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RESUMEN (en espaiiol)

La transformacién maligna de los trastornos orales potencialmente cancerizables (TOPC) varia
ampliamente, incluso en ausencia de caracteristicas histoldgicas como la displasia epitelial. Existe
una urgente necesidad por identificar nuevos biomarcadores capaces de predecir con mayor
precision el riesgo de progresion a carcinoma de estas lesiones. NANOG y SOX2 son
reguladores clave de la pluripotencialidad y autorrenovacion de las células troncales (stem)
en tejidos embrionarios adultos. Ambos factores se encuentran frecuentemente
sobreexpresados en multiples canceres, incluyendo el carcinoma oral de células escamosas
(COCE), lo que sugiere un vinculo entre la malignidad y la pluripotencialidad. Recientemente,
NANOG y S0X2 han sido implicados en la tumorogénesis laringea. Sobre esta base, hemos
investigado el papel de la expresion de las proteinas NANOG y SOX2 como biomarcadores de riesgo
precoz en TOPC asi como su impacto en el prondstico y evolucion de pacientes con COCE. Para
ello, se evalud la expresion de SOX2 y NANOG mediante inmunohistoquimica en 55
pacientes con displasia epitelial oral y en 125 pacientes con COCE. Estos resultados fueron
posteriormente correlacionados con los datos clinicopatoldgicos y seguimiento de los
pacientes. Se detectd expresion nuclear de NANOG en 2 displasias orales (3,6%) vy
expresion citoplasmatica en 9 displasias (16,4%). La expresion de NANOG aumentaba
significativamente con el grado de displasia. La expresion citoplasmatica de NANOG vy el
grado histopatoldgico se asociaron significativamente con un mayor riesgo de desarrollar
cancer oral, si bien el grado de displasia fue el unico predictor independiente en el analisis
multivariante. La expresion citoplasmatica de NANOG también se detectd en 39 (31%) de las
muestras de COCE. La expresion positiva de NANOG se asocid significativamente con el
consumo de tabaco y alcohol, y era mas frecuente en tumores pNO y estadios tempranos | y
Il. La expresion nuclear de SOX2 se detectd en 4 (7%) casos de displasia epitelial oral, usando
un punto de corte del 10% de nucleos tefiidos, y en 16 (29%) casos cuando cualquier nucleo
positivo fue evaluado. El analisis univariante mostro que la expresion de SOX2 y el grado
histopatoldgico se asociaban significativamente con un mayor riesgo de cancer oral; y
ambos resultaron también predictores independientes significativos en el analisis
multivariante. La expresion nuclear de SOX2 se detectd en 49 (39%) de las muestras de
COCE, siendo mas frecuente en estadios tempranos y tumores NO, y se asocid con una mejor
supervivencia. En conclusion, datos desvelan la relevancia clinica de NANOG y SOX2 en las
etapas iniciales de la tumorigénesis oral, mas gue en la progresion de los COCE en estadios
avanzados de la enfermedad. Ademas, nuestros hallazgos descubren un papel novedoso para
NANOG y SOX2 como predictores tempranos del riesgo de cancer oral en pacientes con
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TOPC. Aln mas importante, la expresion de SOX2 emerge como un robusto predictor
independiente del riesgo de cancer oral, que podria tener una posible aplicacion clinica junto
con la clasificacion histopatoldgica para mejorar la evaluacion del riesgo de cancer.

RESUMEN (en Inglés)

Malignant transformation of the oral potentially malignant disorders (OPMD) varies widely,
even in the absence of histological features such as epithelial dysplasia. There is an urgent
need for novel biomarker-based systems to predict more accurately the risk of cancer
progression. NANOG and SOX2 are two key regulators of pluripotency and self-renewal in
embryonic and adult stem cells. Both are frequently overexpressed in multiple cancers,
including oral squamous cell carcinoma (OSCC), thereby providing a link between malignancy
and stemness. Recently, NANOG and SOX2 have both been implicated in laryngeal
tumorigenesis. On this basis, we investigated the role of NANOG and SOX2 protein expression
as early cancer risk biomarkers in OPMD, and the impact on prognosis and disease outcomes in
OSCC patients. For this purpose, NANOG and SOX2 expression was evaluated by
immunochistochemistry in 55 patients with oral epithelial dysplasia, and 125 OSCC patients.
Later, correlations with clinical and follow- up data were assessed. Nuclear NANOG expression
was detected in 2 (3.6%) and cytoplasmic NANOG expression in 9 (16.4%) oral dysplasias.
NANOG expression increased with the grade of dysplasia. Cytoplasmic NANOG expression and
the histopathological grading were significantly correlated with oral cancer risk, although
dysplasia grading was the only significant independent predictor of oral cancer development in
multivariate analyses. Cytoplasmic NANOG expression was also detected in 39 (31%) OSCC
samples. Positive NANOG expression was significantly associated with tobacco and alcohol
consumption and was more frequent in pNO tumors and early |-l stages. Nuclear SOX2
expression was detected in four (7%) cases of oral epithelial dysplasia, using a cut-off of 10%
stained nuclei, and in 16 (29%) cases when any positive nuclei was evaluated. Univariate
analysis showed that SOX2 expression and histopathological grading were significantly
associated with oral cancer risk; and both of them were found to be significant independent
predictors in the multivariate analysis. Nuclear SOX2 expression was also found in 49 (39%)
0SCC specimens, more frequently in early tumor stages and NO cases, and was associated with
a better survival. In conclusion, these data unveil the clinical relevance of NANOG and SOX2 in
early stages of oral tumorigenesis rather than in advanced neoplastic disease and OSCC
progression. Moreover, our findings uncover a novel role for NANOG and SOX2 as early
predictors of oral cancer risk in patients with OPMD. More importantly, SOX2 expression
emerges as an independent and robust predictor of oral cancer risk, which could be of
potential clinical applicability jointly with histopathological grading to improve cancer risk
assessment.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN CIENCIAS DE LA SALUD
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INTRODUCCION

El cancer oral es el undécimo tumor mas frecuente a nivel mundial (1), con una
incidencia de mds de 300.000 nuevos casos al afio. La variante histoldgica mas frecuente
es la de células escamosas. En Espafia, se diagnostican al afio mas de 4.500 casos,
constituyendo un 1,1% de la mortalidad por cancer en 2018 (2). La incidencia del
carcinoma oral de células escamosas (COCE) sigue siendo mayor en los varones, aunque
se estd observando una tendencia al equilibrio entre ambos sexos debido al mayor
consumo de tabaco y alcohol por parte de las mujeres.

La etiologia de los COCE es muy variable, en la cual podemos incluir factores
clasicos como el alcohol y el tabaco. Ambos son considerados los principales factores de
riesgo del cancer oral, y de forma frecuente estos coexisten en un mismo individuo
obteniendo un efecto carcinogénico multiplicativo, originando cambios genéticos en la
mucosa oral que van a persistir independientemente del cese de su consumo. Otros
factores de riesgo son el virus del papiloma humano (VPH), bacterias, radiacion, factores
ocupacionales, infecciones fungicas, dieta... Asimismo, existen condiciones genéticas
que predisponen al desarrollo del cancer oral, como son el xeroderma pigmentoso o el
sindrome de Li-Fraumeni.

Tras la exposicion mantenida a los agentes carcindgenos, se produce lo que
Slaughter bautizdé en 1953 como “cancerizacién de campo”. Con ello, se explica la
presencia de una o varias regiones en la mucosa con células epiteliales que albergan
alteraciones genéticas o epigenéticas asociadas al cancer (3). Tras la persistencia de la
exposicién a carcindgenos dichas células sufren una serie de eventos genéticos
adicionales que, ademas de un aumento de su capacidad proliferativa, les confiere
capacidad invasiva, lo que conlleva la progresién a un carcinoma. Adicionalmente, en la
mucosa oral y orofaringea pueden hallarse trastornos orales potencialmente
cancerizables (TOPC), los cuales son en ocasiones precursores del COCE.

Actualmente, existen técnicas de reconstruccién funcionales y estéticas que
permiten realizar resecciones mas amplias para la obtencion de margenes quirurgicos
libres. Ademas, existen tratamientos adyuvantes o neoadyuvantes como son la
radioterapia, la quimioterapia y la inmunoterapia con fines complementarios, radicales

o paliativos.
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Existe un gran interés por identificar marcadores bioldgicos fiables del riesgo de
progresion de los TOPC, dado que la histopatologia ha demostrado un limitado poder
predictivo, como nuestro grupo ha evidenciado para la podoplanina, la cortactina y la
quinasa de adhesién focal (4,5). El reciente desarrollo de las tecnologias de
secuenciacién masiva ha impulsado numerosos estudios gendmicos sobre el carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello (CECC) que han contribuido enormemente a
mejorar el conocimiento de las bases moleculares de la carcinogénesis, y con ello
identificar nuevos candidatos como marcadores moleculares que podrian ser Utiles no
solo para el diagndstico precoz de tumores, sino también para predecir el
comportamiento tumoral, la evolucién y ademas podrian constituir nuevas moléculas
diana con fines terapéuticos.

A pesar de los continuos avances en el tratamiento del cancer oral y en el
conocimiento molecular de los CECC, la supervivencia de pacientes con COCE no ha
mejorado en los ultimos afos, persistiendo en torno al 50% la supervivencia global a los
5 afos. Existe una imperiosa necesidad por identificar biomarcadores precoces que
permitan una identificacién temprana de estos tumores y de lesiones potencialmente
malignizables asintomaticas, para con ello intentar mejorar el prondstico de los COCE,
ominoso en muchos casos.

De esa necesidad surge la motivacion para realizar el presente estudio, en el cual
se analiza la expresiéon de NANOG y SOX2 en trastornos orales potencialmente
cancerizables y su importancia como biomarcadores de riesgo de progresion del cancer
oral, asi como en etapas tardias de la progresién tumoral de los COCE y evolucién de la

enfermedad.
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MARCO TEORICO

¢QUE ES EL CANCER ORAL?

El cdncer oral se define como el conjunto de neoplasias malignas que se
encuentran localizadas en la mucosa labial (superior e inferior), los dos tercios
anteriores de la lengua, el suelo oral, la encia superior e inferior, la mucosa yugal, el
trigono retromolar y el paladar duro (6).

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) constituye el 90% de todas las
lesiones malignas de la cavidad oral (7,8). De los restantes subtipos, el mds habitual es
el carcinoma mucoepidermoide (54%), seguido del adenocarcinoma de bajo grado (17%)

y finalmente el carcinoma adenoideo quistico (15%) (9,10).

EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial, el cancer oral supone el undécimo cancer mas frecuente (1), con
una incidencia de 354.864 casos nuevos al afio, siendo los paises mas afectos por esta
patologia Sri Lanka, Francia, Pakistan, India, Bangladesh y Hungria. Aproximadamente 2
de cada 100 canceres diagnosticados son canceres orales. En Europa, se diagnostican al
afio 65.726 casos nuevos (8). Anualmente 177.384 (1,9%) pacientes mueren por COCE
(11). Desde 1999 hasta 2010, la incidencia del cdncer oral en Europa ha aumentado en
un 26% en los varones y en un 30% en mujeres (12).

El indice de desarrollo humano (IDH) es un indicador sintético elaborado por el
Programa de Naciones Unidas para el Desarrollo basado en la tenencia de una vida
saludable, la adquisicion de conocimiento y el disfrute de un nivel de vida digno (13). En
las ultimas estadisticas del cancer global (GLOBOCAN, 2018)(11), en 2018 se observéd
una distribuciéon del COCE en funcién del IDH, encontrando que este cancer es mas
frecuente en paises con un indice bajo-medio (8,7/100.000) en comparacion con

aquellos con un indice alto (3,9/100.000).
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Concretamente en Espafia, el cancer de cavidad oral tuvo una prevalencia de
4,526 casos en 2018, encontrandose en la posicion numero 16 del total de tumores.
Durante ese tiempo, el nUmero de muertes ocasionadas por esta enfermedad fue de
1.211 personas, constituyendo un 1,1% de la mortalidad total asociada al cancer (2).
Desglosando los datos por sexo, este tipo de carcinoma es mas frecuente en varones,
afectando a 3.080 hombres frente a 1.284 mujeres en el afio 2017. La incidencia
continda siendo menor en estas Ultimas, aunque se esta observando una tendencia al
equilibrio entre ambos sexos debido al mayor consumo de tabaco y alcohol por parte
de las mujeres.

El cancer oral es por tanto mas frecuente en hombres, sobre todo a partir de la
quinta década de la vida. Aproximadamente un 5% desarrollan otro tumor primario
sincrénico en la cavidad oral o en el tracto aerodigestivo superior (laringe, eséfago o
pulmon) (14). Los tumores metacronicos se dan entre el 10% y el 40% durante los

primeros 10 afios tras el tratamiento del tumor primario (15,16).

ETIOLOGIA

En cuanto a la etiologia del COCE, el riesgo del desarrollo del mismo surge de la
combinacion, entre otros, de aspectos genéticos, ambientales y hdbitos vitales.
Podemos encontrar multitud de factores idiosincrdsicos, algunos de ellos intrinsecos
como caracteristicas hereditarias o genéticas, asi como factores extrinsecos.

Dentro de los factores extrinsecos, los mas destacables son:

¥" Tabaco: este elemento es considerado el principal factor de riesgo del COCE
considerandose la causa del 33% de estos tumores (17). Su origen se encuentra
en la planta Nicotiana tabacum, de la cual se obtiene el alcaloide volatil nicotina.
Existen varias formas de consumo de tabaco (combustién, mascado, pasivo) y la
variante mas consumida es distinta en funcién de la localizacion geografica. El
riesgo de cancer es directamente proporcional al nimero de cigarrillos diarios
consumidos asi como al tiempo de exposicion (18). Los pacientes fumadores

tienen 7-10 veces mas riesgo de padecer cancer oral frente a aquellos que nunca
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han fumado (19,20). El consumo de tabaco en Espafia ha ido disminuyendo con
los afios, aunque todavia el 22% de la poblacion es fumadora diaria (8.631.651
personas) y un 25% es exfumadora, existiendo hoy en dia mayor poblacién
masculina fumadora que femenina (21).
Alcohol: también es considerado como un factor de riesgo de desarrollo de COCE
(22), aunque la relacion directa causa-efecto es dificil de establecer debido a la
frecuente asociacion entre alcohol con otras practicas de riesgo como el
consumo de tabaco. Se han propuesto varias hipotesis para justificar su papel
como factor de riesgo del cancer oral, entre las cuales podemos diferenciar (23):
o Efecto local: induce un aumento de la permeabilidad debido a la atrofia
epitelial (24-27) por el efecto disolvente del etanol, aumentando con ello
la penetracién de carcindgenos a través de la mucosa oral (26,28,29).
Asimismo, se encuentra el acetaldehido, principal metabolito del etanol
obtenido a través de la alcohol deshidrogenasa (ADH), el cual ha sido
evidenciado como carcinégeno en modelos animales (30,31) y por ello
posiblemente en humanos, puesto que interfiere en la sintesis vy
reparacion del ADN, induce cambios en las cromdtidas hermanas,
produce mutaciones genéticas, inhibe la 0O6-metilguaniltransferasa
(enzima encargado de reparar dafios causados por agentes alquilantes) e
induce neoantigenos que generan una respuesta inmune citotdxica
(25,32-34).
o Efecto sistémico:
= A nivel hepatico: por acumulo de etanol y dificultad en la
detoxificaciéon de determinados compuestos (29,35,36), asi como
la activacion de otros con potencial actividad carcinégena (36).
= A nivel de glandulas salivales: induce una alteracion morfoldégica
y funcional de las mismas, conduciendo a un menor flujo salival y
con ello mayor acumulacion de carcindgenos sobre la superficie
de la mucosa oral, incrementando su exposicién y con ello el
riesgo de cancer oral (37,38).
o En sus investigaciones, Homann y cols. observaron que el etanol parece

incrementar la produccién bacteriana de acetaldehido de una forma
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dosis-dependiente, con un potencial carcindgeno a partir cantidades
superiores a 40 gramos de etanol al dia (32,39).
El alcohol y el tabaco son considerados los dos principales factores de riesgo
independientes del cancer oral, aunque de forma frecuente ambos coexisten
en un mismo individuo y originan un efecto carcinogénico multiplicativo. Los
sujetos fumadores y no bebedores tienen un riesgo de 5 a 7 veces superior
de céncer oral, mientras que en los pacientes fumadores y bebedores es

hasta 15 veces mayor (19,23,40).

En cuanto a los microorganismos, cobran un papel especialmente importante en
tumores originados en pacientes no fumadores ni bebedores (en torno al 20%),
habitualmente con una edad inferior a 45 afios. La Tabla 1 recoge un resumen de los

diferentes tipos y sus potenciales efectos carcinogénicos.

Tabla 1. Microorganismos y potencial papel carcindgeno. Adaptado de Kalavrezos y
cols. (41).

Microorganismo Potencial mecanismo carcinégeno

Inducen la proliferacién celular, inhiben
. la apoptosis, interfieren con la

Bacterias de la placa dental Lo i .
sefnalizacion celular, interaccion

mutagénica con la saliva

] ] Provocan reacciones inflamatorias y
Bacterias de la enfermedad periodontal

actuan sobre protooncogenes

Streptococus viridans Convierte etanol en acetaldehido
Candida Convierte etanol en acetaldehido
Virus del Herpes Simple Activa protooncogenes, inactiva p53
Inmortalizacion de células epiteliales,
Virus del Papiloma Humano interfiere con genes supresores de
tumor
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Podemos hablar de:

¥ Virus: varios tipos de virus han sido relacionados con el cadncer oral, como el Virus
del Papiloma Humano (VPH) o el Virus del Epstein-Barr. En concreto, en la ultima
década ha adquirido un papel muy importante el VPH debido a su elevada
prevalencia en tumores de orofaringe, aunque con unas tasas variables segun las
series de pacientes y su distribucién geografica (4,4-90%) (42), y considerandose
actualmente como un factor etiolégico establecido para el carcinoma de
orofaringe. Dentro de los tumores VPH positivos, predomina como caracteristica
la proteina p16 positiva codificada por el gen supresor tumoral CDKN2A. Existen
dos oncoproteinas virales E6 y E7, que son fundamentales para el mecanismo de
carcinogénesis y patogenia del VPH. Ambas se encuentran integradas
gendmicamente en las células epiteliales infectadas por este virus y estan
implicadas en un aumento anémalo de la proliferacidn celular y su diferenciacién
aberrante. La oncoproteina E6: (i) induce la degradacion o inactivacién del gen
supresor tumoral p53, induciendo con ello un aumento en la proliferacion celular
con un consecuente acumulo de dafios en el ADN; (ii) media en la degradacion
del dominio celular PDZ, alterando la integridad cromosémica de la célula
hospedadora y las vias de transduccidn de senales; y (iii) induce activacion de la
telomerasa, lo cual aumenta la capacidad replicativa y esperanza de vida celular.
Por otro lado, la oncoproteina E7: (i) provoca la inactivacién del gen supresor
tumoral Rb, condicionando una sobreexpresion del factor de transcripcion E2F y
con ello un aumento de la proliferacién celular; (ii) induce errores en la
duplicacién cromosémica aumentando la inestabilidad gendmica; (iii) disminuye
la expresion de genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase |
(MHC-1), contribuyendo asi a la supervivencia de las células infectadas; y (iv)
otras formas de alterar el ciclo celular a través de la interaccién con el complejo
de transcripcién AP-1, inhibidores CDK, p21y p27 (43).

La primera asociacion entre el VPH y el COCE fue descrita en 1983 por
Syrjanen y cols. Desde entonces, se han aportado numerosas evidencias de la
infeccién por VPH, con una variable prevalencia, en la mucosa oral normal, los
TOPC y en el COCE. En un metaanalisis realizado en 2001 que incluia 94 estudios

con un total de 4580 casos, Miller y Johnston determinaron que la prevalencia
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del VPH en la mucosa oral sana y en el COCE era del 10% y 46,5%,
respectivamente (44). Asimismo, identificaron el VPH como factor de riesgo
independiente para el COCE, con una probabilidad 2 6 3 veces mayor en TOPCy
hasta 4,7 veces mayor en COCE vs. mucosa oral normal. De forma mas reciente,
Syrjanen publicé en el afio 2018 una revision sistematica de la literatura sobre el
VPH, el COCE y los TOPC desde 1966 hasta el 2010, cuyos resultados mostraron
una prevalencia del VPH en el COCE del 33,7% vs. 12% en el grupo control, siendo
el genotipo 16 el mas prevalente. Asimismo, los Odds Ratio (OR) entre el COCE y
el VPH y entre los TOPC y el VPH fueron de 3,98 y 4,1, respectivamente (45).
Hongos: los hongos podrian estar involucrados en la leucoplasia oral y los
cambios displasicos, principalmente a través de la conversién del etanol y la
glucosa a acetaldehido y la produccion de nitrosaminas por algunos géneros
como la Candida. Se ha estimado que hasta el 40% de las candidiasis
hiperplasicas crénicas podrian convertirse en carcinomas orales (41,46).
Bacterias: las bacterias tienen la capacidad de penetrar e invadir el epitelio
celular, induciendo inflamacion que plausiblemente podria estar asociada con la
progresién tumoral. Recientemente, Pushalkar y cols. publicaron un estudio
sobre el microambiente oral en pacientes con COCE vs. pacientes sanos, con una
predominancia de bacterias Gram-positivas en el primero (47). El papel de la
microflora oral en la oxidacién del etanol ha sido ampliamente estudiado por
Homann y cols. (25,32,39,48,49), que han demostrado la produccién de
cantidades aumentadas de acetaldehido asociado al consumo de alcohol. El
acetaldehido salival se encuentra aumentado en aquellos individuos con
tendencia a la flora aerdbica (Streptococcus salivarius, Streptococcus viridans
hemolitico var., Corynebacterium sp., Stomatococcus sp.). De tal modo que el
etanol parece incrementar la produccion bacteriana de acetaldehido de forma
dosis dependiente, y a partir de cantidades superiores a 40 gramos de etanol al
dia (23,25). Asimismo, Homann y cols. (49) encontraron una asociacion entre la
escasa higiene oral de sujetos alcohdlicos y el sobrecrecimiento bacteriano,
repercutiendo asi en una mayor concentracidn salival de acetaldehido y por ende

mayor riesgo de cancer.
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Otros factores:

¥" Radiacién: la exposicidon a la radiacién ionizante, tanto la natural como la
inducida por el hombre, aumenta el riesgo de varios tipos de cancer, siendo
mayor este riesgo cuando la exposicidn ocurre en etapas tempranas de la vida.
Los pacientes sometidos a radioterapia de cabeza y cuello tienen riesgo de
desarrollar un segundo tumor primario en la cavidad oral secundario a
alteraciones degenerativas en el genoma celular, con un periodo de latencia
variable que puede llegar a alcanzar los 40 afios (50).

¥" Ocupacionales: es plausible pensar que la exposiciébn a ciertas sustancias
quimicas en el ambito laboral esta asociada a un aumento del riesgo del cancer
oral. En una revisién sistematica publicada por Awan y cols. en 2018, se objetivd
una asociacion estadisticamente significativa entre un incremento del riesgo de
COCE vy la exposicién al asbesto en ciertas actividades profesionales como la
albafileria (cemento, azulejos) e industrias de automovil (frenos, transmisiones).
Asimismo, se encontré un aumento de riesgo de cancer en profesionales del
metal (niquel, cobalto, cromo, arsénico) y carbdn, aunque es mayor para el
cancer de hipofaringe con una Odds Ratio de 2,31. Lo mismo ocurre para los
trabajadores de la industria textil, como el cuero (debido a su tratamiento con
cromo). Concretamente, no se ha encontrado una asociacién estadistica entre la
exposicién a formaldehido y el COCE, aunque si con el cancer de hipofaringe y
nasofaringe (51).

¥" Traumatismo crénico: se ha relacionado el desarrollo del COCE con el
traumatismo crénico oral, bien secundario al desgaste, restauraciones
deficientes y patologia dental con la aparicién de cuspides filosas, o bien a
protesis mal ajustadas. Estudios experimentales en animales basados en la
irritacion mucosa crdnica sugieren que el papel de dicha irritacién contribuye a
la carcinogénesis de forma multifactorial, aumentando la mitosis para reparar el
dano tisular (lo cual puede aumentar el riesgo del dafio del ADN por otros
agentes, como por ejemplo el VPH), se produce la liberacion de mediadores
quimicos y de estrés oxidativo, se alteran factores de transcripcién y se induce la

angiogénesis (52-55).
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¥ Dietas y habitos alimenticios: una baja ingesta de frutas y verduras esta asociada
con un aumento del riesgo del cancer oral. Se ha sugerido que una dieta rica en
grasas monoinsaturadas (carne roja, queso, cerdo, pasta) y pobre en
micronutrientes (vitamina E, A, C, folato, selenio, cobre, niquel) estan asociados
fuertemente con un aumento del riesgo del cancer oral (56). Se ha investigado
la relacion entre los niveles séricos del Zinc y el cancer de cabeza y cuello,
observando que el estado basal del primero se correlaciona con el tamafio vy el
estadio de los tumores malignos (57). Otros alimentos relacionados con el cancer
oral son aquellos que contienen nitrosaminas o hidrocarburos policiclicos.

¥" Farmacoldgicos: recientemente se ha observado que el tratamiento con algunos
subtipos de medicaciéon inmunosupresora y quimioterdpica se ha asociado con
el desarrollo de COCE. Se ha observado que el tratamiento a largo plazo con
doxorrubicina pegilada, un farmaco utilizado para el tratamiento del carcinoma
papilar seroso recurrente de ovario, sarcoma de Kaposi secundario a
inmunodeficiencia adquirida, tumor desmoide y carcinoma de mama
metastasico, estd asociado con el desarrollo de COCE (58-60) y con la aparicion
de leucoplasias orales como un factor de riesgo independiente a partir de dosis
acumulativas superiores a 400 mg/m2 (61). En pacientes inmunosuprimidos
secundariamente a trasplante de érgano sdélido, se ha observado un incremento
en el riesgo de CECC, particularmente de labio (Hazard Ratio (HR) 4,02) seguido
de lengua (HR 3,49). Este riesgo es especialmente mayor en pacientes tratados
con anticuerpos monoclonales como tratamiento de induccién y en aquellos con

ciclosporina y azatioprina como tratamiento de mantenimiento (62).

En cuanto a los factores intrinsecos, podriamos hablar de condiciones genéticas

que estan asociadas con un incremento en el riesgo de carcinoma de cabeza y cuello, y
en concreto con el COCE. Entre ellos se encuentran el Xeroderma Pigmentoso, la Anemia
de Fanconi, Ataxia-telangiectasia (Sindrome de Louis-Bar) o el Sindrome de Li-Fraumeni,

entre otros.

También podemos encontrar factores que podrian disminuir el riesgo de

desarrollo del cancer oral, como son los vegetales sin almiddn, algunas frutas y los
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carotenos. De forma natural, aquellos alimentos que contienen antioxidantes son
considerados factores protectores para el cancer, sobre todo el retinol, los 3-carotenos
y la vitamina E. Existen estudios que abogan por el uso de [B-carotenos para el
tratamiento de leucoplasias orales con posibles efectos protectores e incluso remisiones
(63). En un estudio publicado por Nagaeo y cols.(64) se ha observado que niveles séricos
altos de B-carotenoy licopeno reducen el riesgo de leucoplasia en la poblacién japonesa.
La metformina (a través de la activacion de la proteina quinasa dependiente de adenosin
monofosfato ciclico (AMPK)), las estatinas (a través de la inhibiciéon de la via del
mevalonato) y los medicamentos antiinflamatorios (inhibidores de ciclooxigenasa COX-
2) podrian tener un efecto beneficioso sobre el cancer, aunque con resultados no

concluyentes hasta ahora.

HISTOPATOLOGIA

La histologia del COCE se caracteriza por la presencia de islotes y/o cordones de
células epiteliales malignas, con mayor o menor diferenciacién hacia la morfologia
escamosa. Estas células tumorales presentaran un citoplasma eosinéfilo, con un gran
nucleo y un incremento en la relacién nucleo/citoplasma. De forma ocasional podemos
observar perlas cérneas, que son el resultado de la produccidon de queratina por parte
del epitelio escamoso (65).

Dentro de la histopatologia tumoral, deben analizarse asimismo otros datos, como
(66):

¥" Grado de diferenciacion tumoral. En funcién del grado de similitud entre las

células tumorales con las células epiteliales primitivas, basada en la clasificacién
de Broders de 1926 (67) y modificada posteriormente por otros autores,
podemos hablar de tumores (68):

o Bien diferenciados. Similares al tejido original en mas de un 75%, estos

tumores producen grandes cantidades de queratina, y aun existe

maduracion celular desde el estrato basal.
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o Moderadamente diferenciados. Similares entre un 50y 75%, siempre con

menos de un 50% de células indiferenciadas. Aun podemos encontrar
gueratina, pero en menor cantidad, y observamos mas pleomorfismo
nuclear y celular.

o Pobremente diferenciados. Con mas del 75% de células indiferenciadas

gue tienen una produccidn de queratina ausente o casi nula y con una
alteracién severa de su morfologia epitelial y celular, siendo apenas
reconocible el epitelio original. Tiene intensa actividad mitética y
pleomorfismo nuclear y celular.
Ademads del grado de diferenciacidon tumoral, se han ido introduciendo otros
parametros, como son el grado de pleomorfismo nuclear, el tipo de patrén de
invasion y el grado de infiltrado leucocitario.
La invasidon perineural refleja una afinidad tumoral por el tejido nervioso,
asociada con un peor prondstico (69).
La invasion perivascular, descrita como la presencia de células tumorales dentro
de un revestimiento endotelial definido, ya sea un vaso sanguineo o linfatico,
cuya presencia también esta asociada a un peor prondstico (69).
La Profundidad de Invasion Tumoral (PDI): mide el espesor tumoral desde la
membrana basal hasta la zona tumoral mds profunda. Se ha afadido
recientemente al nuevo sistema de clasificacion TNM asociado con un mayor

riesgo de metastasis ganglionar y una menor supervivencia (70).

Existe una variante epitelial del COCE conocida como carcinoma verrugoso de

Ackerman. Este tumor se caracteriza microscopicamente por estar compuesto por una

engrosada capa de células tumorales epiteliales bien diferenciadas y una amplia base

tumoral con papilas bulbosas que se invaginan hacia el estroma y mantienen

caracteristicamente una membrana basal intacta, aunque podemos encontrar

inflamacidn crénica linfocitica y de células plasmaticas a nivel del tejido conjuntivo. Las

células tumorales muestran poca actividad mitética, pleomorfismo e hipercromatismo.

Algunas variantes pueden incluir atipias celulares, con rasgos displasicos mas intensos,

e incluso zonas de carcinoma in situ. Otras variantes existentes son el carcinoma de

células fusiformes, el carcinoma adenoescamoso y el carcinoma escamoso basaloide.
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CARCINOGENESIS

El proceso a través del cual una célula sana se transforma en tumoral se conoce
como carcinogénesis. El cancer es el resultado de un complejo proceso multietapa que
resulta en una proliferacién celular incontrolada formando un tumor y la posterior
adquisicion de la capacidad de invadir y colonizar otros tejidos y estructuras locales,
regionales y a distancia, contribuyendo todo ello al desarrollo de metastasis. Todo este
proceso viene definido esencialmente por una serie de cambios, que podriamos a su vez
clasificar en: (i) alteraciones genéticas en la propia secuencia del ADN, las cuales
incluyen inserciones, deleciones, amplificaciones y mutaciones genéticas y (ii) cambios
epigenéticos que afectan a la expresion de los genes, como el silenciamiento causado
por hipermetilacién de las islas CpG de los promotores de varios genes como CDKN2A

(codifica p16/Nk4a) o MLH1 (71).

La exposicion continuada a carcindégenos provoca alteraciones genéticas
(mutaciones somaticas) en las células epiteliales. Por otro lado, las propias
caracteristicas genéticas del individuo pueden hacerle mas vulnerable para el desarrollo
del cdncer (mutaciones germinales). Se han definido una serie de propiedades celulares
o bioldgicas que se adquieren y caracterizan a los tumores malignos, descritas como
sellos distintivos (“hallmarks”) del cancer por Hanahan y Weinberg en el afio 2000 (72),
y posteriormente modificadas y ampliadas por los mismos autores en el afio 2011 (73),

siendo finalmente las siguientes:

v" Independencia en las sefales de crecimiento. Una de las caracteristicas

fundamentales de las células tumorales es su capacidad ilimitada de crecimiento
gracias a la mutacidon de genes involucrados en las vias de sefializacién que
mantienen activa la proliferacion celular, como son MAPK (proteinas quinasas
activadas por mitégenos), el oncogén RAS o la via PI3K-Akt-mTOR.

v Invasividad y metdstasis. Las células tumorales adquieren capacidad para invadir

tejidos y estructuras adyacentes y posteriormente diseminarse a lo largo del
organismo, proceso conocido como metastasis. En este proceso cobran

importancia las proteinas de la familia de las Cadherinas, en concreto la E-
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Cadherina, cuya menor expresion favorece la pérdida de adhesién intercelular y
con la matriz extracelular.

Insensibilidad a estimulos que inhiben el crecimiento. Esto permite mantener

una alta tasa de proliferacién celular. Dos genes clave asociados a esta
peculiaridad serian los supresores tumorales RB1 y p53. El gen RB1 es un gen
supresor tumoral cuya mutacién en la proteina Rb estd asociada al tumor
conocido como Retinoblastoma. Por otro lado, el gen TP53 es otro supresor
tumoral con un papel fundamental en la regulacién del ciclo celular, y cuya
mutacidn se encuentra por ejemplo en el Sindrome de Li-Fraumeni. Mutaciones
de p53 se detectan de forma frecuente en los CECCy COCE.

Potencial ilimitado para la replicacidn. La mayor parte de las células tienen un

numero limitado de divisiones, proceso conocido como limite de Hayflick (74).
Las células tumorales inducen la expresién y actividad de una proteina conocida
como telomerasa, la cual permite una capacidad replicativa ilimitada y la
inmortalidad celular.

Incremento de la angiogénesis: Las células tumorales se dividen de forma

constante precisando alta demanda de nutrientes y oxigeno. Debido a la rapida
velocidad de replicacién, se produce una hipoxia celular. Para suplir dicha
necesidad, se induce la formacidon de nuevos vasos sanguineos mediante la
liberacion de factores proangiogénicos como VEGF, FGF, e interleucinas (o la
pérdida de reguladores negativos) por parte del propio tumor o las células del
microambiente que lo rodea.

Reprogramacion del metabolismo energético. La hipoxia celular junto con ciertas

mutaciones conducen al conocido como efecto Warburg, hipétesis segun la cual
las células tumorales utilizan la glicélisis anaerobia como fuente de energia,
independientemente de la existencia de niveles adecuados de oxigeno (73,75).

Evasién del sistema inmune. Debido a que las células tumorales son células del

propio organismo, existe una cierta inmunotolerancia a las mismas. A esto hay
que anadir que gracias a las mutaciones que van acumulando, se produce un
recambio antigénico constante y la produccién de ciertas proteinas
inmunomoduladoras e inmunosupreoras (74). Gracias a estas propiedades,

entre otras, las células tumorales son capaces de evadir la respuesta inmune.
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¥" Evasién de la apoptosis. Se altera la homeostasis celular y disminuye la

apoptosis, como proceso fisioldgico fundamental para evitar la transmisién de
material genético alterado. Su evasién fomenta el acumulo de dafos vy
mutaciones en el ADN celular. Mutaciones de la familia de la proteina Bcl-2 han
sido ampliamente estudiadas en diferentes tipos de cancer y se han asociado con

este fendmeno.

Aunque algunos casos de cancer son el resultado de una predisposiciéon genética
causada por alteraciones genéticas germinales que aumentan el riesgo de un individuo
a desarrollarlo, el cdncer es en general una enfermedad genética de las células
somaticas. Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (CECC) se
encuentran a menudo asociados a una gran variedad de alteraciones histopatoldgicas
de la mucosa epitelial. En 1996, Califano y cols. (76) realizaron un estudio para
establecer una correlacidon entre alteraciones fenotipicas, es decir clinicas, y su
progresion en funcién de las alteraciones genotipicas. En este modelo de progresion se
establece una asociacién entre los cambios genéticos que van aconteciendo en las
diferentes etapas desde la mucosa normal para el subsecuente desarrollo de un

carcinoma invasivo (Figura 1).

+3q21-29
,3p
-17p
-9p21 Mutaciones TP74L .
Inactivacion p16/p14
Activacion telomerasa . Carcinoma
. invasivo
Carcinoma in situ
o Displasia
’ ) +11q13 4 -6p
Hiperplasia 13q _4q
(] -14q -18q11.2
Mucosa +18p -8p
sana Mutaciones TP53 +10923
Inactivacién CDKN2A +3926

Amplificaciéon CCND1
Sobreexprexion CDK4
Amplificacién MYC
Expresion MMP13
Sobreexpresién MMP14
Disminucién CDH1
Inactivacion PTEN

Amplificacion ciclina D1

Figura 1. Presentacion de los eventos genéticos y moleculares en la progresion de los

CECC. Adaptado de Ferlay y cols. (77).
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Es la acumulaciéon de eventos genéticos y no el orden de los mismos lo que
determina la progresion de una lesidn. De forma genérica, cuanto mayor es el intervalo

de tiempo existente entre los eventos genéticos, mas concuerda con el orden indicado.

Asimismo, Califano (76) realizé un estudio sobre las bases genéticas de la
“cancerizacion de campo” mediante analisis genético para detectar alteraciones en las
células de la mucosa que rodean tumores y que, a su vez, albergan las mismas
alteraciones genéticas. Observd con una frecuencia creciente la pérdida de genes

supresores de tumor a medida que aumentaba la etapa histoldgica.

La “cancerizaciéon de campo” fue propuesta previamente por Slaughter y cols. en
1953 (78). Segun este modelo, dentro de una misma region anatdmica, que incluye
mucosa sana proxima a lesiones premalignas, podemos encontrar areas con diferente
histopatologia pero con eventos genéticos tempranos comunes a los carcinomas, a los
gue posteriormente se asocia una pérdida genética adicional obteniendo un fenotipo
celular cada vez mas similar al tumoral. Este concepto es muy importante para el
prondstico de los CECC, puesto que en esta region se han obtenido tasas de recidiva de
hasta un 30% (14,15). El término “cancerizacion de campo” se ha utilizado para describir
la mayor prevalencia en la aparicion de tumores sincrénicos o metacrénicos en regiones
precancerosas debido a una exposicion prolongada a carcindgenos. Basandose en
hallazgos moleculares recientes, la “cancerizacion de campo” se define como la
presencia de una o varias regiones en la mucosa con células epiteliales que tienen
alteraciones genéticas o epigenéticas asociadas al cancer (3), sin capacidad invasiva ni
metastasica. Estos hallazgos incluyen la identificacion de las mutaciones de TP53 y la
pérdida de heterocigosidad (LOH) en los loci cromosémicos 3p, 9p y 17p, regiones
implicadas en la regulacidn del ciclo celular, como los eventos moleculares mas precoces
en el desarrollo del cancer (79). Esto proporciona a la célula una mayor capacidad
proliferativa, creando un campo precanceroso con una ventaja, y sumando un
continuum de mutaciones genéticas. La capacidad invasiva del cancer es adquirida en
eventos oncoldgicos mas tardios situados en los loci 8p, 13q y 18q, ademads de otros
asociados con la transicidn epitelio-mesenquima relacionados con la disminucién de la

expresion de moléculas de adhesion como las E-cadherinas.
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Figura 2. Representacion de la cancerizacion de campo. Tomada de Leemans y cols. (3).

Con el concepto de cancerizaciéon de campo podemos hablar de dos tipos de
recidiva basandonos en un campo precursor de origen monoclonal, el cual puede o no
incluir alteraciones displasicas (80). Este campo puede ser fuente de recidivas locales
(menos de 2 cm de distancia o en menos de 3 afos tras la intervencion del tumor
primario) y/o de segundos tumores primarios, para lo cual se precisan mas alteraciones
genéticas que las ya existentes en un campo precanceroso (Figura 2).

III

La “cancerizacion lateral” se incluyd posteriormente para mostrar que la
diseminacion lateral de los tumores se debe a una transformacion progresiva de las
células adyacentes al tumor, en lugar de la propagacion y destruccién de las células
epiteliales sanas adyacentes por las células tumorales preexistentes (81). En un estudio
retrospectivo publicado por Tabor y cols. en 2004, se estimd que hasta un 62,5% de los
segundos tumores primarios de CECC se producen en campos clonales genéticamente
similares que quedan tras la reseccion (82).

En las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios para el analisis

histopatoldgico y gendmico del epitelio préoximo al tejido tumoral y a los margenes

quirargicos, utilizando diferentes marcadores y técnicas como las LOH, la inestabilidad
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cromosdmica, alteraciones de microsatélites, mutaciones en el gen TP53, detectados
mediante inmunohistoquimica e hibridacidén in situ. Mediante estas técnicas, se ha
demostrado la existencia de un grupo o “parche” de menos de 200 células con
inmunotincion positiva para p53, y cuyo tipo de mutacion difiere de la existente en el
tumor (Figura 3). Ese parche celular consistiria en un clon celular originario de una célula
troncal que adquiere una mutacidon en TP53, la cual le otorga una ventaja proliferativa
frente al resto celular, y es transferida a sus células sucesoras. De esta forma, las
siguientes generaciones celulares con capacidades proliferativas superiores se
convierten en un clon en expansién, desplazando lateralmente el tejido epitelial sano, y
adquiriendo nuevos eventos genéticos, creando a su vez subclones dentro de un mismo
campo, hasta que uno de éstos adquiere las alteraciones genémicas necesarias como
para evolucionar a un clon invasivo. La posibilidad de que ocurra el ultimo evento
transformador en un paciente sera proporcional a la cantidad de células troncales (stem)
afectadas y la acumulacidn de sucesivos cambios (“hits”) oncogénicos. En este modelo
de carcinogénesis se hace hincapié en dos pasos criticos: (a) la creacién de un parche
monoclonal de células con crecimiento incontrolado; (b) un eventual momento

transformador, creando un clon invasivo y metastdsico (79).

Mucosa
normal
* Mutacién
17p (TP53) Parche
L monoclonal

e Mutacién 3p,

9p, 8p, 18q Campo

.~ precanceroso
¢ Amplificacién .
11q13 P Carcinoma

Figura 3. Modelo de carcinogénesis propuesto por Boudewijn y cols. (83).
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Carcinogénesis epitelial

La carcinogénesis se puede resumir como el conjunto de procesos a través de los
cuales se desarrolla una neoplasia maligna. Esta génesis es el resultado de numerosas
alteraciones moleculares que afectan a diferentes genes, entre las cuales destacan
genes implicados en la prevencién del desarrollo tumoral (genes supresores tumorales)
y genes cuya alteracion favorece la aparicion tumoral (oncogenes). La carcinogénesis se
divide en tres fases principales, y en cada una de ellas van a sucederse distintas
alteraciones genéticas que favorecerdn el desarrollo tumoral.

v" Fase de iniciacidn o activacidn: esta fase comienza con las alteraciones a nivel

del ADN celular de forma secundaria a la exposicién a carcinégenos, creando un
clon celular con superioridad proliferativa. Una célula germinal del estrato
suprabasal adquiere una mutacidon, que se ird transmitiendo a su vez las
sucesivas células hijas en las diferentes rondas de divisidn celular. No podremos
observar cambios en la mucosa oral, puesto que Unicamente se trata de
alteraciones genéticas, sin expresion fenotipica.

¥' Fase de promocién tumoral: en ella se produce una expansién clonal selectiva

de las células anteriormente mencionadas. El clon celular se vera expuesto a
carcindgenos, tanto endégenos como exdgenos, que promoveran la aparicion de
nuevas mutaciones y a su vez afectaran propiedades celulares. En esta fase,
pueden observarse cambios fenotipicos en la mucosa oral, observando lesiones
precancerosas como por ejemplo la leucoplasia oral.

v" Fase de progresidn tumoral: el clon celular va adquiriendo mdés alteraciones

genéticas que le confieren caracteristicas y capacidades superiores, apareciendo
subclones a su vez con nuevas propiedades hasta que finalmente alguno de ellos
adquiere las propias de una célula tumoral. En esta fase, ademas de los cambios
fenotipicos, las células tumorales adquiririan la capacidad de penetrar vy
extenderse mas alla de la membrana basal y de diseminarse a tejidos adyacentes

y a distancia.

Se necesitan invariablemente innumerables fendmenos mutagénicos que van

acumulandose en una célula germinal con un fenotipo normal para que evolucione a
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una totalmente cancerosa. Como si de una evolucién darwiniana se tratase, de forma
sucesiva las células van adquiriendo mutaciones que les confieren caracteristicas
proliferativas ventajosas y superiores en comparacién con las células adyacentes. Se
estima que son necesarios entre 5y 10 eventos genéticos acumulados en una célula
para que su fenotipo evolucione de normal a maligno (84). Como se indicé previamente,
existen alteraciones genéticas precoces importantes para la iniciacién y promocion
tumoral, como son las que afectan al gen TP53 y las LOH en los loci 3p, 9p21 y 17p13
(Figura 1). Asimismo, otros eventos oncolégicos mas tardios se dan en los loci 8p, 13q 'y
18q, ademas de aquellos relacionados con la pérdida de expresién de E-cadherina,
importantes para la invasividad y diseminaciéon tumoral.

Existen numerosas alteraciones citogenéticas subyacentes al desarrollo de CECC.
Las mas frecuentes en estos tumores son la ganancia de 3q, 8q, 9q, 20q, 7p, 11q13y 5p,
y la pérdida de 3p, 9p, 21q, 59, 13q, 18q, 17p y 8p. Los cariotipos a menudo
proporcionan una explicacién del mecanismo por el cual surgieron las alteraciones
genéticas moleculares. Por ejemplo, las ganancias y pérdidas coordinadas que
involucran brazos enteros de los cromosomas 3, 5, 7, 8 y 9 a menudo resultan en la
formacién de isocromosomas. Ademas, aparentes desequilibrios alélicos pueden no

representar LOH, sino la ganancia o amplificacion del gen (85).

Oncogenes

Los protooncogenes son genes de accion dominante que suelen participar en
procesos de crecimiento y proliferacién celular. Cuando un alelo sufre una mutacion, se
transforma en un oncogén, cuyos productos proteicos alteraran la regulacién del ciclo
celular. Oncogenes importantes en los CECC son CCND1, EGFR y MYC.

¥" Amplificacidon de 3g26-27: es una de las alteraciones genéticas mas frecuentes

en los CECC. Se observa con mayor frecuencia en tumores positivos para el VPH
(86) y se ha relacionado con peor prondstico (87). Entre otros, se ha asociado
con un aumento en el niumero de copias del gen PIK3CA y una sobreexpresién
en su produccidn proteica p110 (subunidad catalitica de la fosfatidil-inositol 3

quinasa, PI3K), que se ha relacionado con fenémenos de transformacion celular.
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¥" Amplificacién 7p: asociada con un incremento en el nimero de copias del gen
EGFR en aproximadamente un tercio de las lineas celulares mediante el andlisis
citogenético clasico. Rubin Grandis y cols. (88) mostraron que un incremento en
la expresion de EGFR induce la activacién persistente de STAT3 y con ello un
crecimiento tumoral por un mecanismo antiapoptético.

¥" Amplificaciéon 8q: considerada clave en los eventos genéticos iniciales de la
progresién tumoral en los CECC. Se ha asociado con una consecuente
amplificacion y sobreexpresion de genes como MYC (89) o FAK (4) con un papel
importante en los COCE.

¥" Amplificacién de 11q13: contiene el locus del gen CCND1 que codifica la Ciclina
D1, el cual se encuentra amplificado hasta en la mitad de los CECC y juega un
papel importante en el cancer oral. La Ciclina D1 es una proteina clave para la
regulacién del ciclo celular; se une a otras quinasas dependientes de ciclina
(CDK4 o CDKb6) y fosforila e inactiva la proteina supresora tumoral del
retinoblastoma (pRB). La sobreexpresion de CCND1 reduce los requerimientos
celulares de factores de crecimiento o mitégenos, acelera el paso celular de G1
a S, propagando dafios en el ADN y aumentando el crecimiento celular.

Ademas, también contiene otros genes con un aumento de su expresion
asociado a la amplificacion, como CTTN, que codifica la Cortactina, un
importante regulador del citoesqueleto y la invasién celular, TPCN2, ORAOV1
(TAOS1), FADD, FGF19.

Se han publicado numerosos estudios sobre la relaciéon entre la
sobreexpresién de la proteina Ciclina D1 y los CECC, encontrando que niveles
altos de la misma se relacionan con menor tiempo de recidiva (90), mayor
estadio tumoral, afectacion linfatica, disminucién de la supervivencia y peor
pronéstico (91-93). Ademas, se ha informado que la sobreexpresion de Ciclina

D1 parece alterar la sensibilidad tumoral a la radiacidn ionizante (94).

Genes supresores tumorales

Los genes supresores tumorales son “guardianes” de la proliferacién celular, con una

accidén recesiva. Pueden inhibir el crecimiento o promover la muerte celular. Cuando los

53



dos alelos sufren una mutacién, se inactivan o se pierden, se altera el control del
crecimiento y muerte celular. Podemos clasificar los genes supresores tumorales en dos
tipos: los gatekeepers, que controlan la proliferaciéon celular y son reguladores negativos
de la misma como TP53, RB1, DDC, APCy CDKN2A; y los caretakers, los cuales mantienen
la estabilidad e integridad del genoma mediante la reparacién del ADN, como ATM, MSH
2y MLH1 (85).
¥v" Pérdida 3p: se ha observado esta pérdida en lesiones orales displasicas,
pudiendo constituir una alteracion genética temprana en el desarrollo de los
COCE (95). El locus 3p14.2 contiene el gen FHIT (triada de la histidina fragil), un
gen supresor tumoral cuya pérdida podria asociarse con el desarrollo y/o
progresién del CECC.
v" Pérdida 8p: contiene al menos 3 regiones asociadas con la progresién de los
COCE (96).
¥" Pérdida 9p: la alteracién en 9p21 es la mas frecuentemente observada en los
CECC, alcanzando hasta el 72% en la serie de Riet y cols. (97) (Tabla 2). Incluye
mutaciones y/o metilacion en el gen CDKN2A, que codifica la proteina
p16/INK4A, la cual se considera una de las mas precoces del desarrollo del cancer
oral. Asimismo incluye otras alteraciones en genes inhibidores de quinasas
dependientes de ciclina, como p15/CDKN2B, p18/CDKN2C y p19/CDKN2D (98).
Estos genes son cruciales para el control (check point) de la fase G1 del ciclo
celular, cuya inactivacion facilitaria el incremento de la proliferacién celular
acumulando dafos en el ADN.
¥v' Pérdida 17p13: contiene el gen TP53, que codifica la proteina p53, la cual
funciona como un importante regulador transcripcional y controlador de la
calidad del ADN al final de la fase G1 del ciclo celular. Si se detectan dafios en el
ADN, aumentan los niveles de p53, frenando asi la replicacién celular y
conduciendo a la célula a apoptosis. Es un gen ampliamente relacionado con la
carcinogénesis de los CECC, y estd asociado concretamente con alteraciones
precoces displdsicas en la mucosa oral (99) y la cancerizacién de campo (83),
pudiendo encontrar una mutacién en este gen en el 50% de los CECC (100).
¥v" Pérdida 18q: se alteran numerosos genes supresores tumorales identificados en

el brazo largo del cromosoma 18, como son DDC, DPC4, MADR2, y varios
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miembros de la familia de las Serpinas PI5, SCCA1, SCCA2, PAI2 y PI13. Este
ultimo se expresa en la mucosa oral normal, mientras que disminuye en los COCE

(101,102). La pérdida de 18q se asocia con peor prondstico en CECC (103).

Tabla 2. Alteraciones citogenéticas en la progresion del CECC (76,85,104).

Descripcion Cambio citogenético Frecuencia (%) Posible gen
histopatoldgica
Lesidn precursora o Pérdida 9p21 73 CDKN2A
hiperplasia benigna
Displasia Pérdida 3p 67 FHIT; mas de 2 otros loci de
genes supresores tumorales
Pérdida 17p13 55 TP53
Carcinoma in situ Amplificacion 11q13 61 CCND1, CTTN
Pérdida 13921 52 Nuevo gen supresor
Pérdida 14g24 44 No informado
Carcinoma invasivo Pérdida 6p 38 Gen supresor no identificado
Pérdida 8p23 40 Gen supresor no identificado
Pérdida 4926-g28 47 No informado

TRATAMIENTO

La cirugia es el tratamiento de eleccidon para el COCE (105,106). Mediante la
reseccion tumoral se consigue obtener una estadificacion tumoral mdas certera,
incluyendo informacidon histopatoldgica tumoral y margenes quirurgicos. Ademas,
existen otras modalidades de tratamiento, como son la radioterapia y la quimioterapia,
cuyo uso dependerd del estadio tumoral y de la existencia de otros factores de mal
prondstico.

En resumen, la eleccion de una, otra o varias modalidades combinadas entre si
depende de varios factores, principalmente el estadio tumoral y su localizacidon. Existe
una ultima modalidad de tratamiento, mas reciente, que es la inmunoterapia. Esta se
basa en la utilizacion de farmacos bioldgicos, como los anticuerpos monoclonales, que

van dirigidos frente a dianas moleculares del tumor y/o su microambiente.
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Cirugia

Aproximadamente el 50% de los COCE se diagnostican en estadios | o Il
(107,108). La cirugia sera el tratamiento de eleccidn en caso de estadios precoces y en
general es la modalidad preferida para el manejo de estos tumores acorde con las guias
del 2017 de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (106). Ellis y cols. (105)
publicaron recientemente una revisiéon de mas de 20.000 canceres orales precoces
(estadios | o ll) en los cuales la cirugia fue el tratamiento de eleccidon en
aproximadamente el 95% de los pacientes, mostrando ademads un beneficio en la
supervivencia general a favor de la cirugia y un aumento de la mortalidad en casos de
tratamiento primario con radioterapia, aunque no discute el uso de terapias alternativas
como la braquiterapia en caso de lesiones superficiales en las que la cirugia podria
conllevar mayor morbilidad funcional o estética.

La cirugia sera el tratamiento de eleccién en tumores que cumplan criterios de
resecabilidad (Figura 4) propuestos por la NCCN (109). Dicha reseccion quirurgica del
tumor debe incluir todo el tumor macroscépicamente visible asi como un margen
quirurgico que incluya, presumiblemente, toda la extensién microscépica del mismo. El
minimo estandar aceptado es de 5 mm, puesto que reduce el riesgo de recidiva local
incluso sin radioterapia adyuvante en un 21% (110), aunque otros autores han sugerido

qgue margenes mas pequenos de hasta 2,2 mm son aceptables (111).
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Invasion de arteria
carétida comun o
interna.

Extension a
nasofaringe
superior/lateral o
trompa de
Eustaquio

Metastasis
subdérmicas.

Extension directa a
estructuras
mediastinicas, Extension a base de
fascia prevertebral craneo
o vértebras
cervicales.

Afectacion de
Extension directa musculos
de la enfermedad pterigoideos.
del cuello Afectacién de fosa
afectando la piel. pterigopalatina con
neuropatia craneal

Figura 4. Criterios de irresecabilidad tumoral propuestos por la NCCN (109).

Se han publicado varios ensayos clinicos aleatorizados comparando el
tratamiento del cancer oral localmente avanzado, pero operable, mediante cirugia o
radioterapia (112,113). Ambos ensayos tuvieron que suspenderse precozmente, debido
a que el andlisis de los primeros pacientes mostré que la supervivencia era mayor con la
cirugia que con la radioterapia (58% vs. 12%, respectivamente).

Las técnicas quirdrgicas reconstructivas actuales permiten no sélo la
transferencia microquirdrgica de tejidos para una mejor reconstruccion tanto funcional
como estética, sino que gracias a la evolucién tecnoldgica y a su aplicabilidad en la
cirugia es posible realizar reconstrucciones mediante modelos estereolitograficos y
protesis personalizadas para cada paciente. Y aun mds, mediante los sistemas de
navegacion es posible realizar una reseccidn quirdrgica con una previa planificacién en

un modelo tridimensional obtenido mediante una tomografia computerizada; e
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intraoperatoriamente, podra comprobarse que los limites de la reseccidon son los
calculados previamente.

La cirugia local frecuentemente se acompana de tratamiento cervical regional,
considerando la diseccion célulo-ganglionar cervical como uno de los tratamientos
quirdrgicos primarios junto con la reseccidon que ha de realizarse en funcién del tamafio
tumoral y de la localizacién, principalmente. La realizacion de dicho tratamiento
dependerd del estadio clinico cervical, siendo imperioso en caso de que existan
adenopatias clinicamente evidentes de forma preoperatoria o bien que sean halladas
en pruebas complementarias como una tomografia computerizada.

La diseccidn célulo-ganglionar cervical estandarizada fue descrita en 1906 por
Crile, quien cred la técnica de diseccion cervical cldsica en bloque, inspirado en los
conceptos oncoldgicos de la época, la cual consistia en la extirpacion de los niveles
ganglionares cervicales | a V junto con estructuras nobles como la vena yugular interna,
el nervio espinal, el plexo sensitivo cervical y el musculo esternocleidomastoideo. Esta
técnica se mantuvo hasta que a mediados del siglo XX comienza a perder adeptos en
casos de cuellos clinicamente negativos, sobre todo por la morbimortalidad que
conlleva. En 1962, Osvaldo Sudrez introdujo por primera vez la diseccién cervical
funcional, la cual surge no como variante de la cirugia radical, sino sobre la base
anatémica de que la diseccidn a través de los espacios fasciales del cuello permite
extirpar los ganglios cervicales respetando las estructuras nobles. Posteriormente en
1980, Jesus Medina establece una nueva clasificacién de las disecciones cervicales en
funcién de la preservacion o no de las estructuras nobles. Actualmente, el sistema de
clasificacién mas utilizado, basado a su vez en la clasificacidon de Spiro (114), divide los
tipos de disecciones en:

v" Diseccién cervical radical modificada tipo | (DCRM-I): incluye los niveles

ganglionares | a V, la vena yugular interna y el musculo esternocleidomastoideo,
pero conserva selectivamente el nervio espinal.

v" Diseccidén cervical radical modificada tipo [l (DCRM-II): incluye los niveles

ganglionares | a V y la vena yugular interna, pero conserva selectivamente el
nervio espinal y el musculo esternocleidomastoideo.

v" Diseccién cervical radical modificada tipo 1ll (DCRM-IIl) o diseccion cervical

funcional, en la cual se conservan las tres estructuras nobles precitadas.
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v" Diseccidn cervical selectiva:

o Supraomohioidea: incluye los niveles cervicales | a lll.

o Supraomohioidea ampliada: incluye los niveles cervicales | a IV.

o Anterolateral: incluye los niveles cervicales Il a IV.

o Posterolateral: incluye los niveles cervicales Il a V ademas de los ganglios
suboccipitales (tanto superficiales como profundos) vy los
retroauriculares.

¥ Diseccidn cervical radical ampliada: se incluye bajo esta acepcidon, ademds de una

de las disecciones descritas, la extirpaciéon de cualquier estructura vascular,
muscular, neural o ganglionar que no se incluye en el resto de las técnicas
regladas (pares craneales, arteria carétida, musculos cervicales, ganglios para o
retrofaringeos...).

Siguiendo las recomendaciones estandarizadas de la NCCN, la diseccidn cervical ha
de hacerse siempre que se hallen adenopatias en la exploracién clinica o en los estudios
complementarios preoperatorios, pudiendo ser homolateral o bilateral a la lesion en
funcién de la localizacién del tumor.

Para aquellos tumores con cuellos clinicamente negativos o sin hallazgos
ganglionares patoldgicos en los estudios de imagen, la diseccion cervical sera necesaria
en casos de tumores T3 o T4a.

Finalmente, para tumores en estadios iniciales (T1 o T2) con cuellos clinica y
radiolégicamente negativos, existen varias alternativas, pudiendo escoger entre tres
tipos de tratamientos, a saber:

¥v' “Wait and Watch” (WW): en esta opcién no se haria tratamiento cervical del

paciente, Unicamente el tratamiento consistiria en la resecciéon tumoral y
posterior seguimiento ambulatorio. Existen varios estudios comparativos entre
las opciones WW o diseccidn cervical electiva. D’Cruz y cols.(115) publicaron en
2015 un ensayo clinico randomizado en el que se proporciond evidencia
cientifica mostrando un beneficio en la supervivencia media del 12,5% y una
mejora del 23,6% en la supervivencia libre de enfermedad (SSE) a favor de la
diseccion cervical electiva. Los informes de la American Cancer Society indican
qgue mas del 40% de los pacientes con COCE se presentan con diseminacion

regional de la enfermedad en el momento del diagnéstico inicial (116). Entre un

59



15% y un 20% de pacientes con cancer sin afectacion metastasica cervical clinica
tendra metastasis ocultas. Otra consideracién es que los pacientes con riesgo de
tener micrometdstasis no progresan hacia una metdstasis clinica o
radiolégicamente evidente de una forma consistente y predecible. Segin datos
aportados por Shah y cols.(116), hasta un 68% de los pacientes estadificados
clinicamente como cNO fueron reclasificados como N1 tras la diseccién cervical
gue tuvo que realizarse ulteriormente, un 24% como N2 y un 8% como N3. En
cuanto a los hallazgos patoldgicos, hasta en un 70% de los pacientes clasificados
inicialmente como cNO se observaron metdstasis cervicales (N2 y N3) en
disecciones cervicales posteriores, incluso con un seguimiento estrecho.

Diseccion cervical electiva: numerosas publicaciones y metaandlisis abogan de

forma general por la realizacion de una diseccién cervical electiva en lugar de
mantener una actitud observadora (115,117). Se ha demostrado que el
tratamiento electivo de los ganglios regionales mejora la supervivencia libre de
enfermedad (116).

Biopsia del ganglio centinela: esta técnica es una alternativa a la diseccion

cervical electiva para la identificacion de metdstasis ocultas en pacientes con
tumores de cavidad oral T1 o T2. En caso de presencia de metastasis en el
ganglio, sera precisa una diseccidn cervical posterior. Se debe ser cauteloso a la
hora de ofrecer este tratamiento, sobre todo en ciertas localizaciones como el
suelo oral, en el cual se ha encontrado que la precision de este tratamiento es
menor que en otros lugares como la lengua o el labio. Actualmente se considera
que esta técnica tiene alta precision diagndstica en cirujanos experimentados y

podria ser una alternativa a la cirugia electiva de cuello (118).

De forma mas especifica, existen varias publicaciones sobre la posibilidad de

afectacion de los niveles cervicales en funcién de la localizacion tumoral. De tal modo,

Byers y cols. (119) recomiendan extender la reseccién al nivel IV en caso de tumores

linguales con un riesgo de metastasis ocultas del 15,8%. Recientemente, de Vicente y

cols. (120) encontraron un 0% de metastasis ocultas en el nivel llb en pacientes con

cuellos clinicamente negativos, recomendando su realizacion en caso de hallazgo

intraoperatorio de afectacién del nivel lla y en caso de afectacidn multiestacionaria. De
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forma general, este nivel se encuentra mas frecuentemente afecto en caso de tumores

linguales o de trigono retromolar.

Terapia adyuvante

Los canceres orales con estadios avanzados son biolégicamente agresivos vy la

terapia adyuvante a menudo estd indicada para mejorar los resultados. Existen varias

modalidades de tratamiento complementario del cancer oral en funcién del estadio

tumoral y de la existencia de factores de mal prondstico (Tabla 3).

Tabla 3. Factores considerados para la terapia adyuvante en el cancer oral.

Factores definitivos para
radioterapia adyuvante

Factores definitivos para
quimio-radioterapia
adyuvante

Otros factores que
podrian indicar necesidad
de radioterapia

*pT3/T4.

*N2/3.

eMdrgenes préoximos <5
mm.

eExtensién ganglionar
extracapsular.

eMargenes positivos (<1
mm).

elnvasion perineural.
eEmbolismo linfovascular
eGrado tumoral.

*Solo un ganglio positivo.

ePeor patrén de invasion.

En caso de tumores no resecables quirdrgicamente, constituiran el tratamiento
principal del paciente. La finalidad de estos tratamientos diferira en funcion de varias
caracteristicas, tanto idiosincrasicas del paciente como del propio tumor. Podemos
encontrar una finalidad complementaria para lograr un mayor control locorregional de
la enfermedad, disminuir las secuelas de la misma, una finalidad terapéutica en caso de
tumores no resecables quirlrgicamente para lograr una disminuciéon del volumen
tumoral y con ello conseguir margenes quirurgicos accesibles, y en otras ocasiones
Unicamente cumplirdn un papel paliativo que tiene como finalidad conseguir una

mejoria sintomatica.
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Radioterapia

Es el tratamiento complementario a la cirugia mas estandarizado. Las técnicas de
irradiacion han evolucionado notoriamente en los ultimos afios, convirtiendo el
tratamiento de los tumores de cabeza y cuello en uno de los mas complejos de la
actualidad debido a las altas dosis requeridas y a la cantidad y variedad de érganos que

circundan a estos tumores.

Las principales indicaciones de tratamiento con radioterapia son como:

¥" Tratamiento radical: indicada sobre todo para pacientes con tumores

locorregionalmente avanzados de orofaringe incluidos dentro del protocolo de
preservacion de drganos, con buenas respuestas en ocasiones.

¥" Tratamiento adyuvante: pacientes con enfermedad localmente avanzada, pero

resecable (pT3/4, N2/3, margenes proximos), se beneficiaran de la combinacién
de tratamiento quirdrgico y radioterapico. Ademas, los pardmetros mas
desfavorables para tener una recivida locorregional tras la reseccién quirurgica
son la extensidn extracapsular y los margenes positivos. Para pacientes con
estadio ganglionar bajo (N1) y en caso de no tener caracteristicas histologicas
adversas, la indicacidn de la radioterapia adyuvante queda a criterio del cirujano
y del equipo multidisciplinar. En general, los estudios publicados demuestran
una mejora estadisticamente significativa en los resultados del COCE con
estadios pT2N1 tratados con radioterapia adyuvante. La radioterapia adyuvante
se asocia de forma independiente con un beneficio significativo de la
supervivencia para los pacientes con COCE T2N1 (121). Si bien la evidencia
sugiere que existe alguna ventaja de supervivencia para los canceres TIN1, ésta
aun no esta demostrada.

v" Tratamiento paliativo: indicado en pacientes no candidatos a cirugia por

cuestiones de comorbilidad, tumores no candidatos a tratamiento quirirgico y
recidivas no resecables. Este tratamiento puede mejorar la sintomatologia
tumoral (dolor, sangrado, disfagia, ulceracién cutdnea tumoral) e incluso llega a

conseguir disminucién del volumen tumoral.
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La efectividad de la radioterapia es dosis dependiente, utilizando dosis de entre 50
y 70 Gy, en funcion de la indicacidn terapéutica, dividida en 1,8-2 Gy/dia, cinco veces a
la semana. Hoy en dia, la forma mas utilizada es la Radioterapia de Intensidad Modulada
o IMRT, la cual utiliza varios campos con una intensidad modulada especificada gracias
a una matriz de subhaces de distinta fluencia. Gracias a ello, se obtiene una mejor
conformacion de la dosis, llegando mas dosis a la zona del lecho tumoral y menos a los

tejidos sanos circundantes.

Quimioterapia

En el COCE, la quimioterapia puede indicarse como tratamiento de induccién
como estrategia para conseguir una disminucion del volumen tumoral, de forma
concomitante o no junto con la radioterapia, seguida o no por cirugia, en caso de
tumores localmente avanzados, o bien como tratamiento paliativo en casos de
reseccion completa no factible con el objetivo de mejorar la supervivencia gracias a la
reduccién de la masa tumoral y a un aumento en la calidad de vida (122). Se han
realizado estudios sobre el papel de la quimioterapia en el CECC localmente avanzado,
tanto resecable como no resecable, en los que se objetivd que el uso de la quimioterapia
junto con la radioterapia reducia la tasa de mortalidad en un 22%, pero aumentaba la
toxicidad aguda (RR 2,17; IC 95% (1,84-2,56; p = 0,001) (123,124).

La combinacién mas frecuentemente utilizada como agente quimioterdpico es la
de un farmaco con base en platinos y el 5-fluorouracilo (5-FU). Clasicamente, el
tratamiento para los CECC localmente avanzados pero resecables era la cirugia seguida
de quimio-radioterapia, con varios estudios que muestran beneficios a favor de este
tratamiento adyuvante combinado. Dos estudios relevantes en este campo son el
EORTC 22931 y el RTOG 95-01. Ambos son potentes estudios en los cuales se muestra
un incremento en la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global en
pacientes tratados con radioterapia y platinos de forma concomitante, aunque si bien
es cierto implica una importante toxicidad aguda, siendo la mucositis la mas frecuente,
y otras cronicas, como la disfonia y disfagia (124).

Las indicaciones generales del uso de la quimioterapia como tratamiento

concomitante a la radioterapia serian:
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¥" Extensidn extracapsular.

¥" Madrgenes afectos.

Otros factores que podrian indicar la necesidad de un tratamiento quimioterapico
complementario son pT3/4, N2/3, afectacion de los niveles ganglionares IV o V,
embolismo linfovascular e invasién perineural.

Un importante estudio es el metaanalisis MACH-NC publicado por Pignon y cols.
(125) en 2009, en el cual se realiza un andlisis de 93 ensayos clinicos con 17.346
pacientes. En él se evalla el efecto sobre la supervivencia global de la quimioterapia
como parte del tratamiento del CECC, observdndose un beneficio significativo de la
quimioterapia (p < 0,0001) en la supervivencia global (HR 0,88 [0,85-0,92]), con una
mejora absoluta de ésta del 4,5% a los 5 afios. Este beneficio fue mayor para la quimio-
radioterapia concomitante (8% a los 5 afios, HR = 0,81; p < 0,0001), mientras que no
hubo evidencia clara de un beneficio para las quimioterapias de induccion y la
adyuvante. Ademds, mostré un beneficio debido a su efecto sobre las muertes
relacionadas con el CECC (HR 0,78; [0.73-0.84], p < 0,0001). Con respecto al tipo de
farmacos combinados concomitantemente con la radioterapia, se obtuvo un beneficio
similar independientemente del uso de cisplatino solo, el cisplatino o el carboplatino
asociado con 5-FU u otra poliquimioterapia que incluya platino o 5-FU. No obstante, la

mono-quimioterapia que no fuera con cisplatino dio resultados inferiores.

Terapia bioldgica

En los ultimos afios se han ido sumando nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento del CECC, sobre todo en el caso de CECC recurrentes y metastasicos. Entre
ellos, se encuentran la familia de los taxanos (como el docetaxel) y el cetuximab. El
cetuximab es un anticuerpo IgG1 monoclonal quimérico frente al receptor del factor de
crecimiento epidérmico EGFR. El ensayo en fase |l EXTREME publicado en 2008 puso de
manifiesto que la adicién de cetuximab al tratamiento basado en platino y 5-FU en
pacientes con enfermedad metastdsica conseguia mejorar las tasas de respuesta y la
supervivencia global asociando muy poca toxicidad en comparacién con el tratamiento

de platino y 5-FU (126,127).
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Farmacos mas recientes son los inhibidores inmunoldgicos pembrolizumab vy
nivolumab, utilizados para el tratamiento de segunda linea tras una ausencia en la
respuesta al tratamiento con platinos. El pembrolizumab es un anticuerpo monoclonal
frente el receptor de muerte celular programada PD-1, impidiendo su accién con sus
ligandos PD-L1 y PD-L2. PD-1 y su ligando PD-L1 se encuentran involucrados en la
generacion de tolerancia inmunoldgica por parte de los tumores sdlidos, incluyendo el
COCE. Estudios recientes indican que la expresién de este ligando PD-L1 en mas del 10%
de las células tumorales constituye un marcador independiente de mal prondstico en
pacientes con COCE (128).

Existen otras moléculas que se encuentran en estudio, como son:
¥ Inhibidores de la actividad tirosina-quinasa del receptor EGFR: gefitinib,
erlotinib.

¥" Inhibidores de la angiogénesis: bevacizumab, motesanib, axitinib, vandetanib.

PRONOSTICO

En general, los pacientes que padecen un COCE tienen mayor riesgo de padecer
una segunda neoplasia, que puede ser sincrénica o metacrdnica. Aproximadamente un
5% tendran otro tumor primario sincrénico en la cavidad oral o en el tracto aerodigestivo
superior (laringe, eséfago o pulmon) (14). Los tumores metacrénicos se dan entre el 10%
y el 40% durante los primeros 10 afios tras el tratamiento del tumor primario (15,16). La
presencia de margenes positivos en la reseccién tumoral es un importante factor de
riesgo de recidiva local.

El prondstico de los pacientes con COCE varia en funcion del estadio tumoral y
las caracteristicas moleculares e histoldgicas del tumor, de las posibilidades terapéuticas
y de la propia comorbilidad del paciente.

El estadio tumoral es un factor predictor de respuesta y supervivencia global del
paciente. En general, pacientes con estadios iniciales tienen una supervivencia a los 5
afos del 85%, la cual disminuye a la mitad en casos con afectacion ganglionar positiva y

a menos de un 10% en caso de enfermedad metastasica. En la enfermedad regional, la
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afectacidn ganglionar constituye un factor prondstico independiente de mal prondstico
y un factor predictivo de recidiva locorregional y metastasis a distancia, siendo la
supervivencia inversamente proporcional al nimero y tamano de ganglios afectos
(121,129-131). Moore y cols. (132) concluyeron que el grosor tumoral es el predictor
mas consistente de metdstasis ganglionar y supervivencia libre de enfermedad a los 3
afios. La invasion perineural refleja la afinidad de un tumor por el tejido neurolégico, y
estd asociado con un peor pronéstico en diferentes tipos de cancer, incluyendo el COCE,
con un importante impacto negativo en la supervivencia (133).

En cuanto a factores moleculares relacionados con el tumor, la presencia de
mutaciones de TP53 se ha asociado a una mayor resistencia al tratamiento con quimio
y radioterapia (134,135). La expresion de VEGF se ha asociado con mayor tasa de
recurrencias locorregionales y metdstasis a distancia, con un incremento de la
mortalidad en dos afios de 1,88 veces (136,137). La sobreexpresion de EGFR también se
ha asociado con un peor control locorregional y supervivencia global asi como con la
radio-resistencia (138,139).

El VPH es un importante factor prondstico independiente para el cancer de
orofaringe. La supervivencia a los 5 afios en este subconjunto es de aproximadamente
80-85% para los pacientes con infeccion de VPH (VPH positivos), frente al 30-35% para
los pacientes VPH negativos (140). Ademas, el habito tabaquico y la exposicion al mismo
parecen modificar la supervivencia y la recurrencia de los carcinomas orofaringeos VPH
positivos (141). Es importante destacar que aquellos tumores asociados al VPH son
diferentes a nivel gendmico que los asociados al tabaquismo (142), con predominio en
las mutaciones de PIK3CA, pérdida de TRAF3 y amplificacién de E2F1 (141,142). La
amplificacion de genes que mapean en 11q13 y su sobreexpresion es frecuente en los
CECC VPH negativos relacionados con el tabaco, y en particular la expresion de CTTN y
ANOL1 se ha asociado con un peor prondstico, mientras estas alteraciones son altamente
infrecuentes en los CECC VPH positivos (143). Por otro lado, los resultados sobre el papel
prondstico del VPH en el COCE, en el cual este virus es relativamente poco comun (10-
15%), han sido inconsistentes (140,144,145). Existe un subgrupo de canceres de cavidad
oral con resultados clinicos favorables que muestran alteraciones infrecuentes del
numero de copias junto con mutaciones activadoras de HRAS o PIK3CA, ademas de

mutaciones inactivadoras de CASP8, NOTCH1 y TP53 (45,142).
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Existen otras caracteristicas asociadas al paciente como la edad, estado
nutricional y otras posibles enfermedades que padezca.
El tiempo de demora entre el tratamiento quirdrgico y la terapia adyuvante

también influye negativamente en la supervivencia global de los COCE (p < 0,001) (146).

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE
CANCERIZABLES

Bajo el concepto de trastornos orales potencialmente cancerizables (TOPC) se
incluyen un conjunto de condiciones orales con potencial capacidad de malignizacién.
Antiguamente conocidas como “lesiones precancerosas” o “lesiones premalignas”, en
una reunion de la OMS en 2005 se decidié eliminar esos términos e incluir estas lesiones
bajo el concepto de TOPC (Figura 5). Estas lesiones pueden compartir caracteristicas
morfoldgicas, citoldgicas y moleculares con los COCE, pero por definicion no han

adquirido aun potencial invasivo.

Leucoplasia

Disqueratosis

. Eritroplasia
congénita
Lupus
eritematoso Eritroleucoplasia
discoide
Fibrosis oral Lesiones palatinas
submucosa en fumador

Figura 5. Trastornos orales potencialmente cancerizables, clasificacion de la OMS.
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La tasa de prevalencia mundial de los TOPC varia del 1% al 5% (147). Estas tasas
van a diferir en funcidn del pais, la muestra poblacional a estudio (sexo, raza, edad) y los
habitos de vida. Los TOPC constituyen un diagndstico clinico, para el cual
posteriormente es imprescindible un diagndstico histoldgico. Segun éste, podremos
hablar de hiperplasia, hiperqueratosis, displasia epitelial oral (DEO) o carcinoma de
células escamosas. La DEO se caracteriza por contener alteraciones citoldgicas y
estructurales que reflejan una pérdida en la maduracidon normal y en el patrén de
estratificacion del epitelio superficial (68,148).

Dentro de los TOPC, la lesién mas frecuente es la leucoplasia, y se define como
placa blanquecina con riesgo de malignizacién cuestionable habiendo excluido otras
enfermedades o trastornos conocidos que no conllevan un mayor riesgo de cancer
(149). En general, las lesiones con un componente eritroplasico son mas propensas a
presentar malignidad.

La prevalencia mundial de las leucoplasias es aproximadamente del 2% (150),
aungue se cree que puede estar levemente sobreestimada siendo mas realista hablar
de una prevalencia menor al 0,5% (151). Esta lesidn es hasta 6 veces mas frecuente en
pacientes fumadores (40), y el alcohol constituye un factor de riesgo independiente
(152). En cuanto al VPH, existen conflictos en los resultados sobre su posible implicacion,
aunque algunos autores encontraron asociacion entre este virus y algunos TOPC como
el liqguen plano oral y la displasia epitelial (45).

La leucoplasia puede afectar cualquier sitio de la cavidad oral y orofaringea.
Clinicamente, se puede subdividir en una variante homogénea (plana, fina, de color
blanco uniforme) y una no homogénea, como la leucoeritroplasia. La leucoplasia
verrugosa es otro tipo de leucoplasia no homogénea, clinicamente indistinguible del
aspecto clinico del carcinoma verrugoso. Dentro de la leucoplasia verrugosa, podemos
hallar el subtipo proliferativo, el cual se caracteriza por mayor resistencia al tratamiento
y altas tasas de transformacion maligna (151,153). Es mds prevalente en mujeres afiosas
y puede no haber antecedente de habito tabaquico (151). En ocasiones, las leucoplasias
pueden ulcerarse en su superficie, lo cual puede ser proporcionalmente un signo de
malignidad o implicar la aparicidn de displasia severa (76,154).

En cuanto a su histologia, las leucoplasias pueden incluir o no cambios

displasicos. La evaluacion de la lesidn y la gravedad de la misma se basa en alteraciones
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en el patréon arquitecténico acompafiadas de atipia citolégica (151). Las alteraciones
epiteliales varian desde meras alteraciones fisioldgicas hasta la malignidad. Estas
alteraciones fisioldgicas son principalmente debidas a un aumento del espesor de la
capa de queratina (la cual puede ser ortoqueratdsica o paraqueratdsica) o bien a un
aumento del estrato espinoso (conocido como acantosis), o bien a una atrofia epitelial.
Para poder hablar de displasia, existen una serie de criterios histoldgicos (Tabla 4). Es
importante destacar que en la evaluacién histopatolégica de la displasia puede existir
variedad intralesional, interobservador e incluso intraobservador. En el afio 2017, la
OMS publicé un sistema de clasificacion de tres niveles para la displasia epitelial oral,
sobre la cual se ha sugerido que existen ciertas limitaciones al no incluir determinantes
clinicos y marcadores moleculares que deberian completar el sistema de clasificacion.
Existen multiples sistemas de clasificacion histoldgica. La clasificacion utilizada para el
presente estudio de las DOEs es la clasificacion de la OMS de 2017 (155), la cual
subdivide estas displasias en displasia leve, moderada y severa. Asimismo, se utilizara el
sistema binario de clasificacion, el cual las subdivide en displasias de bajo y de alto
grado. Este sistema binario surge como intento de llegar a un mejor consenso y

disminuir la variabilidad intra e interobservador antes comentada.

Tabla 4. Criterios histopatoldgicos para las displasias orales. Adaptado de Barnes y

cols. (156).
Estratificacion epitelial Variacion anémala en el
‘ irregular. tamafio nuclear
Pérdida de polaridad de las (anisoacariosis).
células basales. Variaciéon anémala de la
forma nuclear (pleomorfismo

Crestas interpapilares con |
forma de gota. nuclear).
Variacion anémala del

Aumento del nimero de - e
tamafio nuclear (anisocitosis).

figuras de mitosis.
Variaciéon anémala del
tamafio celular (pleomorfismo
celular).

Mitosis anormal en capas
superficiales.

Queratinizacién prematura

individual (disqueratosis). Aumento del ratio nucleo-

. citoplasma.
Perlas cérneas en las crestas

interpapilares. Aumento del tamano nuclear.

Citologia

Figuras mitdticas atipicas.

Aumento del nimeroy
tamano de los nucléolos.

Arquitectura

Hipercromasia.
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La tasa promedio anual de transformacion maligna de las leucoplasias es del 1%
(151). En general, las leucoplasias no homogéneas tienen mas riesgo de progresién que
las homogéneas, siendo la leucoplasia verrugosa proliferativa la de mayor riesgo de
progresién a malignidad seguida de la eritroplasia (151). La displasia epitelial se
considera el indicador mds importante de potencial maligno, aunque no puede
establecerse una correlacion individual directa entre el grado de displasia y el desarrollo
de céncer; de hecho, algunas lesiones no sélo se mantienen en el tiempo, sino que otras
llegan a mostrar una regresiéon completa (157). Ademas, la transformacién maligna
puede darse en una region leucoplasica no displasica. Por ello, el diagndstico
histopatoldgico ha demostrado limitaciones como marcador prondstico fiable de
progresién a malignidad. Existen una serie de factores de riesgo asociados a

malignizacién de una leucoplasia que se muestran a continuacién (151):

Tabla 5. Factores de riesgo asociados a la malignizacion de las leucoplasias orales.

Sexo femenino
Duracion larga de la leucoplasia
Leucoplasia en no fumadores (idiopdtica)
Localizacion lingual / suelo oral
Tamafio > 200 mm?
Tipo no homogéneo
Presencia de C. albicans

Presencia de displasia epitelial

AUn no existen marcadores moleculares Unicos que permitan predecir de
manera fiable y reproducible la malignizacion de una leucoplasia, aunque existen varias
moléculas que han sido estudiadas con este fin, como la podoplanina, la expresion
suprabasal de p53, presencia de genotipos de VPH de alto riesgo, inmunohistoquimica
positiva para Ciclina D1, p27 y p63, la expresion de citoqueratina, Cortactina y la quinasa

de adhesion focal (FAK) (4,5,151).
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Por ello, es fundamental la busqueda de marcadores fiables de riesgo progresién

a cancer oral que puedan complementar al diagndstico histopatoldgico de los TOPC.

MARCADORES MOLECULARES

La biologia molecular ofrece tecnologias de una elevada sensibilidad que
permiten identificar una modificacién genética en una etapa molecular temprana antes
de poder evidenciar una alteracidn celular a través de un microscopio o de que ocurran
cambios clinicos notables. Su robustez ha contribuido a implementar cada vez mas las
tecnologias moleculares en la clinica para mejorar el diagndstico y conocimiento de las
enfermedades. El concepto de la Patologia Molecular es un area emergente y, en el
contexto de esta tesis, un objetivo fundamental es identificar alteraciones moleculares
presentes en los TOPC que permitan predecir el potencial maligno de estas lesiones
orales y, en ultimo término, mejorar el diagndstico precoz y el tratamiento y/o
prevencion del COCE (158).

Los instrumentos de deteccidon molecular se pueden clasificar en marcadores
basados en acidos nucleicos y en proteinas. Existen diferentes alteraciones que pueden
ocurrir a nivel de los acidos nucleicos debido a mutaciones genéticas, amplificaciones,
polimorfismos o mecanismos epigenéticos que conducen a expresiones aberrantes de
los genes. Por otro lado, las herramientas de deteccidn temprana basadas en proteinas
detectan los cambios postranscripcionales y postraduccionales que pueden tener lugar
como resultado de la carcinogénesis (158-160). Las Tablas 6, 7 y 8 recogen diferentes
ejemplos de biomarcadores proteicos, glucoproteicos y no proteicos identificados para
predecir el potencial maligno de los TOPC, su respectiva especificidad y papel asociado

en la carcinogénesis oral (adaptadas de Sarode y cols., 2019) (161).
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Tabla 6. Biomarcadores proteicos identificados en los TOPC.

Nombre del marcador
Transportadores
dependientes de ATP,
subfamilia G2
Aldehido deshidrogenasa 1
B lymphoma Mo-MLV
insertion region homolog
E-cadherina
Factor de crecimiento
fibrobldstico-2 y receptor de
factor de crecimiento
fibrobldstico-2
Human EAG-related gen
Proteina de mantenimiento
de mini-cromosomas

Fosfolipasa C-y1

Survivina73

Abreviatura

ABCG2

ALDH1

BMI-1

FGF2y FGFR2

HERG1

MCM

PLC1

Fenotipo

Sobreexpresion de
proteina

Expresion de
proteina

Sobreexpresion de
proteina

Pérdida de
expresion de
proteina
Sobreexpresion de
proteina

Sobreexpresiéon de
proteina

Sobreexpresion de
proteina

Expresion de
proteina
Expresion de
proteina

Especificidad de
TOPC
Leucoplasia oral

Leucoplasia oral

Leucoplasia oral

Leucoplasia oral

No especificado

Leucoplasia oral

Leucoplasia oral

No especificado

No especificado

Papel en carcinogénesis

Mantiene el fenotipo de células
tumorales

Mantiene las propiedades de
auto-renovacioén de las células
tumorales
Auto-renovacion de células
tumorales

Controla la motilidad celular,
migracién de células displasicas
e invasion celular
Angiogénesis e invasion de
células tumorales

Proliferacion y diferenciacion
de células tumorales

Asociado con el ratio de la
diferenciacion celular tumoral

Migracion de células tumorales
e invasion
Proliferacion celular y
angiogénesis

Tabla 7. Biomarcadores glucoproteicos identificados en los TOPC.

Nombre del marcador

CD133

Podoplanina

Proteinas con el tripéptido
RGD

Antigeno de carcinoma de
células escamosas

Abreviatura

PDPN

SIBLINGs

SCCA

Fenotipo

Expresion de
proteina

Sobreexpresion de
proteina

Sobreexpresion de
proteina

Expresion de
proteina

Especificidad de
TOPC
Leucoplasia oral

Leucoplasia oral

No especificado

No especificado

Papel en carcinogénesis

Mantiene el fenotipo de célula
tumoral

Mantiene las propiedades de
auto-renovacion de las células
tumorales
Promueve proliferaciény
metdastasis de células
tumorales
Controla la motilidad celular,
migracion de células displésicas
e invasion celular

Tabla 8. Biomarcadores no proteicos identificados en los TOPC.

Nombre del marcador

MicroRNAs

Abreviatura

miRNAs

Fenotipo

Expresion de
microRNA
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Especificidad de
TOPC
No especificado

Papel en carcinogénesis

Proliferacion, diferenciacion,
migracidn y metastasis de
células tumorales



De acuerdo con Chimenos y cols. (162), otra clasificacion de los marcadores
moleculares que podrian proporcionar informacion adicional al examen histopatolégico
para el riesgo de cancer oral seria la siguiente:

v" Marcadores de crecimiento tumoral:

o El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) pertenece a la
familia de receptores de tirosina-quinasa ErbB. EGFR (ErbB-1) o el C-ErbB-
2 son importantes en la diferenciacidn, el desarrollo y la emision de la
sefial mitogénica en las células normales. Segun Werkmeister y cols.
(163), el EGFR se encuentra sobreexpresado en un 20,2% de los
carcinomas orales. Asimismo, afirma que las aberraciones de ErbB-1y
ErbB-2 son marcas que indican que en la lesién puede producirse un
proceso de carcinogénesis, independientemente de la existencia o no de
displasia.

o Ciclinas: Una elevada expresién de Cdk2 es un factor critico en la
progresion del cancer y puede ser utilizada como marcador predictivo del
pronodstico (164). La proteina Ciclina D1 tiene un papel relevante en las
fases mas tardias del proceso de malignizacién, dentro del amplicén
11q13.

o P120: forma junto con las Cadherinas el complejo E-Cadherina-p120, y
cuando se observa una pérdida de la expresién de este complejo se
asocia con la progresion tumoral (165).

o Ki-67/MIB: Los niveles de Ki-67 tienen una estrecha relacion con el grado
histolégico del COCE (166).

o AgNOR: Es el unico marcador de este grupo que tiene una importante
asociacién con el pronéstico (165).

o Skp2: altos niveles de esta proteina estan ligados a una disminucién de
p27, y ello se ha relacionado con un peor prondstico (165).

o Telomerasa: Se puede utilizar como marcador en el diagndstico de
lesiones preneopldsicas o neopldsicas de la mucosa oral. La deteccién,
sobre todo de la subunidad hTERT (actividad catalitica) puede ser util
como marcador de diagndstico adicional, especialmente en la deteccidn

precoz del carcinoma de células escamosas (167,168).

73



v" Marcadores de supresién tumoral y de respuesta antitumoral:

o La desregulacién de la proteina del retinoblastoma (pRb) da lugar a
aberraciones de otras proteinas como la CD1 y CDK4, que participan en
el desarrollo de cancer oral.

o Existe ademas una desregulacion en los inhibidores de la ciclina
dependiente de quinasa. Se ha hallado una asociacién entre los niveles
de expresion de p21 vy el grado de diferenciaciéon tumoral (169).

o En cuanto a la mutacion de TP53, a pesar de su elevada prevalencia en
los COCE, no es posible concluir que se trate de un biomarcador predictor
de riesgo, y es relativamente tardia en el proceso carcinogénico.

¥" Marcadores de angiogénesis: es una parte crucial para el crecimiento y

metastasis de los tumores sélidos. La expresiéon de VEGF se ha asociado con
mayor tasa de recurrencias locorregionales y metastasis a distancia, con un
incremento de la mortalidad en dos afios de 1,88 veces (136,137).

¥" Marcadores de invasién tumoral y de potencial metastatizante: existen multiples

moléculas dentro de este subgrupo, como las metaloproteasas de la matriz
extracelular (MMPs) cuya expresion se encuentra alterada en el COCE y esta
asociada con el estadio tumoral (165). En cuanto a las integrinas, que pertenecen
a una familia de receptores de la superficie celular, existen estudios que indican
que el 41% de las leucoplasias expresan la integrina avp6, la cual podria estar
asocia a procesos de reparacion epitelial, inflamacidn o transformacién maligna
(170). La expresion de esta integrina parece ser necesaria, pero no suficiente,
para que se produzca dicha transformacion (165).

¥" Marcadores celulares de superficie: existen varias moléculas de superficie cuya

expresion se encuentra alterada, como por ejemplo el Antigeno CD57, el cual se
encuentra en la membrana de células linfoides y cuya expresién se encuentra
aumentada en leucoplasias orales con displasia moderada-severa (171). Las
Cadherinas son proteinas de membrana que mantienen la adhesion intercelular
y organizan y perpetuan la transduccidn de sefiales celulares que participan en
la polaridad, crecimiento y migracién celular. Von Zeidler y cols. (172) han
demostrado una correlacion entre la expresién de E-Cadherina y los grados de

displasia epitelial, es decir, establecieron que una disminucion en la expresién
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de E-Cadherina se asocia con un mayor grado histopatoldgico de displasia (p =
0,019).

¥" Marcadores intracelulares: las citoqueratinas son proteinas cuyos cambios en su

expresion no pueden considerarse como predictores del desarrollo de displasia,
pero cuando un TOPC maligniza se asocia con la desaparicion de estas proteinas.
La expresion de CK19 se ha observado en fases iniciales de la carginogénesis, y

se ha descrito como marcador diagndstico precoz de los TOPC (173).

¥" Marcadores de queratinizacién anémala: como las filagrinas, proteinas ricas en
histidina, que podemos encontrar en las capas granular y cérnea de un epitelio
sano. En las leucoplasias orales las filagrinas aparecen en el estrato cérneo y en
los carcinomas orales forman perlas de queratina.

v" Productos del &cido araquiddnico: metabolitos de la lipooxigenasa, acido

hidroxieicosatetraenoico y el leucotrieno B4 se encuentran aumentados en el
COCE, aunque su papel en el potencial de malignizacion de los TOPC no ha sido
estudiado en profundidad (162,174).

¥" Enzimas: la glutatién S-transferasa (GST), isoenzima implicada en la proteccién
celular frente a carcinégenos y citotoxicos, tiene un subtipo m, el cual se
encuentra sobreexpresado en lesiones orales premalignas y en la carcinogénesis

oral experimental (162,171).

CELULAS TRONCALES (STEM) TUMORALES

En experimentos de fusién celular, se han determinado algunos factores en
células embrionarias que inducen la reprogramaciéon de nucleos somdticos. Se han
identificado cuatro factores de transcripcion que inducen la reprogramacion de
fibroblastos a un estado pluripotente. Takahashi y Yamanaka (175) establecieron que a
partir de un cultivo de fibroblastos embrionarios murinos que expresan el gen Fbx15,
por introduccion retroviral de los factores de transcripcion Oct4, SOX2, c-Myc y Klf4,
pueden obtenerse células pluripotenciales inducidas (iPS). Este proceso de

desdiferenciacidn se denomina reprogramacién. No obstante, las iPS que expresaban
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este gen Fbx15 eran significativamente distintas de las células embrionarias en cuanto
a la capacidad de expresion de sus genes y los patrones de metilacion del ADN. Poco
después, Maherali y cols. (2007) encontraron que las células iPS que expresan NANOG
son fenotipica y molecularmente diferentes a las que expresan Fbx15 (176).

Un concepto emergente sobre la carcinogénesis propone un modelo jerarquico
de los tumores y la existencia de células troncales tumorales (CTTs), las cuales lideran
esta organizacién jerarquica formando estructuras complejas con poblaciones
heterogéneas de células dentro de un tumor (Figura 6). Se definen como una pequefia
subpoblacién de células que muestran caracteristicas propias de una célula troncal
(stem cell), tales como divisién asimétrica y autorrenovacién, lo que resulta en la
generacion de poblaciones celulares tumorales heterogéneas. Las CTTs se caracterizan
por ser altamente tumorigénicas, con una gran capacidad para iniciar y generar tumores
(como células iniciadoras de tumor). Se considera que juegan un importante papel en
varios procesos bioldgicos claves tanto para el inicio como la progresiéon tumoral, como
la proliferacion, la invasion, el desarrollo de metdstasis y recurrencias tumorales y la
resistencia a tratamiento; ademas, las CTTs muestran una mayor capacidad para estas
caracteristicas en comparacion con el resto de células tumorales (177). En los COCE se
han identificado subpoblaciones de CTTs y definido diferentes marcadores de CTTs,
como son OCT4, SOX2, NANOG, ALDH1, STAT3 fosforilado, CD44, CD24, CD133 y
Musashi-1. Algunas subpoblaciones de CTTs expresan componentes del sistema renina-
angiotensina, lo cual indica que este podria ser una nueva diana terapéutica para el
tratamiento de COCE (177). Otra peculiaridad de las CTTs es que se encuentran
predominantemente en fase GO inactiva del ciclo celular, haciéndolas particularmente

resistentes a la quimio-radioterapia.
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Figura 6. Modelo jerdrquico de CTTs en el cdncer oral. Adaptado de Baillie y cols. (177).
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NANOG es un factor de transcripcion esencial para el desarrollo embrionario, y
necesario para el mantenimiento de la pluripotencialidad celular porque inhibe la
diferenciaciéon en el endodermo primordial (178). En lineas celulares murinas, se ha
demostrado que NANOG estd involucrado en el bloqueo funcional de la diferenciacion
y, por lo tanto, en el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células embrionarias
(179,180). Es considerado como un factor de transcripcién homeobox, el cual inicia un
efecto cascada a través del cual varias sefiales extrinsecas (como LIF, BMP, Wnt)
mantienen la autorrenovacién y pluripotencialidad de las células embrionarias. Niveles
elevados de NANOG pueden mantener la autorrenovacién de las células embrionarias
de ratén independientemente de LIF y permitir el crecimiento de células embrionarias
humanas sin células nutricias. Otros factores como Oct4, FoxD3 y p53 estan implicados
en la regulacion de la expresion de NANOG. NANOG controla conjuntamente con otros
factores de pluripotencialidad, como Oct4 y SOX2, la expresién y funcion de un conjunto
de genes que regulan la pluripotencialidad de las células embrionarias (176).

NANOG se encuentra altamente expresado tanto en el tejido tumoral como en
el peritumoral en comparacion con el tejido normal (181). Se ha demostrado que
NANOG esta activo en diferentes tipos de cancer y desempefia un papel en la

transformacion tumoral, tumorigenicidad y metastasis dentro del COCE (182). La
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sobreexpresion de NANOG también se ha correlacionado con un peor estado de
diferenciacién y quimiorresistencia (183). En los COCE, se ha encontrado que una mayor
expresion de NANOG esta asociada con un mal prondstico (184); ademads, se ha
observado que se expresa en tres posibles subpoblaciones distintas de CTTs, tanto
dentro de los nidos tumorales como en el estroma peritumoral (185).

En lineas celulares derivadas de COCE y en CCE de orofaringe, NANOG se
sobreexpresa en la subpoblacién de CTTs en comparacién con el resto de las células
tumorales. En 2017, Rodrigo y cols. (186) realizaron un estudio pionero analizando la
expresion de NANOG en lesiones precancerosas laringeas y su relacion con el riesgo de
cancer de laringe. La expresion de NANOG fue detectada en el 60% de las displasias
laringeas y era un potente predictor del riesgo de cancer de laringe (p = 0,003), superior
a la clasificacion histolégica, concluyendo un nuevo papel para NANOG como
biomarcador para la evaluacién del riesgo de cancer laringeo en pacientes con lesiones

precancerosas.

SOX 2

El gen SOX2 esta localizado en 3926, una regién frecuentemente amplificada en
los CECC. SOX2 es un factor de transcripcién de la familia HMG-box relacionado con la
region SRY (region determinante de sexo Y). Estd implicado en multiples vias de
transduccion de sefiales y se ha demostrado que posee un papel fundamental tanto en
el desarrollo normal como en procesos patolégicos, como regulador de la proliferacion
celular, la migracidn, la invasion y metdstasis, la tumorigénesis, evasion de la apoptosis
y la quimiorresistencia (187,188). La sobreexpresion de SOX2 se ha utilizado en
combinacion con otros marcadores, como ALDH1, CD44, OCT4 y NANOG, para
identificar subpoblaciones de CTTs en los CECC, incluido el COCE (177,180,187).

En las lineas celulares de los CCE orofaringeos, SOX2 se sobreexpresa en las
subpoblaciones de CTTs cuando se compara con el resto de células adyacentes (189). El
papel de SOX2 como oncogen, iniciador y promotor de tumores y su participacién en la
progresién tumoral se ha demostrado ampliamente. En concreto, en un estudio

realizado en CCE de laringe, faringe y nasosinusales, SOX2 se encontré mas expresado
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significativamente en los carcinomas de hipofaringe y laringe. Sin embargo, la expresion
de SOX2 no se asocié de forma significativa con el estadio de la enfermedad, la
clasificacién T o N, la metastasis de los ganglios linfaticos, la recurrencia o el resultado
clinico en ninguna de las sublocalizaciones. La ausencia de asociacién con el resultado
clinico puede sugerir un papel para SOX2 en el inicio del tumor, pero no en la progresién
tumoral en CECC (190). Asimismo, se ha estudiado el papel de SOX2 en las primeras
etapas de la tumorigénesis y su posible contribucion a la transformacién maligna en
lesiones precancerosas de laringe, confirmando que la expresién de SOX2 se detecta de
forma temprana y participa en las etapas iniciales de la tumorigénesis y, ain mas
importante, ha demostrado ser un predictor independiente para el riesgo de cancer de
laringe (191).

En el COCE, la expresion de SOX2 es significativamente mayor en el tejido
tumoral en comparacién con el tejido normal y se correlaciona débilmente con OCT4
(181). Existen resultados variables sobre el significado de la expresién de SOX2 en los
COCE. Por un lado, se ha correlacionado con un tamano tumoral pequefio, un estadio
tumoral temprano y una mejor supervivencia libre de enfermedad (168). Por otro, otro
estudio indica que la tincién con SOX2 con un patrén de tincion difuso se asocia
significativamente con metastasis en los ganglios linfaticos (192). En ensayos
funcionales, se ha demostrado que la sobreexpresidon de SOX2 aumenta la invasividad,
el crecimiento independiente al anclaje y la tumorigenicidad en modelos de
xenotrasplante de lineas celulares derivadas de COCE. Por el contrario, silenciar SOX2
aumenta la expresion de genes antiapoptdticos, mejora la respuesta a farmacos y
aumenta la sensibilidad de las células al tratamiento con cisplatino combinado con

radioterapia (188).

79



80



3. Hipotesis y objetivos
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HIPOTESIS

Los COCE se desarrollan a partir de una serie de alteraciones genéticas vy
epigenéticas que dardn lugar posteriormente a cambios histolégicos visibles
microscépicamente que, a su vez, tiempo después se traduciran en trastornos clinicos
macroscopicos. El mayor conocimiento de los cambios genéticos y moleculares que
acompaian las diferentes etapas de la carcinogénesis permite entender mejor la
patogenia de esta enfermedad. El prondstico del COCE sigue siendo pobre a pesar de los
avances que se han producido en las ultimas décadas, puesto que hasta el 50% de los
pacientes aun mueren en los primeros 5 afios (181). Una estrategia fundamental en
ciernes dirigida a mejorar el diagndstico y manejo clinico de los pacientes con COCE es
la busqueda de marcadores moleculares que permitan un diagndstico precoz de los
COCE asi como la identificacién de lesiones con alto riesgo de malignizacién para una
mejor estratificaciéon y tratamiento de los pacientes. Los TOPC, principalmente la
leucoplasia, pueden sufrir una transformacidon maligna, la cual es muy variable y puede
darse incluso en ausencia de lesiones displasicas. Por ello, es importante la investigacién
de marcadores moleculares especificos y fiables de riesgo de progresidén a cancer oral
gue puedan complementar al diagndstico histolégico de displasia, que continlda siendo

la herramienta de rutina clinica.

La hipdtesis que defiende el presente estudio se basa en la bisqueda de nuevos
biomarcadores que permitan una evaluacién precoz del riesgo de malignizacién de los
TOPC, asi como el estudio de su posible impacto en el prondstico y progresion de los
COCE. Se han seleccionado como candidatos a estudio NANOG y SOX2, dos importantes
reguladores de la pluripotencialidad y autorrenovacién en células embrionarias y
adultas, cuya expresion esta frecuentemente alterada en multiples canceres, incluyendo
los COCE. Ambos factores proporcionan un importante vinculo entre tumorigenicidad y
pluripotencialidad, que impulsa el interés de su estudio en las etapas iniciales del
desarrollo de los COCE y en el riesgo de malignizacidon de los TOPC. Se centrara en el
analisis mediante inmunohistoquimica por ser una técnica asequible y de facil

incorporacion a la rutina hospitalaria.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo se centra en investigar el papel de NANOG y
SOX2 tanto en las etapas iniciales de carcinogénesis oral y en la progresién a malignidad
de los TOPC como en las etapas posteriores de la progresion tumoral de los COCE y su

posible impacto en el prondstico y resultado de la enfermedad.

Con esta finalidad, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Anadlisis inmunohistoquimico de la expresion de NANOG y SOX2 en amplias series

de pacientes con TOPC (displasias epiteliales orales) y pacientes con COCE.
2. Investigar la relacion entre la expresiéon de NANOG y SOX2 en pacientes con
TOPC, el diagnéstico histopatoldgico de displasia y el riesgo de malignizacién de

estas lesiones.

3. Establecer correlaciones entre la expresion proteica de NANOG y SOX2 vy las

variables clinicopatoldgicas de los pacientes con COCE.

4. Determinar el posible impacto de la expresion proteica de NANOG y SOX2 en el

prondstico y evolucién de los pacientes con COCE.
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PACIENTES Y METODO

Seleccidn de pacientes:

Se seleccionaron de forma retrospectiva dos cohortes de pacientes con:
i.  Diagnéstico de displasia epitelial oral.

ii.  Diagndstico histoldgico de COCE.

Displasia epitelial oral.

Se recogieron muestras de tejido parafinado de pacientes con diagndstico de
displasia epitelial oral en el Hospital Universitario Central de Asturias entre los afios 2000
y 2005. Para su inclusién en el estudio, los pacientes debian cumplir los siguientes

criterios:

Diagndstico histopatoldgico de displasia epitelial oral.
Leucoplasia oral.
Ausencia de historia previa de cancer de cabeza y cuello.

Biopsia escisional completa de la lesion.

LA A

Seguimiento minimo del o de la paciente durante 5 afios o hasta progresién a

malignidad.

Cincuenta y cinco pacientes que cumplian dichos criterios fueron incluidos

finalmente en el estudio. Se realizé un seguimiento de los mismos de la siguiente forma:
¥" Cada dos meses, durante los primeros 6 meses tras completar el tratamiento.
¥" Cada tres meses, hasta el segundo afio.

¥" Cada 6 meses, a partir del segundo afio hasta la finalizacién del estudio.
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ii. Carcinoma oral de células escamosas.

Se selecciond una cohorte independiente de pacientes del Hospital Universitario

Central de Asturias entre los afios 1996 y 2007 que cumplian los siguientes criterios:

1. Diagnostico histologico de COCE.

2. Tratamiento quirdrgico con intencion curativa.

Un total de 125 pacientes fueron incluidos finalmente en el estudio.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Declaracidn de Helsinki
y fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario Central de Asturias
(HUCA) y por el CEIC Regional del Principado de Asturias (fecha de aprobacién 5 de mayo
de 2016; numero de aprobacién: 70/16) para el proyecto PI16/00280. Ademas, se

obtuvo un consentimiento informado de todos los pacientes para el presente estudio.
Las muestras de tejido parafinado y los datos de los donantes incluidos en este
estudio fueron proporcionados por el Biobanco del Principado de Asturias

(PT17/0015/0023), integrado en la Red Nacional de Biobancos de Espafia.

Todas las muestras y datos fueron procesados siguiendo los procedimientos

operativos estandar con la aprobacién del Comité Cientifico y de Etica del HUCA.
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Variables analizadas

Para todos los pacientes se recogieron de la historia clinica los siguientes datos:
¥v" Demograficos:
o Sexo.
o Edad en el momento del diagndstico.
¥" Factores de riesgo:
o Consumo de tabaco.

o Consumo de alcohol.

Displasia epitelial oral

Las displasias orales fueron clasificadas de dos formas, segun:
¥’ La clasificacion histoldgica de la OMS 2017 (155):
o Displasia leve.
o Displasia moderada.
o Displasia severa.
¥ Clasificacion histolégica binaria de la OMS (155):
o Displasia de bajo grado.

o Displasia de alto grado.

ii. Carcinoma oral de células escamosas.

Ademas de las variables demograficas y los factores de riesgo, se recogieron los
siguientes datos histopatoldgicos:

¥" Estadio tumoral, de acuerdo con la clasificacién de la NCCN 2018 (193).

¥ Grado histopatoldgico de diferenciacion:
o G1: Bien diferenciado.
o G2: Moderadamente diferenciado.
o G3: Pobremente diferenciado.

v" Localizacién tumoral:

o Lengua.
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o Suelo oral.
o Otras localizaciones.
¥" Recurrencia tumoral.
¥~ Segundo tumor primario.
¥ Estado clinico al final del periodo de seguimiento:
o Paciente vivo sin recurrencia tumoral.
o Paciente fallecido por el cdncer oral o con una recidiva no tratable.
o Pacientes perdidos durante el seguimiento o fallecidos por otra causa

(censurados).
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Displasia epitelial oral: caracteristicas de la muestra.

Un total de cincuenta y cinco pacientes con diagndstico de displasia epitelial oral
fueron incluidos en el estudio. 26 pacientes (47%) eran hombres y 29 eran mujeres
(53%), con edades comprendidas entre los 39 y 83 afios y una edad media de 62,61 afios
(Desviacion Estandar (DE) = 12,56).

En cuanto a posibles factores de riesgo asociados, en concreto el consumo de
tabaco y alcohol, esta informacidn sélo se encontré disponible para 31 pacientes, siendo
diez de ellos (32%) fumadores y cuatro (13%) bebedores habituales de alcohol.

Con respecto a la histologia de las lesiones orales, 42 pacientes (76%) se
clasificaron como lesiones displasicas de bajo grado, y 13 (24%) como lesiones de alto
grado, de acuerdo con la clasificacion binaria de la OMS actual (155). En la Figura 7 se
muestra la clasificacidon en tres grados de las lesiones, con 42 pacientes con displasia
leve, 6 moderada y 7 severa.

Las caracteristicas clinicas y patoldgicas de los 55 pacientes con displasia oral se

muestran en la Tabla 9.

Displasias

Hleve M Moderada M Severa

Figura 7. Clasificacion histopatoldgica de la cohorte de 55 displasias epiteliales orales.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicopatoldgicas de los 55 pacientes con displasia oral.

Variable Numero (%)

Edad (afios)(media + SD; mediana, rango) 62,61 + 12,56; 60; 39-83
Sexo

e Hombre 26 (47)

e Mujer 29 (53)
Tabaco

e Fumador 10 (18)

e No fumador 21 (38)

e Desconocido 24 (44)

Consumo de alcohol

e Bebedor 4(7)
e No bebedor 27 (49)
e Desconocido 24 (44)

Localizacion

e Lengua 20 (36)
e Suelo oral 2(4)
e Encia 14 (25)
e Regidn bucal 13 (24)
e Paladar 2 (4)
e Otras localizaciones en la cavidad oral 4(7)

Estado clinico al final del seguimiento
e Progresion a carcinoma 12 (22)

e Persistencia como displasia epitelial 43 (78)
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COCE: Caracteristicas de la muestra

Un total de 125 pacientes con COCE fueron incluidos en esta cohorte. De ellos,
82 eran hombres (66%) y 43 mujeres (34%), con unas edades comprendidas entre los 28
y 91 afios, y una mediana de edad de 57 anos.

En cuanto a factores de riesgo asociados, como el consumo de tabaco y alcohol,
84 pacientes (67%) eran fumadores y 69 (55%) eran bebedores de alcohol habituales.

Con respecto a las caracteristicas del tumor, la mayoria de los COCE eran bien
diferenciados (64%), mas del 50% se encontraban en estadios clinicos avanzados (Il o
IV), la localizacién mas comun fue la lengua, en un 41% de los casos, seguida del suelo
de la boca (30%), y el 43% de los pacientes tenian tumores de entre 2y 4 cm.

En cuanto al estado ganglionar regional, se observd presencia de metastasis
ganglionares cervicales en 49 casos (39%), y recurrencias locales en 54 casos (43%).

Ningun paciente tenia enfermedad metastdsica en el momento del diagndstico.
Se administré radioterapia adyuvante en 75 pacientes (60%), y quimioterapia adyuvante
en 14 pacientes (11,2 %).

El tiempo medio de seguimiento de los pacientes fue de 71,82 meses (DE: 57,55),
dentro de un rango de 1 a 230 meses, siendo la mediana de 61 meses. Durante dicho
seguimiento fallecieron 53 pacientes. Las tasas de supervivencia especifica de
enfermedad a los 5y 10 afios fueron del 60% y 44%, respectivamente. El tiempo medio
de supervivencia fue de 132,74 meses (IC 95%: 113,25 a 152,22 meses), siendo la
mediana 141 meses (IC 95%: 102,40 a 179,59 meses).

Las caracteristicas clinicas y patoldgicas de los 125 pacientes con COCE

seleccionados para el estudio se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de la cohorte de 125 pacientes con

COCE seleccionados para estudio.

Variable Numero (%)

Edad (afios)(media = DE; mediana; rango) 58.69 + 14.34; 57; 28-91
Sexo

e Hombre 82 (66)

e Mujer 43 (34)
Tabaco

e Fumador 84 (67)

e No fumador 41 (33)
Consumo de alcohol

e Bebedor 69 (55)

e No bebedor 56 (45)
Localizacion del carcinoma oral de células escamosas

e lengua 51(41)

e Suelo oral 37 (30)

e Otras localizaciones de la cavidad oral 37 (30)
pT

o pTl 27 (22)

e pT2 54 (43)

e pT3 16 (13)

e pT4 28 (22)
pN

e pNO 76 (61)

e DpN1 25 (20)

e pN2 24 (19)
Estadio clinico

e Estadioll 20 (16)

e Estadio ll 32 (26)

e Estadio lll 26 (20)

e Estadio IV 47 (38)
G

e G1 80 (64)

e G2 41 (33)

e G3 4 (3)
Segundo carcinoma primario

e No 106 (85)

o Si 19 (15)
Recidiva tumoral

e No 71 (57)

o S 54 (43)
Estado clinico al final del seguimiento

e Vivo sin tumor 53 (42)

e Muerto por cancer oral 53 (42)

e Censurado 19 (16)
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Muestras histoldgicas y andlisis posteriores

Para la cohorte de displasias orales, se obtuvieron muestras de tejido
representativas de los bloques tisulares archivados embebidos en parafina obtenidos

del archivo anatomopatoldgico del HUCA.

El diagndstico histolégico fue confirmado posteriormente por un patélogo
especialista, categorizando las displasias en leves, moderadas o severas basandose en
el actual sistema de clasificacién de la OMS (155). Como grupo control se utilizé la
mucosa alveolar obtenida en intervenciones de extirpacién de terceros molares no
erupcionados. Todos los pacientes dieron su consentimiento para la escisiéon de este

tejido normal.

Para la cohorte de carcinomas orales de células escamosas, se obtuvieron muestras
representativas a partir de bloques de tejido embebido en parafina. Estas muestras
fueron proporcionadas por el Biobanco del Principado de Asturias. Tras la obtencién de
las muestras, se llevd a cabo una confirmacién histolégica posterior por un patélogo

experimentado.

Elaboracion de matrices de tejido (TMAs)

De cada bloque de tejido de parafina se seleccionaron tres dreas morfoldgicas
representativas de tumor (tres cilindros de 1 mm de diametro), que fueron transferidos
posteriormente a un bloque receptor maestro para construir los TMAs. Los cortes
originales de hematoxilina y eosina fueron revisados por un patélogo experimentado,
quien identificd las areas tumorales de interés y confirmé el diagndstico histolégico. En
cada TMA también se incluyeron tres areas (cilindros de 1 mm de diametro) de epitelio
normal como control interno. Para verificar el diagndstico histopatolégico y la
adecuacidon del muestreo del tejido, una seccion de cada TMA fue tefiida con

hematoxilina y eosina y posteriormente examinada por microscopia dptica.
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Analisis de proteinas mediante inmunohistoquimica

Los TMAs se cortaron en secciones seriadas de 3 um, que fueron adheridas
posteriormente en portas Dako Flex IHC (DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Estas
secciones se desparafinaron con xileno estandar y posteriormente se hidrataron con

concentraciones graduales decrecientes de alcohol.

El desenmascaramiento antigénico se llevd a cabo utilizando Envision Flex Target
Retrieval Solution a pH alto (Dako).

El protocolo de tincién especifico utilizado para cada marcador fue el siguiente:

¥" NANOG: La tincidn se realiz6 a temperatura ambiente en una estacion de trabajo
de tincién automadtica (Dako Autostainer Plus, Dako) con el anticuerpo
monoclonal de conejo (Cell Signaling technology, Inc.) Anti-NANOG (D73G4)
XP®, en una dilucion 1:200.

¥" SOX2: La tincidn se realizé a temperatura ambiente en una estacion de trabajo
de tincidn automatica (Dako Autostainer Plus, Dako) con el anticuerpo policlonal
de conejo Anti-SOX2 (AB5603, Merck Millipore, Darmstadt, Germany) en una
dilucion 1:1000.

Se utilizé como sistema de visualizaciéon el Dako EnVision Flex + Visualization
System (Dako Autostainer, DakoCytomation, Glostrup, Denmark), usando como sustrato
cromogeno la diaminobencidina, la cual otorga al complejo una tincién de color marrén.

Se incluyeron controles negativos omitiendo el anticuerpo primario.

Finalmente, el ultimo paso de la preparacién fue la contratincién con hematoxilina.
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Cuantificacion de la tincidn

Los resultados de la tincion inmunohistoquimica fueron evaluados de forma
independiente por dos observadores experimentados, ambos desconocedores de los

datos clinicos, con una concordancia inter-observador superior al 95%.

NANOG

Dado que las subpoblaciones de células troncales tumorales (CTTs) pueden
representar un porcentaje muy pequeno de células, incluso del 1%, y como tal ser
biolégicamente relevante, se considerd expresion positiva de NANOG aquellos casos con

tincién positiva en al menos el 1% de las células positivas.

La inmunotincion citoplasmatica de NANOG en las muestras de displasia oral se
cuantifico aplicando un sistema de puntuacién semicuantitativo basado en la intensidad

de la tincidn, distinguiendo tres categorias (186):

e Negativa: ausencia de tincién (puntuacion 0).

e Débil a moderada: algo de tincién citoplasmatica en areas displasicas
(puntuacion 1).

e Fuerte: expresién proteica fuerte, con tincidn citoplasmatica intensa y

homogénea en areas displasicas (puntuacién 2).

Ademads, en algunos casos se observad tincion nuclear de NANOG, que también
se cuantificd como expresion positiva o negativa en funcidn de la presencia o ausencia

de tincién nuclear de NANOG en areas displasicas.

De forma andloga, la inmunotincién citoplasmatica de NANOG en las muestras
de COCE también se cuantificé aplicando el mismo sistema de puntuacidon
semicuantitativo basado en la intensidad de la tincién dividido en las tres categorias, a
saber negativo (puntuacién 0), débil (puntuacion 1) y fuerte (puntuacién 2), de acuerdo
con lo establecido previamente (194). Asimismo, teniendo en cuenta que cualquier

tincion de NANOG podria ser relevante, incluso bajos niveles, este criterio se utilizé para
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establecer como punto de corte de la expresion citoplasmatica de NANOG como positiva

(puntuaciones 1y 2) vs. expresion negativa (puntuacion 0).

Como grupo control positivo se utilizé el seminoma humano, el cual muestra una

fuerte tincidn nuclear para NANOG.

SOX2

La tincion de SOX2 se evalué como el porcentaje de células con tincidon nuclear
positiva en el epitelio displdsico o en el tejido tumoral, y se clasificd como tincidon

negativa o positiva aplicando dos puntos de corte diferentes:

e SOX2>10%: porcentajes superiores al 10% de nucleos teiiidos (valor de la
mediana) se consideraron expresion positiva vs. expresidén negativa (valores
inferiores a la mediana).

e SOX2any: la tincion de SOX2 en areas displasicas también se valord
considerando como expresion positiva cualquier ndcleo tefido vs. expresion
negativa ningln nucleo tefiido. Este punto de corte se escogié teniendo en
cuenta que las subpoblaciones de CTTs se encuentran usualmente limitadas

a un reducido numero de células.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el software

SPSS version 18 /IBM Co., Armonk, NY, USA).

Los contrastes entre variables categoricas (las variables clinicopatoldgicas y la
expresion de NANOG y SOX2) se llevaron a cabo mediante el analisis bivariante de Chi-

cuadrado y la prueba exacta de Fisher.

La supervivencia especifica de enfermedad (SEE) se determiné como aquella
desde que se finalizé el tratamiento hasta la muerte por el tumor. Para el andlisis de
tiempo hasta el evento, las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método
de Kaplan-Meier y las diferencias entre los diversos tiempos de supervivencia se
analizaron utilizando el test de log-rank. El modelo de riesgos proporcionales de Cox se
utilizé para los analisis uni y multivariante. Se calcularon los Hazard Ratios (HR) con
intervalos de confianza del 95% (IC) para las variables clinicopatolégicas. Todos los test
fueron bilaterales (two sided), y los valores de p < 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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S. Resultados
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RESULTADOS

Displasia epitelial oral
Expresion de biomarcadores en displasias epiteliales orales

Analisis de la expresion de NANOG

Se realizé una evaluacidon mediante inmunohistoquimica de la expresion de la
proteina NANOG en una muestra de 55 displasias orales. Los resultados que se
obtuvieron fueron los siguientes:

¥’ La expresion nuclear de NANOG fue detectada en un total de 2 (3,6%) casos.
¥" La expresidn citoplasmatica de NANOG fue positiva en 9 displasias orales
(16,4%):
o Cinco (9,1%) lesiones mostraron tincidn fuerte (puntuacién 2).
o Cuatro (7,2%) lesiones mostraron tincidon débil a moderada (puntuacion

1).

La Figura 8 muestra imagenes representativas de la  expresion
nuclear/citoplasmatica de NANOG en displasias orales, comparado con la expresion
negativa en tejido epitelial sano adyacente (Figuras 8 A-C). Como control positivo se
utilizé una muestra de seminoma humano, en la que se detectd una fuerte tincién

nuclear para NANOG (Figura 8 D).
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Figura 8. Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de NANOG en displasias

epiteliales orales. El tejido epitelial adyacente normal mostraba tincion negativa (A).
Imdgenes representativas de displasias orales con tincion negativa (B), y positiva
(nucleary citoplasmdtica) para NANOG (C). Seminoma humano (control positivo) con

fuerte tincion nuclear de NANOG (D).

Asociaciones entre la expresion de NANOG vy las variables clinicopatolégicas

Se analizaron las correlaciones entre la expresién de NANOG vy diferentes
variables clinicopatolégicas (Tabla 11). La expresion citoplasmatica de NANOG no se
asocid de forma estadisticamente significativa con la edad del paciente (p = 0,69), el
sexo ni el habito tabaquico. Se encontré una asociacion significativa entre la expresién
citoplasmatica de NANOG y el habito alcohdlico (p = 0,02), aunque estos datos sélo
incluyen 31 pacientes del total de la muestra.

La expresion citoplasmatica de NANOG también se asocié de forma

estadisticamente significativa con la clasificacion histopatolégica. 4 (10%) de las 42
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lesiones con bajo grado de displasia, y 5 (38%) de las 13 lesiones con alto grado de
displasia mostraron expresion citoplasmatica de la proteina NANOG (Test exacto de

Fisher, p = 0,02) (Tabla 11).

Tabla 11. Asociaciones entre la expresion citoplasmdtica de NANOG y las

caracteristicas clinicopatoldgicas en pacientes con displasia oral.

Puntuacion de la tincidn citoplasmatica

Caracteristica de NANOG p*
0 1 2
Edad (afios), Media (SD) 63 (12) 57 (18) 65 (14) 0,69
Sexo, numero (%)
e Mujer 26 (90) 1(3) 2(7) 0,42
e Hombre 20 (77) 3(11) 3(11)
Fumador, nimero (%)
e Si 7 (70) 1(10) 2 (20) 1,00
e No 16 (76) 2 (10) 3 (14)

Consumidor de alcohol,
numero (%)

e S 1(25) 2 (50) 1(25) 0,02
e No 22 (81) 1(4) 4 (15)

Grado de displasia
e Bajo 38 (90) 1(3) 3(7) 0,02
e Alto 8 (62) 3(23) 2 (5)

* Test exacto de Fisher. Los datos sobre el consumo de tabaco y alcohol sélo estaban
disponibles para 31 pacientes.

En cuanto a la expresion nuclear de NANOG, hubo una tendencia a la asociacién
con un mayor grado de displasia (test exacto de Fisher p = 0,05) (Tabla 12). No se
hallaron asociaciones de la expresion nuclear de NANOG con la edad de los pacientes,

el habito tabaquico ni el consumo de alcohol.
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Tabla 12. Asociaciones entre la expresion nuclear de NANOG y las caracteristicas

clinicopatoldgicas en pacientes con displasia oral.

Expresion nuclear de NANOG
Caracteristica

pt
Negativa Positiva
Edad (afios), Media (SD) 62 (13) 69 (13) 0,46
Sexo, numero (%)
e Mujer 28 (97) 1(3)
e Hombre 25 (96) 1(4)
Fumador, nimero (%)
e Si 10 (100) 0(0) 1,00
e No 19 (90) 2 (10)
Consumidor de alcohol,
numero (%)
o S 4 (100) 0(0) 1,00
e No 25 (93) 2(7)
Grado de displasia
e Bajo 42 (100) 0(0) 0,05
e Alto 11 (85) 2 (15)

"Test de Fisher. Los datos sobre el consumo de tabaco y alcohol sélo estaban disponibles
para 31 pacientes.

Analisis de la expresion de SOX2

Se realizé una evaluacién mediante inmunohistoquimica de la expresién de la
proteina SOX2 en una muestra de 55 displasias orales. Los resultados que se obtuvieron

fueron los siguientes:

¥" La expresién nuclear de SOX2 se detectd en cuatro (7%) casos cuando se utilizé
como punto de corte el 10% de nucleos tefiidos (SOX2>10%), es decir, valores
superiores a la mediana.

¥" La expresion se detectd en 16 (29%) casos cuando se considerd cualquier nucleo

positivo (SOX2any).
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El tejido epitelial adyacente normal mostré expresion negativa para SOX2 (Figura 9
A). En la Figura 9 By C se muestran ejemplos de displasias epiteliales orales con tincién

nuclear positiva y negativa para la expresiéon de SOX2.

Figura 9. Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de SOX2 en displasias epiteliales

orales. El epitelio sano adyacente mostro tincion negativa (A). Imdgenes
representativas de displasia con tincion nuclear negativa (B) y tincion nuclear positiva

(C) para SOX2.
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Asociaciones entre la expresion de SOX2 y las variables clinicopatoldgicas

Cuando se consideré como expresidon positiva SOX2>10, superior al 10% de
nucleos tenidos, la tincidn de SOX2 no se asocid de forma significativa con el sexo, el
habito tabaquico ni el consumo de alcohol (Tabla 13). Se observd que la expresién
nuclear SOX2>10 aumentaba significativamente con el grado de displasia, tanto con la
clasificacién en tres grados de la OMS (p = 0,001) como con la clasificacién binaria (bajo
grado vs. alto grado; p = 0,002). Ningun caso de displasia leve mostraba expresion
nuclear de SOX2, frente al 17% de las displasias moderadas y el 43% de las displasias
graves, o el 31% de las displasias de alto grado segun la clasificacidn binaria. En sintesis,
cuatro (7%) de las 55 displasias epiteliales mostraron tincion positiva para SOX2 cuando

se considerd como tincion positiva la tincién en mas del 10% de los nucleos.

Tabla 13. Asociaciones entre la expresion nuclear de SOX2> 10 (superior al 10%) y las

caracteristicas de los pacientes con displasia oral.

Tincion nuclear de SOX2

Caracteristicas >10% p
Negativa Positiva
Edad (afios), mediana (DS) 62,93 60,50 0,72
(12,69) (13,20)
Sexo, numero (%)
e Femenino 27 (93) 2(7) 1,00
e Masculino 24 (92) 2(8)
Fumador, nimero (%)
o Si 9 (90) 1(10) 100
e No 18 (86) 3 (14) ’
Consumo de alcohol, nimero
(%)
o Si 3(75) 1(25) 0,44
e No 24 (89) 3(11)
Displasia epitelial
e Leve 42 (100) 0(0)
e Moderada 5(83) 1(17) 0,001
e Grave 4 (57) 3 (43)
Displasia epitelial
e Bajogrado 42 (100) 0(0) 0.002
e Altogrado 9 (69) 4 (31) ’
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Cuando se consideré como expresiéon positiva de SOX2 la tincién de cualquier
nucleo (SOXany), tampoco se encontraron asociaciones significativas con el sexo, el
habito tabdquico ni el consumo de alcohol (Tabla 14). De nuevo, se observd que la
expresion nuclear de la proteina SOX2 aumentaba con el grado de displasia, tanto con
la clasificacion en tres grados de la OMS (p = 0,055) como con la clasificacion binaria
(bajo grado vs. alto grado), alcanzando diferencias estadisticamente significativas (p =
0,02). En sintesis, 16 (29%) de las 55 displasias epiteliales mostraron expresion positiva

para SOX2 cuando se considerd como tincién positiva cualquier nucleo tefiido.

Tabla 14. Asociaciones entre la expresion nuclear de SOX2any (cualquier nucleo tefiido)

y las caracteristicas de los pacientes con displasia oral.

Tincion en cualquier nucleo

Caracteristicas SOX2any p
Negativa Positiva
Edad (afios), mediana (DS) 61,00 (12,69) 65,55 0,34
(12,35)
Sexo, numero (%)
e Femenino 22 (76) 7 (24) 0.39
e Masculino 17 (65) 9 (35) ’
Fumador, nimero (%)
o Si 6 (60) 4 (40) 0,71
e No 14 (67) 7 (33)
Consumo de alcohol, numero
(%)
o Si 2 (50) 2 (50) 0,60
e No 18 (67) 9 (33)
Displasia epitelial
o Leve 33 (79) 9 (21)
e Moderada 3 (50) 3 (50) 0,055
e Grave 3(43) 4 (57)
Displasia epitelial
e Bajogrado 33 (79) 9(21) 0,02
e Altogrado 6 (46) 7 (54)
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Asociacion de la expresion de los biomarcadores con el riesgo de progresion a
cancer oral

Correlacién entre el grado de displasia y el riesgo de cancer oral

El periodo de seguimiento de los pacientes fue de 4 a 252 meses, con una media
de 85,47 meses (media: 85,47, DS: 44,41; mediana 75). Durante este periodo de
seguimiento, 12 (22%) de los 55 pacientes con displasia oral desarrollaron un carcinoma
invasivo en el mismo sitio de la lesién premaligna previa.

El tiempo medio para el diagndstico de cdncer en los casos con progresion fue
de 184 meses (rango de 145 a 222 meses), siendo la mediana 192 meses (rango de 24 a
359 meses).

El grado histopatoldgico de displasia (tanto la clasificacion en tres grados de la
OMS como la binaria) se asoci6 significativamente con el riesgo de progresién a cancer
en esta cohorte (p < 0,001; Tabla 15). Un total de 12 pacientes progresaron a carcinoma
oral, de los cuales 10 tenian una displasia de alto grado.

Los andlisis de Kaplan-Meier y de Cox mostraron que el grado histolégico de
displasia obtuvo una asociacién significativa con el riesgo de progresion a cancer (test
de log Rank, p < 0,001; Figura 10 A, B) (Tabla 16). De tal forma, aquellos pacientes con
displasia de alto grado tuvieron una menor supervivencia media sin cancer que los

pacientes con displasias de bajo grado (log-rank, p < 0,001).
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Figura 10. Curvas de Kaplan-Meier para el andlisis de la supervivencia libre de cdancer
en la cohorte de 55 pacientes con displasia epitelial oral segun: A) la clasificacion de la
OMS; B) clasificacion binaria (bajo grado vs. alto grado). Los valores de p fueron

estimados con el test de log-rank.
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Correlacion de la expresion de NANOG con el riesgo de cancer oral

La expresion positiva para NANOG en las displasias orales, tanto la expresion
citoplasmatica como nuclear, se asocido de forma consistente y significativa con un
mayor riesgo de progresion a cancer oral (p = 0,02 y p = 0,04, respectivamente) (Tabla
15). De tal forma, dos de los cuatro pacientes (50%) y tres de los cinco pacientes (60%)
con expresion moderada o intensa de NANOG citoplasmatico y el 100% de pacientes

con expresion positiva para NANOG nuclear progresaron a carcinoma oral.

Tabla 15. Evolucion de las lesiones premalignas en relacion con el diagndstico

histopatoldgico y la expresion nuclear y citoplasmdstica de NANOG.

Caracteristica Numero de casos Progresidn a p
(%) carcinoma (%)

Grado de displasia
e Bajo 42 (76) 2 (5) <0,001"
e Alto 13 (24) 10 (77)

NANOG citoplasmatico

e Puntuaciéon 0 46 (84) 7 (15)
e Puntuacion 1 4 (7) 2 (50) 0,02"
e Puntuacion 2 5(9) 3 (60)

Tincién nuclear de

NANOG
e Negativa 53 (96) 10 (19) 0,04"
e Positiva 2 (4) 2 (100)

*Test de Chi cuadrado y "de Fisher

Los andlisis de Kaplan-Meier y de Cox también mostraron de forma consistente
que los pacientes con expresion positiva de NANOG citoplasmatico y NANOG nuclear
mostraron significativamente mayor riesgo de céncer oral (p = 0,002 y p = 0,001,

respectivamente) (Tabla 16). La expresion citoplasmatica intensa de NANOG
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(puntuacién 2) se asocié de forma estadisticamente significativa con una menor
supervivencia sin cancer (log-rank, p = 0,002; Figura 11 A). De forma analoga, pacientes
con displasias con expresidon nuclear de NANOG mostraron significativamente una
mayor progresion a carcinoma que aquellos pacientes con expresidén negativa (log-rank,

p =0,001; Figura 11 B).

Tabla 16. Andlisis univariante de Cox para la supervivencia libre de cdncer de 55

pacientes con displasia oral clasificada segun el grado de displasia y la expresion de

NANOG.
Caracteristica N2 Pacientes  Supervivencia media sin Hazard IC 95%
casos censurados cancer (IC 95%) p Ratio
(%)

Grado de displasia

e Bajo 42 40 (95) 181,59 (170,21-192,98) <0,001 Referencia

e Alto 13 3(23) 100,69 (54,14-147,24) 19,08 4,09-80,01
NANOG
citoplasmatico

e Puntuacién 0 46 39 (85) 171,57 (155,07-188,07) 0,002 Referencia

e Puntuaciéon 1 4 2 (50) 156,25 (62,07-250,43) 2,30 0,41-12,86

e Puntuacién 2 5 2 (40) 43,40 (17,52-69,27) 8,13 2,02-32,64
NANOG nuclear

e Negativo 53 43 (81) 189,58 (150,36-228,81) 0,001 Referencia

e Positivo 2 0(0) 45,00 (0,00-97,92) 8,13 1,78-38,79

Intervalo de confianza 95% (IC 95%).
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Figura 11. Curvas de Kaplan-Meier para el andlisis de supervivencia libre de cdncer en
la cohorte de 55 pacientes con displasia epitelial oral, categorizado segun: A) la
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Cuando se analizaron de forma simultanea la expresién citoplasmatica y nuclear
de NANOG vy el grado histoldgico usando un analisis multivariante de Cox, el grado de
displasia fue el Unico predictor independiente con significacion estadistica para el
desarrollo de cancer oral (HR =17,88, IC 95% 3,59 a 89,04; p < 0,001) (Tabla 17).

Es importante destacar que aquellos pacientes con fuerte expresion
citoplasmatica de NANOG (puntuacién 2) experimentaron una mayor progresién a COCE
que aquellos con tincidn tenue o negativa (puntuaciones 0y 1), con diferencias proximas

a la significacién estadistica (HR = 4,45, IC 95% 0,88 a 22,42; p = 0,07).

Tabla 17. Modelo multivariante de Cox para estimar el riesgo de cdancer oral en

pacientes con displasia oral.

Variable p Hazard Ratio Intervalo de
Confianza 95%

Histologia (alto grado vs. bajo grado) <0,001 17,88 3,59-89,04
NANOG citoplasmatico 0,082

e Puntuacion 0 Referencia Referencia

e Puntuacion 1 0,54 0,55 0,08-3,63

e Puntuacion 2 0,07 4,45 0,88-22,42
Expresion de NANOG nuclear 0,48 2,014 0,28-14,25

(positivo vs. negativo)
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Correlacién de la expresidn de SOX2 con el riesgo de cancer oral

Considerando la expresién positiva de SOX2 como la tincidon en mas del 10% de
los nucleos (SOX2 > 10%), tres (75%) de los cuatro pacientes cuyas displasias eran
positivas para SOX2 progresaron a carcinoma oral (test de Fisher, p = 0,02; Tabla 18).
Cuando se consideré como tincion positiva la tincién de cualquier ntcleo (SOXany), siete
(44%) de los 16 pacientes con displasias positivas para SOX2 malignizaron a carcinoma

oral (test de Fisher, p = 0,01; Tabla 18).

Tabla 18. Evolucidn de las lesiones premalignas en relacion al diagndstico

histopatoldgico y la expresion de SOX2.

. ) Progresion a R
Variable Numero de casos (%) . p
carcinoma (%)

Diagndstico histopatologico

e Displasia de bajogrado 42 (76) 2 (5) <0,001
e Displasia de alto grado 13 (24) 10 (77)
Nuclear SOX2 > 10%
e Negativo 51 (93) 9(18) 0,02
e Positivo 4(7) 3(75)
Cualquier nucleo positivo SOX2
e Negativo 39 (71) 5(13) 0,01
e Positivo 16 (29) 7 (44)

*Test exacto de Fisher

Con todo ello, podemos destacar que la expresidn positiva de SOX2 predice de
forma consistente y significativa el riesgo de cancer oral, ya sea considerando SOX2> 10
% (test de log-rank, p =0,02; Figura 12 A) o SOXany (test de log-rank, p = 0,01; Figura 12

B) como puntos de corte.
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Figura 12. Curvas de Kaplan-Meier para el andlisis de supervivencia libre de cdncer en

la cohorte de 55 pacientes con displasia epitelial oral, categorizado segun la expresion

nuclear de SOX2 (positiva vs. negativa) utilizando como punto de corte: A) SOX2 > 10%
de nucleos positivos, B) SOX2any (cualquier nucleo tefiido). Los valores de p fueron

estimados con el test de log-rank.
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Los andlisis de supervivencia de Kapplan-Meier y de Cox mostraron que la
expresion de SOX2 y el grado histoldgico se encontraban asociados estadisticamente
con el riesgo de desarrollar cancer oral (Tabla 19). La media de supervivencia libre de
cancer en pacientes con displasia epitelial de alto grado fue significativamente menor
que en pacientes con displasia de bajo grado (p = <0,001).

De forma consistente, los pacientes con expresidn positiva tanto de SOX2> 10%
como de SOXany tenian una media de tiempo de supervivencia libre de cancer

significativamente menor que los pacientes con expresién negativa (p = 0,002).

Tabla 19. Andlisis univariante de Cox para la supervivencia libre de cdncer en 55 pacientes con displasia

oral categorizada segun el grado de displasia y la expresion de SOX2.

[\ Pacientes Media de tiempo Hazard 1C95%
Variable censurados supervivencia libre p” Ratio
(%) de cancer (IC 95%)
Displasia epitelial
100,69
e Alto grado 13 3(23) <0,001 19,08 4,09-89,01
(54,14-147,24)
, 181,59
e Bajo grado 42 40 (95)

(170,21-192,98)
SOX2 > 10%

69,00
e Positivo 4 1(25) 0,002 6,13 1,62-23,27
(26,18-111,81)
. 191,80
e Negativo 51 42 (82)
(152,14-231,47)
SOX2any
90,40
e Positivo 16 9 (56) 0,002 5,75 1,68-19,74
(64,14-116,60)
. 203,22
e Negativo 39 34 (87)

(162,30-244,15)

*Los valores de p se estimaron utilizando el test de log-rank. Intervalo de confianza 95% (IC

95%).

120



Cuando la expresion de SOX2 y el grado histolégico se analizaron
simultdneamente mediante un analisis multivariante de Cox, tanto la expresién de SOX2
calculada usando SOXany como punto de corte como el grado de displasia fueron

predictores independientes significativos de desarrollo de COCE (p < 0,0001) (Tabla 20).

Tabla 20. Modelo multivariante de Cox para estimar el riesgo de cdncer oral.

Variable p Hazard Ratio IC (95%)
Histologia (alto grado vs. bajo grado) <0,0001 21,88 4,13-116,07
SOX2>10% (positivo vs. negativo) 0,196 3,0 0,57-15,89
SOX2any (positivo vs. negativo) 0,021 5,83 1,31-26,01

Intervalo de confianza 95% (IC 95%)
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Coexpresion de NANOG y SOX2 y el riesgo de progresidon a cancer oral

Dado que SOX2 y NANOG son dos proteinas relacionadas funcionalmente,
comparamos la relacién con el riesgo de malignizacidon de la expresidn combinada de
ambas proteinas frente a la expresiéon individual. Los resultados mostraron de forma
consistente que los pacientes con displasias orales con expresién positiva simultanea de
SOX2 (sea SOX2> 10% o SOX2any) y NANOG (expresidon citoplasmatica o nuclear)
mostraron un riesgo significativamente mayor de desarrollar cancer oral, en
comparacion con los pacientes con expresién individual de SOX2 o NANOG, o aquellos

pacientes con expresidon negativa de ambas proteinas (Tablas 21y 22).

Tabla 21. Andlisis univariante de Cox para la supervivencia libre de cdancer en 55 pacientes con

displasia oral categorizada segun la expresion individual y combinada de SOX2 >10% y NANOG.

N2 Pacientes Media de tiempo Hazard 1C95%
Variable censurados  supervivencia libre de p Ratio
(%) cancer (IC 95%)

SOX2 > 10% y NANOG nuclear

e Ambos negativos 51 42 (84) 191,80 (152,13-231,46) Ref

e Uno positivo 2 1(50) 93,00 (32,01-153,98) 0,003 3,72 0,46-29,98

e Ambos positivos 2 42 (82) 45,00 (8,00-97,92) 9,06 1,91-43,00
SOX2 > 10% vy NANOG
citoplasmatico

e Ambos negativos 45 38(84) 171,10 (154,24-187,95) Ref

e Uno positivo 7 5(71) 182,28 (101,53-263,03) <0,005 1,63 0,30-8,71

e Ambos positivos 3 0(0) 46,33 (15,66-76,99) 10,89 2,74-43,22

Los pacientes cuyas displasias no expresaban ninguno de los dos factores tenian
una supervivencia libre de cdncer significativamente mayor que aquellos con la
expresion de una o ambas proteinas, reduciéndose esta supervivencia al 50% y al 25%,

respectivamente (Tabla 22).
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Tabla 22. Andlisis univariante de Cox para la supervivencia libre de cancer en 55 pacientes con

displasia oral categorizada segun la expresion de SOX2any y NANOG.

N2 Pacientes Media de tiempo Hazard 1C95%
Variable censurados supervivencia libre de P Ratio
(%) cancer (IC 95%)

Nucleos positivos SOX2any y
NANOG nuclear

e Ambos negativos 39 34 (87) 203,22 (162,30-244,15) Ref

e Uno positivo 14 9 (64) 97,76 (69,96-125,55) <0,005 4,62 1,23-17,29

e Ambos positivos 2 0(0) 45,00 (8,00-97,92) 14,82 2,69-81,56
Nucleos positivos SOX2any y
NANOG citoplasmatico

e Ambos negativos 36 31 (86) 175,49 (158,40-192,57) Ref

e Uno positivo 13 11 (85) 215,99 (170,17-261,81) <0,005 1,091 0,20-5,85

e Ambos positivos 6 1(17) 44,50 (21,60-67,40) 11,36 3,18-40,60
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Carcinoma oral de células escamosas

Significado clinico de la expresidon de los biomarcadores en la progresion del
COCE y evolucién de la enfermedad

Andlisis de la expresion de NANOG

La expresion de la proteina NANOG fue evaluada mediante inmunohistoquimica
en una cohorte de 125 pacientes con COCE. La expresion positiva de NANOG
(puntuaciones 1 y 2) se detectd en 39 (31%) de 122 carcinomas (3 casos fueron no
evaluables); la tincidon citoplasmatica se observé predominantemente en células

tumorales, y fue insignificante en las células estromales (Figura 13 A,B).
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Figura 13. Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de NANOG en pacientes con
COCE. Imdgenes representativas de un carcinoma oral con fuerte tincion positiva para
NANOG (citoplasmdtica y nuclear) A) y un ejemplo de carcinoma oral con expresion

negativa B).
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En relacién con las variables clinicopatoldgicas, la expresién de NANOG fue
significativamente mas frecuente en hombres (39%) que en mujeres (18%) (p = 0,02)
(Tabla 23). También se asocié de forma significativa con el habito tabaquico (p = 0,009),
y el consumo de alcohol (p = 0,01) (Tabla 23). No se observaron asociaciones
significativas entre el tamafio tumoral (pT) y el estado ganglionar cervical (pN), siendo
la expresion de NANOG similar en pT1-pT2yen pT3-pT4(33%y 30%, respectivamente;
p = 0,76) y mas frecuente en pNO y pN+ (35% y 28%, respectivamente; p = 0,41). En
cuanto a la histologia, la expresion de NANOG fue mdas frecuente en pacientes con
tumores mas indiferenciados que en tumores bien diferenciados, aunque la asociacién
no fue estadisticamente significativa (G2 y G3= 40%; G1 = 27%; p = 0,14). La expresion
de NANOG fue mas frecuente en pacientes sin recidivas tumorales que en pacientes con
recidiva (38% y 24%, respectivamente), con diferencias cercanas a la significacion
estadistica (p = 0,09).

En resumen, aungque no se observaron asociaciones significativas, la expresion
positiva de NANOG fue mas frecuente en tumores pNO, estadios precoces I-Il, y en

ausencia de recidivas tumorales (Tabla 23).
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Tabla 23. Asociaciones entre la expresion de NANOG y las variables clinicopatoldgicas

en la cohorte de 125 pacientes con COCE.

Variable N2 de casos (%) Expresion positiva de P
NANOG (%)

Sexo
e Hombre 79 31(39) 0,02
e Mujer 43 8(18)

Tabaco
e Fumador 82 3 (40) 0,005
e No fumador 40 6 (15)

Consumo de alcohol
e Bebedor 67 29 (43)
e No bebedor 55 10 (18) 0,003

pT
e pTl+2 79 26 (33) 0,76
e pT3+4 43 13 (30)

pN
e pNO 75 26 (35) 0,41
o pN+ 47 13 (28)

Estadio clinico
o |+l 51 20 (39) 0,14
o lI+IV 71 19 (27)

G
e Gl 77 21 (27) 0,14
o G2+G3 45 18 (40)

Localizaciéon tumoral
e Lengua 50 14 (28) 0,43
e Otras 72 25 (35)

Localizacién tumoral
e Suelo oral 36 13 (36) 0,52
e Otros 86 26 (30)

Recidiva tumoral
e No 68 26 (38) 0,09
o Si 54 13 (24)

Segundo carcinoma primario
e No 104 32 (31) 0,49
o Si 18 7 (39)

Estado clinico al final del

seguimiento
e Vivo sin recidiva 50 19 (38) 0,48"
e Muerto por cancer 53 15 (28)
e Censurado 19 5 (26)

Test exacto de Fisher y “Chi cuadrado.
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Se observé una mayor supervivencia especifica de enfermedad a los 5 anos en
los pacientes con expresion positiva de NANOG, aunque las diferencias no alcanzaron

significacién estadistica (test de log-rank, p = 0,389; Figura 14).
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Figura 14. Curvas de Kaplan-Meier para el andlisis de supervivencia especifica de
enfermedad en la cohorte de 125 pacientes con COCE, categorizada segun la expresion

de NANOG (positiva vs. negativa). El valor de p fue estimado con el test de log-rank.
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Analisis de la expresion de SOX2

Se detectd tincion positiva para SOX2 en 49 (39%) de los pacientes con COCE
localizada en el nucleo de las células tumorales, mientras que las células estromales y el

epitelio normal mostraron ausencia de tincién (Figura 15 A, B).

Figura 15. Andlisis inmunohistoquimico de la expresion de SOX2 en pacientes con
COCE. Imdgenes representativas de un carcinoma oral con tincion positiva para SOX2
localizada en los nucleos de las células tumorales A) y un ejemplo de carcinoma oral

con expresion negativa B).

No se hallaron asociaciones significativas entre la expresion de SOX2 vy las
diferentes variables clinicopatoldgicas estudiadas (Tabla 24). Sin embargo, se observo
una tendencia a la asociacion de la expresion positiva de SOX2 con tumores de menor
tamafio, estadios precoces (I y Il), tumores sin afectacion metastdsica ganglionar (NO) y
la localizacién del suelo oral.

Asimismo, la expresion de SOX2 fue mas frecuente en los pacientes vivos al final

del seguimiento y sin recidiva tumoral.
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Tabla 24. Asociaciones entre la expresion de SOX2 y las variables clinicopatoldgicas en

pacientes con COCE.

Variable N2 de casos (%) Expresion positiva de P
SOX2 (%)

Sexo
e Hombre 80 32 (40) 0,87
e Mujer 41 17 (41)

Tabaco
e Fumador 81 34 (42) 0,63
e No fumador 40 15 (37)

Consumo de alcohol
e Bebedor 66 29 (44)
e No bebedor 55 20 (36) 0,39

pT
o pTl+2 79 36 (46) 0,11
o pT3+4 42 13 (31)

pN
e pNO 73 31(42) 0,58
o pN+ 48 18 (37)

Estadio clinico
o |+l 50 23 (46) 0,30
o lI+IV 71 26 (37)

G
e G1 77 31 (40) 0,94
o G2+G3 44 18 (41)

Localizaciéon tumoral
e Lengua 51 18 (35) 0,32
e Otras 70 31 (44)

Localizacién tumoral
e Suelo oral 35 17 (49) 0,24
e Otros 86 32 (37)

Recidiva tumoral
e No 68 30 (44) 0,35
o Si 53 19 (36)

Segundo carcinoma primario
e No 102 41 (40) 0,87
o Si 19 8(42)

Estado clinico al final del

seguimiento
e Vivo sin recidiva 50 24 (48) 0,28
e Muerto por cancer 52 17 (33)
e Censurado 19 8 (42)
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Tabla 25. Andlisis univariante de Cox para evaluar la asociacion de variables clinicopatoldgicas y la

supervivencia especifica de la enfermedad en la cohorte de 125 pacientes con COCE.

Parametro Ne Pacientes Tiempo medio de HR (IC 95%) p
casos censurados supervivencia (IC 95%)
(%)
Localizacion tumoral
e Lengua 51 28 (55) 124,43 (94,00-154-86) Referencia 0,31
e Otras 74 44 (59) 120,47 (101,48-139,47) 0,75 (0,43-1,30)
Localizacidon tumoral
e Suelo oral 37 23 (62) 109,11 (85,88-132,33) Referencia 0,56
e Otras 88 49 (56) 131,16 (108,62-153,70) 1,19 (0,64-2,21)
Grado
e Biendiferenciado 80 44 (55) 127,85 (103,73-151,98) Referencia 0,59
e Moderadamente- 45 28 (62) 121,63 (96,25-147,01) 0,85 (0,48-1,52)
mal diferenciado
pT
e T1+T2 81 53 (65) 151,82 (129,03-174,62) Referencia 0,001
e T3+T4 44 19 (43) 77,62 (54,19-101,04) 2,49 (1,44-4,30)
PN
e NO 76 49 (64) 127,96 (109,43-146,49) Referencia 0,01
o N+ 49 23 (47) 108,58 (77,88-139,28) 1,92 (1,12-3,31)
Estadio
o |+l 52 36 (69) 140,09 (120,15-160,04) Referencia 0,002
o llI+1IV 73 36 (49) 113,33 (87,73-138,93) 2,40 (1,33-4,32)
SOX2 > 10%
e Negativo 72 37 (51) 116,37 (90,39-142,35) Referencia 0,07
e Positivo 49 32 (65) 146,66 (117,98-175,35) 0,59 (0,33-1,05)
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En el analisis de supervivencia, no se observé la existencia de una relacién
estadisticamente significativa entre el tiempo medio de supervivencia y la localizacién
tumoral, siendo similar independientemente del lugar en el que se encuentre el tumor
(lengua, suelo oral, otros). Tampoco se observaron diferencias significativas entre la
supervivencia y el grado histopatoldgico de diferenciacién tumoral, siendo similar en los
tumores bien diferenciados (127,85 [103,73-151,98]) y en los moderadamente o mal
diferenciados (121,63 [96,25-147,01]) (test log-rank, p = 0,59).

Se observé una asociacién significativa entre el tamanfo tumoral y la
supervivencia, de modo que los pacientes con tumores mas pequefios (pT1 y pT2)
tuvieron un tiempo medio de supervivencia significativamente mayor que los pacientes
con tumores mas grandes (pT3 y pT4) (151,82 [129,03-174,62] y 77,62 [54,19-101,04],
respectivamente; HR 2,49 [1,44-4,30]; test log-rank, p = 0,001).

También se observé una asociacion significativa entre el estado ganglionar (pN)
y la supervivencia, de tal forma que los pacientes sin afectacidon ganglionar cervical (pNO)
tuvieron un tiempo medio de supervivencia significativamente mayor que los pacientes
con metdastasis ganglionares (pN+) (127,96 [109,43-146,49] y 108,58 [77,88-139,28],
respectivamente; HR 1,92 [1,12-3,31]; test log-rank, p = 0,01).

Se observd una asociacidn significativa entre el estadio tumoral y la
supervivencia, con un tiempo medio de supervivencia significativamente mayor para los
pacientes con estadios precoces (1 y ) frente a los pacientes con estadios mas avanzados
(1y 1v) (140,09 [120,15-160,04] y 113,33 [87,73-138,93], respectivamente; HR 2,40
[1,33-4,32]; test log-rank, p = 0,002).

Finalmente, aunque no observd una asociacion significativa, los pacientes con
expresion positiva de SOX2 mostraron una mayor supervivencia media de 146,66 meses
(117,98-175,35) en comparacion con los 116,37 meses (90,39-142,35) en los pacientes
con expresién negativa de SOX2, con diferencias cercanas a la significacién estadistica

(test log-rank, p = 0,07) (Figura 16).
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Figura 16. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia especifica de enfermedad en
la cohorte de 125 pacientes con COCE categorizada segtn la tincion nuclear de SOX2

(positiva vs. negativa). Los valores de p fueron estimados con el test de log-rank.
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Analisis in silico en pacientes con COCE de las cohortes del TCGA “The
Cancer Genome Atlas”

Expresién de ARN mensajero de NANOG y OCT4

El papel de NANOG se investigd ulteriormente mediante un andlisis
transcriptomico de los datos de ARN-seq disponibles en las cohortes de CECC del TCGA
“The Cancer Genome Atlas” (142), utilizando las plataformas cBioPortal

(http://cbioportal.org) (195) y UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/) (196). Gracias a la

informacidn disponible en estas bases de datos se pudo realizar el analisis de expresion
en una cohorte del TCGA que incluye un total de 530 pacientes con CECC. Los resultados
de este estudio mostraron que los niveles de ARNm de NANOG eran significativamente
mayores en tumores primarios en comparacién con muestras de tejido epitelial normal
(p < 0,001, Figura 17), lo cual concuerda con los resultados de nuestro analisis a nivel de

proteina.
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Figura 17. Comparacion de los niveles de expresion de ARNm de NANOG en los
tumores primarios (rojo) vs. tejido normal (azul) en la cohorte de 530 pacientes con

CECC del TCGA usando los recursos online UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/).
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De forma analoga y en la misma cohorte de pacientes, se analizaron los niveles
de ARNm de OCT4, otro importante factor de pluripotencialidad y regulador de las CTTs
relacionado funcionalmente con NANOG. Ademas, OCT4 es un factor de transcripcion
que regula la expresion de NANOG. Los niveles de ARNm de OCT4 aumentan
significativamente en los tumores primarios en comparacién con los tejidos normales (p

< 0,001, Figura 18), resultados concordantes a los obtenidos en el analisis de NANOG.
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Figura 18. Comparacion de los niveles de expresion de ARNm de OCT4 en los
tumores primarios (rojo) vs. tejido normal (azul) en la cohorte de 530 pacientes con

CECC del TCGA usando los recursos online UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/).

A continuacidn, se analizaron alteraciones de la expresion del ARNm de NANOG
y otros genes relacionados con pluripotencialidad y CTTs (como OCT4, SOX2 y
Podoplanina [PDPN]), especificamente en el subgrupo de 172 pacientes con COCE
provenientes de la cohorte del TCGA. Como se muestra en la representacion Heatmap
(Figura 19), se detectaron niveles elevados de ARNm de NANOG y OCT4 en 5(2,9%)y 3
(1,7%) pacientes con COCE, respectivamente. Ademads, la expresion concomitante de
NANOG y OCT4 se detectd Unicamente en 1 caso (0,6%) y, por tanto, se concluye que es

extremadamente infrecuente en pacientes con COCE. Por otro lado, se detectaron
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niveles elevados de ARNm de SOX2 y PDPN en 22 (13%) y 6 (3%) pacientes con COCE,
respectivamente (Figura 19). Como se puede apreciar, casi no hubo superposicién en las
alteraciones entre los cuatro genes relacionados con CTTs en la serie analizada de 172
pacientes con COCE del TCGA. Estos resultados indican que la expresion de NANOG vy
SOX2 no se altera de forma frecuente a nivel transcripcional, comparado con la
frecuente expresién detectada a nivel de proteina en nuestra cohorte de pacientes con

COCE (31y 39%, respectivamente).

Oncoprint & Heatmap (n = 172 COCE, del TCGA Nature 2015)
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OCT41.7%
SOX2 13%
PDPN 3%

NANOG

OCT4
SOX2
PDPN

3 Alteracién genética mRNA alto Sin alteraciones

Expresion Heatmap -3 -

Figura 19. Representaciones de “Oncoprint” y “Heatmap” mostrando el porcentaje de
casos con niveles elevados del ARNm de varios genes relacionados con
pluripotencialidad y CTTs (NANOG, OCT4, SOX2 y PDPN) en 172 pacientes con COCE de
la cohorte CECC del TCGA (142).

Mas aun, cuando se evalué el impacto de la expresion del ARNm de NANOG en
la supervivencia de pacientes con COCE del TCGA, se observd que los pacientes
portadores de tumores con altos niveles de NANOG (por encima de la mediana)
mostraron una mayor supervivencia, aunque no fue estadisticamente significativo (p =

0,483, Figura 20).
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Supervivencia global
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Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia global segun la

expresion de ARNm de NANOG (ARN-seq V2 RSEM, umbral de puntuacion z +2)

dicotomizada como altos niveles de ARNm (en rojo, valores por encima de la mediana)

vs. bajos niveles de ARNm (en azul, por debajo de la mediana). El valor de p fue

estimado usando el test de log-rank.

La asociacién entre la expresion proteica de NANOG y PDPN también se estudié

en un total de 26 pacientes con TOPC de los cuales se disponian datos (Tabla 26).

Encontramos una asociacidon inversa y significativa entre la expresion de ambas

proteinas en los casos de displasias orales (Test de Chi cuadrado, p = 0,017).
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Tabla 26. Asociacion entre la expresion de proteinas NANOG y PDPN en pacientes con
TOPC. La expresion positiva de PDPN se definié como la tincion positiva en una o mds
dreas displdsicas mds alla de la capa de células basales (con una puntuacion de 2y 3)

segun lo descrito por de Vicente y cols. (5).

Expresion de la proteina PDPN

Puntuacidén Negativa Positiva Total
Expresion 0 6(32) 13 (68) 19 (100)
citoplasmatica 1 1 (50) 1 (50) 2 (100)
de NANOG 2 5(100) 0(0) 5(100)
Total 12 (46) 14 (54) 26 (100)

Las cifras son el nimero de casos y los porcentajes se encuentran entre paréntesis. (Test

de Fisher, p =0,017).
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Analisis de la expresion de ARNm de SOX2 y las alteraciones en el nUmero de copias
genicas

Dado que el gen SOX2 mapea en 3926, una regién frecuentemente amplificada en
CECCy COCE, analizamos la expresion del ARNm de SOX2 y las alteraciones en el nimero
de copias génicas en la serie especifica de 172 pacientes con COCE procedente de la
cohorte de CECC del TCGA (142) wusando la plataforma cBioPortal
(http://cbioportal.org/) (195).

Como se muestra en la Figura 21, un total de 38 (22%) de los 172 pacientes con
COCE albergaban alteraciones del gen SOX2: 22 (13%) casos con niveles elevados del
ARNm de SOX2, un caso con mutacién y 23 (13%) casos con amplificacién de copias del

gen de SOX2.

Oncoprint & Heatmap (n = 172 COCE, de TCGA Nature 2015)
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Figura 21. Representaciones “Oncoprint” y “Heatmap” mostrando el porcentaje
de casos con niveles elevados del ARNm de SOX2, junto con las mutaciones y

amplificacion del numero de copias del gen SOX2.

Los niveles de ARNm de SOX2 se asociaron con las alteraciones en el nimero de
copias génicas (Figura 22). En general, los tumores con amplificacion de SOX2 mostraron
mayores niveles de ARNm; sin embargo, sélo en 8 de los 23 casos con amplificaciéon de

SOX2 se observo de forma concomitante un aumento de los niveles de ARNm de SOX2.

138


http://cbioportal.org/

164 Sin sentido (VUS)
No mutado
144 e
& ©  Amplificacion 9
z. Ganancia o
12
$ Diploide %%
< Eliminacién R
E 104 superficial o
< vl
Z = ©
2o
E= e
w o]
g 0 64
[+ 4 o
c
bl
0 44
)
1
a
o 2
N
X
(o] 04
7]
-24
% 9
%:%} %, %0"% 7%4-
. % 2
%% ¢ ’ p

SOX2: alteraciones putativas del nimero de copias del
GISTIC

Figura 22. Andlisis de la expresion de ARNm de SOX2 en relacion con la alteracidn del
numero de copias del gen SOX2 (ARN seq V2 RSEM) transformados en Log2 (eje y).
“Box plots” (min. a max.) con los valores medianos; **p < 0,01 y ***p < 0,001, test

de ANOVA unifactorial, Test de Tukey.

También se investigd el impacto de la expresion de ARNm de SOX2 en la
supervivencia de pacientes con COCE (Figura 23). Los tiempos de supervivencia para
pacientes con niveles elevados de ARNm (por encima de la mediana) vs. bajos niveles
(por debajo de la mediana) fueron de 26,41y 19,19 meses, respectivamente, aunque las

diferencias no alcanzaron significacién estadistica (test de log-rank,p = 0,496).
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Figura 23. Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia global segun la expresion de
ARNm de SOX2 (RNAseq V2 RSEM, puntuacion Z con limite #2) dicotomizada como
altos niveles de ARNm (en rojo, valores por encima de la mediana) vs. bajos niveles de

ARNm (en azul, por debajo de la mediana). El valor de p fue estimado usando el test de

log-rank.
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6. Discusion
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DISCUSION

El prondstico de los pacientes con COCE depende fundamentalmente del estadio
tumoral y las caracteristicas moleculares e histoldgicas del tumor, de las posibilidades
terapéuticas y de la propia comorbilidad del paciente. A pesar de los avances
tecnoldgicos tanto diagndsticos como terapéuticos, el prondstico de estos pacientes
sigue siendo ominoso en muchos casos, con una mortalidad a los 5 afios que alcanza
hasta el 50% segun las series (181). Debido a este pobre avance en la mejora de la
supervivencia de estos pacientes, es imperiosa la necesidad de hallar nuevos
marcadores diagndsticos asi como de nuevas dianas terapéuticas. Una de las
prometedoras herramientas en ciernes es la identificacién y uso de marcadores
moleculares que permitan un diagndstico mas precoz de los COCE, asi como identificar
de forma mas fiable lesiones con alto riesgo de malignizacién para una mejor y mas
adecuada estratificacidn, tratamiento y seguimiento de los pacientes.

Un concepto emergente sobre la carcinogénesis propone la existencia de células
troncales tumorales (CTTs), las cuales se definen en general como una pequefia
subpoblacién de células dentro del tumor que muestran caracteristicas propias de una
célula troncal (stem cell), como la divisién asimétrica y la autorrenovacion, originando
en consecuencia una diversidad de poblaciones celulares heterogéneas dentro del
tumor (197). Se han identificado diferentes marcadores de CTTs en diferentes cédnceres,
siendo los mas comunes y ampliamente aceptados OCT4, SOX2, NANOG, ALDH1, STAT3
fosforilado, CD44, CD24, CD133 y Musashi-1 (177).

Dentro de los trastornos orales potencialmente cancerizables de la cavidad oral,
las leucoplasias constituyen el subtipo mas frecuente. Hoy en dia, el diagndstico
histopatoldgico se utiliza como gold estdndar para evaluar el riesgo de progresion de las
displasias epiteliales orales a carcinoma invasivo (198). No obstante, la precision de los
distintos sistemas de clasificacién histolégica de las displasias que han sido desarrollados
hasta ahora han demostrado una predictibilidad limitada, ademds de ser métodos en
gran medida subjetivos y verse afectados por una gran variabilidad inter e
intraobservador (199). De acuerdo con la clasificacidn de la OMS del afio 2017, no existe
un criterio o sistema de clasificacién Unico para la displasia epitelial oral y, en

consecuencia, la reproducibilidad diagndstica se encuentra aun bastante limitada. La
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actual clasificacidn propuesta consta de tres niveles de gradacion de la displasia epitelial
oral, pudiendo distinguirse entre grado leve, moderado y severo. Otra clasificacion
propuesta es el sistema de clasificacion binario (bajo grado vs. alto grado) (155), el cual
surgid para intentar solventar el referido problema de variabilidad. Sin embargo, este
sistema binario aun no ha sido validado para su uso en la cavidad oral, a diferencia de lo
qgue ocurre en la laringe, donde esta clasificacién binaria ha sido aceptada para el grado
de las displasias. Por lo tanto, es de suma importancia identificar nuevos biomarcadores
que puedan proporcionar informacién complementaria a la histologia para predecir con
mayor precision y fiabilidad el riesgo de transformaciéon maligna de las leucoplasias
orales.

El presente estudio se ha centrado en investigar la relevancia clinica de la
expresion de las proteinas NANOG y SOX2 a lo largo de las diferentes etapas del
desarrollo y progresién tumoral en la cavidad oral, en concreto analizando: (i) en los
trastornos orales potencialmente cancerizables, en concreto las leucoplasias, su posible
contribuciéon a la transformacién maligna de estas lesiones; (ii) en los COCE, y el
significado clinico y prondstico de ambas proteinas en estadios avanzados de la
progresién de la enfermedad.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que investiga en profundidad el
significado clinico de la expresion de NANOG y SOX2 llevando a cabo un completo y
detallado andlisis a lo largo de las diferentes etapas de la carcinogénesis oral desde los
TOPC a los COCE, y ha permitido demostrar por primera vez la relevancia clinica de
NANOG y SOX2 en las fases iniciales de la tumorigénesis oral y evidenciar claramente su
contribucién a la iniciacion tumoral frente la progresidén en etapas mas tardias de la

enfermedad.
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Consideraciones sobre las caracteristicas de las cohortes de pacientes
estudiadas

Trastornos orales potencialmente cancerizables

Los TOPC constituyen una amplia gama de lesiones cuya clasificacion ha sufrido
multiples cambios desde la introduccion del concepto de TOPC en la reunién de la OMS
del 2005. Dentro de este grupo, la leucoplasia es la mas frecuente de todas las lesiones,
con una prevalencia mundial aproximada del 2% (150).

Un total de 55 pacientes con diagndstico de displasia epitelial oral fueron
incluidos en el estudio. Veintiséis pacientes (47%) eran hombres y 29 mujeres (53%), con
edades comprendidas entre los 39 y 83 afios y una edad media de 62,61 afios
(Desviacion Estandar (DE) = 12,56). Estos datos coinciden con los encontrados por otros
autores, en los que la edad mas frecuente de aparicién de estas lesiones se sitla entre
los 55 y 64 afios (200,201), lo cual sugiere una razonable validez externa. En cuanto al
sexo, existe un mayor porcentaje de mujeres que de hombres, de acuerdo con otras
publicaciones en las cuales se muestra que en Europa y paises occidentales la incidencia
de lesiones displasicas es mas frecuente en mujeres (151,202-206), mientras que en la
India y paises del Este es mds frecuente en varones, plausiblemente por el mayor
consumo de tabaco en estas regiones (207-209).

El factor etiolégico mas relacionado con las leucoplasias es el tabaco, siendo
hasta 6 veces mas frecuente en pacientes fumadores (40), existiendo una relacién dosis-
respuesta por la cual el riesgo de aparicion de una leucoplasia aumenta a medida que lo
hace el numero de cigarrillos consumidos al dia (210). Ademas, el alcohol también
constituye un factor de riesgo independiente (152). Con respecto a estos factores de
riesgo asociados, en nuestra cohorte dicha informacion sélo estaba disponible para 31
pacientes, siendo diez de estos (32%) fumadores y cuatro (13%) bebedores habituales
de alcohol. Proporcionalmente, estas cifras son menores en comparacidon con las
aportadas por otros estudios, aunque cabe recalcar la falta de datos a este respecto en
el 44% de los pacientes de nuestra muestra.

El porcentaje de fumadores con expresidn citoplasmatica positiva para NANOG

fue del 30%, mientras que ningun caso fue detectado con expresidon nuclear de NANOG.
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En cuanto a los bebedores, el 75% de ellos mostraron expresion citoplasmatica de
NANOG, y nuevamente ninguno con expresion nuclear. En cuanto a SOX2, el 10% de los
fumadores mostraron expresién positiva para SOX2>10% de nucleos tefiidos, frente al
40% para SOX2any. Un 25% de los pacientes bebedores tenian expresion positiva para
SOX2>10% y un 50% para SOX2any.

En cuanto a la localizacidn de las leucoplasias, la lengua fue la mas frecuente con
20 (36%) casos, dato que coincide con lo referido por otros autores (211), seguida de la
encia con 14 (25) casos y la region yugal con 12 (24%) casos.

Con respecto a la histologia de las lesiones orales, 42 pacientes (76%) se
clasificaron como lesiones displasicas de bajo grado, y 13 (24%) como lesiones de alto
grado, de acuerdo con la clasificacién binaria de la OMS (155). Del total de 13 (24%)
lesiones de alto grado, 10 (77%) malignizaron, y de las 42 (76%) lesiones de bajo grado,
solo dos (5%) progresaron a carcinoma. Por lo tanto, se hallé una asociacidn significativa
entre el grado de displasia y el riesgo de progresién a carcinoma (p < 0,001), evidencia
gue concuerda con lo reportado por otros estudios (212). Resumiendo, de las 55
lesiones orales de esta cohorte, un 22% sufrieron una transformacidon maligna, dato que
también esta acorde con los porcentajes de malignizacidn referidos en otras series como

de Vicente y cols. (22,4%)(4) o Liu y cols. (24,2%) (213).

Carcinoma oral de células escamosas

El cancer oral es uno de los tumores mas frecuentes, con un incremento anual
de su incidencia, aunque con una variable distribucion mundial. Dentro de sus distintas
variantes, el carcinoma de células escamosas constituye el 90% de estos tumores (7,8).

La incidencia del COCE continua siendo mayor en hombres, aunque existe una
tendencia al equilibrio inter-sexual debido a un mayor consumo de tabaco y alcohol por
parte de las mujeres, sobre todo en Espafia (214). Una cohorte de 125 pacientes con
COCE diagnosticados y tratados en el Hospital Universitario de Asturias fue seleccionada
para este estudio. De ellos, 82 eran hombres (66%) y 43 mujeres (34%), con edades
comprendidas entre los 28 y 91 afios, y una media y mediana de edad de 59 y 57 afios,

respectivamente. Este dato se aproxima a la edad media con mayor incidencia de cadncer
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oral, que es la de 62 afos (215). La razén de hombres y mujeres diagnosticados de COCE
es de 2:1 en nuestro estudio, lo que concuerda con lo informado por Rhodus y cols. en
2015 (154), aunque es ligeramente superior a la actual a nivel mundial (1,5:1) por la
tendencia a la igualdad entre géneros antes comentada (216). No obstante, a dia de hoy
el cancer oral sigue siendo mas frecuente en los hombres, sobre todo a partir de la
quinta década de la vida, incrementandose el riesgo con la edad (217).

Existen multitud de factores de riesgo asociados con el desarrollo del COCE. Se
considera que el cancer es una enfermedad genética adquirida resultante de la
combinacidon de aspectos genéticos, ambientales y habitos vitales. El tabaco es el
principal factor de riesgo del COCE, considerandose la causa del 33% de estos tumores
(17). Asimismo, el alcohol es un potenciador multiplicativo del efecto del tabaco en la
carcinogénesis oral. En nuestra cohorte, 84 pacientes (67%) eran fumadores y 69 (55%)
eran bebedores de alcohol habituales. Estos datos concuerdan con los informados por
otros estudios (218,219).

Los tumores linguales fueron los mas frecuentes en nuestra cohorte, con un 41%
de casos, seguida del suelo de la boca (30%). La localizacién mas frecuente de los
tumores de la cavidad oral es la lengua, encontrandose aqui en un 40-50% de los casos
(217). Segun informaron Siegel y cols. (216), en 2019 hubo un total de 17,060 casos de
tumores de la cavidad oral con localizacién lingual en la poblaciéon americana.

Con respecto a las caracteristicas histopatolégicas del tumor, en nuestra muestra
la mayoria de los tumores eran bien diferenciados (64%) y mds del 50% se encontraban
en estadios clinicos avanzados (lll o 1V). El estadio tumoral es un factor predictor de
respuesta y de supervivencia global del paciente. El grado de diferenciacidon tumoral se
ha establecido como un factor predictivo para la diseminacion tumoral a los ganglios
linfaticos regionales, siendo los de menor grado de diferenciacién los que exhiben mayor
riesgo de recidivas locales y un menor intervalo libre de enfermedad (220).

En 49 casos (39%) de nuestra muestra existian metastasis ganglionares cervicales
y recidivas locales en 54 casos (43%). La afectacién ganglionar constituye un factor
predictivo de recidiva locorregional y de metastasis a distancia, siendo la supervivencia
inversamente proporcional al nimero y tamafo de ganglios afectos (121,129-131). En
nuestra cohorte, ningun paciente tenia enfermedad metastasica a distancia en el

momento del diagndstico. En general, casi el 50% de todos los carcinomas localizados
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en la lengua muestran ya metastasis al diagndstico, y de un 35% a 40% adicional las
desarrollan en los cinco siguientes afios (72,217,221-223).

Se administré radioterapia adyuvante en 75 pacientes (60%) y quimioterapia
adyuvante en 14 pacientes (11,2 %). La radioterapia es el tratamiento complementario
a la cirugia mas estandarizado, y recientemente se ha demostrado su beneficio en
tumores con afectacidén ganglionar N1 (121).

El seguimiento de los pacientes se llevé a cabo entre 1 a 230 meses, siendo la
mediana 61 meses. Durante dicho seguimiento fallecieron 53 pacientes. El tiempo
medio de seguimiento fue de 71,82 meses (DE: 57,55). Las tasas de supervivencia
especifica de enfermedad a los 5 y 10 afos fueron del 60% y 44%, respectivamente. Los
tiempos de supervivencia medio y mediano fueron de 132,74 meses (IC 95%: 113,25 a
152,22 meses), y 141 meses (IC 95%: 102,40 a 179,59 meses), respectivamente. Los
datos de supervivencia coinciden con los de otras series, en las que aproximadamente
la mitad de los pacientes con carcinoma oral sobreviven a esta enfermedad a los 5 ainos,
a excepciéon de los tumores linguales, cuya supervivencia global disminuye al 33%

(217,221-224).
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Consideraciones sobre los marcadores moleculares estudiados

Expresion de NANOG en los TOPC

NANOG es un factor de transcripcion critico para el desarrollo embrionario y para el
mantenimiento de la pluripotencialidad celular (225,226). Los avances recientes en la
Secuenciacidon de Nueva Generacion (NGS) y las tecnologias émicas han contribuido
enormemente a desvelar la enorme complejidad y heterogeneidad de los oncogenomas
(227,228). En un tumor existe una gran diversidad de alteraciones genéticas y
epigenéticas que van contribuir a la heterogeneidad tumoral, pero ademas la
interaccion del propio tumor con el microambiente que le rodea también va a modular
de forma dinamica dicha heterogeneidad (229). Mas alla, también se ha demostrado la
plasticidad de las propias CTTs y la transicidn epitelio-mesénquima, que en respuesta a
sefales ambientales, contribuyen también a potenciar la heterogeneidad tumoral y
tienen un papel clave en la diseminacion metastasica y el desarrollo de resistencia a
tratamientos en pacientes con cancer (230,231).

Los COCE muestran una arquitectura heterogénea cuando la comparamos con la del
epitelio de la mucosa oral, lo cual ha llevado a la hipdtesis de que una subpoblacion
celular clonogénica seria responsable de generar los tumores, y por ello han sido
denominadas CTTs o células iniciadoras de tumor (CITs) (232). Se han identificado
diferentes marcadores de CTTs, varios de ellos comunes en diferentes tipos tumorales,
como es el caso de los factores de pluripotencialidad NANOG, SOX2 y OCT4. La
podoplanina (PDPN) se ha identificado como un marcador de CTTs en los carcinomas de
células escamosas (233), y las células PDPN positivas mas alla de la membrana basal del
epitelio oral se han interpretado como una expansion clonal posterior de las células
troncales durante la carcinogénesis (234). De acuerdo con este papel, la expresion de
PDPN se detecta de forma temprana en los TOPC y se ha asociado con un riesgo
significativamente mayor de transformacién maligna en diferentes estudios (5,234,235).

NANOG juega un papel critico durante el desarrollo embrionario como un regulador
clave de la pluripotencialidad, no sélo en tejidos embrionarios (226,236), sino también
en el epitelio estratificado adulto, incluyendo la mucosa oral (194). Junto con otros
factores de transcripcién como OCT4 y SOX2, median en la capacidad auto-regenerativa

de las células troncales embrionarias. Se ha demostrado que la expresion de NANOG se
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silencia por hipermetilacién durante la diferenciacion en las células troncales (237).
NANOG parece ser necesario para alcanzar un estado pluripotente en la fase final de la
reprogramacion cuando otros factores clave ya se encuentran presentes, completando
NANOG el proceso (238).

OCT4 es un regulador transcripcional fundamental de NANOG, aunque la expresién
de NANOG también puede detectarse en ausencia del factor OCT4 (236). Se han descrito
diferentes rutas de senalizacidon reguladas por NANOG que establecen un vinculo
funcional con multiples y cruciales procesos bioldgicos “hallmarks” de la célula tumoral,
como la proliferacidn, la movilidad, la transicién epitelio-mesénquima, la capacidad de
auto-renovacion, la evasién del sistema inmune y la resistencia a tratamientos. Cabe
destacar que todos estos procesos estan estrechamente relacionados con las
propiedades y funciones de las CTTs (239,240).

No todas las células de un tumor poseen capacidad tumorigénica o iniciadora de
tumor; en general, las CTTs o CITs constituyen un pequefio porcentaje del total de
células de la masa tumoral. Las estrategias terapéuticas dirigidas contra las células mas
activas y proliferativas de la masa tumoral pueden conllevar el desarrollo de recidivas o
resistencias. Si las terapias no son eficaces contra las subpoblaciones de CTTs, sus
capacidades tumorigénicas y de célula stem, permitirian la regeneracién del tumor tras
el tratamiento, contribuyendo asi a la recidiva tumoral o a la diseminaciéon metastasica.
Por este motivo, para conseguir una erradicacion tumoral completa es fundamental la
precisa identificacién y efectiva eliminaciéon de las subpoblaciones de CTTs (239). El
origen de las CTTs puede encontrarse en las células troncales epiteliales adultas
normales, lo que podria estar asociado al concepto de cancerizacion de campo (241).
Este concepto fue introducido por primera vez en 1953 por Slaughter para explicar la
presencia de una o varias regiones en la mucosa con células epiteliales que tienen
alteraciones genéticas y epigenéticas asociadas al tumor (3), sin capacidad invasiva ni
metastasica, y las cuales pueden tener o no manifestacién fenotipica.

En experimentos de fusidn celular se han identificado algunos factores en células
embrionarias que inducen la reprogramacion de nucleos somaticos humanos en células
troncales pluripotentes inducidas (iPS) (242,243). Dos de los cuatro factores que dan
lugar a dicha reprogramacion son OCT4 y NANOG. Funcionalmente, NANOG bloquea la

diferenciacién (244) manteniendo la pluripotencialidad, y en un analisis comparativo
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centrado en la autorrenovacién de las células embrionarias, de entre 17.342 genes
NANOG se clasificd dentro del 1% superior (245).

La sobrexpresion de NANOG ha sido detectada en multiples tumores, incluyendo los
CECC (182). Recientemente, también se ha identificado NANOG como un factor clave en
las etapas iniciales de la carcinogénesis laringea (186). Particularmente destacable, la
expresion de NANOG ha demostrado ser un potente predictor del riesgo de cédncer
laringeo en pacientes con lesiones precancerosas (186).

En conjunto, todos estos datos ponen de manifiesto el elevado potencial de
aplicabilidad de la expresién de NANOG como biomarcador de riesgo precoz de cancer
en las lesiones epiteliales en diferentes regiones de la cabeza y el cuello. Teniendo en
cuenta que la evaluacién inmunohistoquimica de NANOG es un método relativamente
sencillo y objetivo, podria ser plausible su implemento en la practica clinica como un
biomarcador complementario al grado histélogo para la evaluacion del riesgo de cancer
en pacientes con TOPC. No obstante, previo a la implementacién rutinaria de esta
técnica molecular se requiere confirmacion adicional de estos prometedores resultados
en futuros estudios de validacién utilizando amplias series independientes de pacientes
(186).

Por otro lado, varios estudios afirman que NANOG se encuentra altamente
expresado en carcinomas en estadios avanzados, pobremente diferenciados vy
metastdsicos (182,246—-248). Sin embargo, aunque estos datos sugieren que altos
niveles de NANOG se asocian con fenotipos tumorales agresivos, existen resultados
controvertidos sobre la posible relevancia pronéstica de este factor.

Los resultados presentados en esta tesis demuestran por primera vez la relevancia
clinica de la expresiéon de NANOG en estadios precoces de la tumorigénesis oral. En la
cohorte de 55 displasias orales epiteliales, la expresién nuclear y citoplasmatica de
NANOG se detecta de forma temprana en displasias epiteliales orales, mientras que la
expresion es negativa en el epitelio normal adyacente. Ademads, se observd una
asociacion significativa entre la expresion citoplasmatica de NANOG y el consumo de
alcohol en los 31 pacientes con datos disponibles. Segun Vasiliou y cols. (249), el alcohol
puede aumentar los niveles de expresion de la proteina NANOG a través de la via TLR4,

gue a su vez induce la expresion de IGF2BP3, y éste inhibe la funcién de p53, siendo ésta
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ultima diana frecuentemente asociada con alteraciones precoces displasicas en la
mucosa oral (94) y la cancerizacion de campo (83).

Otra importante evidencia original de este estudio ha sido la asociacidn significativa
entre la expresidon positiva de NANOG en las displasias orales, tanto a nivel
citoplasmdtico como nuclear, con un mayor riesgo de progresién a carcinoma invasivo
(p =0,02y p =0,04, respectivamente). En otras palabras, el 60% de los pacientes con
expresion intensa de NANOG citoplasmatico y el 100% de los pacientes con expresién
nuclear positiva de NANOG desarrollaron un COCE.

El analisis de la supervivencia libre de cancer también aporta valiosa informacién a
este estudio. El grado de displasia se correlaciond de forma significativa con la
supervivencia libre de cancer, de forma que los pacientes con displasias de alto grado
mostraron significativamente una menor supervivencia libre de cancer. Ademas, y de
forma consistente, tanto los pacientes con expresién citoplasmdatica como nuclear de
NANOG mostraron tiempos de supervivencia libres de céncer significativamente
menores que aquellos pacientes con expresion negativa. Es mas, el tiempo de
supervivencia libre de cancer fue menor cuanto mayor era la intensidad de la tincion de
NANOG (test de long-rank, p = 0,002).

En el anadlisis multivariante de Cox, el grado histopatoldgico fue el Unico predictor
independiente significativo del desarrollo de cancer oral en este estudio. Sin embargo,
los pacientes con lesiones que tenian una fuerte expresion citoplasmatica de NANOG
mostraron un mayor riesgo de progresion (HR>4), dato que se aproximo a la significacidon
estadistica (p = 0,07). No obstante, dado que la expresion de NANOG se detectd sdlo en
5 de los 12 pacientes con TOPC que posteriormente desarrollaron un carcinoma, esto
podria sugerir que NANOG contribuye parcialmente como un gen conductor “driver” o
promotor activo de la tumorigénesis en la cavidad oral. La falta de expresion de NANOG
en el resto de TOPC que posteriormente progresaron a un COCE podria ser explicada
por razones témporo-espaciales, puesto que seria razonable suponer que la biopsia se
haya realizado antes de que se produjera la expresion andmala de NANOG, o que el
carcinoma se haya desarrollado en lesiones clinicamente imperceptibles en el momento

de la biopsia y consecuentemente no exploradas ni analizadas.
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Expresion de NANOG en los COCE. Significado clinico y prondstico

Para ampliar y extender significativamente nuestros datos obtenidos sobre la
cohorte de TOPC, en este estudio también se incluyd un andlisis de la expresién de la
proteina NANOG en una cohorte de 125 pacientes con COCE. Estos pacientes fueron
diagnosticados y tratados homogéneamente mediante cirugia en la misma institucion,
el Hospital Universitario Central de Asturias. La expresion positiva de NANOG se detectd
en 39 (31%) de las 125 muestras de COCE analizadas y se asocio significativamente con
el consumo de tabaco y alcohol. Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer
estudio que informa sobre la asociacidn entre la expresion de NANOG y el consumo de
tabaco y alcohol en el cancer, lo cual desvela un posible vinculo entre NANOG como
marcador de CTTs y los carcindgenos clasicos en los COCE.

El gen p53 funciona como un factor transcripcional y controlador clave de la calidad
del ADN durante el ciclo celular, cuyo gen TP53 ha sido ampliamente relacionado con la
carcinogénesis de los CECC, y también es bien conocido que se encuentra frecuente y
tipicamente mutado en los canceres relacionados con el consumo de tabaco. Lee y cols.
(250) observaron que existe una asociacion positiva entre la expresién de NANOG vy la
mutacién de TP53. Estas observaciones sugieren que el consumo de alcohol y tabaco
podrian ser desencadenantes de la carcinogénesis en la cavidad oral, regulando no solo
la actividad de p53 de forma temprana, sino también la expresién y funcion de factores
reguladores de las CTTs, como NANOG, que tienen un papel clave en la iniciacion
tumoral. En este aspecto, se ha demostrado que la nicotina induce la expresién de
distintos marcadores de CTTs como NANOG, OCT4, CD44 y BMI1, y es capaz de aumentar
las propiedades stem y el potencial tumorigénico de las CTTs en modelos de CECC in
vitro e in vivo (251). No obstante, se necesitan mds estudios para demostrar
funcionalmente esta relacion y los posibles mecanismos implicados.

En nuestra cohorte de pacientes con COCE no se observaron otras asociaciones
estadisticamente significativas en nuestras series entre la expresion de NANOG vy otros
factores prondsticos conocidos, como el estadio clinico, el tamafio tumoral o la
afectacién ganglionar metastasica. De forma similar a nuestros resultados, Rasti y cols.

(239) informaron que la expresién de NANOG tampoco se asocié con ningun parametro
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histopatoldgico en carcinomas de células renales, aunque la expresion citoplasmatica
de NANOG se asocio de forma significativa con menores tasas de supervivencia.

Al evaluar el impacto de la expresidn citoplasmatica de NANOG en la supervivencia
especifica de enfermedad en los pacientes con COCE, observamos una mayor
supervivencia en pacientes con expresién positiva de NANOG, aunque esta asociacién
no alcanzé significacién estadistica.

Por otro lado, el analisis de los niveles de ARNm de NANOG en 172 casos de COCE
de la cohorte del “The Cancer Genomes Atlas” (TCGA) aportd valiosa informacién
complementaria a este estudio. Por un lado, como validacién de nuestros resultados de
NANOG a nivel de proteina en una amplia serie independiente de pacientes con COCE y
por otro lado proporciona importante informacién adicional acerca de los mecanismos
de regulacién de la expresion de NANOG en estos tumores. En este sentido, se halld
también una mayor supervivencia en pacientes con altos niveles de ARNm de NANOG,
resultados concordantes con lo observado para la proteina en nuestra cohorte de
pacientes con COCE. En linea con estos resultados, también encontramos que la
expresion de NANOG era mas frecuente en tumores de tamanos pequefios (pTNO),
estadios tumorales tempranos (I-1l) y en pacientes sin metastasis en ganglios cervicales
(NO) ni recidivas tumorales. En concordancia, la alta expresion de otros dos factores
implicados en la reprogramacion celular, en concreto OCT4 y SOX2, se ha asociado con
estadios tumorales mds tempranos, tamaios tumorales pequefios y con la ausencia de
metdstasis ganglionares. Ademas, altos niveles de expresion de SOX2 se han asociado
con mayor supervivencia especifica de enfermedad en pacientes con COCE (181).

Ademas, también encontramos que la expresion de NANOG fue mas frecuente en
tumores poco o moderadamente diferenciados en comparacion con los bien
diferenciados, pero esta asociacién no resultd estadisticamente significativa. Estos
hallazgos podrian reflejar la pluripotencialidad de las CTTs y de las células cancerosas
invasivas (252,253), mostrando que la expresién de NANOG no se limita sélo a las CTTs
sino también a células indiferenciadas y altamente proliferativas. Por lo tanto, los
tumores con una expresion negativa de NANOG podrian contener un ndmero limitado
de células indiferenciadas de COCE, incluyendo CTTs (247). Esto sugiere que NANOG
podria ser importante para el mantenimiento del estado indiferenciado de las células

tumorales y para el desarrollo de resistencia al tratamiento (247).
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Existen resultados contradictorios en cuanto al valor prondstico de la expresion de
la proteina NANOG. Las posibles explicaciones a las diferencias observadas podrian
incluir diferencias en cuanto a la metodologia o la evaluaciéon inmunohistoquimica de la
expresion de NANOG (como por ejemplo el uso de diferentes anticuerpos o el uso de
distintos sistemas de evaluacion y/o puntuacién de la tincidn), la heterogeneidad de la
poblacidn muestral y la heterogeneidad morfoldgica o genética de los diferentes tipos
de tumores soélidos. De acuerdo con las evidencias aqui presentadas, es plausible que
estas discrepancias puedan reflejar también un papel mas prominente de la expresién
de NANOG en los estadios precoces de la carcinogénesis oral como factor iniciador
tumoral, en lugar de un factor prondstico en los estadios avanzados de la enfermedad
neoplasica.

El analisis in silico de los datos del transcriptoma del TCGA (142) contribuyd mas alla
a demostrar aspectos mecanisticos de la regulacion de la expresion del ARNm de
NANOG y otros genes relacionados con CTTs en pacientes con COCE, proporcionando
valiosa informacién que se resumen en los siguientes items:

i. Se detectan niveles elevados de expresién del ARNm de NANOG en COCE,
aunque su frecuencia es mucho menor que la expresién detectada para la
proteina NANOG, lo que sugiere la participacién de mecanismos post-
transcripcionales.

ii. Dentro de los pacientes con COCE, también se detectan niveles elevados de
ARNm de otros genes relacionados con CTTs (como OCT4, SOX2 y PDPN),
aungue estas alteraciones no se superponian, ni tampoco con los niveles de
ARNm de NANOG. Esto indicaria que la regulacién transcripcional de NANOG
en COCE parece independiente de OCT4.

iii. Tampoco se observé superposicidn entre la expresion de las proteinas
NANOG y PDPN en los TOPC, a pesar de que la expresidon de cada proteina
predice significativamente un mayor riesgo de progresidon maligna, lo que
sugiere un papel independiente de estas proteinas durante la carcinogénesis
oral y la existencia de diferentes subpoblaciones de CTTs o CITs en estas

lesiones.
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iv.  Los pacientes con altos niveles de ARNm de NANOG mostraron una mayor
supervivencia, como también se observo para los pacientes con expresion de

NANOG a nivel de proteina en nuestra cohorte de COCE.

Expresion de SOX2 en los TOPC

Como ya hemos mencionado anteriormente, al conjunto de células pertenecientes
a una subpoblacidn celular tumoral con capacidad de iniciar tumores y de mantener la
auto-renovacién tumoral se le conoce como CTTs (197). El gen SOX2 es un factor de
transcripcidon que se encuentra naturalmente implicado en multiples vias de
transduccion de senales y se ha demostrado que se encuentra involucrado tanto en el
desarrollo normal como en procesos patolégicos, tales como la proliferacion celular, la
migracion, la invasion, la pluripotencialidad, la tumorigénesis, la evasion de la apoptosis
y la quimiorresistencia (187,188).

El gen SOX2 se localiza en 3926, una region frecuentemente amplificada en varios
tipos de cancer, entre los que se encuentran los CECC y los COCE. Actualmente, se ha
establecido como un importante marcador de CTTs y una molécula clave en el desarrollo
de la tumorigénesis de diferentes tipos de cancer (254) y, en consecuencia, se ha
propuesto como un oncogén (255,256). Existen varios estudios realizados para
profundizar en el conocimiento del papel de SOX2 en el desarrollo tumoral y su posible
funcién en las CTTs. Arnold y cols. (257) informaron de que las células troncales
epiteliales adultas que expresan SOX2 pueden ser nidos residuales de células troncales
que se originan a partir de progenitores tisulares embrionarios positivos para SOX2. Cai
cols. (258) investigaron los papeles de OCT4 y SOX2 en la reprogramacion de las células
troncales en el cancer oral. Mediante la transduccién lentiviral, consiguieron
inmortalizar células epiteliales orales y descubrieron que las células con doble
transduccion positiva para OCT4 y SOX2 podian desencadenar la formacion de tumores
en ratones inmunodeficientes; sin embargo, aquellas células con transduccién simple,
bien para OCT4 o para SOX2, no mostraron esa capacidad tumorigénica. También
informaron que la carcinogénesis oral puede derivar de las células troncales

reprogramadas con expresion positiva de OCT4 y SOX2, en las que SOX2 juega un papel
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importante en la regulacion del nicho de CTTs (258). Por consiguiente, se ha propuesto
gue, en ausencia de la expresion de SOX2, se impediria la autorrenovacion de las CTTs
qgue sostiene el crecimiento tumoral; por ello, Cai y cols. (258) han propuesto la
inhibicion de SOX2 como una prometedora diana terapéutica para el cancer oral.

Los estudios publicados hasta la fecha que evaltan la expresion de SOX2 y su
relevancia clinica y prondstica en el COCE han arrojado resultados contradictorios. Se ha
descrito que una expresion alta de SOX2 se asocia significativamente con una peor
supervivencia en COCE con ganglios negativos (259), mientras que otros autores han
encontrado que una expresidn alta de SOX2 se correlaciond con metastasis regionales
en los ganglios linfaticos (192,256,260). Esto ultimo podria explicarse por el papel
relevante de SOX2 como un inductor de la transicién epitelio-mesénquima, actuando a
través de las vias de sefializacion de Wnt / B-catenina y fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)
promoviendo la oncogénesis, la invasion y la diseminacién metastasica (261,262). Sin
embargo, también podemos encontrar el punto de vista opuesto en los pacientes con
COCE en estadios tempranos, donde se ha correlacionado la regulacion positiva de SOX2
con una menor incidencia de metastasis en los ganglios linfaticos (181,263). La
controversia de estos resultados podria explicarse en base a la heterogeneidad de los
diferentes tumores, asi como por los distintos mecanismos moleculares subyacentes al
complejo proceso de metdstasis. La mayoria de los estudios mostraron que la
sobreexpresion de SOX2 promueve la progresidon del cancer; sin embargo, también se
ha reportado que la sobreexpresion de SOX2 inhibe la proliferacion celular (254).
Ademas, se cree que SOX2 estabiliza el fenotipo de las células troncales y promueve la
transicion epitelio-mesénquima (264) y, en contraposicidn, en otras en publicaciones se
describe que SOX2 podria prevenir la transicion epitelio-mesénquima, atenuando asi el
fenotipo invasivo (265).

La mayoria de los estudios han demostrado que la tasa de supervivencia de
pacientes con COCE que expresan niveles bajos de SOX2 es mayor que en aquellos con
niveles altos de SOX2 (254), aunque Zillig y cols. (263) y Fu y cols. (181) encontraron
gue una expresién baja de SOX2 se asocid significativamente con una peor
supervivencia. Del mismo modo, otros estudios sobre carcinomas de células escamosas
de distintas localizaciones describieron una asociacidén entre la expresion elevada de

SOX2 con una mayor supervivencia (266-269).
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Como sistemas de clasificacion de las displasias epiteliales orales, tenemos el
sistema de tres niveles y el sistema binario (155), el cual aun no ha sido validado para la
cavidad oral. Se ha demostrado que SOX2 desempefia un papel central en el
mantenimiento de la pluripotencialidad de las CTTs y la autorrenovacion (257),
emergiendo asi como un marcador prometedor para la carcinogénesis oral. Luiz cols.
(198) realizaron un estudio retrospectivo para comparar la expresiéon de SOX2 en
leucoplasias orales con la mucosa oral normal, y describieron que la expresion de SOX2
era mayor en leucoplasias orales, aunque no evaluaron la relaciéon con el riesgo de
cancer oral.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que investiga la expresion de la
proteina SOX2 a lo largo de las diferentes etapas de la carcinogénesis oral, desde
leucoplasias orales a carcinomas invasivos, para determinar su contribucion tanto en el
desarrollo e iniciacion tumoral como en las etapas mas tardias de la progresion de la
enfermedad.

Se conoce que la presencia de caracteristicas displdsicas en el epitelio de la cavidad
oral es relevante para la transformacidon maligna de las leucoplasias orales. En nuestro
estudio, los pacientes con displasia de alto grado mostraron un riesgo significativamente
mayor de progresiéon maligna (HR = 19.08). Ademas, se observd una asociacion
significativa entre el grado de displasia y la expresion de SOX2, de forma que a mayor
grado de displasia, mayor expresion de esta proteina tanto en la clasificacién de la OMS
como en la binaria y de forma consistente en los diferentes puntos de corte empleados
para la expresion de SOX2 (p = 0,001 y p = 0,002, respectivamente, en el caso de
SOX2>10%, y p =0,055 y p = 0,02, respectivamente, en el caso de SOX2any).

Nuestros resultados también revelan por primera vez la expresién de SOX2 como un
predictor significativo del riesgo de desarrollo de cancer (HR de 6.13 y 5.75 dependiendo
del punto de corte de SOX2 utilizado). Aln mds importante, la clasificacion del grado de
displasia y la expresidn de SOX2 fueron predictores independientes significativos del

riesgo de cancer oral en el andlisis multivariante.
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Expresion de SOX2 en los COCE. Significado clinico y prondstico

La expresiéon de SOX2 también se ha analizado durante la progresién tumoral de los
COCE. Freiery cols. (270) encontraron expresion de SOX2 en un 18% de los COCE, y otros
estudios sobre CECC de laringe, faringe y cavidad oral encontraron frecuencias de hasta
el 86% (155,271-273). En nuestra cohorte de 125 muestras de COCE, se detectd una
expresion positiva de SOX2 en el 39% de los tumores, mientras que las frecuencias de
expresion de SOX2 informadas en un estudio anterior, realizado en nuestro laboratorio
para tumores con otras localizaciones dentro de la regién de cabeza y cuello, fueron del
38% en hipofaringe, el 42% en laringe y el 14% en cancer sinusonasal. En consecuencia,
las frecuencias de expresion de SOX2 en la cavidad oral fueron similares a las observadas
en tejidos vecinos como la hipofaringe y la laringe, pero mucho mas altas que en el tracto
sinusonasal. En nuestro estudio, la expresiéon de SOX2 no se correlacion6 con la
clasificacién T, metdstasis en los ganglios linfaticos del cuello, estadio de la enfermedad,
grado histoldgico, recidiva tumoral ni desarrollo de un segundo carcinoma primario.

El andlisis in silico de los datos de ARNseq en 172 pacientes con COCE de la cohorte
CECC del TCGA (142) contribuy6 ademas a demostrar que los niveles de ARNm de SOX2
estaban aumentados en el 13% de los pacientes con COCE. Ademas, la amplificacion del
gen SOX2 se observé en el 13% de los casos; sin embargo, sélo el 5% de los casos que
albergaban la amplificacién de SOX2 se acompanaron concomitantemente de una
mayor expresion del ARNm, lo que indica que mecanismos adicionales deben estar
contribuyendo a la expresion de SOX2 en el COCE. En este sentido, existen varios
plausibles mecanismos reguladores de la transcripcion, como los factores de
transcripcién OCT4 y YAP1 o HIFla, que se ha demostrado modulan la expresién de
SOX2 (274,275). Ademas, la expresion de la proteina SOX2 se detectd en porcentajes
mas altos (38%) en nuestra cohorte de COCE que la expresion del ARNm de SOX2 (13%),
lo que sugiere la posible participacion de mecanismos post-transcripcionales. Se han
descrito observaciones similares para otros factores relacionados con CTTs, como los
hallados en el estudio NANOG o PDPN, detectados en mas del 30% de los pacientes con
COCE a nivel de proteina (276), en comparacion con los niveles de ARNm del 3%

encontrados en la cohorte de 172 pacientes con COCE del TCGA.
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De forma andloga a lo observado para la expresion de NANOG en los COCE, la
expresion de SOX2 se detectd con mayor frecuencia en tumores de menor tamafio,
tumores NO con ausencia de metdastasis y estadios precoces (I-11) de la enfermedad.
Concordantemente, los pacientes con expresion positiva de SOX2 exhibieron una mejor
supervivencia que aquellos con expresidn negativa, aunque las diferencias no
alcanzaron significacion estadistica (p = 0,07).

Es posible que todos los resultados contradictorios sobre el significado prondstico
de SOX2 descritos hasta ahora en la literatura estén relacionados con diferencias
metodoldgicas en la evaluacién inmunohistoquimica de SOX2, diferencias entre las
cohortes de pacientes analizadas o debidas a la heterogeneidad morfoldgica y genética
observada en los tumores sdlidos. Otra posible explicacion puede ser que tanto la
amplificacion como la expresion de SOX2 jueguen un papel critico como eventos
tempranos en la formacion del tumor, y que este gen pierda relevancia en etapas
posteriores de la progresion tumoral, el desarrollo de fenotipos mas agresivos de la
enfermedad o durante la diseminacion metastasica (22). Los resultados concordantes
obtenidos del estudio de NANOG y SOX2, ambos factores de pluripotencialidad

implicados en la iniciacion tumoral, avalan esta hipdtesis.

COEXPRESION DE NANOG Y SOX2

Los factores de transcripcion SOX2 y NANOG son dos proteinas funcionalmente
relacionadas, por lo que en este estudio también exploramos el posible papel de la
expresion conjunta de SOX2 y NANOG en el riesgo de progresion a cancer oral. Los
resultados arrojaron datos muy interesantes, puesto que pacientes con displasias con
coexpresion de ambas proteinas, ya sea NANOG citoplasmatico o nuclear y SOX2
(independientemente del punto de corte SOX2>10% o SOX2any), mostraron
consistentemente un riesgo significativamente mayor de progresion a cancer oral, en
comparacion con aquellos pacientes con displasias con expresiéon de una de las dos
proteinas o pacientes con expresion negativa de los dos factores. Esto sugiere un papel

oncogénico cooperativo de estas dos proteinas en la oncogénesis oral.
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CONCLUSIONES

Como parte final de este estudio, el andlisis de los resultados permite obtener

las siguientes conclusiones:

1. La expresion de NANOG y SOX2 se detecta de forma temprana en la
tumorigénesis oral, en el 16% y 29% de las displasias orales, respectivamente,
mientras que no se observd expresion de estas proteinas en el epitelio normal

adyacente.

2. La expresién citoplasmatica de NANOG vy la expresiéon nuclear de SOX2 se
asociaron significativamente con el grado de displasia, y con un mayor riesgo de
progresiéon a carcinoma oral en pacientes con TOPC. Los casos con expresion
conjunta de ambas proteinas exhibieron un mayor riesgo de progresion,
comparado con la expresién individual, lo que sugiere un papel cooperativo de

ambos factores.

3. La expresion nuclear de SOX2 y el grado de displasia fueron predictores
independientes del riesgo de desarrollo de cancer oral en el anilisis
multivariante, lo que avala una posible aplicacion clinica conjunta para mejorar

la evaluacion del riesgo de cancer en pacientes con TOPC.

4. La expresion citoplasmatica de NANOG y nuclear de SOX2 fue detectada en el
31% y 39% de los pacientes con COCE, respectivamente. De forma andloga,
también se observé aumento en los niveles de ARNm de NANOG y SOX2, aunque
con una menor frecuencia (3-13%) que lo observado a nivel proteina, lo que

refleja una posible regulacién por mecanismos post-transcripcionales.

5. La expresién de NANOG se asocio significativamente con el consumo de tabaco

y alcohol en pacientes con COCE.
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6. No se hallaron asociaciones significativas de la expresion de NANOG y SOX2 con

las variables clinicopatoldgicas o el prondstico de los pacientes con COCE.

7. La expresion de NANOG y SOX2 era mas frecuente en estadios tumorales
tempranos (I-1l) y tumores sin metdstasis ganglionares cervicales (NO) y se
asociaba con una mejor supervivencia. Estos resultados refuerzan un papel mas
prominente para NANOG y SOX2 en la carcinogénesis oral y transformacién

maligna, en lugar en estadios avanzados de la progresion de los COCE.
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Abstract: NANOG, a key regulator of pluripotency and self-renewal in embryonic and adult stem
cells, is frequently overexpressed in multiple cancers, including oral squamous cell carcinoma
(OSCQ). It has been frequently associated with poor outcomes in epithelial cancers, and recently
implicated in laryngeal tumorigenesis. On this basis, we investigated the role of NANOG protein
expression as an early cancer risk biomarker in oral potentially malignant disorders (OPMD), and the
impact on prognosis and disease outcomes in OSCC patients. NANOG expression was evaluated
by immunohistochemistry in 55 patients with oral epithelial dysplasia, and 125 OSCC patients.
Correlations with clinical and follow-up data were assessed. Nuclear NANOG expression was detected
in 2 (3.6%) and cytoplasmic NANOG expression in 9 (16.4%) oral dysplasias. NANOG expression
increased with the grade of dysplasia. Cytoplasmic NANOG expression and the histopathological
grading were significantly correlated with oral cancer risk, although dysplasia grading was the only
significant independent predictor of oral cancer development in multivariate analyses. Cytoplasmic
NANOG expression was also detected in 39 (31%) OSCC samples. Positive NANOG expression
was significantly associated with tobacco and alcohol consumption, and was more frequent in pNO
tumors, early I-II stages. These data unveil the clinical relevance of NANOG in early stages of OSCC
tumorigenesis rather than in advanced neoplastic disease. NANOG expression emerges as an early
predictor of oral cancer risk in patients with OPMD.

Keywords: oral squamous cell carcinoma; oral cancer risk; oral epithelial dysplasia;
NANOG; immunohistochemistry
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1. Introduction

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignancy characterized by genomic instability,
cellular heterogeneity, and a dismal prognosis, since more than 50% of patients still die of this disease or
complications within 5 years [1]. OSCC may develop from histologically normal oral mucosa or from
oral potentially malignant disorders (OPMDs), such as oral leukoplakia (OLK), erythroplakia, or lichen
planus, in a process which takes place at the normal epithelium, progressing through hyperplasia
to dysplasia and culminating in an invasive carcinoma [2]. OPMDs may show many of the genetic
alterations which are present in OSCC [3], even in the absence of histologically defined dysplasia [4],
which currently remains the best predictor of progression to invasive carcinoma [5].

In view of an emerging concept of carcinogenesis, the cancer stem cell hypothesis, a subpopulation
of cells termed as cancer stem cells (C5Cs) or tumor initiating cells (TICs) play a crucial role not only in
tumor initiation and maintenance, but also in tumor aggressiveness, microenvironment modulation,
evasion of apoptosis, and metastatic spreading [6-10]. The early transcription factors NANOG,
OCT4, and 50X2 play pivotal roles in the maintenance of pluripotency and self-renewal capability
in both embryonic and adult stem cells. In addition, it has been demonstrated that these factors
are key regulators of CSCs properties and self-renewal in head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCC) [11]. Specifically, NANOG has been shown to be upregulated in different types of cancers
including OSCC, and its overexpression has been correlated with poor differentiation status, poor
prognosis, and chemoresistance [11,12], suggesting that NANOG may promote aggressive tumor
phenotypes [13]. However, Hwang et al. [14] and Vaz et al. [15] respectively found that NANOG
expression was not related to prognosis in esophageal and rectal cancers. Therefore, the prognostic
value of NANOG expression in solid tumors remains controversial. On the other hand, a recent paper
by Rodrigoet al. [16] uncovered a novel role for NANOG in the early stages of laryngeal tumorigenesis,
and more importantly, its clinical application as a biomarker for cancer risk assessment in patients
with laryngeal precancerous lesions.

The present study was conducted to comprehensively investigate the clinical relevance of NANOG
expression in both early stages of oral carcinogenesis and late stages of disease progression, by analyzing
NANOG protein expression using immunohistochemistry in large series of oral dysplastic lesions and
OSCC tissue specimens, to establish correlations with the risk of progression to oral cancer, impact on
OSCC prognosis and patient outcome.

2. Methods and Materials

2.1. Patients and Tissue Specimens

Surgical tissue specimens from 55 patients with a diagnosis of oral epithelial dysplasia at the
Hospital Universitario Central de Asturias between 2000 and 2005 were retrospectively collected.
Patients included in this study had to meet the following criteria: (i) pathological diagnosis of oral
epithelial dysplasia; (ii) feature lesions of the oral mucosa (leukoplakia); (iii) no previous history of
head and neck cancer, (iv) complete excisional biopsy of the lesion; and (v) a minimum follow-up of
five years (or until progression to malignancy occurred). Fifty-five patients who met these criteria
were included in this study. Patients were followed-up every two months for the first six months
after completing the treatment, every three months until the second year, and every six months
thereafter. Representative tissue sections were obtained from archival, paraffin-embedded blocks and
the histological diagnosis was confirmed by an experienced pathologist. The premalignant lesions
were classified into the categories of low-grade and high-grade dysplasia, following the current WHO
classification [17]. Alveolar mucosa obtained from unerupter third molars surgery was used as control.
All patients gave their consent to excise this normal tissue.

Additionally, an independent cohort of 125 patients with histologically confirmed OSCC who
underwent surgical treatment with curative purposes at the Hospital Universitario Central de Asturias
between 1996 and 2007 were retrospectively collected, in accordance with approved institutional review
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board guidelines. All experimental procedures were conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki and approved by the Institutional Ethics Committee of the Hospital Universitario Central
de Asturias and by the Regional CEIC from Principado de Asturias (date of approval 5 May 2016;
approval number: 70/16) for the project PI16/00280. Informed consent was obtained from all patients.
Clinicopathologic data were collected from medical records, as summarized in Supplementary Table
S1. Tissue samples and data from donors included in this study were provided by the Principado de
Asturias BioBank (PT17/0015/0023), integrated in the Spanish National Biobanks Network and they
were processed following standard operating procedures with the appropriate approval of the Ethical
and Scientific Committees. Representative tissue samples were obtained from archival, formalin-fixed
paraffin-embedded blocks to construct tissue microarrays.

2.2. Tissue Microarray (TMA) Construction

Three morphological representative areas were selected from each individual paraffin block,
and 1 mm diameter tissue cores were transferred to the recipient master block to construct the
TMAs. The original archived hematoxylin- and eosin-stained slides were reviewed by an experienced
pathologist, who identified the areas of interest and confirmed the histological diagnosis. Each TMA
block also included three cores of normal epithelium as an internal control. These samples were
obtained from non-oncological patients undergoing oral surgery. In order to check the histopathological
diagnosis and the adequacy of tissue sampling, a section from each microarray was stained with
hematoxylin and eosin and examined by light microscopy.

2.3. Immunohistochemistry (IHC)

The TMAs were cut into 3 pm sections and dried on Flex IHC microscope slides (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark). The sections were deparaffinized with standard xylene and hydrated through
graded alcohols into water. Antigen retrieval was performed by heating the sections with Envision
Flex Target Retrieval solution, high pH (Dako). Staining was performed at room temperature on an
automatic staining workstation (Dako Autostainer Plus, Dako) with NANOG (D73G4) XP® rabbit
monoclonal antibody (Cell Signaling technology, Inc.) at 1:200 dilution, using the Dako EnVision Flex
+ Visualization System (Dako Autostainer, DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Negative controls
were prepared by omitting the primary antibody. Counterstaining with hematoxylin was the final step.

The IHC results were independently evaluated by two observers (JPR, and JMG-P), blinded
to clinical data. Given that CSC subpopulations could represent a very small percentage of cells,
hence NANOG expression in few cells even as low as 1% could be intrinsically meaningful into
the CSC concept. Taking this into consideration, any NANOG—positive cell was considered even
1% of positive cells. A semiquantitative scoring system based on staining intensity was applied, as
previously established [16], divided into three categories: negative (absence of staining, score 0); weak
to moderate (some cytoplasmic staining in dysplastic areas, score 1); and strong protein expression
(intense and homogeneous cytoplasmic staining in dysplastic areas, score 2), with an inter-cbserver
concordance higher than 95%. As in some cases nuclear staining was observed, the cases were also
scored as positive/negative based on the presence of nuclear staining in dysplastic areas. In OSCC,
also a semiquantitative scoring system based on staining intensity was applied as: negative (0), weak
(1) and strong protein expression (2), as previously established [18]. Since any NANOG-positive
staining could be meaningful, these criteria were used as a cut-off point to establish positive NANOG
expression (scores 1 and 2) vs. negative expression (score 0). Human seminoma was used as positive
control, showing strong nuclear NANOG staining.

2.4. Statistical Analysis

Bivariate analyses by %2 and Fisher’s exact tests were used for comparison between NANOG
expression and clinicopathological categorical variables. Disease-specific survival (DS5) was
determined for the date of treatment completion to death for the tumor. For time-to-event analysis,
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survival curves were estimated using the Kaplan-Meier method. The log-rank test was used to compare
the survival curves. Hazard ratios (HR), with their 95% confidence intervals (CI) for clinicopathological
variables, were calculated using the univariate Cox proportional hazards model. All tests were
two-sided and p values less than 0.05 were considered statistically significant. All statistical analyses
were performed using SPS5 version 18 (IBM Co., Armonk, NY, USA).

3. Results

3.1. Patient Characteristics

A total of 55 patients diagnosed with oral epithelial dysplasia were selected for study. Twenty-six
patients (53%) were men and the remaining 29 women (47%), with a mean age of 62.61 years (5D 12.56,
range 39 to 83 years). Regarding tobacco and alcohol consumption, information was only available
for 31 patients, and ten of these patients (32%) were smokers and 4 (13%) habitual alcohol drinkers.
Forty-two of 55 patients (76%) were classified as low-grade dysplasia, and 13 (24%) as high-grade
dysplasia, according to the current WHO classification [17].

The clinical and pathological characteristics of the 125 OSCC patients selected for study are shown
in Supplementary Table 51. This cohort was composed of 82 (66%) men and 43 (34%) women, with a
median age of 57 years ranging from 28 to 91 years. Eighty-four patients (67%) were smokers and 69
(55%) were habitual alcohol drinkers. Most of the tumors were well differentiated (64%), more than
50% of cases were in advanced clinical stages (III or IV), and the most common site of tumor origin
was the tongue (41%) followed by the floor of the mouth (30%). Neck node metastases were present in
49 (39%) cases, and local recurrences were found in 54 (43%) cases. No patient had distant metastasis
at the time of diagnosis. Adjuvant radiotherapy was administered to 75 patients (60%), and adjuvant
chemotherapy was administered to 14 patients (11.2%).

3.2. Immunohistochemical Analysis of NANOG Expression in Oral Epithelial Dysplasias

NANOG protein expression was evaluated by immunohistochemistry in a set of 55 oral epithelial
dysplasias. Nuclear NANOG expression was detected in 2 (3.6%) cases. Positive cytoplasmic NANOG
expression was detected in 9 (16.4%) oral dysplasias: five (9.1%) lesions showed strong staining (score 2)
and four (7.2%) lesions weak to moderate staining (score 1). Figure 1 shows representative examples of
nuclear/cytoplasmic NANOG expression in oral dysplasias, compared to the negative expression in
normal adjacent epithelia (Figure 1A—C). Strong nuclear NANOG staining was detected in human
seminoma, used as a positive control (Figure 1D).

Cytoplasmic NANOG expression was significantly correlated with the histopathological
classification. Thus, 4 (10%) of 42 lesions with low-grade dysplasia, and 5 (38%) of 13 lesions
with high-grade dysplasia exhibited cytoplasmic NANOG protein expression (Fisher’s exact test
p = 0.02) (Table 1). Nuclear NANOG expression showed a trend to associate with a higher grade of
dysplasia (Fisher’s exact test p = 0.05) (Table 1).
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Figure 1. Immunohistochemical analysis of NANOG expression in oral epithelial dysplasias and oral
squamous cell carcinoma (OSCC). The normal adjacent epithelium exhibited negative staining (A).
Representative examples of oral dysplasias showing negative (B), and positive NANOG staining (C),
human seminoma as a positive control (D). Examples of oral squamous cell carcinomas with positive

(E), and negative NANOG staining (F). Magnification 200x. Scale bar 200 pm.

Table 1. Associations between NANOG protein expression and clinicopathological features in patients

with oral dysplasia.
Cytoplasmic NANOG Protein Nuclear NANOG
Characteristic Staniuiy; Seoses r* Expression pt
0 1 2 Negative Positive
Age (years), Mean (SD) 63 (12) 57 (18) 65 (14) 0.69 62(13)  69(13) 046
Gender, number (%)
Female 26 (90) 1(3) 2(7) 0.42 28 (97) 1(3)
Male 20 (77) 3 (11) 3(11) 25 (96) 1(4)
Smoking, number (%)
Yes 7 (70) 1(10) 2(20) 1.00 10 (100) 0(0) 1.00
No 16 (76) 2(10) 3(14) 19 (90) 2(10)
Ethanol intake, number (%)
Yes 1(25) 2 (50) 1(25) 0.02 4 (100) 0(0) 1.00
No 22 (81) 1(4) 4(15) 25 (93) 2(7)
Dysplasia grading
Low-grade 38 (90) 1(3) 3(7) 0.02 42 (100) 0(0) 0.05
High-grade 8(62) 3(23) 2(15) 11 (85) 2(15)

* Chi square and ' Fisher's exact tests. Data on tobacco and alcohol intake was only available for 31 patients.
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3.3. Association of NANOG Protein Expression with Oral Cancer Risk

During the follow-up period, 12 (22%) of 55 patients developed an invasive OSCC at the same
site of the previous premalignant lesion. The mean and median times to cancer diagnosis in the
cases that progressed were 184 months (range 145 to 222 months) and 192 months (range 24 to 359
months), respectively. The histopathological grade of dysplasia was significantly correlated with the
risk of progression from oral epithelial dysplasia to invasive carcinoma in the present cohort (p < 0.001;
Table 2). In addition, patients harboring NANOG-positive dysplasias either considering cytoplasmic
or nuclear NANOG expression were consistently and significantly associated with an increased risk
of progression to oral cancer (p = 0.02 and p = 0.04, respectively) (Table 2). Univariate Kaplan-Meier
and Cox analysis also showed that cytoplasmic NANOG, nuclear NANOG, and the histological grade
of dysplasia were significantly associated with oral cancer risk (p = 0.002, p = 0.001 and p < 0.001,
respectively) (Table 3 and Figure 2). When these three factors were simultaneously analyzed using a
multivariate Cox analysis, dysplasia grading was the only significant independent predictor of oral
cancer development (HR = 17.88, 95% CI 3.59 to 89.04; p < 0.001) (Table 4). In addition, patients
carrying strong cytoplasmic NANOG expression (score 2) experienced a higher progression to OSCC
than those with negative to moderate (scores 0 and 1) expression, and these differences almost reached
statistical significance (HR = 4.35, 95% CI 0.88 to 22.42; p = 0.07).

Table 2. Evolution of the premalignant lesions in relation to histopathological diagnosis, and nuclear
and cytoplasmic NANOG expression.

Characteristic Number of Cases (%) Progression to Carcinoma (%) r
Dysplasia Grade
Low-grade 42 (76) 2(5) <0.001 *
High-grade 13 (24) 10 (77)
Cytoplasmic NANOG
Score 0 46 (84) 7 (15) o *
Score 1 4(7) 2 (50)
Score 2 5(9) 3 (60)
Nuclear NANOG expression
Negative 53 (96) 10 (19) 004t
Positive 2(4) 2 (100)

* Chi square and * Fisher's exact tests.

Table 3. Univariate Kaplan-Meier and Cox cancer-free survival analysis in 55 patients with oral
dysplasias categorized by dysplasia grading, and cytoplasmic and nuclear NANOG expression.

Mean Cancer-Free 95%
Characteristic CI:;S PE;:E:::;&] Survival Time (95% P HRa:::;d Confidence
Ch Interval
Dysplasia Grade
Low-grade 42 40 (95) 181.59 (170.21-192.98) <0.001 Reference
High-grade 13 3(23) 100.69 (54.14-147 .24) 19.08 4.09-89.01
Cytoplasmic NANOG
Score 0 46 39 (85) 171.57 (155.07-188.07) 0.002 Reference
Score 1 4 2 (50) 156.25 (62.07-250.43) 230 0.41-12.86
Score 2 5 2 (40) 43.40 (17.52-69.27) 8.13 2.02-32.64
Nuclear NANOG
Negative 53 43 (81) 189.58 (150.36-228.81) 0.001 Reference
Positive 2 0(0) 45,00 (0.00-97.92) 813 1.78-38.79

p Values were estimated using the log-rank test. 95% Cl: 95% Confidence Interval.
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Figure 2. Kaplan-Meier cancer-free survival curves in the cohort of 55 patients with oral epithelial
dysplasia categorized by histological grading (low-grade vs. high-grade) (A), cytoplasmic NANOG

(Staining scores 0, 1 and 2) (B) and nuclear NANOG expression (positive vs.

negative) (C).

Disease-specific survival curves in the cohort of 125 OSCC patients dichotomized according to

NANOG expression (positive vs. negative) (D).

Table 4. Multivariate Cox proportional hazards model to estimate oral cancer risk.

0,
Variable P Hazard Ratio i A:IConﬁdence
nterval
Histology (High-grade vs. low-grade dysplasia) <0.001 17.88 3.59-89.04
Cytoplasmic NANOG 0.082

Score 0 Reference Reference

Score 1 0.54 0.55 0.08-3.63

Score 2 0.07 445 0.88-22.42

Nuclear NANOG (positive vs. negative) 048 2.014 0.28-14.25
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3.4. Clinical Significance of NANOG Protein Expression in OSCC Progression and Disease Outcome

NANOG protein expression was evaluated by immunohistochemistry in a cohort of 125 OSCC
patients (Supplementary Table 51). Positive NANOG expression (scores 1 and 2) was detected in 39
(31%) of 122 carcinomas (3 cases were not evaluable); cytoplasmic staining was predominantly observed
in tumor cells, and negligible staining in stromal cells (Figure 1E,F). Regarding the clinicopathological
variables, positive NANOG expression was significantly correlated with smoking habit (p = 0.009), and
alcohol consumption (p = 0.01) (Table 5). Even though no other significant correlations were observed,
positive NANOG expression was more frequent in pNO tumors, early I-1I stages, and absence of tumor
recurrences (Table 5).

Table 5. The relationship between clinicopathological variables and NANOG expression in the cohort

of 125 OSCC patients.
Variable No Cases  Positive NANOG Expression (%) P
Gender
Men 79 31 (39) 0.02
Women 43 8(18)
Tobacco use
Smoker 82 33 (40) 0.005
Non-smoker 40 6(15)
Alcohol use
Drinker 67 29 (43) 0.003
Non-drinker 55 10(18)
pT
pT1+2 79 26 (33) 0.76
pT3 +4 13 13 (30)
pN
pNO 75 26 (35) 041
pN+ 47 13 (28)
Clinical stage
I+1I 51 20 (39) 0.14
I+ v 71 19 (27)
G status
G1 77 21(27) 0.14
G2+ G3 45 18 (40)
Tumor location
Tongue 50 14 (28) 0.43
Other sites 72 25 (35)
Tumor location
Floor of the mouth 36 13 (36) 0.52
Other sites 86 26 (30)
Tumor recurrence
No 68 26 (38) 0.09
Yes 54 13 (24)
Second primary carcinoma
No 104 32(31) 049
Yes 18 7 (39)
Clinical status at the end of the follow-up
Alive without recurrence 50 19 (38) 0.48*
Dead of index cancer 53 15 (28)
Censored 19 5(26)

Fisher's exact and * Chi-square tests.

Over a median follow-up of 61 months (range, 1 to 230 months), 53 deaths occurred. The mean
and median follow-up times were 71.82 (SD: 57.55), and 61.0, respectively. The 5- and 10-year
disease-specific survival rates were 60% and 44%, respectively. The mean and median survival times
were 132.74 months (95% CI: 113.25 to 152.22 months), and 141 months (95% CI: 102.40 to 179.59
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months), respectively. In the survival analyses, tumor size and local extension (T), neck node status
(N), and clinical stage were significantly correlated to survival (p = 0.001, p = 0.01, and p = 0.002,
respectively). Positive NANOG expression was associated with a higher 5-year disease-specific
survival, although this relationship did not reach statistical significance (p = 0.389) (Figure 2).

3.5. In Silico Analysis of NANOG and OCT4 mRNA Expression Using TCGA Data

The role of NANOG was further investigated by a transcriptomic analysis of RNAseq data
available from The Cancer Genome Atlas (TCGA) HNSCC cohorts [19], using the platforms cBioPortal
(http://cbioportal.org/) [20] and UALCAN (httpy//ualcan.path.uab.edu/) [21]. Thus, analysis of an
extended TCGA cohort of 530 HNSCC patients showed that NANOG mRNA levels significantly
increased in primary tumors compared to normal tissue samples (p < 0.001, Figure 3A), in agreement
with our results at protein level. Similarly, OCT4 mRNA levels were found to significantly increase in
primary tumors compared to normal tissues (p <0.001, Figure 3A). OCT4 is an important C5C regulator
functionally related to NANOG and also a transcription factor known to regulate NANOG expression.
We next assessed the alteration frequency of NANOG mENA and other C5C-related genes (ie., OCT4,
S0X2 and Podoplanin, PDPN) specifically in the subset of 172 O5CC patients from the TCGA cohort.
As shown by heatmap analysis (Figure 3B), NANOG and OCT4 mRNA levels were found to be
upregulated in 5 (2.9%) and 3 (1.7%) cases, respectively. Moreover, concomitant NANOG and OCT4
expression was only detected in 1 case (0.6%), and as such extremely rare in O5CC patients. These data
indicate that NANOG expression is not frequently altered at transcriptional level. In addition, when
evaluating the impact of NANOG mRNA expression on OSCC patient survival, patients carrying
NANOG up-regulation exhibited higher survival, although statistical significance was not attained (p
= 0.483, Figure 3C). Up-regulation of SOX2 and PDPN mRNAs was detected in 22 (13%) and 6 (3%)
cases, respectively (Figure 3B). Notably, there was almost no overlap in alterations between all four
CSC-related genes in this subset of 172 OSCC patients. The correlation between NANOG and PDPN
protein expression was also assessed in 26 OPMDs with data available (Supplementary Information
Table 52). We found a significant inverse association between NANOG and PDPN proteins in OPMDs
(Chi square test, p = 0.017).
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Figure 3. Analysis of NANOG and OCT4 mRNA expression using RNAseq data from the The Cancer
Genome Atlas (TCGA) head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) cohorts. (A) Box plots
comparing the mRNA expression levels of NANOG and OCT4 in primary tumors (in red) VS. normal
tissue (in blue) in the TCGA cohort of 530 HNSCC patients using the UALCAN online resources
(http://ualcan.path.uab.edu/). (B) Oncoprint and heatmap representations showing the percentage of
cases with mRNA upregulation of each CSC-related gene assessed in the subset of 172 OSCC patients
from the TCGA HNSCC cohort [19]. (C) Kaplan-Meier survival curves categorized by NANOG mRNA
expression (RNA seq V2 RSEM, z-score threshold +2) dichotomized as normal vs. upregulation, P
value estimated using the Log-rank test.
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4. Discussion

This study is the first to demonstrate the clinical significance of NANOG expression in early
stages of oral tumorigenesis. Cytoplasmic and nuclear NANOG expression was detected early in oral
epithelial dysplasias while being absent in normal adjacent epithelia, and positive NANOG expression
in oral dysplasias was significantly correlated with a higher risk of progression to invasive carcinoma.
In multivariate Cox analysis, histopathological grading was the only significant independent predictor
of oral cancer development in our series; however, patients harboring lesions with strong NANOG
expression clearly showed a higher risk of progression (HR >4), almost reaching statistical significance
(p = 0.07). Nevertheless, since NANOG expression was only detected in 5 out of 12 OPMDs that
subsequently progressed to carcinoma, this suggests that NANOG seems to partially contribute as
a driver gene to promote OSCC tumorigenesis. Alternatively, spatial-temporal reasons could also
explain the lack of NANOG expression in OPMD that lately progressed to OSCC, as plausibly, OPMDs
could have been biopsied before aberrant NANOG expression occurred, or cancer could develop from
lesions not clinically visible at the time of biopsy and consequently unexamined.

The histological grade of epithelial dysplasia in OPMDs is still currently used as the best predictor
of progression to cancer [5]. However, the accuracy of the grading system is largely subjective and
affected by a great inter-examiner and intra-examiner variability [22]. The identification of better and
more accurate biomarkers capable of robustly predicting the malignant transformation of OPMDs
therefore emerges as a valuable strategy to counteract these limitations [23]. In this sense, we and others
have contributed to identify various cancer risk biomarkers that exhibited higher predictability beyond
dysplasia grading, such as Cortactin (CTTN), the focal adhesion kinase (FAK) and Podoplanin (PDPN)
that were strong independent predictors of oral cancer risk but not histopathological diagnosis [24,25].
Noteworthy, the WHO three-tier grading was used in all these studies, while we have used the new
binary grading system (high-grade vs low-grade) proposed in the 2017 fourth edition of the WHO
Classification. This could also play a role in the differences of predictive values observed with the
present study.

Recent advances in next-generation sequencing (NGS) and omics technologies have enormously
contributed to uncovering the high complexity and heterogeneity of oncogenomes [26,27]. Beyond
the great diversity of genetic and epigenetic alterations found within a tumor, the interaction
with the surrounding microenvironment also dynamically modulates the tumor heterogeneity [28].
In addition, epithelia to mesenchymal transition and CSC plasticity has also been demonstrated to
fuel tumor heterogeneity in response to environmental cues to drive tumor spreading and therapeutic
resistance [29,30]. The fact that OSCC show a heterogeneous architecture compared with healthy oral
mucosa has also led to the hypothesis that only a small, clonogenic subpopulation of cells considered
CSC or tumor-initiating cells (TICs) is responsible for generating tumors [31]. In this regard, PDPN
has been identified as a marker for tumor-initiating cells (TIC) in squamous cell carcinomas [32],
and PDPN-positive cells beyond the basal layer of the oral epithelium have been interpreted as
an upward clonal expansion of stem cells during carcinogenesis [33]. Consistent with this role,
PDPN-positive OPMDs harboring such clonal expansion exhibited a significantly higher risk of
malignant transformation, as we and others demonstrated [25,33,34].

NANOG is a transcription factor that plays a critical role during embryonic development and
is a key regulator of pluripotency in both embryonic stem cells [35,36], adult stratified epithelia,
including oral mucosa [18]. Together with other transcription factors such as OCT4 and SOX2 that
mediate embryonic stem cell self-renewal, NANOG is down-regulated via hypermethylation during
differentiation in embryonic cells [37]. Interestingly, it has been shown that NANOG is required for
attaining a pluripotent ground state in the final phase of reprogramming when other key factors are
already present and may be fulfilled by activation of NANOG [38]. NANOG is one of the primary
downstream targets of OCT4, but the expression of NANOG can also be sustained in the absence of
OCT4 [35]. The discovery of downstream regulatory pathways mediated by NANOG indicates that it
regulates several biological processes implicated in cancer development, such as self-renewal, tumor
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cell proliferation, motility, epithelial-mesenchymal transition, escape from the immune system, and
drug resistance, which are all defined features for C5Cs [39,40]. The majority of cancer cells in a tumor
are non-tumorigenic, and therapeutic strategies targeting these cells may cause tumor regression.
However, if therapy fails to target the subpopulations of tumorigenic CSCs within a tumor, these cells
could regenerate the tumor after treatment, thereby contributing to the appearance of tumor recurrence
or metastatic dissemination. Hence, complete eradication of cancers requires the effective targeting
and elimination of the C5C subpopulations [39]. CSCs may arise from normal adult epithelial stem
cells, and the displacement of normal stem cells by CSCs could be associated with the development
of oral field cancerization [2]. OCT4 and NANOG are two of the four factors that give rise to the
reprogramming of human somatic cells into germ-line-competent induced pluripotent stem (iPS)
cells [41,42]. Functionally, NANOG blocks differentiation [43], and in a comparative analysis focused
on the self-renewal of embryonic stem cells, among 17,342 genes, NANOG was ranked within the top
1% [44].

NANOG has been found overexpressed in various human cancers, including head and neck
squamous cell carcinomas [13]. It has also been recently implicated in early stages of laryngeal
carcinogenesis [16]. In agreement with our results, NANOG expression was also revealed as a strong
significant predictor of laryngeal cancer risk in patients with precancerous lesions, beyond histological
grading [16]. Altogether these data unveil the great applicability potential of NANOG expression as
an early cancer risk biomarker, commonly in epithelial premalignancies at different head and neck
subsites. Accordingly, since immunohistochemical NANOG evaluation is a relatively simple and
objective method that could be easily implemented in the clinical practice, quite reasonably, it emerges
as a valuable complementary marker jointly with histological grading for cancer risk assessment.
Nevertheless, routine implementation of this molecular test will require further confirmation of these
results in future large-sample prospective studies [16].

On the other hand, various studies support the notion that NANOG is highly expressed in
late-stage, poorly differentiated, and metastatic carcinomas [13,45-47]. However, even though these
data suggest that high levels of NANOG are associated with aggressive tumor phenotypes, there are
conflicting results on the possible prognostic relevance. In this regard, to further and significantly
extend our data in OPMD, this study also included the analysis of NANOG protein expression in a
large cohort of 125 OSCC patients homogeneously diagnosed and treated using surgery at the same
institution. Positive NANOG expression was detected in 39 (31%) OSCC tissue samples and was
significantly associated with tobacco and alcohol consumption. To our knowledge, this is the first
study to report a correlation between NANOG expression with smoking and alcohol-drinking habits
in cancer, which uncovers a potential relationship between stemness, by means of NANOG as a CSC
marker, and classical chemical carcinogens in OSCC. Lee et al. [11] observed a positive correlation
between high NANOG expression and mutant p53, and it is well known that p53 is typically mutated
in smoking-related cancers. These observations suggest that alcohol and tobacco consumption could
trigger oral cavity carcinogenesis, regulating the expression/function of CSC regulatory factors such as
NANOG. In this sense, it has been demonstrated that nicotine induced the expression of various CSC
markers NANOG, OCT4, CD44 and BMI1, and enhanced CSC properties and tumorigenic potential in
HNSCC models in vitro and in vivo [48]. Nevertheless, future studies are needed to deeply investigate
this possibility and the underlying mechanisms.

No other significant correlations were observed in our series between NANOG expression
with known prognostic factors, such as clinical stage, tumor size or neck lymph node metastasis.
Similarly to our results, Rasti et al. [39] reported that NANOG expression did not correlate with any
clinicopathological parameters in renal cell carcinomas, although conversely, cytoplasmic NANOG
expression was significantly associated to lower survival rates. The impact of cytoplasmic NANOG
expression on the disease-specific survival was also assessed in the present study. Kaplan—-Meier
analysis showed a tendency, but not significant, between positive NANOG expression and better
survival in our cohort of OSCC patients. We obtained analogous findings by analyzing NANOG
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mRNA levels in an independent cohort of 172 OSCC from the TCGA cohort. Thus, higher survival
was also observed in patients harboring NANOG mRNA up-regulation. Consistent with this, we
also found that positive NANOG expression was more frequent in pNO tumors, early I-1I stages, and
the absence of tumor recurrences. In line with our findings, high expression of OCT4 and SOX2 has
been associated with earlier stage, small tumor size, and the absence of lymph node metastasis, and
high SOX2 expression was significantly associated with better disease-specific survival in OSCC [1].
In addition, we also found that NANOG expression was more frequent in moderately and poorly
differentiated OSCC than in well-differentiated tumors, but statistical significance was not reached.
These findings may reflect the pluripotency of CSCs and invasive cancer cells [49,50], showing that
NANOG expression is not only restricted to CSCs, but also undifferentiated and highly proliferative
cells. Thus, NANOG-negative tumors may contain a limited number of undifferentiated OSCC cells,
including CSCs [46]. This indicates that NANOG could also be important for the maintenance of an
undifferentiated state of malignant cells and development of resistance to therapy [46].

Possible explanations for the contradictory data on the prognostic significance of NANOG protein
expression may include methodological differences related to the immunohistochemical NANOG
evaluation (i.e., different antibodies and staining scoring system), heterogeneity of patient populations
or morphological and genetic heterogeneity in different solid tumors. According to the evidences
herein presented, it is also plausible that these discrepancies could underscore the prominent role of
NANOG expression in early stages of oral tumorigenesis as a tumor-initiating factor, rather than as a
prognostic factor in advanced stages of the neoplastic disease.

In silico analysis of the transcriptome data from the TCGA [19] further contributed to demonstrate
the up-regulation of NANOG mRNA expression and other CS5C-related genes in OSCC patients.
Furthermore, these data provided valuable mechanistic information, as it follows: (i) NANOG
mRNA up-regulation is detected in OSCC although at much lower frequency than NANOG
protein expression, suggesting the involvement of post-transcriptional mechanisms rather than
OCT4-dependent transcriptional regulation; (ii) patients carrying NANOG mRNA up-regulation
exhibited higher survival, as likewise observed for the patients with NANOG—positive expression in
our OSCC cohort; (iii) mRNA levels of other C5C-related genes OCT4, SOX2 and PDPN were found to
be consistently up-regulated in OSCC patients, although these alterations did not overlap; (iv) NANOG
and PDPN protein expression in OPMDs also showed no overlap despite the expression of each protein
significantly predicted an increased risk of malignant progression, thereby suggesting an independent
role of these proteins as CSC or TIC during oral carcinogenesis.

5. Conclusions

Taken together, this study provides original evidence demonstrating the early occurrence and
clinically relevant role of NANOG expression in oral tumorigenesis, rather than in late stages of
OSCC progression or patient prognosis. Remarkably, our findings uncover the potential application
of NANOG expression as an early predictor of oral cancer risk in patients with oral potentially
malignant disorders.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2077-0383/8/9/1376/s1,
Table 51. Clinical and pathological characteristics of the cohort of 125 patients with OSCC selected for study. Table
52. Cross-tab to evaluate the correlation between NANOG and PDPN protein expression in OPMDs.
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Abstract: Potentially malignant oral lesions, mainly leukoplakia, are common. Malignant transformation
varies widely, even in the absence of histological features such as dysplasia. Hence, there is a
need for novel biomarker-based systems to more accurately predict the risk of cancer progression.
The pluripotency transcription factor SOX2 is frequently overexpressed in cancers, including oral
squamous cell carcinoma (OSCC), thereby providing a link between malignancy and stemness.
This study investigates the clinical relevance of SOX2 protein expression in early stages of oral
carcinogenesis as a cancer risk biomarker, and also its impact on prognosis and disease outcome at late
stages of OSCC progression. SOX2 expression was evaluated by immunohistochemistry in 55 patients
with oral epithelial dysplasia, and in 125 patients with OSCC, and correlated with clinicopathological
data and outcomes. Nuclear SOX2 expression was detected in four (7%) cases of oral epithelial
dysplasia, using a cut-off of 10% stained nuclei, and in 16 (29%) cases when any positive nuclei was
evaluated. Univariate analysis showed that SOX2 expression and histopathological grading were
significantly associated with oral cancer risk; and both were found to be significant independent
predictors in the multivariate analysis. Nuclear SOX2 expression was also found in 49 (39%) OSCC
cases, was more frequent in early tumor stages and NO cases, and was associated with a better survival.
In conclusion, SOX2 expression emerges as an independent predictor of oral cancer risk in patients with
oral leukoplakia. These findings underscore the relevant role of SOX2 in early oral tumorigenesis rather
than in tumor progression.

Keywords: oral cancer risk; oral epithelial dysplasia; SOX2; immunohistochemistry; oral squamous
cell carcinoma
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1. Introduction

Squamous cell carcinoma (SCC) of the oral cavity (OSCC) afflicts about 300,400 new cases and
causes 145,400 deaths worldwide each year [1], with a predilection for South Asian and Southeast
Asian populations [2]. According to the World Health Organization (WHO) mortality projections,
there is an estimate of 679,941 mouth and oropharynx cancer-related deaths by 2060 [3]. OSCC shows
an aggressive growth pattern with a high degree of local invasiveness and a propensity to metastasize
to the cervical lymph nodes, even in early stages. In fact, metastases to neck lymph nodes occur in 40%
of cases, which remain the main factor associated with poor prognosis [4]. Additionally, between 26%
and 80% of patients with early-stage OSCC develop locoregional recurrence or distant metastasis [4].
Despite aggressive treatment, the prognosis of this disease remains dismal, with a five-year survival
rate at around 55%—-60% [2].

OSCC may develop from an apparently normal oral mucosa or from oral potentially malignant
disorders (OPMDs), mainly oral leukoplakia (OLK), which shows a malignant transformation rate of
0.1% to 36% [5]. All premalignant lesions, such as OLK, erythroplakia, submucosal fibrosis, or oral
lichen planus, may harbor many genetic alterations present in OSCC [6].

Oral cancer exhibits cellular heterogeneity and is composed by three different types of cells
including highly differentiated bulk tumor cells, transit cells with maximum proliferation capacity, and
a small subpopulation of cells with elevated self-renewal capacity and plasticity called cancer stem
cells (C5Cs) [7]. The CSCs are capable of long-term self-renewal and generation of the phenotypically
diverse tumor cell population [8], and may be responsible for the genesis, anchorage-independent
growth, cellular migration, and metastatic spread of the tumor [9,10]. Meantime, investigations by
Takahashi and Yamanaka [11] revealed that the expression of four transcription factors (50X2, Oct4,
c-Myc, and Klf4) was sufficient to reprogram differentiated cells into induced pluripotent stem cells
(iPSCs). One of these genes, the so-called sex-determining region Y (SRY)-related high-mobility-group
(HMG)-box 2 (SOX2), located on chromosome 3q26, is implicated in the maintenance of embryonic stem
cell pluripotency [12]. Numerous evidences indicate that SOX2 is involved in tumorigenesis, thereby
acting as a link between malignancy and stemness [13]. Moreover, the proliferation of CSCs in head
and neck SCC was inhibited both in vitro and in vivo when SOX2 was suppressed by all-trans-retinoic
acid [14]. The degree of similarity to OSCC found in premalignant lesions depend upon the presence
of atypia; however, individual lesions exhibit molecular genetic traits in common with OSCC, even in
the absence of histologically-defined dysplasia [15]. Hence, better biomarker-based detection systems
need to be developed to more accurately predict the risk of cancer progression in potentially malignant
oral disorders.

It has been described that OLK lesions show higher expression of SOX2 than normal oral mucosa,
suggesting its contribution to the pathogenesis of OSCC[16]. Consequently, SOX2 could be a potentially
useful predictor of cancer risk in the oral cavity. SOX2 is mainly expressed in CSCs [13], and is one
of the amplified genes in OSCC, where its expression has been closely associated with lymph node
metastasis [17] and poor prognosis [18]. In marked contrast, several studies have demonstrated that
increased levels of SOX2 were significantly associated with better prognosis in patients with OSCC, and
also in squamous cell lung cancer [19,20]. Therefore, the role of SOX2 expression in OSCC prognosis
remains controversial.

This prompted us to perform a thorough study to investigate the clinical significance of SOX2
in the development and progression of OSCC. To accomplish this, the expression pattern of SOX2
was evaluated at different stages of oral tumorigenesis, from potentially malignant oral disorders
(i.e., oral epithelial dysplastic lesions) to invasive carcinomas, to ascertain its contribution to tumor
initiation and malignant transformation, and also late stages of disease progression.
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2. Materials and Methods

2.1. Patients and Tissue Specimens

Surgical tissue specimens from 55 patients who were diagnosed with oral mucosa dysplasia at
the Hospital Universitario Central de Asturias between 2000 and 2005 were retrospectively collected.
All selected patients met the following inclusion criteria: (i) pathological diagnosis of oral epithelial
dysplasia; (ii) lesions of the oral mucosa (leukoplakia); (iii) no previous history of head and neck cancer,
(iv) complete excisional biopsy of the lesion; and (v) a minimum follow-up of five years (or until
progression). Patients were followed up as previously described [21].

In addition, surgical tissue specimens from 125 patients with histologically-confirmed OSCC
surgically treated at the Hospital Universitario Central de Asturias between 1996 and 2007
were retrospectively collected, in accordance to approved institutional review board guidelines.
All experimental procedures were conducted in accordance to the Declaration of Helsinki and
approved by the Institutional Ethics Committee of the Hospital Universitario Central de Asturias and
by the Regional (CEIC) from Principado de Asturias (date of approval 5th of May 2016; approval
number: 70/16) for the project PI16/00280. Informed consent was obtained from all patients.

Tissue samples and data from donors were provided by the Principado de Asturias BioBank
(PT17/0015/0023), integrated in the Spanish National Biobanks Network, and processed following
standard operating procedures with the appropriate approval of the Ethical and Scientific Committees.
Representative tissue samples were obtained from archival, formalin-fixed, paraffin-embedded blocks
and the histological diagnosis was confirmed by an experienced pathologist.

2.2. Tissue Microarray (TMA) Construction

As previously described [21], three representative tissue cores (1 mm diameter) were taken
from each tumor block to construct OSCC TMAs. Each TMA block also included three cores of
normal epithelium as an internal control. These samples were obtained from non-oncological patients
undergoing oral surgery.

2.3. Immunohistochemistry (IHC)

The TMAs were cut into 3 um sections and dried on Flex IHC microscope slides (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark). Antigen retrieval was performed by heating the sections with Envision Flex Target
Retrieval solution, high pH (Dako, Glostrup, Denmark). Staining was done at room temperature on an
automatic staining workstation (Dako Autostainer Plus, Glostrup, Denmark) with anti-SOX2 rabbit
polyclonal antibody (AB5603, Merck Millipore, Darmstadt, Germany) at 1:1000 dilution using the Dako
EnVision Flex + Visualization System (Dako Autostainer, Glostrup, Denmark) and diaminobenzidine
chromogen as substrate. Counterstaining with hematoxylin was the final step.

The THC results were independently evaluated by two observers (JPR, and J]MG-P), blinded to
clinical data. SOX2 staining was evaluated as the percentage of cells with nuclear staining in the
dysplastic epithelium or in the tumor tissue. SOX2 staining scores were classified as negative or
positive staining on the basis of values below or above the median value of 10%. Since CS5C-like
subpopulations are usually limited to a very small percentage of cells, SOX2 staining in the dysplastic
areas was also scored considering any positive nuclei.

2.4. Statistical Analysis

Bivariate analysis by x? and Fisher’s exact tests were used for comparison between SOX2 expression
and clinicopathological categorical variables. Disease-specific survival (DSS) was determined from the
date of treatment completion to the death of the tumor. For time-to-event analysis, survival curves
were estimated using the Kaplan—-Meier method. The log-rank test was used to compare the survival
curves. Hazard ratios (HRs) with their 95% confidence intervals (Cls) for clinicopathological variables
were calculated using univariate and multivariate Cox proportional hazards model. All tests were
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two-sided and P-values less than 0.05 were considered statistically significant. All statistical analyses
were performed using SPSS version 18 (IBM Co., Armonk, NY, USA).

3. Results

3.1. Clinicopathological Features and Follow-Up in Patients with Oral Epithelial Dysplasia

Twenty-six patients (47%) were men and the remaining 29 were women (53%), with a mean age
of 62.61 years (SD 12.56, range 39 to 83 years). Ten patients (18%) were smokers and four (7%) were
habitual alcohol drinkers. Forty-two of 55 premalignant lesions (76%) were classified as mild dysplasia,
six (11%) as moderate dysplasia, and the remaining seven (13%) as severe dysplasia, according to
the WHO classification [22]. During the follow-up period (mean: 85.47, SD: 44.41, median: 75, range:
four to 252 months), 12 (22%) of 55 patients developed an invasive OSCC. The most relevant clinical
and pathological characteristics are summarized in Table S1.

3.2. SOX2 Protein Expression in Oral Epithelial Dysplasia

Nuclear SOX2 expression was detected in four (7%) cases when a cut-off of 10% stained nuclei was
used (SOX2 > 10), and in 16 (29%) when any positive nuclei was applied (SOX2any). Normal adjacent
epithelia showed negative SOX2 expression (Figure 1A-C). SOX2 protein expression was found
to significantly increase with the grade of dysplasia (Table 1). In addition to the WHO three-tier
classification, the binary WHO grading system (low-grade vs. high-grade) was used and correlated
with SOX2 expression.

Figure 1. Immunohistochemical analysis of SOX2 expression in oral epithelial dysplasia.
Normal adjacent epithelia showed negative staining (A). Representative examples of oral dysplasia
showing negative (B) and positive nuclear SOX2 staining (C), and oral squamous cell carcinomas with
negative (D) and positive SOX2 staining (E). Magnification 20 X; scale bar 200 pum.

214



. Clin. Med. 2019, 8, 1744 5of14
Table 1. Associations between SOX2 expression and patient characteristics.
Characteristcs P Negative Positive P P e vosiive P
Age (years), Mean (SD) 62.93 (12.69) 60.50 (13.20) 0.72 61.00 (12.69) 6555(12.35)  0.34
Gender, number (%)
e  Female 27 (93) 2(7) 100 22 (76) 7 (24) 0.39
e Male 24 (92) 2(8) 17 (65) 9(35)
Smoking, number (%)
e Yes 9 (90) 1(10) 100 6 (60) 4(40) 071
e No 18 (86) 3(14) 14 (67) 7(33)
Ethanol intake, number
(%)
o Yes 3 (75) 1(25) 0.44 2 (50) 2 (50) 0.60
e No 24 (89) 3(11) 18 (67) 9(33)
Epithelial dysplasia
e« Mild 42 (100) 0(0) 33 (79) 9(21)
e Moderate 5 (83) 1(17) 0.001 3 (50) 3 (50) 0.055
e  Severe 4(57) 3 (43) 3 (43) 4(57)
Epithelial dysplasia
e  Low-grade 42 (100) 0(0) 0.002 33 (79) 9(21) 0.02
e  High-grade 9 (69) 4(31) 6 (46) 7 (54)

There was a statistically significant correlation between the histopathological grade (both the WHO
histological classification and the binary dysplasia grading) and the risk of progression to oral cancer in
this cohort (log-rank test, P < 0.001; Figure 2A,B) (Table 2). In addition, positive SOX2 expression also
significantly predicted oral cancer risk either considering SOX2 > 10 (log-rank test, P = 0.02; Figure 2C)
or SOX2any (log-rank test, P = 0.01; Figure 2D) as cut-off points. Univariate Kaplan-Meier and Cox
analysis showed that the SOX2 expression and histological grading were significantly associated with
oral cancer risk (Table 3). When these factors were simultaneously analyzed using a multivariate
Cox analysis, only SOX2 expression calculated using SOX2any as the cut-off point and the dysplasia
grading were significant independent predictors of OSCC development (Table 4).
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Figure 2. Kaplan-Meier cancer-free survival curves in the cohort of 55 patients with oral epithelial
dysplasia categorized by the World Health Organization (WHO) histological grading (A), the binary
dysplasia grading (B), and SOX2 protein expression dichotomized using the cut-off values of SOX2
staining > 10% positive nuclei (C) or SOX2 staining any positive nuclei (D).

Table 2. Evolution of the premalignant lesions in relation to histopathological diagnosis and
S0X2 expression.

Variable Number of Cases (%) Progression to Carcinoma (%) P
Histopathological diagnosis
e  Low-grade dysplasia 42 (76) 2 (5) <0.001
. High-grade dysplasia 13 (24) 10(77)

50X2 > 10% positive nuclei

e Negative 51 (93) 9 (18) 0.02
e Positive A7) 3 (75)

50X2 any positive nuclei
e Negative 39 (71) 5 (13) 0.01
e Positive 16 (29) 7 (44)

* Fisher exact test.
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Table 3. Cont.
C d Mean Cancer-Free
Variable No. Pat‘?:*"‘::‘;” Survival Time P Hazard Ratio 95% CI
e (95% CI)
Epithelial Dysplasia
. 100,69 <0.001 19.08 4.09-89.01
e  High-grade 13 3(23) (5414.147.24)
181.59
«  Low-grade 42 40 (95) (170.21-192.98)
50X2 > 10% positive nuclei
e Dositive n 125 6900261811181 0002 6.13 L6827
. 191.80
. Negative 51 42 (82) (152.14-231.47)
S0X2 any positive nuclei
e Positive 16 9(56) 9040 (6414-11666) 0002 575 1.68-19.74
. 203.22
*  Negative 3 34(87) (162.30-244.15)

P-values were estimated using the log-rank test.

Table 4. Multivariate Cox proportional hazards model to estimate oral cancer risk.

Variable P Hazard Ratio 95% CI
Histology (high-grade vs. low-grade) < 0.0001 21.88 4.13-116.07
S50X2 > 10% (positive vs. negative) 0.196 3.0 0.57-15.89
SOX2 any (positive vs. negative) 0.021 5.83 1.31-26.01

Similarly, we have recently reported a novel role for another pluripotency factor NANOG as a
cancer risk marker using the same subset of 55 patients with oral epithelial dysplasia [21]. Since SOX2
and NANOG are functionally-related proteins, this prompted us to assess the impact of combined
expression of SOX2 and NANOG in regards to malignization risk. Interestingly, results consistently
showed that patients harboring positive expression of SOX2 (either SOX2 > 10% or SOX2any) and
NANOG (either cytoplasmic or nuclear expression) significantly exhibited a much higher risk of
developing oral cancer, compared to patients with positive expression of either SOX2 or NANOG or
those patients with negative expression (Table 5).

Table 5. Univariate Cox cancer-free survival analysis in 55 patients with oral dysplasia categorized by
both SOX2 and NANOG expression.

Variable No. PE&:‘:‘;“;;} Cance r":fggi“é‘l'}i‘“'l Time  p Hazard Ratio  95% CI
50X2 > 10% positive nuclei
and nuclear NANOG
e  Both negative 51 42 (84) 191.80 (152.13-231.46) Ref
e  One positive 2 1(50) 93.00 (32.01-153.98) 0.003 372 0.46-29.98
e  Both positive 2 0(0) 45.00 (8.00-97.92) 9.06 1.91-43.00
50X2 > 10% positive nuclei
and cytoplasmic NANOG
e  Both negative 45 38 (84) 171.10 (154.24-187.95) ) Ref
e One positive 7 5(71) 18228 (10153-263.03)  0.0005 163 0.30-871
e Both positive 3 0(0) 1633 (15.6676.99) 10.89 2744322
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Table 5. Cont.

Variable No.  poensores  ComcerfoelonwalTime b HazardRatio  95%CI
SOX2 any positive nuclei
and cytoplasmic NANOG <
. Both negative 36 31 (86) 175.49 (158.40-192.57) 0.0005 Ref
. Orne positive 13 11 (85) 215.99 (170.17-261.81) 1.001 0.20-5.85
e  Both positive 6 1(17) 4450 (21.60-67.40) 11.36 3.18-40.60
SOX2 any positive nuclei
and nuclear NANOG <
. Both negative 39 34 (87) 203.22 (162.30-244.15) 0.0005 Ref
. Ome positive 14 9 (64) 97.76 (69.96-125.55) 4.62 1.23-17.29
. Both positive 2 0(0) 45.00 (8.00-97.92) 14.82 2.69-81.56

3.3. Clinicopathological Features and Follow-Up in the Cohort of OSCC Patients

The mean and median follow-up times were 71.82 (SD: 57.55) and 61.0, respectively. Neck node
metastases were present in 49 (39%) cases, and local recurrences were found in 54 (43%) cases. No patient
had distant metastasis at the time of diagnosis. The five- and 10-year disease-specific survival rates
were 60% and 44%, respectively. The mean and median survival times were 132.74 months (95% CI:
113.25 to 152.22 months) and 141 months (95% CI: 102.40 to 179.59 months), respectively. The remaining
relevant clinical and pathological characteristics are summarized in Table S2.

3.4. SOX2 Protein Expression and Its Relation with Clinicopathological Variables and Follow-Up

Positive SOX2 staining was found in 49 (39%) cases located in the nucleus of tumor cells, whereas
stromal cells and normal epithelium showed negligible expression (Figure 1A,D,E). SOX2 expression
did not show any significant association with the clinicopathological variables studied (Table S3).
In the survival analysis, tumor size and local extension (pT), neck node status (pN), and stage were
significantly correlated to survival (Table 54). Positive SOX2 expression was associated with a longer

disease-specific survival, although differences did not reach statistical significance (log-rank test,
P = 0.07; Figure 3).
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Figure 3. Kaplan-Meier disease-specific survival curves in the cohort of 125 patients with oral squamous
cell carcinoma dichotomized according to SOX2 staining (positive versus negative). P-values were
estimated using the log-rank test.

3.5. In Silico Analysis of SOX2 mRNA Expression and Copy Number Alterations using the Cancer Genome
Atlas (TCGA) Data

The role of SOX2 mRNA expression and copy number alterations in OSCC was investigated by
analyzing a subset of 172 OSCC patients from the TCGA Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
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(HNSCC) cohort [23] using the platform cBioPortal (http://cbioportal.org/) [24]. As shown in Figure 4A,
SOX2 gene alterations were present in a total of 38 (22%) of 172 OSCC patients. Twenty-two (13%)
cases harbored SOX2 mRNA up-regulation as previously reported [21], and 23 (13%) cases harbored
50X2 gene amplification. SOX2 mRNA levels were associated to copy number alterations (Figure 4B).
Overall, SOX2-amplified tumors showed higher mRNA levels; however, SOX2 amplification was only
concomitantly accompanied by gene expression up-regulation in eight cases (5%). The impact of SOX2
mRNA expression on OSCC patient survival was also assessed (Figure 4C). The median survival times
for patients with high (above the median) and low SOX2 mRNA levels (below the median) were 26.41
and 19.19 months, respectively, although differences did not reach statistical significance (P = 0.495,
log-rank test).
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Figure 4. In silico analysis of mMRNA expression and copy number alterations of SOX2 in the subset of
172 oral squamous cell carcinoma patients from The Cancer Genome Atlas (TCGA) Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma cohort [23] using the platform cBioPortal. (A) Oncoprint and heatmap
representations showing the percentage of cases with SOX2 gene amplification, mutation, and mRNA
up-regulation. (B) SOX2 mRNA expression analysis in relation to the copy number alterations of
SOX2 gene (RNA seq V2 RSEM) values were Log2 transformed (y-axis). Whiskers plot (min. to max.)
with median values; ** P < 0.01 and *** P < 0.001, one-way ANOVA, Tukey’s test. (C) Kaplan-Meier
survival curves categorized by SOX2 mRNA expression (RNA seq V2 RSEM, z-score threshold + 2)
dichotomized as high mRNA levels (above the median) versus low mRNA levels (below the median),
P-value estimated using the log-rank test.

4, Discussion

To the best of our knowledge this is the first study to investigate SOX2 protein expression along the
different stages of oral carcinogenesis, from potentially malignant oral disorders, such as leukoplakia,
to invasive carcinomas, to ascertain its contribution to tumor initiation and malignant transformation,
and also late stages of disease progression.

Cancer stem cells (CSCs) are defined as a small subpopulation of cells in the tumors that
possess the ability to initiate neoplasms and sustain tumor self-renewal [7]. SOX2 gene mapping
at 3q26 is frequently amplified in OSCC and other cancers. It has been established as an important
CSC marker and a key molecule in the development of tumorigenesis in various cancers [13] and
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thus proposed as an oncogene [25,26]. Arnold et al. [27] reported that epithelial adult stem cells
expressing SOX2 may be residual stem niches that originate from embryonic SOX2-positive tissue
progenitors. Cai et al. [28] investigated the roles of OCT4 and SOX2 in the reprogramming of oral
cancer stem cells. They immortalized oral epithelial cells by lentiviral transduction and found that
double-transduced OCT4*SOX2* cells were able to trigger tumor formation in immunodeficient mice;
however, single-transduced OCT4* or SOX2* cells did not show tumorigenic capacity. They also stated
that oral carcinogenesis may derive from OCT4*SOX2* reprogrammed stem cells, in which SOX2
plays a major role in the regulation of the C5C niche [28]. Accordingly, it has been proposed that, in
the absence of SOX2 expression, CSC self-renewal that sustains tumor growth could be abrogated,;
therefore, supporting SOX2 inhibition as a potentially relevant therapeutic target for oral cancer [28].

OLK is the most frequent potentially malignant disorder in the oral cavity. Histologic grading of
epithelial dysplasia in OLK is currently still the gold standard in the clinical practice to evaluate the
risk of progression to invasive carcinoma [16]. However, the accuracy of the various grading systems
so far developed have shown limited predictability, are largely subjective, and affected by a great inter-
and intra-examiner variability [29]. According to the WHO 2017 classification there is not a unique
criteria or grading system for oral epithelial dysplasia, and as a consequence diagnostic reproducibility
is still limited. In addition to the currently accepted WHO three-tier classification for oral epithelial
dysplasia, a binary grading system (low-grade vs. high-grade) has also been proposed [22]. However,
this binary system has not yet been validated for use in the oral cavity. It is; therefore, of paramount
importance to identify novel biomarkers that could provide complementary information to histology
to more accurately predict the risk of malignant transformation of OLK. SOX2 has been demonstrated
to play a central role in the maintenance of CSC pluripotency and self-renewal [27], thereby emerging
as a promising marker for oral carcinogenesis. Luiz et al. [16] conducted a retrospective study to
compare the expression of SOX2 in OLK with normal oral mucosa, and found that SOX2 expression
was higher in OLK, although the relationship with oral cancer risk was not evaluated.

The presence of dysplastic features in the epithelium of the oral cavity are thought to be relevant
to malignant transformation in OLK. In our study, patients harboring high-grade dysplasia indeed
showed a significantly higher risk of malignant progression (HR = 19.08). SOX2 expression was also
found to be a significant predictor of risk of cancer development (HRs of 6.13 and 5.75 depending
on the cut-off used). Furthermore, dysplasia grading and SOX2 expression were both found to be
significant independent predictors of oral cancer risk in multivariate analysis. Similarly, we recently
demonstrated that NANOG expression was a novel cancer risk marker using the same subset of
patients with oral epithelial dysplasia [21]. Importantly, this study further extends these data to show
that patients harboring positive expression of both SOX2 and NANOG significantly exhibited a much
higher risk of progression to oral cancer, thereby suggesting a cooperative oncogenic role of these two
proteins in oral pathogenesis and malignant transformation.

SOX2 expression has also been analyzed during tumor progression. Freier et al. [30] reported
S50X2 expression in 18% of OSCC, and other studies on SCC of larynx, pharynx, and oral cavity found
frequencies up to 86% [22,31-33]. In our cohort of 125 OSCC cases, positive SOX2 expression was
detected in 39% of cases, while the frequencies of SOX2 expression reported in a previous study,
performed at our laboratory for other head and neck subsites, were 38% in hypopharynx, 42% in
larynx, and 14% in sinonasal cancer. In consequence, SOX2 expression frequencies in the oral cavity
were similar to those observed in neighboring tissues such as hypopharynx and larynx, but much
higher than in the sinonasal tract. In silico analysis of RNAseq data in a subset of 172 OSCC patients
from the TCGA HNSCC cohort [23] further contributed to demonstrate that SOX2 mRINA levels were
up-regulated in 13% of OSCC patients. In addition, SOX2 gene amplification was also observed in 13%
of cases; however, only 5% of cases harboring SOX2 amplification were concomitantly accompanied
by increased gene expression, indicating that additional mechanisms must be contributing to SOX2
expression in OSCC. In this sense, there are various plausible transcriptional regulatory mechanisms,
such as the transcription factors OCT4 and YAP1 or the hypoxic factor HIF1, found to modulate SOX2
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expression [34,35]. Moreover, SOX2 protein expression was detected at much higher percentages (38%)
in our OSCC cohort than SOX2 mRNA expression (13%), thereby suggesting the possible involvement
of post-transcriptional mechanisms. Similar observations have been reported for other CS5C-related
factors, such as NANOG or PDPN, detected in over 30% of OSCC patients at the protein level [21,36]
compared to 3% at mRINA levels according to the TCGA data from 172 OSCC patients [21].

Studies published to date assessing the expression of SOX2 and its clinical and prognostic relevance
in OSCC have led to contradictory results. It has been reported that a high expression of SOX2 was
significantly associated with poorer survival in node-negative OSCC [18], while others [17,26,37] found
that a high expression of SOX2 correlated with lymph node metastasis. The latter could be explained
by the relevant role of 5OX2 as an epithelial-mesenchymal transition (EMT) inducer, thereby acting
through the Wnt/p-catenin and phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B signaling pathways [38,39]
to promote oncogenesis, invasion, and metastasis. Nonetheless, the opposite viewpoint is represented
by patients with early-stage OSCC, where upregulation of SOX2 has been correlated with a lower
incidence of lymph node metastasis [2,20]. These controversial results could be explained by the
heterogeneity of different tumors, as well as by different molecular mechanisms underlying the complex
process of metastasis. The majority of studies showed that SOX2 overexpression may promote cancer
progression; however, it has also been reported that SOX2 overexpression inhibits cell proliferation [13].
Furthermore, SOX2 is thought to stabilize stem cell phenotype and prevent EMT [40], and even more,
50X2 could promote mesenchymal-epithelial transition (MET), attenuating the invasive phenotype [41].
In our study, the expression of SOX2 did not correlate to T classification, neck lymph node metastasis,
disease stage, histological grade, tumor recurrence, and second primary carcinomas development.

Most studies showed that the survival rate of OSCC patients harboring low levels of SOX2
increased compared to those with high levels of SOX2 [13], although Ziillig et al. [20] and Fu et al. [2]
found that low expression of SOX2 was significantly associated with worse survival. Similarly, other
studies on SCC from various locations described an association of elevated SOX2 expression with
longer survival [19,42—44]. We herein observed that SOX2 expression was more frequently observed
in early tumor stages as well as in NO cases, and patients with positive SOX2 expression exhibited
a better survival than those with negative expression, although differences did not reach statistical
significance (P = 0.07).

It is possible that all these contradictory results are related to methodological differences in SOX2
IHC scoring, as well as in the heterogeneity of patient populations or even in the morphological and
genetic heterogeneity observed in solid tumors. Another explanation may be that SOX2 copy number
gain and expression are early tumor-initiating events, but this gene can lose its relevance in conveying
an aggressive or metastasizing phenotype [22].

5. Conclusions

Together, our results reveal that SOX2 expression is a clinically relevant feature in early stages of
oral tumorigenesis, and provide original evidence of its potential utility as biomarker for oral cancer
risk assessment. According to these data, SOX2 expression emerges as an important determinant in
the pathogenesis of a subset of OSCC, thereby contributing to tumor initiation and acquisition of an
invasive phenotype rather than late stages of disease progression.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2077-0383/8/10/1744/s1,
Table 51. Clinical and pathological characteristics of the 55 patients with oral epithelial dysplasia. Table 52. Clinical
and pathological characteristics of the 125 patients with OSCC selected for study. Table S3. Relationship between
the clinicopathological variables and SOX2 expression in OSCC patients. Table 54. Univariate Kaplan-Meier
and Cox analysis to assess the association of clinicopathological variables on disease-specific survival in 125
OSCC patients.
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