar expresion de HIF-1a, con los desarrollados por las células SCC38 transfectadas
establemente con HIF-1a-P402A-P564G. Puesto que, tanto las caracteristicas de los animales,
como la manipulacion quirtrgica a la que se ven sometidos, son las mismas, el tnico
parametro que varia entre ambos experimentos es la expresion por parte del transfectante de
una proteina HIF-1o. mutante, estable en normoxia. Esta proteina ha demostrado, de forma
reiterada en publicaciones previas, tener un perfil de actividad similar al de la proteina
nativa>® 185186
Ambas lineas celulares mostraron una capacidad carcinogénica similar, induciendo
tumores en el 90% de los animales inoculados. Los tumores desarrollados resultaron ser muy
homogéneos entre si, facilitando este hecho la comparacion de variables entre ambos
experimentos. Como previamente habiamos demostrado mediante inmunohistoquimica en
nuestra serie de carcinomas epidermoides supragldticos, la sobre-expresion de HIF-1a no
parece tener consecuencias sobre el grado de diferenciacion tumoral, pues los tumores
inducidos por el transfectante estable mostraron el mismo grado de diferenciacion que los
inducidos por la linea SCC38 nativa (grado II de Broders).
La expresion de HIF-lo no influyd en pardmetros con reconocida importancia
pronostica en los carcinomas laringeos. Asi, cuando comparamos los tumores desarrollados

por ambas lineas celulares, no hemos encontrado diferencias en el indice mitotico (media de 5

mitosis por campo de gran aumento en ambos casos), el tamafio tumoral (p=0,461) o la
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invasividad local (en ambos experimentos los tumores presentaban limites mal definidos, con
grupos celulares invadiendo el tejido muscular adyacente). Ambas lineas mantienen un
marcado neuro y linfotropismo, caracteristicas propias de tumores agresivos y de mal
prondstico. La presencia de metastasis ganglionares, considerada como el factor prondstico
mas importante en los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, tampoco se vio influida
por la expresion de HIF-la. Tanto en el caso de la linea nativa, como en el de la linea
mutante, todos los tumores desarrollados presentaron metastasis linfaticas. Del mismo modo,
la capacidad para invadir los vasos sanguineos y generar metdstasis hematdgenas tampoco se
vio afectada, pues raramente se pudo comprobar la presencia de embolizacion arterial o
venosa, y en ningun caso se detectaron metéstasis hematogenas en los o6rganos evaluados
(pulmon, higado y bazo). Asi pues, en la linea celular SCC38, la expresion de HIF-1a no
influye en las caracteristicas anatomopatoldgicas de los tumores desarrollados, y por lo tanto,
no parece modificar el comportamiento de los mismos.

En resumen, en base a los resultados expuestos, podemos concluir que, en los
carcinomas epidermoides supragldticos, la sobre-expresion de HIF-la es un fendmeno
frecuente. Los tumores en estadios localmente mas avanzados sobre-expresan HIF-1la con
mayor frecuencia que los tumores en estadios iniciales. Sin embargo, no existe correlacion
entre su expresion y otras variables clinico-patologicas, como la clasificacion N, el grado de
diferenciacion tumoral, las recidivas loco-regionales, o la incidencia de segundos tumores
primarios. Del mismo modo, tampoco se encontrd asociacion entre la expresion aislada de
HIF-1a y la supervivencia de los pacientes. En los carcinomas epidermoides supragloticos, la
expresion de HIF-lo parece estar regulada, tanto por mecanismos dependientes de la
concentracion intracelular de oxigeno, como por mecanismos independientes, y no guarda
correlacion con el grado de vascularizacion tumoral. Los carcinomas pobremente
vascularizados presentaron una mayor incidencia de recidivas locales y de segundos tumores
primarios, y su supervivencia era discretamente inferior a la de los pacientes con tumores
mejor perfundidos. Sin embargo, estas asociaciones en ningun caso alcanzaron la
significacion estadistica. Por el contrario, la sobre-expresion de p53 en las metastasis
ganglionares se asocid, de una manera estadisticamente significativa, con una mayor
incidencia de recidivas regionales, y con una menor supervivencia de los pacientes. A pesar
de la ausencia de correlacion entre la expresion de pS53 y de caspasa 3, la incidencia de

metastasis ganglionares fue mas alta en los carcinomas con mayor niimero de células en
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apoptosis. En la misma linea, las recidivas regionales fueron mas frecuentes en los pacientes
cuyas metastasis ganglionares presentaban elevados indices apoptoticos. Cuando las 4
variables se analizaron de forma conjunta, se encontr6 que los pacientes afectados por
carcinomas pobremente vascularizados, con sobre-expresion de HIF-loa y de p53 y bajos
indices apoptoticos, presentaban un pronostico significativamente peor que el resto.

Por otro lado, nuestros hallazgos ex vivo se ven apoyados por los resultados de
nuestros experimento in vivo. El modelo murino de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello
desarrollado en el presente trabajo, parece reproducir de un modo fidedigno el
comportamiento de estos tumores en humanos. En ¢€l, hemos podido comprobar como, en
contraposicion a lo publicado previamente en modelos heterotdopicos con otras lineas
celulares, la sobre-expresion de HIF-la en la linea celular SCC38 no influyé en las
caracteristicas anatomopatoldgicas de los tumores desarrollados.

Hasta el momento, los pacientes candidatos a beneficiarse del uso de inhibidores de
HIF-1a, se han seleccionado basandose en experimentos llevados a cabo ex vivo mediante
inmunohistoquimica, e in vivo en modelos murinos heterotopicos. De nuestros resultados, y
del analisis detallado de la literatura mas reciente, parece deducirse que HIF-1a no es una
proteina apropiada para su inhibicidon indiscriminada, al menos, no en los carcinomas
epidermoides supragloticos. La aplicacion a los campos de la gendmica, epigendmica, y
protedmica, de las ultimas tecnologias de biologia molecular, automatizadas y adaptadas a
formatos de alto rendimiento, permitira definir con mayor precision el subgrupo de tumores

susceptibles de beneficiarse del empleo de inhibidores de HIF-1a.
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Conclusiones

En los carcinomas epidermoides supragloticos, HIF-la se encuentra
frecuentemente sobre-expresado, siendo su expresion independiente del

grado de vascularizacion tumoral.

La determinacién, de forma aislada, de la expresion de HIF-1a mediante
inmunohistoquimica, no se correlaciona con el prondstico de los carcinomas

epidermoides supragloticos, tratados quirdrgicamente.

La sobre-expresion de p53 en las metdstasis ganglionares se asocia, de
forma estadisticamente significativa, con una mayor incidencia de recidivas

regionales, y con una menor supervivencia.

La incidencia de metastasis ganglionares es mas alta en los carcinomas con

mayor nimero de células en apoptosis.

Las recidivas regionales son mas frecuentes en los pacientes cuyas

metastasis ganglionares presentan indices apoptoticos elevados.

Los carcinomas epidermoides supragloticos pobremente vascularizados, con
sobre-expresion de HIF-1a y de p53 y bajos indices apoptoticos, presentan

un pronostico significativamente peor que el resto.

En el momento actual, el uso indiscriminado de inhibidores de HIF-1a en el
tratamiento de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello no esta

justificado.

El modelo murino de carcinoma epidermoide de cabeza y cuello presentado
en este trabajo reproduce en multiples aspectos el comportamiento de estos
tumores en humanos, siendo util tanto para estudiar aspectos bésicos de la

biologia molecular, como para ensayos terapéuticos.

125






ACRONIMOS






Acronimos

ADM: Adrenomedulina.

AhR: Receptor de dioxina/Receptor de aril hidrocarbon (Dioxin receptor/aryl hydrocarbon
receptor).

ALDA: Aldolasa A.

ALDC: Aldolasa C.

AMEF: Factor de motilidad autocrino (autocrine motility factor).

AMP: Adenosina monofosfato (adenosine monophosphate).

ARD1: Activador del deterioro del ARN (activator of RNA decay).

ARNT: Proteina para la translocacion nuclear de AhR (AhR nuclear translocator).

ATP: Adenosina trifosfato (adenosine triphosphate).

BCL2: Linfoma de células B 2 (B-cell CLL/lymphoma 2).

BCR-ABL: Region de ruptura en la leucemia de Abelson (breakpoint cluster region Abelson
leukaemia).

BNIP3: Proteina de interaccion proteica BCL2/adenovirus E1B 19-KD 3 (BCL2/adenovirus
E1B 19-KD protein-interacting protein 3).

bHLH-PAS: Dominio basico helice-lazo-helice tipo PAS (basic helix-loop-helix PAS
domain).

BRCAL1: Gen del cancer de mama 1 (breast cancer 1 gen).

CATHD: Catepsina D.

CBP: Proteina de uniéon a CREB (CREB binding protein).

COX2: Cicloxigenasa 2.

CREB: Proteina de union al elemento de respuesta al AMP ciclico (cyclic AMP-response-
element-binding protein).

CUL2: Culina 2.

CXCR4: Receptor 4 para la proteina con dominio CXC (chemokine CXC motif receptor 4).
dNTP: Desoxi-nucleotidos trifosfato.

elF-4E: Factor eucaridtico de iniciacion de la traduccion 4E (eukaryotic translation initiation
factor 4E).

elF-4EBP: Proteina de unioén a elF-4E (eukaryotic translation initiation factor 4E binding
protein).

EG-VEGF: VEGF derivado de glandulas endocrinas (endocrine gland derived VEGF).

ELB: Elongina B.
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ELC: Elongina C.

ENG: Endoglina.

ENO-1: Enolasa 1

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor).

EGFR: Receptor del EGF (EGF receptor).

EGR1: Factor de transcripcion de respuesta temprana al crecimiento 1 (transcription factor
early growth response 1).

ENOL1: Enolasa 1.

ET1: Endotelina-1.

EPASI1: Proteina endotelial con dominio PAS 1 (endotelial PAS domain protein 1).
EPO: Eritropoyetina.

ERK: Quinasa regulada por sefiales extracelulares (extracellular-signal-regulated-kinase).
FIH1: Factor inhibidor de HIF-1 (factor inhibiting HIF-1).

FNI1: Fibronectina 1.

GAPDH: Gliceraldeido-3-P-deshidrogenasa.

GLUTI: Transportador de glucosa 1 (glucose transporter 1).

GLUTS3: Transportador de glucosa 3 (glucose transporter 3).

HLF: Factor de la leucemia hepatica (hepatic leukemia factor).

HRESs: Elementos de respuesta a hipoxia (hypoxia-responsive elements).

HREF: Factor liberador de histamina (histamine releasing factor).

HIF: Factor de transcripcion inducible por hipoxia (hypoxia-inducible transcription factor).
HK1: Hexoquinasa 1.

HK2: Hexoquinasa 2.

HSP90: Proteina de choque térmico 90 (heat shock protein 90).

HPH: Prolil hidroxilasa de HIF-1 (HIF-1 prolyl hydroxylase).

hTERT: Transcriptasa reversa de la telomerasa (telomerase reverse transcriptase).
IL-1: Interleucina-1.

IGF: Factor de crecimiento tipo insulina (insulin-like growth factor).

IGFR: Receptor de IGF (IGF receptor).

IGF-BP: Proteina de unién a IGF (IGF-factor-binding-protein).

ITF: Factor intestinal tipo trebol (intestinal trefoil factor).

KRT: Queratina (Keratin).

130



Acronimos

LDHA: Lactato deshidrogenasa A.

LDL: Lipoproteina de baja densidad (low density lipoprotein).

LEP: Leptina.

LRP1: Proteina relacionada con el receptor de LDL (LDL-receptor-related protein).
MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos (mitogen activated protein kinase).
MDM2: Homélogo del doble momento murino 2 (mouse double minute 2 homolog).
MDRI1: Resistencia a mutiples drogas 1 (multidrug resistance 1).

MEK: Quinasa MAP/ERK (MAP/ERK kinase).

MMP2: Metaloproteinasa de matriz 2 (matrix metalloproteinase 2).

MTF1: Factor de transcripcion metélico 1 (metal transcription factor 1).

mTOR: Diana en mamiferos de rapamicina (mammalian target of rapamycin).

Myc: Oncogen homologo al virus de la mielocitomatosis aviar.

NF-«kf: Factor nuclear k3 (nuclear factor «xf3).

NOS?2: Sintetasa de 6xido nitrico 2 (nitric oxide synthase 2).

PAI1: Inhibidor 1 del activador del plasmindgeno (plasminogen-activator inhibitor 1).
PAS: PER-ARNT-SIM.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase chain reaction).

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (Real time - polimerase chain
reaction).

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet derived growth factor).
PDGFR: Receptor del PDGF (Platelet derived growth factor receptor).

PER: Proiteinas perodicas de Drosophila (Drosophila proteins period).

PFKBF3: 6-fosfofructo-2-quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa-3 (6-phosphofructo-2-kinase /
fructose-2,6-biphosphatase-3).

PFKL: Fosfofructoquinasa L (phosphofructokinase L).

PGE?2: Prostaglandina E2.

PGK1: Fosfoglicerato quinasa 1 (phosphoglycerate kinase 1).

PHD: Proteina con dominio prolil hidroxilasa (prolyl hydroxylase-domain protein).
PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinasa (phosphatidylinositol 3 kinase).

PKM: Piruvato quinasa M (pyruvate kinase M).

PIGF: Factor de crecimiento placentario (placental growth factor).

RBX1: Anillo-caja 1 (Ring-Box 1).
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S6K: p70 S6 quinasa (p70 S6 kinase).

SDF-1a.: Factor 1 derivado de células estromales (stromal cell-derived factor-1).

SIM: Proteina firme (Single-minded protein).

Siah2: Homologo del gen de drosofila “siete en ausencia” (Seven in absentia, drosophila,
homolog of).

TAD-C: Dominio de transactivacion carboxilo terminal (carboxy-terminal transactivation
domain).

TAD-N: Dominio de transactivacion amino terminal (amino-terminal transactivation domain).
TF: Proteina tisular de superficie celular (cell surface protein tissue factor).

TNF-a: Factor-a de necrosis tumoral (tumor necrosis factor-a).

TGF-a.: Factor de crecimiento transformante-o (transforming growth factor-a.).

TGF-B3: Factor de crecimiento transformante-f33 (transforming growth factor-33).

TNM: Tumor, ganglio, metastasis (tumour, node, metastasis).

TPI: Isomerasa de triosafosfato (triosephosphate isomerase).

UICC: Unién internacional contra el cancer.

UPAR: Receptor del activador uroquinasa del plasmindégeno (urokinase plasminogen
activator receptor).

VEGEF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular endothelial growth factor).
VEGFR2: Receptor de VEGF 2.

VIM: Vimentina.
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