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RESUMEN (en espaiiol)

INTRODUCCION:

El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es el tumor maligno mas frecuente en la cavidad oral, representando
entre el 2 y el 4% de todos los canceres diagnosticados.

Los canales de potasio son proteinas transmembrana que han sido implicadas en el crecimiento, la progresion, la
migracion celular y las metastasis en numerosas neoplasias malignas.

Hasta la fecha, no existen marcadores suficientemente avalados para la prediccion de progresion a malignidad en el
caso de trastornos orales potencialmente cancerizables (TOPC) ni para establecer el pronéstico en el COCE.

MATERIAL Y METODO:

Se ha seleccionado una cohorte de 62 pacientes diagnosticados y tratados por leucoplasias orales con diagnostico
histolégico de hiperplasia o displasia y una cohorte de 100 pacientes diagnosticados y tratados por COCEenel
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), obteniendo de manera retrospectiva datos demogréficos, clinicos y
patolégicos en los casos de COCE y de manera prospectiva en los casos de TOPC. En el caso de TOPC se clasificé a
los pacientes en funcién de si presentaron o no, transformacién maligna de la lesion inicial.

Se obtuvieron muestras representativas de tejido parafinado del archivo de Anatomia Patologica del HUCA y se
procesaron para su estudio mediante inmunohistoquimica de la expresion de HERG 1 y de Kv3.4 tanto de las lesiones
potencialmente cancerizables como de los carcinomas de células escamosas de la cavidad oral.

La expresion de ARNm (&cido ribonucleico mensajero) de HERG1 fue analizada mediante RT-PCR (reaccidn en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) en tiempo real en una serie de 22 especimenes tisulares frescos de
carcinomas escamosos de la cabeza y el cuello (CECC).

RESULTADOS:

En HERG1, se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre la expresién de HERG1 y el consumo de
tabaco, estadio de la enfermedad, diferenciacion tumoral, recurrencia tumoral y reduccion de la supervivencia. No fue
hallada una asociacién entre la expresion de HERG1 y el riesgo de progresion a COCE desde los TOPC. Ademas, una
'| alta proporcion de tumores (80%) mostraron niveles aumentados de ARNm de HERG1 comparados con la mucosa
normal de pacientes no oncolégicos.

En Kv3.4, treinta y nueve de los 100 tumores mostraron expresion positiva para Kv3.4, y la inmunopositividad se asocio
significativamente con el grado de diferenciacion (p=0,05) pero no mostré impacto en el pronéstico. La expresion
anormal de kv3.4 se detectd en el 16% (7 de 43) de las lesiones hiperplasicas y en una proporcion significativamente
mayor en las displasias (50%; 8 de 16 casos; p=0,008) mientras que su expresion fue despreciable en el tejido epitelial
adyacente normal. Ademas, los pacientes con lesiones Kv3.4 positivas mostraron un riesgo de progresion mayor que
aguellas kv3.4 negativas. Sin embargo, fue la histologia y no la expresion de Kv3.4 el factor que resulté significativo
como predictor de progresion a malignidad en esta cohorte prospectiva.

CONCLUSIONES:

En HERGH, la expresién anémala de HERG1 se incrementa a medida que progresa la tumorigénesis desde la
hiperplasia al COCE. Los niveles aumentados de ARNm de HERG1 fueron detectados con una frecuencia alta en los
casos de COCE y de otros CECC. La expresion de HERG1 aparece como un caracteristica clinicamente relevante
durante la progresion tumoral y como un potencial marcador de mal pronodstico en COCGE.

En Kv 3.4, el estudio proporciona evidencia original que demuestra la aparicion precoz y la alta prevalencia de la
expresion anormal de Kv3.4. Nuestros resultados apoyan un papel importante del canal de potasio Kv3.4 en la
tumorigénesis del COCE més que en la progresion tumoral o el pronéstico de la enfermedad.




RESUMEN (en Inglés)

INTRODUCTION:

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common type of cancer in the oral cavity, representing between 2
and 4% of all the malignant tumors.

Potassium channels are transmembrane proteins which have been implied in the growth, progression, cellular migration
and metastases in a vast number of malignant tumors.

To date, there are no accurate biomarkers capable of predicting the risk of malignant transformation of oral potentially
malignant disorders (OPMD) and for establishing the prognosis in OSCC.

MATERIALS AND METHODS:

HERG1 and Kv3.4 immunoexpression was analyzed in a cohort of 62 patients diagnosed for oral leukoplakia that
showed epithelial hyperplasia or dysplasia, and in a cohort of 100 patients diagnosed and treated for COCE in the
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA). Demographic, clinical and pathological data were retrospectively
collected for the COCE an prospectively for the OPMD.

Representative formalin-fixed paraffin-embedded sections from archival tissue blocks at HUCA were
immunohistochemically evaluated to investigate the role of HERG 1 and Kv3.4 in both OPMD and OSCC.

HERG1 mRNA (messenger ribonucleic acid) levels were assessed by real-time reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) in 22 patients with primary head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC).

RESULTS:

In HERG1, statistically significant associations were found between HERG1 expression and tobacco consumption,
disease stage, tumor differentiation, tumor recurrence, and reduced survival. There was no association between
HERGH1 expression and the risk of progression from oral leukoplakia to OSCC. In addition, a high proportion of tumors
(80%) showed increased HERG1 mRNA levels compared to normal mucosa from nononcologic patients.

In Kv3.4, thirty-nine of 100 tumours exhibited Kv3.4-positive expression, and staining was associated with the degree of
differentiation (P = 0.05) but showed no impact on patient prognosis. Abnormal Kv3.4 expression was detected in 16%
(7 of 43) hyperplastic lesions and at a significantly higher proportion in oral dysplasias (50%, 8 of 16 cases; P =0.008),
whereas expression was negligible in normal adjacent epithelia. Furthermore, patients carrying Kv3.4-positive lesions
exhibited a higher progression risk than those with Kv3.4-negative lesions; however, histology but not Kv3.4 expression
predicted oral cancer development significantly in this prospective cohort.

CONCLUSIONS:

In HERGH1, aberrant HERG1 expression increases as oral tumorigenesis progresses from oral hyperplasia to OSCC.
Increased HERG1 mRNA levels were also frequently detected in OSCC and other HNSCC subsites. HERG1 expression
emerges as a clinically relevant feature during tumor progression and a potential poor prognostic biomarker for OSCC.
In Kv3.4, this study provides original evidence to demonstrate the early occurrence and high prevalence of abnormal
Kv3.4 expression in oral leucoplakias. Our results support a role for Kv3.4 potassium channel in OSCC tumorigenesis
rather than tumour progression and disease outcome.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION EN
CIRUGIA.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas (CCE) el el tumor maligno
mas frecuente en la region de la cabeza y el cuello, representando mas
del 90% de las neoplasias malignas cavidad oral’. La incidencia de éste
tipo de cancer a nivel mundial se estima en unos 300.000 nuevos casos
al ano, representando aproximadamente un entre un 2 y un 4% del total

de canceres diagnosticados®.

Los factores de riesgo relacionados con el COCE son
fundamentalmente el consumo de tabaco y alcohol. EI consumo de
tabaco puede aumentar el riesgo de padecerlo hasta seis veces® y en
el caso del alcohol lo incrementa hasta dos veces”. La sinergia entre
tabaco y alcohol se asocia con un riesgo hasta 13 veces mayor con
respecto a los no consumidores de estas sustancias®. Otros factores de
riesgo identificados con el desarrollo de COCE son la pobre higiene oral,
la dieta deficitaria en antioxidantes®, y agentes infecciosos como la
Candida albicans’, el virus del herpes simple®y el virus del papiloma

humano®.

En los ultimos 30 afios, la supervivencia de los pacientes con CCE
ha mejorado tan s6lo de manera marginal, a pesar de los avances en

su diagnostico y tratamiento’®"

. Esta tendencia pone de manifiesto la
necesidad de nuevos marcadores ademas de los clasicos, clinicos e
histopatolégicos, que permitan distinguir diferencias en el

comportamiento tumoral '?

. Por otra parte, estos nuevos marcadores
podrian proporcionar dianas moleculares para el desarrollo de nuevas

terapias alternativas en el tratamiento del cancer.
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Los canales idnicos son proteinas transmembrana que regulan el
flujo de iones a través de membranas biolégicas, mostrando un papel
critico en multitud de funciones fisioldgicas, incluyendo transmision
eléctrica, excitabilidad neuronal, control de la contraccibn muscular y
secrecion hormonal. A pesar del vasto conocimiento de las funciones de
los canales idnicos en las células excitables, sus multiples papeles en
la modificacion del comportamiento de las células tumorales han sido
descritos recientemente. Existen mas de 400 genes que codifican para
canales iénicos, lo que representa aproximadamente el 1,5% del
genoma humano'®. Con 78 miembros, los canales de potasio pueden
ser divididos en cuatro clases principales basandose en la estructura de
su dominio y mecanismo de activacion, incluyendo canales de potasio
activados por voltaje (Kv), canales de potasio activados por calcio
(KCa), canales de potasio rectificadores internos (Kir) y canales de
potasio de doble dominio de poro (K2P)'. La familia Kv, codificada por
40 genes en humanos, es el subgrupo mas grande de canales de
potasio. Son activados por cambios en el potencial de membrana' y
todos sus miembros comparten dominios transmembrana que forman el
poro conductor de potasio. La evidencia emergente en la actualidad
indica que la desregulacion de los canales de potasio ocurre con
frecuencia en el cancer, y ha sido demostrada a nivel gendmico,
transcripcional, post-traduccional y epigenético. A pesar de que
inicialmente las funciones de los canales ionicos fueron estudiadas
unicamente en células excitables, esta bien establecida en la actualidad
su implicacion e impacto en varios fenOmenos relevantes para la
biologia de la célula tumoral, como la proliferacion celular y la migracion.
En una publicacion fundamental al respecto, DeCoursey y cols. ™
demostraron que los canales Kv son los canales predominantes en los
linfocitos T humanos proliferantes. La mayor parte de las células se

someten a una hiperpolarizacion transitoria a la salida de la fase G1y
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las células tumorales estan, en promedio, despolarizadas en
comparacion con las células no tumorales'. En los dltimos afios, en
diversos estudios se ha descrito que comparadas con el potencial de
reposo de membrana mas hiperpolarizado en las células excitables, las
células con un ritmo de proliferacion mas rapido como células
embrionarias, células madre o células tumorales estan en general mas
despolarizadas, con un potencial de reposo de membrana de -20 a
85mV'*™. Por lo tanto, una hipétesis clasica es que la despolarizacion
de membrana por si misma juega un papel funcional en la iniciacion o
en la progresion tumoral, pero considerando que los cambios dinamicos
de potencial de membrana durante la progresion del ciclo celular son
probablemente dependientes del tipo celular. Ademas, las células de
mamiferos sufren marcados cambios de forma y de volumen durante la
progresion del ciclo celular'”. Mediante el control del flujo de potasio y
la osmolaridad intracelular que conduce agua a través de la membrana,
los canales de potasio son reguladores centrales de la dinamica
volumétrica importante para la progresion del ciclo celular. La fuente
mas importante de evidencia que apoya el papel trascendental de los
canales Kv en la proliferacion celular proviene de datos experimentales
que muestran que un amplio espectro de bloqueantes de Kv inhiben la
proliferacion en numerosos tipos celulares'®, incluyendo los

queratinocitos'®'®.

El presente estudio fue llevado a cabo con el objetivo de investigar
el efecto de los canales idnicos de potasio, en concreto de HERG1 y
KV3.4, en el carcinoma de células escamosas y en lesiones
potencialmente cancerizables de la cavidad oral y establecer su

relevancia clinica en el desarrollo y la progresion del COCE.
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TEORICO



MARCO TEORICO

1. Cancer oral

El cancer de la cavidad oral representa aproximadamente el 30% de
los tumores malignos de cabeza y cuello. Aproximadamente el 90% de
éstos corresponden a carcinomas de células escamosas®, mientras en
el 10% restante se encuentran neoplasias mas raras como otros
carcinomas, tumores de glandulas salivales menores, melanomas,

linfomas, sarcomas y tumores de origen odontogénico.

Incidencia

El COCE representa, a nivel mundial, entre un 2 y un 4% de todas
las neoplasias malignas, ocasionando aproximadamente un 2% de
todas las muertes atribuibles al cancer?® . Existe una importante
variabilidad geogréfica con respecto a la incidencia del COCE,
fundamentalmente en relacion con factores ambientales y habitos de
vida. Asi en el sudeste asiatico e India, el COCE representa uno de los
tumores malignos mas frecuentes, mientras que en paises

desarrollados, en general, su incidencia se mantiene por debajo del 5%
22

Considerando conjuntamente los canceres de la cavidad oral y la
faringe, en Espafa se estima que en 2014 fueron diagnosticados un

total de 6.632 nuevos casos, 4.961 en hombres y 1.671 en mujeres®.

Las tasas ajustadas por edad presentaron una importante variabilidad,
de 10,3 a 20,6 por 100.000 en hombres y de 1,6 a 4,2 por 100.000 en
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mujeres en el periodo 2003-2007 ** .Segun GLOBOCAN, en 2012
murieron en Espafa 2.070 personas por este tipo de cancer, de los que
un 76% eran hombres. La tasa de mortalidad en hombres fue de 4,1 por
100.000 habitantes y de 0,9 por 100.000 habitantes en mujeres®.

La edad media de presentacion del cancer oral esta en torno a los
60 anos, siendo mas del 90% de los pacientes afectados mayores de

45 afios %°,

A pesar de que tradicionalmente el COCE ha sido mucho mas
frecuente en hombres, al aumento del consumo de tabaco por parte de
las mujeres desde los anos setenta ha provocado que la proporcion
hombre/mujer haya pasado de 10:1 a 2:1 llegando incluso a equipararse
en ciertas localizaciones. En Espana, la incidencia en hombres es de
5,7 a 12,9 casos por 100.000 habitantes/aio mientras que en las
mujeres es de 0,6 al 2,1 casos por 100.000 habitantes/afio®. En los
ultimos afos se ha observado un aumento de la incidencia (rango 0,4%-
4%) en pacientes menores de 40 afos y en mujeres sin factores de
riesgo®’. Asi entre los afios 1973 y 2001 se ha visto incrementada la
incidencia del carcinoma de células escamosas en lengua, base de la
lengua y amigdala en Estados Unidos en pacientes blancos de 20 a 40

28,29

anos . Estos datos estan en concordancia con los obtenidos en

paises como Suiza, Inglaterra, Eslovaquia, Escandinavia y Escocia®
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Etiologia

Los factores de riesgo mas comunmente implicados en el desarrollo
del COCE son el tabaco y el alcohol de manera independiente y en
mayor medida, actuando de manera sinérgica®. Alrededor del 80% de
los pacientes con COCE han sido fumadores, teniendo estos pacientes
un riesgo de 5 a 7 veces mayor de desarrollar tumores de la cabeza y
el cuello que los no fumadores. Ademas, los pacientes que contintan
fumando tras el diagnéstico del tumor inicial multiplican el riego de
padecer un segundo tumor primario en la via aerodigestiva superior por

seis con respecto a los pacientes que abandonan el habito tabaquico®'.

Numerosos agentes carcindgenos han sido identificados en
relacion al tabaco o a alguno de sus componentes. Los mas estudiados
son el benzopireno y las nitrosaminas especificas del tabaco, que
interfieren en la replicacion del ADN, produciendo un dafo en la

replicacion celular®.

Existen otras modalidades de consumo de tabaco sin combustion
que son muy frecuentes en determinadas regiones geograficas, ya sea
consumiéndolo mascado como el “paan”, el “gutka”, el “snuff” o rapé o
el “toombak” o bien mediante su colocacion en contacto con las
mucosas como el “naswar”®. E| tabaco mascado (betel) constituye la
causa mas importante de COCE y carcinoma orofaringeo en la India,
sudeste asiatico, China, Taiwan y comunidades emigrantes, en especial
cuando es consumido en conjuncién con la nuez de areca e hidrdéxido
de calcio. En regiones como la India estos habitos representan un
importante factor adicional, ocasionando que en esta region geografica,
el cancer oral constituye la neoplasia maligna mas prevalente en

hombres*.
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El alcohol constituye el otro factor etioldgico principal en el desarrollo
de COCE. Se ha observado que el alcohol podria favorecer la
penetracion de los carcindbgenos del tabaco mediante la eliminacion del
componente lipidico que recubre el estrato espinoso epitelial®. El
acetaldehido, es un metabolito carcinogénico del etanol, es producido
en grandes cantidades por los estreptococos presentes en la cavidad
oral y podria explicar la incidencia aumentada de COCE en pacientes
con una deficiente higiene oral®®. Hasta el 50% de los pacientes
diagnosticados de COCE presentan en su historia el consumo de

alcohol.

Dentro de los factores etiolégicos mas relevantes, las oncoproteinas
E6 y E7 de los HPV de alto riesgo, fundamentalmente HPV 16, pueden
provocar inestabilidad gendmica con mutaciones que desembocan en
la transformacion maligna. La E6 se une a la proteina p53 que se
encarga de detener la division celular, y al unirse, ésta se degrada
perdiendo su funcion. La proteina E7 se une a la proteina Rb,
interrumpiendo de igual modo la regulacién del ciclo celular® . La
presencia de HPV se ha demostrado en células epiteliales de lesiones
in situ, invasivas y en metastasis ganglionares® y algunos estudios han
detectado una importante asociacion entre la presencia de VPH y el
COCE * si bien en el momento actual esta relacién no esta tan
claramente establecida como en otras localizaciones, como en el cancer

de cérvix y orofaringe®®*'.

Existen otros factores que podrian estar en relacion con el desarrollo
del COCE en un grado variable, como son la falta de una higiene oral
adecuada®, la irritacion mecanica cronica*, las radiaciones ionizantes,

factores nutricionales *® y ciertas exposiciones profesionales a téxicos.
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Localizacioén

Aunque puede desarrollarse en cualquier localizacion, el COCE se
localiza con mayor frecuencia en la lengua y en el suelo de la boca, que
constituyen las regiones anatdmicas mas usualmente afectadas en los
paises desarrollados. La mucosa yugal, el trigono retromolar, la encia 'y
el paladar blando son las siguientes localizaciones en frecuencia y
menos comunmente a nivel de el dorso lingual y el paladar duro. En el
sudeste asiatico sin embargo, por el consumo de “paan” y su contacto
directo con la mucosa, la localizacidon mas habitual es la regioén yugal,

representando mas del 40% de los COCE.

Al comparar el CECC entre pacientes no fumadores y no bebedores
con pacientes fumadores y bebedores, Dahlstrom y cols.** hallaron que
la localizacion mas frecuente en ambos grupos era la lengua. En los
pacientes con habitos toxicos el suelo de boca era la segunda region
anatobmica mas frecuentemente afectada, seguida de la encia
mandibular y el trigono retromolar. En los pacientes que no consumian
alcohol ni tabaco, el segundo lugar fue ocupado por la encia mandibular,

seguido de la mucosa yugal y la encia maxilar.

En pacientes jovenes la localizacion mas frecuente es también la

448 aunque Ribeiro y cols.*” en su estudio llevado a cabo en

lengua
Brasil se encontré una mayor incidencia de cancer en el suelo oral (30%)
que en la lengua (28%) en pacientes menores de 40 anos. Girod y
cols.*® en su trabajo sobre CECC en mujeres, la localizacién mas
frecuente también fue la lengua (37,4%) seguida de la orofaringe

(29,2%) y el suelo oral (8,8%).
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En la siguiente tabla se reflejan diferentes estudios sobre la

localizacion del COCE:

Tabla 1: Publicaciones acerca de las localizaciones mas frecuentes del

COCE/CECC

Autor
Hirata y cols®

Brandizzi y cols.*®

Girod y cols.*®

Mallet y cols.!

Sasakiy cols.*
Ribeiro y cols.*

Poveda-Roda y cols.*

Dahlstrom y cols.*

Siriwardena y cols.*®

Chidzonga y cols.**

Casos
478 carcinomas

274 COCE

171 COCE y carcinoma
orofaringeo

52 COCE lingual

529 COCE (<40 afios)

46 COCE

56 COCE (fumadores)

67 COCE (no fumadores)

1131 CECC (pacientes

fumadores y bebedores)

171 CECC (pacientes no
fumadores ni bebedores)

100 COCE (<40 afios)

100 COCE (>50 afios)

1723 COCE

40

Localizacion mas frecuente
Lengua (40%)

Suelo de boca (33%)
Lengua (30%)

Encia y reborde alveolar (29%)
Mucosa yugal (18%)
Suelo de boca (10%)
Lengua (37,4%)
Orofaringe (29,2%)
Suelo de boca (8,8%)
Borde lateral (51%)
Cara ventral (30%)
Dorso lingual (15%)
Lengua (54,3%)

Suelo de boca (30%)
Lengua (28%)

Lengua (44,6%)

Encia (17,9%)

Suelo de boca (16,1%)
Lengua (53,7%)

Encia (25%)

Mucosa yugal (11,9%)
Lengua (58,9%)

Encia 26,4%)

Mucosa yugal (9,6%)
Lengua (42,3%)

Suelo de boca (24,9%)
Encia (20,3%)

Lengua (41%)

Mucosa yugal (21%)
Reborde alveolar (9%)
Mucosa yugal (37,5%)
Reborde alveolar (25%)
Lengua (12%)

Encia mandibular (27,6%)
Lengua (18,4%)
Suelo de boca (16,2%)



Al-Rawi y cols.> 1425 COCE Lengua (20,4%)
Reborde alveolar (17,8%)

Nemes y cols.*® 119 COCE Suelo de boca (27,7%)
Lengua (22,7%)
Ariyoshi y cols.*’ 1809 COCE Lengua (40,2%)

Encia (32,7%)
Mucosa yugal (10,1%)
Suelo de boca (9%)

Histologia

Desde una perspectiva histologica, el carcinoma oral de células
escamosas se caracteriza por la proliferacion de nidos, cordones o
islotes neoplasicos que recuerdan, en mayor o0 menor grado, el epitelio
escamoso de donde derivan y que penetran en el tejido conectivo. Las
células presentan un citoplasma eosindfilo con nucleos grandes y una
relacion nucleo-citoplasmatica aumentada *® . Segun el grado de
queratinizacion, el pleomorfismo celular y nuclear y la actividad mitética

se diferencian tres grados de diferenciacion:

- Bien diferenciados:
Presentan una gran semejanza con las células epiteliales, se
observa abundante formacion de queratina en forma de perlas
corneas 0 como queratinizacion celular individual. La atipia celular
y el nUmero de mitosis es minima y existe un infiltrado inflamatorio
cronico peritumoral bastante marcado, formado por linfocitos y

células plasmaticas.

« Moderadamente diferenciados:
Presentan menor semejanza con las células epiteliales, y un mayor

grado de atipia nuclear y nUmero de mitosis. Existe una
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disminucion de la formacion de perlas cérneas y de la

queratinizacion individual.

- Pobremente o poco diferenciados:
Se evidencia una minima similitud con las células epiteliales y en
ocasiones es dificil establecer el origen escamoso de estos
tumores, siendo necesario recurrir a técnicas inmunohistoquimicas
para demostrar la presencia de citoqueratina. Existe un gran

pleomorfismo nuclear y un elevado numero de mitosis.

En general, a medida que disminuye el grado de diferenciacion, el
comportamiento tumoral se vuelve mas agresivo, con aumento de la

velocidad de crecimiento y de la presencia de metastasis.

Al igual que en otras neoplasias epiteliales, el COCE parece
desarrollarse mediante un proceso escalonado que involucra cambios
moleculares sucesivos. En el CECC, el modelo de Califano® publicado
en 1996, relaciona los cambios genéticos secuenciales con los clinico-
patolégicos que se producen desde la mucosa normal hasta la aparicion

de un carcinoma invasivo.
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Ganancia

Mucosa T T
normal perplasia

|

Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida

Figura 1: Modelo genético de carcinogénesis en carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello.

Las conclusiones a las que se llega en dicho estudio son:

- Las alteraciones genéticas del CECC suelen producirse en orden
cronoldgico y determinan la progresion histopatolégica. Asi, aunque
las manifestaciones clinicas estén ausentes, en estadios iniciales

como es la hiperplasia epitelial ya aparecen pérdidas en 9p21 y 3p.

- La progresion tumoral viene determinada por las alteraciones
genéticas acumuladas y no por su orden. Existen alteraciones
propias de estadios tardios que pueden constituir la Unica anomalia

detectable en lesiones precoces.

- La participacion de los genes supresores en las fases iniciales del

proceso.
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Alteraciones genéticas

Las alteraciones genéticas que generan anomalias en la
diferenciacion epitelial dando lugar a una proliferacion celular anémala
deben afectar a genes que codifican para proteinas implicadas en la
regulacion del ciclo celular. Estos son fundamentalmente oncogenes
promotores y genes supresores de tumores, asi como los genes
reparadores del ADN, encargados de detener la division celular si

detectan errores en la replicacion del ADN.

La carcinogénesis oral puede resumirse en los siguientes pasos:

1. Alteracion genética en las células de la capa germinativa suprabasal,
de forma que el cambio genético se transmite a las posteriores

generaciones, sin cambios fenotipicos a nivel mucoso.

2. Si existe continuidad en la exposicibn a los carcinbgenos, las
alteraciones genéticas aumentan y se acumulan. Se produce la
transformacion fenotipica, apareciendo cambios en la mucosa, las

lesiones precancerosas.
3. El fallo en los mecanismos de control provoca la progresion de las

lesiones precancerosas hacia formas mas graves o lesiones

invasivas que sobrepasan la membrana basal.
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Oncogenes

Son genes cuyos productos proteicos regulan el ciclo celular.
Estas proteinas son fundamentalmente factores de crecimiento,
receptores transmembrana, mensajeros citoplasmaticos y factores
nucleares de transcripcion. Al alterarse, fundamentalmente mediante

amplificacion génica, la proliferacion celular se hace incontrolada.

La activaciéon oncogénica mas frecuentemente detectada en los
carcinomas de cabeza y cuello, representando entre el 30 y el 60% de
los casos, es la amplificacion de la regidon 11913, compuesta por 353
genes®. Esta amplificacion se relaciona con enfermedad avanzada,
pobre diferenciacion histolégica y un tipo de crecimiento infiltrante,

asociandose por todo ello a un peor pronostico.

La region cromosdmica 326,29, con 448 genes, es otra de las
regiones cromosomicas que frecuentemente se detectan amplificadas
en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello®. Se
considera una alteracion temprana, mas frecuentemente en lesiones
positivas para el HPV y también se ha relacionado con un peor

pronostico %,

La amplificacibn 8q es otra de las frecuentemente halladas en
neoplasias malignas de cabeza y cuello, siendo la mas conocida la

subregion 8qg23,24, con 273 genes.

Las amplificaciones de 3926,29, 8923,24 y 11g13 son, por tanto,
las mas frecuentemente halladas en los CECC . En dichas regiones se
pueden hallar diversos genes implicados en la regulacion del

citoesqueleto de actina, que, a su vez, se relacionan con la motilidad
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celular, la invasividad y el desarrollo de metastasis y, en ultimo término,

con la disminucion de la supervivencia del paciente.

Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores ejercen su accion impidiendo
la perpetuacion de mutaciones incompatibles con el normal
funcionamiento celular mediante la interrupcion del ciclo celular o la

induccion de apoptosis.

Estos genes supresores han de ser inactivados a través de
mutaciones puntuales, reordenaciones o delecciones de las dos copias
de los genes, a diferencia de los oncogenes que pueden ser afectados

por la mutacion de una de las copias.

Se considera que las mutaciones en la region 9p21-22 ocurren
durante un estadio precoz en el desarrollo de CECC (hiperplasia
epitelial), antes del desarrollo de la atipia histologica. La inactivacion del
gen p16INK4a localizado en 9p21 conlleva la pérdida de expresion de
p16, ha sido detectada hasta en un 83% de casos de CECC mediante
inmunohistoquimica®. Se considera que su inactivaciéon es mas precoz

que la del gen p53%.

El gen p53 localizado en 17p13 ha sido relacionado con
practicamente la totalidad de los canceres humanos®. En condiciones
normales, ante la deteccion de un error en el ADN durante el ciclo
celular, aumentan los niveles de p53 y se frena la replicacion, dando
tiempo a la reparacion del ADN y conduciendo la célula a apoptosis si

ésta no es posible. Si p53 esta inactivado se permite que se acumulen
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danos en el ADN que a la larga pueden conllevar la transformacion

maligna®®.

En CECC se detecta la funcion anormal de p53 hasta en un 50%
de los casos® y se ha detectado su alteracion en lesiones displasicas,
por lo que es considerado un fendbmeno precoz en la carcinogénesis de

cabeza y cuello®.

Cancerizacién de campo

El término cancerizacidon de campo fue originalmente acufiado por

Slaughter y cols. en su estudio sobre cancer oral

en el que
encontraron anormalidades histopatolégicas en el epitelio en torno al
carcinoma invasivo asi como una incidencia aumentada de segundos
primarios en la regidon de la cabeza y el cuello. Asi, el término
cancerizacion de campo fue empleado para describir el fendbmeno por
el cual un area entera de tejido desarrolla una transformaciéon maligna o

premaligna en respuesta a un carcindgeno.

La importancia de la cancerizacion de campo reside en su alta
frecuencia como en su influencia negativa sobre el prondstico que
conlleva la aparicion de los segundos primarios, que en el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello representan entre un 3 y un 30%
de los casos, con tasas mas altas de incidencia en carcinomas de la
cavidad oral™.

El origen de este fenbmeno reside probablemente en las células
progenitoras de la capa basal del epitelio. En estas células, mutaciones
del gen p53y la subsiguiente alteracion de la expresion proteica, pueden

ser transferidas a su descendencia formando parches constituidos por
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menos de 200 células portadoras de la alteracidon genética, lo que
presumiblemente podria representar la primera manifestacion del
COCE"'. La mutacién media la pérdida del control del ciclo celular,
confiriendo una clara ventaja proliferativa a las células del parche,
dando como resultado una expansion de la poblaciéon clonal de
progenitoras y ampliando asi el numero de dianas sobre las que actuan
los siguientes eventos oncologicos. Los parches se extenderian
lateralmente  transformandose @ en  campos precancerosos
genéticamente alterados que pueden afectar areas muy extensas de la

cavidad oral”.

Tratamiento

A pesar de los avances acontecidos en los ultimos afnos en la
terapia de el COCE, tanto a nivel quirdrgico, como en radio y

quimioterapia, la supervivencia s6lo ha mejorado de manera marginal.

El tratamiento del COCE es multidisciplinar, y participan diversos
especialistas formando comités clinicos, en los cuales se planifica de
manera protocolarizada la terapia a aplicar en cada caso.
Fundamentalmente son empleadas la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia de manera conjunta, secuencial o aislada segun el

estadio, la situacion basal del paciente y sus preferencias.

El tratamiento quirirgico estandar consiste en la reseccion con
margenes suficientes de la lesion oral y el tratamiento las areas de
drenaje linfatico mediante diseccién celuloganglionar cervical. Esta
ultima sera mas o menos extensa segun los hallazgos pre e
intraoperatorios. En general, aunque es fuente de controversia, los

pacientes sin evidencia de metastasis en el cuello (NO) se tratan
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mediante  una  diseccibn  cervical selectiva, generalmente
supraomohioidea y en algunos casos mediante la técnica del ganglio
centinela. En los casos en los que estan presentes metastasis
ganglionares cervicales (N+) el tratamiento dependera de la afectacion
de estructuras como la vena vyugular interna, el musculo
esternocleidomastoideo o el nervio espinal. Se realizaran por tanto
vaciamientos radicales en caso de afectacion de las tres estructuras o

vaciamientos radicales modificados en caso de no ser asi.

La radioterapia sigue teniendo un importante papel en el tratamiento
del COCE. La radioterapia radical es cada vez mas indicada en tumores
con origen o extension orofaringea, preservando la funcion de las
estructuras afectadas y mejorando en general la calidad de vida del
paciente. La radioterapia adyuvante se indica tras la cirugia en las

siguientes situaciones:

*  Borde quirurgico proximo o afecto.

. T3 o0 T4 con gran invasion local.

* Lesiones poco diferenciadas o indiferenciadas.

* Invasion perineural, vascular o linfatica.

*  Afectacion 6sea o de cartilago.

*  Afectacién ganglionar multiple, presencia de una adenopatia
metastasica mayor de 1,5 cm o0 ganglios en diversos niveles.

Extension extracapsular ganglionar con infiltracion de partes

blandas.
Por ultimo, la radioterapia paliativa puede ser efectiva en el control

de sintomas en pacientes no subsidiarios de tratamiento con intencion

curativa.

49



La quimioterapia es empleada como tratamiento de induccién en
tumores localmente avanzados, de manera concomitante con la
radioterapia radical o adyuvante, en los tratamientos de preservacion de
organo y en enfermedad metastasica. Para la indicacion de
quimioterapia concomitante con la radioterapia se establece que deben
existir al menos un factor adverso “mayor” como la afectacion de
margenes quirurgicos o la invasion extracapsular ganglionar o dos o
mas factores adversos menores como pT3 o pT4 del primario excepto
T3NO laringeo, estadio ganglionar N2 o N3, afectacion de ganglios en
niveles IV o V en primarios orales u orofaringeos, invasion perineural y

embolismo vascular.

Otras posibilidades terapéuticas de reciente aparicion son el
cetuximab, un anticuerpo monoclonal contra el dominio extracelular del
factor de crecimiento epidérmico (EGF), que estad indicado en
combinacién con la radioterapia en el CECC localmente avanzado. Los
inhibidores de la tirosin cinasa, como gefitinib y erlotinib, asi como los
inhibidores de la angiogénesis, como el bevacizumab, se encuentran

todavia en fase de investigacion.

Prondstico

El diagnostico precoz es, al igual que en el resto de neoplasias
malignas, fundamental para la mejora del prondéstico. La tasa de
supervivencia en el COCE a los 5 anos es del 80% en estadios iniciales,
desciende al 40% en los casos con afectacion ganglionar y es menor

del 20% en pacientes con metastasis a distancia’.

Entre los factores con mas repercusion en la supervivencia, la

presencia de metastasis ganglionares es el mas relevante,
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reduciéndose aquella a la mitad en los casos donde se produce’™. La
afectacion de los margenes de reseccion produce un claro impacto
negativo en la supervivencia asi como el grado histolégico, la infiltracion

neural y la afectacion 6sea”.

El riesgo de segundos primarios en la via aerodigestiva superior
produce también un impacto negativo en la supervivencia. En cuanto a
las muertes en pacientes diagnosticados de COCE, la mitad se
producen por el primario, un 25% por segundos primarios y el resto por

otras causas’®.
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2. Trastornos orales potencialmente
cancerizables (TOPC)

Definicioén

Se definen como lesiones orales potencialmente cancerizables

aquellas que””:

- Se han identificado previamente como lesiones precancerosas, y
durante el seguimiento se ha constatado su malignizacion.

- Se han detectado coexistiendo con carcinomas orales de células
escamosas en los margenes de los mismos.

- Se han objetivado alteraciones morfoldgicas y citolégicas similares
a las observadas en lesiones epiteliales malignas, pero no invaden
el tejido conectivo.

- Se han hallado alteraciones cromosomicas, genéticas o

moleculares presentes en carcinomas orales invasivos.

La leucoplasia oral es definida por la OMS como una placa blanca con
riesgo de malignizacion cuestionable habiendo excluido otras
enfermedades o alteraciones conocidas que no conllevan un riego
aumentado de cancer’’. La prevalencia de la leucoplasia oral oscila entre
el 1,72% y el 2,60% variando segun sexo, edad, raza y factores
geograficos y de habitos de vida™®, fundamentalmente en relacion con el
consumo de tabaco y alcohol, siendo éstos los agentes etioldgicos mas
frecuentemente identificados. Son mas frecuentes en varones de entre 40
y 50 afos y en cuanto a su localizacién, las mas habituales son la encia y

la mucosa yugal”®*.
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Tabla 2: Trastornos orales potencialmente cancerizables

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE CANCERIZABLES

Parece existir una estrecha asociacién entre esta entidad y el cancer
de cabeza y cuello, ya que en el momento del diagnéstico, entre un 16 y
un 62% de los COCE se han asociado con leucoplasias orales®’. Dicha
leucoplasia puede preceder a la aparicion del cancer en meses o afos y/o
simultanear su presencia. Existen ciertos factores que aumentan el riesgo
de transformacién maligna, como son la localizacion en la lengua o el suelo
de la boca, la presencia de displasia epitelial y las leucoplasias no

homogéneas®.

Las alteraciones histolégicas presentes en la leucoplasia oral
oscilan entre reacciones fisiolégicas normales hasta cambios benignos,

premalignos y malignos. La hiperqueratosis moderada y la hiperplasia



epitelial sin displasia son los hallazgos histolégicos mas frecuentemente
descritos en la leucoplasia®.

Tabla 3: TOPC segn su potencial de malignizacién aproximado®.




El tratamiento de estas lesiones consiste, inicialmente, en la
eliminacion de posibles factores etioldgicos, y en caso de no existir
respuesta, se han propuesto diversos tratamientos (retinoides,
antimicéticos, escision quirdrgica, criocirugia o tratamiento con laser),
aunque ninguno ha demostrado efectividad en la prevencion de la
transformacién maligna de la leucoplasia o en evitar su recidiva®. Los
pacientes han de ser seguidos de por vida a intervalos que pueden variar

entre 3y 12 meses.

Clasificacioén

La clasificacién de la OMS® reconoce 5 estadios histopatolégicos en
los TOPC:

* Hiperplasia escamosa: suele acontecer en el estrato espinoso
(acantosis) y/o en el estato basal/parabasal (hiperplasia de células
basales). No existe atipia y la estratificacion es normal.

* Displasia leve: la alteracion de la arquitectura y la atipia quedan
limitados al tercio inferior del epitelio.

* Displasia moderada: la alteracion se extiende hasta el tercio medio
del epitelio. El grado de atipia celular podria requerir encuadrar la
lesidon en un grado superior de displasia.

* Displasia grave: la alteracion de la arquitectura y la atipia afectan
a mas de dos tercios del epitelio.

» Carcinoma in situ: Alteracion de la arquitectura casi completa en
conjuncion con atipia celular muy pronunciada. Suelen existir mitosis

atipicas y anormalmente superficiales
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Tabla 4: Criterios usados para el diagndstico de displasia. Warnakulasuriya 2007
77

Arquitectura Citologia

El diagnostico histopatoloégico de displasia no es un marcador
pronostico fiable de la progresiébn a malignidad, ya que no existe una
correlacion individual directa entre el grado de displasia y el desarrollo de
cancer invasivo. Se han detectado alteraciones cromosdmicas Yy
moleculares precoces en lesiones normales desde el punto de vista clinico
e histologico®™. Se hace necesaria, por tanto, la busqueda de nuevos
marcadores complementarios al diagnéstico histolégico que puedan

aportar mas informacion sobre el riesgo de progresion a malignidad.
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3. Canales de potasio

En el genoma humano se encuentran mas de 400 genes codificadores
de canales ionicos, representando aproximadamente el 1,5% del genoma
humano'®. Estos canales poseen una gran diversidad estructural y
funcional, regulando la distribucion de los iones de potasio, sodio, calcio y
cloruro contribuyendo a la homeostasis celular y participando

practicamente en todos los procesos celulares fundamentales.

La bomba de sodio-potasio (Na*-K*- ATPasa) transporta 2 moléculas
de potasio al interior celular y tres moléculas de sodio al exterior de la
célula hidrolizando una molécula de ATP, con el consiguiente aumento del
potasio intracelular. Cuando un canal de potasio se abre, permite la salida
de potasio a favor de gradiente, llevando al potencial transmembrana
celular al equilibrio. En células no excitables o en las excitables en su
estado basal, el potencial de reposo de membrana es generalmente
mantenido en valores negativos que oscilan entre -30 a -85mV. Desde el
potencial de reposo el potencial de membrana puede volverse mas
negativo (hiperpolarizacion) o mas positivo (despolarzaciéon) mediante la
apertura de varios canales idnicos. Como los canales de potasio dominan
la conductancia en estado de reposo, los potenciales de membrana en
reposo son ligeramente mas positivos que el potencial de equilibrio para
el potasio. Asi, en general, la activacion de los canales de potasio causan
hiperpolarizacion mientras que la apertura de canales de sodio o de cloruro

causaran despolarizacion.

Los canales i6nicos de potasio son un conjunto de proteinas cuyo
origen podria haber sido simultaneo con el origen de la vida en la Tierra®’.
Forman el grupo mas numeroso de canales especificos para un ion en

particular. A través de los estudios mediante cristalografia de rayos X, se
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ha podido localizar y caracterizar la region formadora de poro, conservada
ampliamente en todas las familias de canales de potasio. Por el contrario,

el resto de la secuencia de estos canales presenta una gran variabilidad.

Los canales de potasio estan formados por subunidades principales
denominadas subunidades a, y por subunidades accesorias. La subunidad
a de estos canales es una proteina multimérica, que por si sola no forma
un canal para el paso de iones y debe de asociarse con otras subunidades
para que el canal sea funcional. Las subunidades accesorias pueden ser
citoplasmaticas, extracelulares o transmembranales y su funcion es la de

modular las propiedades de la subunidad principal.

La estructura basica y compartida por todos los canales de potasio esta
formada por dos dominios transmembrana (2TM) conectados por una
region bucle que entra y sale de la bicapa lipidica por el lado exterior de la
membrana plasmatica. Este bucle, llamado dominio P, forma parte
esencial del poro del canal. En el caso de los canales de cuatro segmentos

transmembrana esta estructura basica esta repetida.

Los dominios P de los canales de potasio tienen una secuencia de
aminoacidos altamente conservada : TxxTxG(Y/F)GD (correspondiendo la
x con cualquier aminoacido). Esta secuencia constituye parte esencial del
filtro de seleccion del canal de tal manera que las mutaciones en los
aminoacidos de esta secuencia provocan la perdida de selectividad del

canal por el ion potasio.

Sobre la base de la estructura, se pueden diferenciar tres grandes

grupos:
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Canales con dos segmentos transmembrana y un dominio
formador de poro (2TM - 1P): Este grupo esta compuesto por la
familia de canales KIR (del inglés, inward retifier K* channels), y su
estructura es similar a la del primer canal de potasio cristalizado.
Cada subunidad de los canales de esta familia, posee 2 regiones de
transmembrana (TM) conectadas por 1 dominio formador de poro

(P), y se ensamblan como tetrameros.

Extra

Intra

Figura 2: Representacion esquematica de los canales con dos
segmentos transmembrana y un dominio formador de poro (2TM - 1P)

Canales con 4 segmentos transmembrana y 2 dominios
formadores de poro (4TM - 2P): formado por la familia de canales
K2P (del inglés, two pore domain K* channels). Son los canales de
potasio de descubrimiento mas reciente®® y se caracterizan por
poseer en cada subunidad 2 dominios formadores de poro y 4
segmentos transmembrana. A diferencia del resto de los canales

de potasio, el canal se forma como dimero.
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Extra

Intra

Figura 3: Representacion esquematica de los canales con cuatro segmentos

transmembrana y dos dominios formadores de poro (4TM - 2P)

Canales con 6 segmentos transmembrana y un dominio
formador de poro (6TM - 1P): Es el grupo mas numeroso de
canales de potasio e incluye a 3 familias. Estan formados por
tetrameros cuyas subunidades poseen 6 < segmentos
transmembrana (S1 - S6) que acompanan a 1 dominio formador de
poro. Dentro de este grupo podemos encontrar a la familia de
canales de potasio operados por voltaje o Kv, que presentan como
caracteristica estructural una regibn en el segmento de
transmembrana S4 que presenta 4 aminoacidos cargados
positivamente y que funciona como sensor de voltaje. Esta es otra
de las caracteristicas de la estructura de canales ibnicos que esta
altamente conservada en otras familias de canales idnicos de
potasio, sodio y calcio que presentan sensibilidad al voltaje.

Este grupo se completa con 2 familias de canales de potasio
sensibles a la concentracion de calcio intracelular (KCa). La primera
se denomina SKCa (del inglés, small conductance calcium sensitive

K’ channel), compuesta por una serie de canales potasio de
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conductancia intermedia y baja con actividad independiente del
voltaje. Mientras que la segunda se denomina familia de los Slo,
cuyo miembro mas relevante es el canal de K+ de alta conductancia

sensible al calcio y al voltaje, conocido como BKCa.

Figura 4: Representacion esquematica de los canales con seis segmentos
transmembrana un dominio formador de poro (6TM - 1P)

Con 78 miembros, los canales de potasio pueden ser divididos en
cinco clases principales basandose en su estructura de dominio y en su

mecanismo de activacion.

FAMILIA DE LOS CANALES DE POTASIO Slo

Esta familia estd constituida por los canales codificados por los
genes Slo (Slo1, Slo2.1 Slo2.2 y Slo3), y tienen como caracteristica
general y diferencial, el presentar un valor elevado de conductancia

ionica®.

El canal codificado por Slo1, es el canal de esta familia mas estudiado, se

denomina también canal de potasio de alta conductancia activado por
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voltaje y calcio intracelular, canal maxi-K o BKCa (del inglés, big
conductance potassium channel). Los canales de tipo Slo, ademas de su
alta conductancia, se caracterizan por la capacidad que presentan de
responder a cambios en la concentracion intracelular de determinados

iones (H*, Ca®*, CI'y Na*, segun el subtipo).

A pesar de que se los incluye dentro de los canales 6TM, presentan
en el extremo amino terminal un dominio transmembrana extra
denominado SO, es decir son 7TM - 1P. La region formadora de poro se
sitla en la conexion entre los segmentos S5 y S6, mientras que en el
segmento S4 de los Slo1y 3 se halla el sensor del voltaje (al igual que en
los canales Kv). La region carboxilo terminal es la responsable de la mayor

parte de las regulaciones que presentan estos canales.

\
— ubtaaia |l Womoro § _ Gan |

BKCa

Slo 1 o1y  KONMAT
Slo 2.1 Kggj’fz KCNT2
Slo 2.2 Ki/:i/.(1 KCNT1

Slo 3 Kca 5.1 KCNUA1

Figura 5: Familia de canales de potasio Slo
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FAMILIA DE LOS CANALES DE POTASIO DE BAJA
CONDUCTANCIA SENSIBLES AL CALCIO (SKCa, KCNN)

Si bien pertenecen a 2 familias distintas, este grupo de canales
generalmente se halla descrito junto al canal BKCa, debido a que estos
canales también se activan por el incremento en la concentracion de calcio
intracelular, comparten la estructura 6TM - 1P y la denominacion en base
al valor de la conductancia unitaria del canal®. Las diferencias de esta
familia respecto al canal BKCa radican en el menor valor de la
conductancia, la presencia de sélo 2 argininas en el segmento S4, que
explica su actividad independiente del voltaje, y la ausencia del segmento
So”".

Esta familia estda compuesta por 4 genes, y se divide en 2

subfamilias basandose en la conductancia de canal Unico, los canales

SKCa propiamente dichos y los canales de conductancia intermedia, IKCa,

™ ¢
. A
S —

SKCa 1 KCa 2.1 KCNN1

SKCa 2 KCa 2.2 KCNN2

SKCa 3 KCa 2.3 KCNN3

IKCa 1 KCa 3.1 KCNN4

Figura 6: Familia de canales de potasio de baja conductancia sensibles al calcio
(SK)
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FAMILIA DE LOS CANALES KIR (KCNJ)

Los canales de potasio de rectificacion entrante, hacia dentro o
andmala (Kir) se denominan asi debido al fendbmeno por el cual su relacion
entre la corriente macroscoépica y el voltaje de la membrana no sigue un
comportamiento lineal u 6hmico como se espera para un canal
independiente de voltaje, presentando una mayor conductancia i6nica a
potenciales mas negativos que el potencial de equilibrio para el potasio.
Esto es producido por un bloqueo dependiente de voltaje por magnesio o
poliamidas intracelulares®, las cuales, a medida que el potencial de
membrana adquiere valores mas positivos, obstruyen el poro del canal

impidiendo el paso de corriente en direccion saliente.

Existen canales KIR con distintos grados de rectificacion. Asi
encontramos rectificadores fuertes, intermedios y débiles. Esta
caracteristica viene determinada por la presencia de un aminoacido
cargado negativamente (Asp) en la posicion 172 del segmento S2 para los
rectificadores fuertes, que es ocupada por una aminoacido neutro (Asn)

en los débiles®.

Existen 15 genes que codifican para canales KIR que, a su vez,
pueden subdividirse en cuatro grupos funcionales: los KIR clasicos, los
acoplados a proteina G (GIRK), los sensibles al ATP intracelular (KATP) y

los canales transportadores.
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- N\l o KIR 2.1 KCNJ2

P KIR clasicos KIR 2.2 KCNJ12
KIR 2.3 KCNJ4
KIR 2.4 KCNJ14
KATP KIR 6.1 KCNJ8
KIR 6.2 KCNJ11
KIR 3.1 KCNJ3
KIR 3.2 KCNJ6
GIRK
KIR 3.3 KCNJ9
KIR 3.4 KCNJ5
KIR 1.1 KCNJ1
KIR 4.1 KCNJ10
Canales de KIR 4.2 P
transporte
KIR 5.1 KCNJ16
KIR 7.1 KCNJ13

Figura 7: Familia de canales de potasio de rectificacion hacia dentro (Kir)

FAMILIA DE LOS CANALES K2P (KCNK):

Los canales de potasio de dominio de dos poros (K2P) son los mas
recientemente descritos dentro de los canales de potasio, con diferencias
importantes no solo a nivel estructural sino también a nivel funcional. Son
considerados como canales “de fuga” debido a que permanecen abiertos
practicamente a todos los valores de potencial de membrana, con poca
dependencia del voltaje (la mayor parte de los casos presentan
rectificaciones débiles). De esta manera comparten con los KIR un rol
principal en la determinacion del valor del potencial de membrana de

reposo en diferentes tipos celulares.
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En esta familia los canales idnicos son codificados por 15 genes. Se

los clasifica en 6 familias:

= Canales rectificadores entrantes débiles (TWIK)

= Canales relacionados con el TWIK sensibles al 4cido araquidonico
(TREK)

= Canales inhibidos por el descenso del pH intracelular (TASK)

» Canales activados por alcalinizacién (TALK)

» Canales inhibidos por el halotano (THIK)

= Canales presentes en la médula espinal (TRESK)

ZP O EE3 EN

TWIK-1 KCNK1
TWIK TWIK-2 KCNK6
KCNK7
TREK-1 KCNK2
U138 TREK-2 KCNK10
TRAAK KCNK4
TASK-1 KCNK3
TASK TASK-3 KCNK9
TASK-5 KCNK15
TASK-2 KCNK5
TALK TALK-1 KCNK16
TALK-2 KCNK17
THIK-1 KCNK13

THIK
THIK-2 KCNK12
TRESK TRESK KCNK18

Figura 8: Familia de canales de potasio con dos dominios formadores de poro
(K2P)
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FAMILIA DE LOS CANALES DEPENDIENTES DEL
VOLTAJE Kv:

En esta familia se encuentra la mayor diversidad de canales de
potasio codificada por 40 genes®. La actividad de estos canales depende
del voltaje de la membrana, siendo activados por la despolarizacion de la

misma.

DOOOO®

Figura 9: Representacion de la subunidad alfa de un canal de potasio Kv

La subunidad a esta constituida por 6 segmentos transmembrana
S1, S2, S8, S4, S5 y S6 con extremos amino- y carboxilo-terminal
citoplasmaticos Cada subunidad consta de dos mddulos funcionalmente
distintos: el sensor de voltaje formado por segmentos S1-S4 y el poro del
canal constituido por S5-S6. El segmento S4 contiene residuos de arginina
o lisina cada tres posiciones y es el unico dominio transmembrana que
esta positivamente cargado. La despolarizacion de la membrana causa un
movimiento de los residuos positivos del S4, y este movimiento de cargas

a través del campo eléctrico de la membrana media la apertura del canal.
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Por otra parte, el bucle que une los segmentos S5-S6 constituye la via de

permeacion de iones, que contiene el filtro de selectividad del canal.

Al no ser suficiente una subunidad a para formar el poro, para formar
un canal de potasio funcional tienen que agruparse 4 subunidades a.
Cuando las subunidades a son todas iguales el canal es un
homotetramero. Aunque a veces pueden formarse homotetrameros, la
mayoria de los canales de potasio de las células excitables estan formados
por el ensamblaje de subunidades a diferentes y son por tanto

heterotetrameros.

Figura 10: Formacion de tetrameros por las subunidades alfa.

Ademas del elevado numero de genes que codifica para este tipo de

canales la diversidad funcional que presentan se ve incrementada por®*:
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1. Formacion de heteromultimeros entre miembros de una misma
subfamilia.

2. Formacion de heteromultimeros con miembros de las subfamilias de
subunidades silentes.

3. Regulacion por medio de subunidades accesorias: B1 - 33, KCHIP1,
minK y KCNE®,

4. Desarrollo de splicing alternativo en casi todas las subfamilias®.

5. Edicién del ARN y modificaciones postranscripcionales® %,

Este grupo de canales se divide en 12 subfamilias segun su similitud
genéticay a su vez, en base a su funcionalidad, se distinguen 2 subgrupos:
por un lado los canales Kv propiamente dichos (Kv1-4, Kv7 y Kv10-12) y
por el otro, la subunidades silentes (Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9) que como
homdmeros no generan canales funcionales, pero si lo hacen al

heteromerizarse con miembros de la subfamilia Kv2%.

Por su parte, las 8 subfamilias que incluyen los canales Kv funcionales
se han clasificado en base a las propiedades electrofisiolégicas de sus

corrientes macroscopicas como:

|.  Canales con corrientes de tipo A. Median corrientes transitorias que
se activan con la despolarizacion de la membrana mostrando una
cinética de activacion rapida seguida de una inactivacion completa

en el lapso de aproximadamente 100 ms®*,

Il. Canales con corrientes de tipo rectificador tardio, involucrados en
corrientes macroscopicas inducidas por la despolarizacion que
presentan activacion lenta e inactivacion leve o nula. Estos canales
participan de la repolarizacion que finaliza los potenciales de accion,

restableciendo los valores de conductancia al potasio como
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dominante en la determinacién del valor de potencial de membrana

celular®.

Mientras que el dominio del poro de todos los canales de potasio
mantiene un GYG/GFG signature motif altamente conservado, que
contribuye a la selectividad del filtro en estos canales, la diversidad
molecular de los canales de potasio es inmensa. Los canales de potasio
forman complejos homoméricos o heteroméricos ensamblados con
subunidades alfa de la misma subfamilia. La presencia de subunidades
auxiliares puede modificar las propiedades funcionales diversificando mas
estos canales. Por ejemplo, un canal BK puede ser activado en potencial
de reposo sin que exista incremento de la concentracion intracelular de

calcio mediante la formacion de un complejo con una proteina auxiliar.

ElI ARN mensajero de los canales de potasio esta sujeto a edicion del
ARN, a splicing alternativo y las proteinas pueden ser modificadas a nivel
post-traduccional mediante fosforilacion '® | sumoilacion ' |
palmitoilacion'® 'y glicosilacion'®®'** Las modificaciones a nivel de ARN
y proteinas junto con la mezcla y union de subunidades del canal

favorecen la gran versatilidad de los comportamientos de los canales.
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(tipo Shaker)

Kv 1.5 KCNA5

Kv 1.6 KCNAG

Kv 1.7 KCNA7
Kv 1.8 KCNA10

Kv 2 Kv 2.1 KCNB1
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Kv 4.3 KCND3

Kv 5 Kv 5.1 KCNF1
Kv 6.1 KCNG1

Ky 6 Kv 6.2 KCNG2
Kv 6.3 KCNG3

Kv 6.4 KCNG4

Kv 7.1 KCNQ1

Kv 7.2 KCNQ2

Kv7 Kv7.3 KCNQ3
Kv 7.4 KCNQ4

Kv 7.5 KCNQ5

Kv 8.1 KCNV1

—— Kv 8.2 KCNV2
Kv 9.1 KCNS1

Kv 9 Kv 9.2 KCNS2
Kv 9.3 KCNS3

Kv 10 Kv 10.1 KCNH1
(tipo eag) Kv 10.2 KCNH5
Kv 11.1 KCNH2

(ti';; l: " Kv 11.2 KCNH6
Kv11.3 KCNH7

Kv 12.1 KCNHS

(tt:)‘c') li) Kv 12.2 KCNH3
Kv 12.3 KCNH4

Figura 11: Familia de canales de potasio sensibles al voltaje (Kv)
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4. Canales de Potasio y céancer

Existen numerosos estudios acerca de la desregulacion de la expresion
de canales de potasio en el cancer, perteneciendo los canales de potasio
implicados a las cuatro principales clases. Como ejemplos, se pueden citar

los siguientes:

* Se ha descrito la elevacion de la expresion de Kv1.3 en cancer
de mama, colon y prostata'®.

* La expresion aumentada de HERG1 (Kv11.1) es un importante
marcador en tumores solidos y hematoldgicos'®.

* La sobreexpresion de Kv 10.1 (EAG1) puede ser hallada en mas
del 70% de cancer en humanos en diversos 6rganos'?’.

* La sobreexpresion de proteina G activada en canales de
rectificacion anémala GIRK1 (KCNJ3) esta correlacionada con la
presencia y el grado de metastasis linfaticas en el cancer de
mama'®.

* El aumento de la expresion de una isoforma especifica del canal
BK se corresponde con el grado de malignidad del glioma'®.

* El canal K2P KCNK9 esta sobreexpresado en el cancer de

pulmén y de mama'™®.
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Kir4.1
Kir2.2
Kir3.1

Kir3.4
Kv4.1

Kv1.5
Kv1.1

Kv1.3
Kv3.4
K2P2.1

Kv11.1

Kv10.1
Kv10.2

Keal.1
K..2.3
Kea3.1
Kv7.1
K2P3.1
K2P9.1
K2P5.1
K2P6.1

Figura 12: Dendrograma filogenético representando los canales de potasio

relacionados con el cancer. Existen canales de cada una de las familias de

canales de potasio implicados en la carcinogénesis. (Adaptado de Huang y
cols.”™)
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Tabla 5: Expresion de los canales de potasio implicados en el cancer.
Los cuadros rojos representan los tumores donde se ha observado
sobreexpresion de los canales de potasio favoreciendo la proliferacion, la
migracion celular o las metastasis, como HERG1 en carcinomas de cabeza y
cuello (C y C). Los cuadros verdes representan los canales cuya expresion esta
relacionada de manera inversa con la malignidad y la agresividad clinica como
el KCNAS5 en el glioma o en el linfoma o el KCNQ1 en el cancer colorrectal. El
cuadro azul representa la presencia de mutaciones somaticas recurrentes en el
gen KCNJ5 en los adenomas suprarrenales. (Adaptado de Huang y cols.™)

Gen de canal

Tipo de
cancer Kv Kv Kv Kv Kv Kv Kv Kv Kv KCa KCa KCa Kir Kir Kir Kir Kir Kir K2P K2P K2P K2P

1.1/13 |15 /34|41 71 10.1/102/111|11 |23 3122 31 34|41 61|62 21 31|61 9.1

KCNA! = KCNAZ | KCNAS =~ KCNcd | KOND1 | KCNQ! | KCNH1 | KCNHE = KCNH2 | KCNMAT | sKa IK1 | KCNJ12 | KCNJ3 | KCNJS | KCNJ10 | KCNJB | KCNJ11 | KCNK2 | KCONK3 | KCNKS |~ KCNK9

Adrenal . .
Sangre .

]

Hueso =

= W EEE BN

N BN oo

Cervix .
CIEE

CyC . l

Rifnén . . .

Pulmén . .

Linfoma .

Ovario l

Gastroint.

Pancreas

Prostata . .. .
Sarcoma .
Tiroides .

Utero -
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La cuestidon que surge a continuacion es si la desregulacion de la
expresion de los canales de potasio (fundamentalmente Ia
sobreexpresion) inicia la tumorigenesis, confiere ventajas para el
crecimiento de neoplasias malignas o para su diseminacion metastasica
0, simplemente, esa expresibn andtmala es consecuencia de una
transformacion neoplasica sin un significado funcional. Dos canales de
potasio han mostrado capacidad tumorigénica cuando son expresados de
forma ectdpica en sistemas heterdlogos. Asi, por ejemplo, es posible
inducir el crecimiento tumoral agresivo transfectando EAG1 en células de
ovario de hamster chino (CHO)'"". Esto también es posible mediante la
induccion retroviral de la expresion de KCNK9 en células normales de
glandula mamaria en ratones y en células embrionarias de raton'™®. Sin
embargo, estas células ya poseen un potencial proliferativo ilimitado en
cultivos. Considerando el hecho de que la inhibicidbn farmacoldgica o la
supresion genética de los canales de potasio reduce el crecimiento en

varios tipos de cancer''*'"

, €s posible que la mayoria de los canales de
potasio tengan un papel permisivo funcionando basicamente como
reguladores esenciales para varias funciones celulares de células
malignas, como la proliferacidon y la migracion, y su sobrerregulacion
provee un repertorio suficiente para la actividad del canal cuando es

necesario.

A pesar de que en la mayoria de los casos la expresion de los
canales de potasio es mayor en el tejido neoplasico que en el normal
adyacente, la expresion baja del canal KCNQ1 esta significativamente
asociada con una pobre supervivencia en pacientes con cancer

114
.

colorrecta De manera consistente, se observd que la pérdida de

expresion de KCNQ1 en un modelo animal de tumor intestinal en ratones,

114

supuso una mayor agresividad del cancer''”, lo que sugiere que KCNQ1

podria actuar como supresor tumoral.
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La desregulacion de la expresion de los canales de potasio se ha
detectado a niveles gendmicos, transcripcionales, post-traduccionales y
epigenéticos. Por ejemplo, KCNK9 esta amplificado de 3 a 10 veces en el
10% de los cancer de mama''®, y la amplificacion genémica de EAG1 fue

% Otro estudio

hallada en el 10% de los carcinomas de cabeza y cuello
mostré como el silenciado epigenético de la expresion de HERG por
hipermetilacion es un marcador de buen pronéstico en el carcinoma de
células claras ovarico, lo que es consistente con la nocion de que este

canal promueve el crecimiento maligno tumoral''®.

Los canales de potasio en la proliferacién y

el crecimiento tumoral.

La implicacion de los canales de potasio en la proliferacion celular
fue descrita por primera vez en el trabajo pionero de DeCoursey'* quien
demostrd que los canales de potasio activados por voltaje son los canales
predominantes en los linfocitos T proliferativos. Observo que la aplicacion
de un factor mitogénico promovia la apertura de canales a un potencial de
membrana mas negativo, y la utilizacion de bloqueadores de los canales

inhibia la sintesis de ADN.

Este descubrimiento incitd nuevas investigaciones sobre la fisiologia de
los canales de potasio durante la progresion del ciclo celular. De hecho,
estudios iniciales en oocitos de raton no fertilizados mostraron que los
canales de potasio de gran conductancia estan activados durante la fase
My G1 y se inactivan en la fase S y G2. Esta modulacion de la actividad
de la actividad del canal es independiente de la sintesis de proteinas
especificas del ciclo celular. Resulta interesante que la actividad regulada
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del canal de potasio esta correlacionada con una oscilacion del potencial
de membrana, en la que la célula esta mas despolarizada en Sy G2'"".
Desde entonces, la expresion, localizacion y actividad de los canales de
potasio dependientes de la fase del ciclo celular han sido encontradas en
multiples tipos celulares''®'*® |o que sugiere que podria ser un fenémeno
general que acompana a la proliferacion. A la pregunta de como regulan
los canales de potasio la progresion del ciclo celular, la evidencia actual

ha llevado a proponer cuatro mecanismos principales:

1. Configurando la oscilacion del potencial de membrana

¢ despolarizacion
de membrana? "\‘
despolarizacion

de membrana

crecimiento
celular

replicacion crecimiento
ADN celular

K hiperpolarizacion de membrana
(alta permeabilidad al K*)

Figura 13: La oscilacion en el potencial de membrana ha sido observada en
numerosos tipos celulares proliferantes. Una hiperpolarizacion transitoria en la
transicion G1-S esta acompanada de una actividad aumentada de los canales
de potasio. La despolarizacion puede inducir la actividad mitotica en varios tipos
celulares diferenciados. También se ha observado una despolarizacion
transitoria en la transicion G2-M, sin embargo, en el momento actual no esta
claro el papel de los canales de potasio en esta despolarizacion ni su relevancia
fisiolégica. (Adaptado de Huang y cols.")
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2. Controlando la dinamica del volumen celular

G2 tardio
K
e canal EAG2 Krwe ol
condensacion
premitética
interfase
K« A
K*v\
metafase
K*v\ —7 K
épuntos de control
del ciclo celular?
Thpe ke 4~ A
telofase
A . v X
siguiente ciclo celular Q K
K &~ \K*

Figura 14: Los canales de potasio pueden regular la proliferacion celular mediante el
control del volumen de la célula durante el ciclo celular. Por ejemplo, el canal sensible
al voltaje EAG2 tiene una localizacion especifica en la membrana dependiente de la
fase del ciclo celular. EAG2 se localiza a nivel intracelular durante la interfase pero
aumenta su expresion a nivel de la membrana durante la fase G2 tardia y la mitosis.
Este aumento de la expresion de EAG2 a nivel de la membrana promueve un flujo
eferente de potasio para la condensacion premitética que es esencial para la entrada
en mitosis, asi como regula la morfologia celular durante la mitosis para una progresion
exitosa del ciclo celular. (Adaptado de Huang y cols.”)
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3. Regulando la sefalizacion de calcio

Entrada

Canal .
de calcio

de potasio

Freseeeeeeeeee
QLA

[
>

EXTRACELULAR

118444
S

INTRACELULAR

1138444
S

Hiperpolarizacién de membrana

[Ca*]it
K- Liberacion

de calcio

Senalizacion
de calcio

Figura 15: El flujo hacia el compartimento extracelular de potasio a traves de los
canales especificos puede llevar a una hiperpolarizacion de membrana, que
incrementa el flujo de cacio al interior celular a través de canales permeables al
calcio localizados en la membrana. Esta entrada de calcio puede disparar la
liberacion de calcio desde depositos intracelulares y el aumento de la
concentracion de calcio intracelular puede provocar la senalizacion dependiente
de calcio y promover la proliferacién celular. (Adaptado de Huang y cols.”)
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4. Promoviendo el crecimiento por vias no canodnicas independientes

de la permeabilidad a iones.

Canal
EXTRACELULAR de potasio

PESTEEEeeeeny FEETTEEeeeenes
SLLLARAEELLL SLLLLALAE0LE

INTRACELULAR
Cascada

de sefalizacion

1
1
1
1
2
1
1
1
1

Figura 16: Los canales de potasio pueden regular la proliferacion celular por vias
no canonicas independientes de su permeabilidad a los iones de potasio
(representado por el canal con un asterisco). El canal de potasio puede
interactuar con proteinas de membrana (X) o intracelulares (Y) para iniciar la
cascada de senalizacion. Por otra parte, canales de potasio que han perdido
parte de sus dominios podrian entrar en el nucleo para modular la funcion
celular®®. La manera en la que los canales de potasio llevan a cabo sus funciones
no candnicas para regular la proliferacion celular es desconocida. (Adaptado de
Huang y cols.™)
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Los canales de potasio en la migracioén celular

y las metastasis.

Las metastasis ocasionan el 90% de las muertes por cancer'®. La
cascada metastasica es un proceso con multiples pasos que comprenden
la movilizacién de células tumorales primarias por migracién, invasion de
regiones adyacentes no tumorales, entrada en el torrente circulatorio,
salida hacia los lugares secundarios donde se van a establecer las
metastasis y, finalmente, la colonizacién de los mismos. Como primer
paso, la migracion celular tiene un papel integral en la metastasis, y dicta
el éxito de la diseminaciobn maligna. Las células migratorias son
polarizadas con lamellipodios moviles en la vanguardia y con contractilidad
del cuerpo celular en la retaguardia. La movilidad celular depende de
manera critica de la regulacion dinamica del volumen. Existen cambios
locales volumétricos durante la migracion celular, incrementando en la
vanguardia con la protusion de los lamellipodios y disminuyendo en la
retaguardia mediante retraccion. Las funciones mejor caracterizadas de
los canales de potasio para facilitar la migracion es la capacidad de realizar
modificaciones volumétricas mediante su influencia en el flujo de potasio.
Los canales de potasio también pueden regular la migracion celular en el
cancer mediante funciones no canodnicas. El mejor ejemplo lo constituye el
canal HERG, que puede formar una macromolécula con VEGFR-1 y
betai-integrilina. EI ensamblaje de este complejo proteico confiere un
fenotipo pro-migratorio en la leucemia, lo que puede ser inhibido mediante
la aplicacion de un bloqueante de canales HERG. En ese sentido, la
expresion de HERG en pacientes con leucemia esta asociado con una

mayor probabilidad de recaida y una disminucion de la supervivencia''.
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. Canal Kv (identidad desconocida)
. Canal Kea(p.e. BK, IK 0 SK)

. Canal Kir (p.e. Kir4.2)

. Canal de calcio (p.e. Orail, TRPC)
. Canal de agua (p.e. AQP4)

“ Canal de cloruro (p.e. CLC3)

. Canal de sodio (p.e. Nav o ENaC)
. Bomba sodio-protones (p.e. NHE1)

. Cotransportador sodio-potasio-cloruro (p.e. NKCC1)

migracion mp

RETRACCION TRASERA
(reduccion local de volumen)

PROTUSION DELANTERA
(aumento local de volumen)

Figura 17: Los cambios locales en el volumen celular y, con ellos, la migracion
de la célula son llevados a cabo mediante flujos polarizados de iones y agua. La
migracion celular esta caracterizada por procesos moleculares y celulares
polarizados que ocasionan una protusion en el borde delantero (por aumento del
volumen local) y una retraccion en el borde trasero (por disminucion del volumen
local). La entrada de iones y agua en el borde delantero y la salida de los mismos
en el borde posterior son los responsables de estos cambios hidrodinamicos,
debido a la localizacion polarizada de diversos transportadores y canales ionicos
durante la migracién celular. En el borde posterior, la entrada de calcio por
canales especificos puede activar los canales de potasio sensibles al calcio y
promover la salida de potasio al medio extracelular. La apertura de los canales
de cloruro mantiene la electroneutralidad y fomenta la salida de iones, que es
seguido de la salida de agua por las acuaporinas. En el borde delantero, un
surtido de canales con flujo hacia el medio intracelular, como canales de sodio
activados por voltaje (Nav), canales de sodio epiteliales (ENaC), trasportadores
como intercambiadores de sodio y protones (NHE1), o cotransportadores de
sodio, potasio y cloruro (NKCC1) junto con las acuaporinas, regulan el influjo de
agua e iones. Este aumento de iones y agua en el medio intracelular conlleva un
aumento de volumen y, con él, la protusion del lamelipodio en el borde delantero.
La salida de protones y la acidificacion subsiguiente del medio extracelular
mediante el NHE1 puede facilitar la degradacion de proteinas de la matriz
extracelular y la promover la invasién celular. (Adaptado de Huang y cols.™)
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Los canales de potasio como dianas

terapéuticas

A pesar de que se han realizado con éxito tratamientos de diabetes,
hipertension, epilepsia y arritmias cardiacas teniendo como objetivos los
canales KATP, KCNQ y HERG, el tratamiento del cancer mediante el uso
de compuestos con diana en los canales idnicos se encuentra aun en

estadios iniciales.

La inhibicion farmacoldgica de los canales HERG reduce la
proliferacion y entorpece la invasividad en varios tipos de células
cancerosas '*. El canal HERG media la fase de repolarizacién del
potencial de accidn cardiaco, con lo que habria que tenerlo en cuenta a la
hora de tratar humanos para no producir arritmias potencialmente fatales

como el sindrome de QT largo.

La utilizacion de anticuerpos monoclonales contra proteinas de
superficie ha demostrado su efectividad en diferentes tipos de cancer. La
utilizacion de anticuerpos monoclonales altamente especificos contra
EAG1 ha mostrado actividad antitumoral en ratones'® y podrian ser
utilizados en conjuncién con agentes citotdéxicos para la eliminaciéon de

células tumorales que expresan EAG1'#.

Un volumen importante de evidencia sugiere que la desregulacion de los
canales de potasio esta asociado con factores cruciales del cancer, y que
establecer dichos canales como objetivo terapéutico puede ser una

tratamiento viable y efectivo.
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HIPOTESIS

En la génesis del carcinoma oral de células escamosas (COCE)
intervienen diversas alteraciones a nivel genético, transcripcional, post-
traduccional y epigenético que desembocan en una proliferacion celular
incontrolada. Se ha observado que la existencia de una desregulacion de
los canales de potasio en diversos tipos de cancer, favorece el desarrollo
y la progresion tumoral asi como la migracion celular y las metastasis. El
conocimiento de los mecanismos que desembocan en la alteracion de la
regulacion de dichos canales podria aportar informacién de gran utilidad
para el diagnostico precoz, la orientacidon pronostica y tratamiento del
COCE.

Las cuestiones sobre las que se fomenta el presente estudio son las

siguientes:

* ;Son las alteraciones moleculares a nivel de los canales de potasio
un evento mas precoz en la cronologia del COCE que las

histologicas?

» ¢ Podria el analisis inmunohistoquimico de los canales de potasio
constrituir una herramienta mas eficaz para el diagnoéstico vy
tratamiento tanto de trastornos orales potencialmente cancerizables
como del carcinoma oral de células escamosas que las tradicionales

variables clinicas e histologicas?
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es investigar el papel de los
canales de potasio sensibles al voltaje HERG1 y Kv3.4 en el desarrollo y
progresion del COCE asi como su relevancia en la transformacion maligna

de los TOPC y su influencia sobre el pronéstico en el COCE.

Para esta investigacion se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudiar la expresion de HERG1 y Kv3.4 en los trastornos orales

potencialmente cancerizables (TOPC).

2. Evaluar la potencial asociacion entre la expresion proteica de
HERG1 y Kv3.4 mediante inmunohistoquimica y la transformacion
maligna de los TOPC.

3. Estudiar la expresion de HERG1 y Kv3.4 en los COCE.

4. Analizar la posible asociacion entre la expresion HERG1 y Kv3.4 y

las variables clinicopatologicas relevantes.

5. Evaluar el valor pronostico de la expresion de HERG1 y Kv3.4 en
los COCE.
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PACIENTES Y METODO

1. SELECCION DE PACIENTES

Para la realizacion del presente estudio se seleccionaron dos cohortes
de pacientes. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por
el Comité de Etica Institucional del Hospital Universitario Central de
Asturias (aprobado el 9 de Julio de 2013) y por el Comité Etico de
Investigacion Clinica Regional del Principado de Asturias (aprobado el 18
de Julio de 2013 - numero de aprobacion: 81/2013) para el proyecto
P113/00259. A todos los pacientes se les entregd un consentimiento

informado.

)] Cohorte prospectiva de pacientes diagnosticados de trastornos
orales potencialmente cancerizables (TOPC)
1)) Cohorte ‘“retrospectiva” de pacientes diagnosticados de

carcinoma de células escamosas de la cavidad oral (COCE)

TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE CANCERIZABLES

Se obtuvieron de manera prospectiva muestras tisulares de 62
pacientes con trastornos orales potencialmente cancerizables de la
cavidad oral tratados quirargicamente en el Hospital Universitario Central

de Asturias.

Los pacientes con TOPC incluidos en este estudio cumplieron los

siguientes criterios de inclusion:
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- Lesiones orales clinicamente compatibles con leucoplasia o
eritroplasia.

- Diagnéstico patolégico de hiperplasia epitelial oral o displasia
- Ausencia de historia previa de cancer en la cabeza y el cuello

- DBiopsia escisonal completa de la lesién

En los pacientes con multiples biopsias, fueron seleccionadas las
primeras en orden cronoldgico en las que histolégicamente se demostro la

presencia de displasia.

La muestras tisulares escogidas para la tincion fueron obtenidas de
bloques parafinados archivados. La totalidad de la seccion tisular del
bloque de biopsia utilizado para el diagnostico histologico fue

subsiguientemente tenido y evaluado

El seguimiento de los pacientes fue realizado segun el siguiente
protocolo: cada dos meses durante los primeros 6 meses tras el
diagnostico, cada tres meses hasta el segundo afo y posteriormente cada

6 meses hasta el final del estudio.

Los pacientes fueron revisados durante un minimo de 5 afios o hasta

que existié progresion a malignidad.
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CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

Se incluyeron 100 pacientes de manera retrospectiva
diagnosticados de carcinoma oral de células escamosas e intervenidos
quirargicamente en el Hospital Universitario Central de Asturias en el
periodo comprendido entre 1995 y 2006 con los siguientes criterios de

exclusion:

- Falta de documentacion en la historia clinica

- Insuficiencia de material histolégico almacenado para el estudio

- No realizacion de diseccidn cervical, por contraindicacion para la
anestesia general o por tratamiento mediante la técnica del ganglio
centinela

- Historia previa de carcinomas escamosos en cabeza y cuello

- Tratamiento previo con quimio o radioterapia en la region cervicofacial.

La muestras tisulares escogidas para la tincion fueron obtenidas de
bloques parafinados archivados. Se seleccion6 para la tincidbn una seccion
representativa del tumor que incluyese el borde tumoral (conteniendo la
interfase ente los nidos tumorales, cordones o laminas con el estroma) y

tejido epitelial adyacente normal.

El grado histologico fue determinado segun el grado de diferenciacion
del tumor (clasificacion de Broder). Todos los pacientes fueron tratados
con intencién curativa y 42 (42%) de ellos fueron sometidos a radioterapia
complementaria, recibiendo entre 40 y 70 Gy, de acuerdo a las siguientes
indicaciones: T4, tumores mal diferenciados, margenes positivos vy
metastasis cervicales. Los margenes fueron libres de tumor en 90 de los

100 casos. La supervivencia libre de recurrencia y la supervivencia de los
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pacientes fueron recogidas en cada caso. Al final del estudio 49 pacientes
(49%) habian fallecido por recurrencia tumoral y 41 casos (41%) estaban
vivos y libres de recurrencia. Diez casos fueron perdidos durante el

seguimiento.

Los pacientes fueron sometidos a seguimiento segun el protocolo
establecido durante un minimo de 5 anos. Las revisiones fueron realizadas
cada dos meses los 6 primeros meses, seguidamente en intervalos de 3

meses hasta los dos afos y cada 6 meses desde entonces.
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2. VARTIABLES ANALIZADAS

En todos los pacientes analizados fueron recogidas las siguientes

variables:

Tabla 6: Variables demograficas y de habitos toxicos recogidas en los pacientes

del estudio.

DEMOGRAFICAS

HABITOS TOXICOS

e Tabaco

* Alcohol

* El consumo de tabaco fue registrado en numero
de cigarrillos por dia asi como anos de consumo

* Se consideraron como ex-fumadores aquellos
pacientes en los que habia transcurrido al menos
dos afos tras el abandono del habito

» El consumo de alcohol fue descrito en términos
de consumo de cerveza, vino o licores.

*Los pacientes definidos como bebedores lo
fueron en cuanto consumiesen cuatro o mas
bebidas alcohdlicas al dia durante al menos 10
anos.

* Para poder establecer comparaciones, una
bebida es equivalente a 14g de etanol, que
generalmente corresponde con 330ml de
cerveza, 150ml de vino o 36ml de licores.
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TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE CANCERIZABLES

Tabla 7: Variables recogidas en los pacientes con TOPC.

HISTOLOGIA

(segun criterios de la OMS)

EVOLUCION

TIEMPO DE SEGUIMIENTO
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CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

Tabla 8: Variables recogidas en los pacientes con COCE.

CLINICA

Lengua

Suelo de boca

Mucosa yugal

Paladar

Encia

Trigono retromolar/orofaringe

* Local
* Regional
* Adistancia

Vivo libre de enfermedad

Muerto por enfermedad o recidiva no
tratable

Perdido o muerto por otra causa

HISTOLOGIA

« Bien diferenciado
* Moderadamente diferenciado

* Mal diferenciado

Se consideraron positivos si:
- Méargenes afectos

- Distancia al margen menor de 1mm

TIEMPO DE SEGUIMIENTO
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Tabla 9: Clasificacion TNM del American Joint Comittee on Cancer'?®

TAMANO DEL TUMOR PRIMARIO (T)

Tumor primario no puede ser valorado

No existe evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Lesion menor de 2 cm en su diametro maximo

Lesién mayor de 2 cm y menor de 4 cm en su diametro maximo

Lesion de mas de 4 cm en su diametro maximo

Lesion que invade estructuras adyacentes
(hueso, piel, musculos extrinsecos)

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

Adenopatia cervical no valorable

Sin adenopatias cervicales clinicamente positivas

Un ganglio homolateral positivo de 3 cm 0 menos de
diametro

Un ganglio homolateral positivo mayor de 3cm y menor de
6cm de diametro

Multiples ganglios homolaterales positivos menores de 6cm
de diametro

Ganglios bilaterales o contralaterales positivos, menores de
6cm de diametro

Uno o mas ganglios positivos mayores de 6cm de
diametro
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METASTASIS A DISTANCIA (M)

Metastasis a distancia no valorables

No existe metastasis a distancia

Existe metastasis a distancia

Tabla 10: Estadiaje TNM del American Joint Comittee on Cancer’®.

ESTADIOS T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO

T3 NO MO
T1 N1 MO

Estadio Il
Siacke T2 N1 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Estadio IVA T4 N1 MO
Cualquier T N2 MO
Estadio IVB Cualquier T N3 MO

Estadio IVC Cualquier T Cualquier N M1
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3. MUESTRAS HISTOLOGICAS, ANALISIS
INMUNOHISTOQUIMICO y DE ARNm

Se obtuvieron muestras representativas de las lesiones conservadas en
bloques parafinados en el archivo anatomopatolégico del Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA)

En los TOPC se distinguieron cuatro categorias: hiperplasia o displasia
leve, displasia moderada o displasia grave, segun la clasificacion de la
OMS. En los casos en los que existi6 una progresion a carcinoma de
células escamosas se obtuvieron asimismo muestras representativas de

tejido tumoral.

Como control negativo, se utilizd mucosa oral de pacientes sanos
procedente de la extirpacion de terceros molares no erupcionados previo

consentimiento informado del paciente.

En las muestras de COCE, procedentes del archivo anatomopatologico del
HUCA en bloques parafinados, fueron valorados la diferenciacion tumoral
y la proximidad de los bordes de reseccion. Al no estar recogidos de
manera uniforme en todos los pacientes, la profundidad tumoral, el patron
de invasion o la presencia de infiltracion perineural no pudieron ser tenidos

en cuenta.

Para el analisis de ARNm, las muestras de cuatro pacientes tratados
quirargicamente de COCE en el Hospital Universitario Central de Asturias
fueron recogidas de manera prospectiva. Las biopsias fueron extirpadas,
depositadas en tubos estériles y congeladas a -80°C en solucion
estabilizadora RNAlater. Dieciocho muestras de tejido de CECC tratado

quirargicamente congeladas en fresco fueron obtenidas del biobanco del
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hospital asi como también fueron recogidas muestras de tejido de

pacientes no oncoldgicos.

Técnica de Inmunohistoquimica

HERG1

Los tejidos fijados en formalina y parafinados fueron cortados en secciones
de 3umy secados en laminas portaobjetos Flex IHC (Dako). Las secciones
fueron desparafinadas con xileno estandar e hidratadas mediante

concentraciones graduales decrecientes de alcohol.

El desenmascaramiento antigénico fue realizado utilizando Envision Flex
Target Retrieval Solution a pH alto (Dako). La tincion se llevoé a cabo a
temperatura ambiente en una estacidon de trabajo automatica (Dako
Autostainer Plus) con anticuerpo primario policlonal de conejo anti-HERGH1
(CT) (pan) (Enzo Life Sciences) a una dilucién de 1:200 empleando el

sistema de visualizaciéon Dako Envision Flex + (Dako Autostainer).

El paso final fue la contratincion con hematoxilina durante 8 minutos.

Tras la tincidon, las preparaciones fueron deshidratadas mediante el

empleo de alcoholes de graduacion creciente y montadas con

cubreobjetos segun el método estandar.

Kv3.4

Los tejidos fijados en formalina y parafinados fueron cortados en secciones

de 4um y secados en laminas portaobjetos Flex IHC (Dako). Las secciones
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fueron desparafinadas con xileno estandar e hidratadas mediante

concentraciones graduales decrecientes de alcohol.

El desenmascaramiento antigénico fue realizado utilizando Envision Flex
Target Retrieval Solution a pH alto (Dako). La tincion fue llevada a cabo a
temperatura ambiente en una estacidon de trabajo automatica (Dako
Autostainer Plus) con anticuerpo primario policlonal de conejo anti-Kv3.4
(Laboratorios Alomone Ltd, Jerusalem, Israel) a una dilucion de 1:150
empleando el sistema de visualizacion Dako Envision Flex + (Dako

Autostainer).

La contratincibn con hematoxilina durante 8 minutos fue el paso final.

Tras la tincidon, las preparaciones fueron deshidratadas mediante el
empleo de alcoholes de graduacidn creciente y montadas con

cubreobjetos segun el método estandar.

PCR en tiempo real (RT-PCR)

Se obtuvo el ARN total utilizando reactivo TRIlzol (Invitrogen Life
Technologies) y el ADN complementario fue sintetizado con el sistema
Superscript Il RT-PCR (Invitrogen Life Technologies) de acuerdo a los
protocolos del fabricante. La expresion génica fue analizada por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real empleando el sistema
Applied Biosystems StepOnePlus siguiendo el protocolo de Applied
Biosystems SYBR Green Master Mix. Las reacciones se llevaron a cabo
usando cebadores especificos para HERG1 (correspondientes con los
exones 5y 6) y para el gen codificante del ribosoma L19 expresado de
manera constitutiva como control interno ' . Las muestras fueron

analizadas por triplicado y se incluyeron, asimismo, las plantillas en
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blanco. La curva del andlisis de disociacion de todos los productos de PCR
mostraron un unico pico. La expresion relativa de ARNm fue calculada
empleando el método 22T, Los datos fueron expresados como el
incremento en numero de veces de niveles de ARNm de HERG1 en la
muestra tumoral normalizados por niveles de L19 y relativos a la mucosa

normal.

4. CUANTIFICACION DE MARCADORES

HERG1

Como la tinciobn de HERG1 mostr6 un patrén homogéneo, se utilizé un
sistema de valoracion semicuantitativa basado en la intensidad de tincion.
La inmunotincion fue valorada por dos observadores independientes

ciegos a la informacion clinica como:
* negativa (0)
* débilmente positiva (1+)

* fuertemente positiva (2+).

Las discordancias puntuales fueron discutidas hasta llegar a un consenso.

Kv3.4
La expresion de Kv3.4 en el tejido muscular vascular sirvid como control

positivo interno y la tincion fue abolida mediante preincubacion del

antisuero primario con el antigeno peptidico.
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Como la tincién de Kv 3.4 mostr6 un patron homogéneo, se utilizé un
sistema de valoracion semicuantitativa basado en la intensidad de tincion.
La inmunotincion fue valorada por dos observadores independientes

ciegos a la informacion clinica como:

* negativa (0)
* débilmente positiva (1+)

* fuertemente positiva (2+).

Las puntuaciones iguales a 2 fueron consideradas como expresion positiva

de Kv3.4.

5. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos categoéricos fueron comparados usando % o prueba exacta de
Fisher (cuando los efectivos esperados en alguna casilla eran menores de

cinco).

La comparacion entre los niveles de ARNm de HERG1 en los tumores y

en la mucosa normal fue evaluada mediante la prueba t de Student.

Las curvas de supervivencia fueron calculadas utilizando el test de Kaplan
Meier. Las diferencias entre los tiempos de supervivencia fueron
analizados mediante el método de log-rank. Todos los test eran de doble
cola (bilaterales) con valores de p<0,05 como limite para ser considerados
estadisticamente significativos. Los analisis estadisticos fueron realizados
con el programa informético PASW Statistics 18 (SPSS Inc, Chicago,

lllinois, Estados Unidos de América).
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RESULTADOS

1. TRASTORNOS ORALES POTENCIALMENTE
CANCERIZABLES

A) Descripcibén de la muestra

La muestra de TOPC analizada en el presente estudio constaba de
62 pacientes, treintaicinco de los cuales eran mujeres y 27 varones. La
edad media fue de 61,08 afios (DS 12,44), con un rango entre 30 y 85

anos.

El diagnostico histologico de los trastornos orales potencialmente
cancerizables fue de hiperplasia en 43 de los pacientes (69,3%),
displasia leve en 8 (12,9%), displasia moderada en 7 (11,3%) y displasia

grave en 4 (6,4%).

M Hiperplasia M D. leve & D. Moderada M D. grave

50

37,5
25
12,5
(S
: - [

N° de pacientes

Figura 18: Clasificacion de los TOPC en el analisis de HERG1 y Kv3.4
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Durante el seguimiento, veintisiete (43%) de los TOPC sufrieron
progresion a malignidad. En concreto, catorce (32,5%) de las lesiones
hiperplasicas, 5 (62,5%) de las displasias leves, 5 (71,4%) de las
displasias moderadas y 3 (75%) de las displasias graves, mostraron

esta progresion.

B No progresion M Progresion

50

Hiperplasia D. leve D. Moderada D. grave

N° de pacientes

Figura 19: Progresion a COCE de pacientes diagnosticados de TOPC segun el
diagnostico histologico inicial

En cuanto a la localizacion de lasTOPC, veintiocho (45,1%) de ellas
se localizaron en la lengua, dos (3,2%) en el suelo oral, 12 (19,3%) en
la encia, 4 (6,4%) en el paladar, 12 (19,3%) en la mucosa yugal, una

(1,6%) en la orofaringe y 3 (4,8%) fueron multicéntricas.
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Figura 20: Localizacion de los TOPC
Con respecto al consumo de tabaco, en los casos sin progresion a
malignidad, se hallaron 21 (60%) no fumadores, 11 (31,4%) fumadores
y 3 (8,5%) exfumadores. En los casos con progresion 13 (48,1%) fueron
no fumadores, 10 (37%) fumadores y 7 (25,9%) exfumadores.

B Fumadores B No fumadores [ Ex-fumadores

Progresion No progresion

Figura 21: Consumo de tabaco en los pacientes con TOPC.
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El consumo se alcohol tuvo la siguiente distribucion: en pacientes
en los que no existid progresion a carcinoma 30 (85%) no eran
consumidores de alcohol, 5 (14,2%) eran bebedores y no se contabilizd
ningun ex bebedor. En los casos con diagnostico posterior de COCE
18 (66,6%) eran no bebedores, 5 (18,5%) bebedores habituales y 4
(14,8%) ex bebedores.

Bl Bebedores Il No bebedores [l Ex-bebedores

30

22,5

15
7,5

Progresiéon No progresion

Figura 22: Consumo de alcohol en los pacientes con TOPC.
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B) HERG1

La expresion proteica de HERG1 fue evaluada mediante
inmunohistoquimica en 62 pacientes con trastornos potencialmente
cancerizables de la cavidad oral (leucoplasias). En uno de los 62 casos

la inmunohistoquimica no fue evaluable.

La expresion positiva de HERG1 fue detectada en 22 (36%) de las
62 leucoplasias orales, mientras que la tincibn inmunohistoquimica fue

inapreciable en las células estromales y en el epitelio adyacente.

La inmunotincion positiva para HERG1 fue observada en 14 (32%)
de las 43 lesiones con hiperplasia, en 5 (62%) de las 8 lesiones con
displasia leve y en 3 (30%) de las 10 lesiones con displasia moderada
o grave (p = 0,26). Por tanto, el 32% de las leucoplasias con hiperplasia
y el 44% de las lesiones con displasia (p=0,37) mostraron inmunotincion

positiva para HERG1.
La evolucién a carcinoma invasivo en relacion con el diagnéstico

histopatoldgico, consumo de tabaco o alcohol y la expresidn proteica de

HERG1 se muestra en la tabla 11.
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Figura 23: Trastorno oral potencialmente cancerizable con inmunotincion
negativa (magnificacion original x200)

Figura 24: TOPC con tincién positiva para HERG1 (magnificacién original
x200)
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Tabla 11: Evolucion de los TOPC en relacion con el diagnostico histopatolégico
y la expresion de HERG1.

Histopatologia

Hiperplasia 43 (69) 14 (32)
0,009
Displasia 19 (31) 13 (68)
Expresion de HERG
Negativa 39 (64) 18 (46)
0,45
Positiva 22 (36) 8 (36)
Consumo de tabaco
No 34 (55) 13 (38)
Si 21 (34) 10 (48) 0,61
Ex-fumador 7(11) 4 (57)
Consumo de alcohol
No 48 (77) 18 (37)
Si 10 (16) 5 (50) 0,04

Ex-bebedor 4(7) 4 (100)
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Durante el periodo de seguimiento, 27 (43,5%) de los 62 pacientes
desarrollaron un carcinoma invasivo en el mismo sitio del TOPC previo.
El tiempo medio para el diagndstico de cancer en los casos donde hubo
progresion fue de 60,2 meses, siendo la mediana de tiempo 39 meses

(rango 7-226 meses).

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la presencia
de displasia epitelial o el consumo de alcohol y la progresién a COCE
invasivo, pero no entre la expresion de HERG1 o el consumo de tabaco
y dicha progresion. Asi, 8 (36%) de 22 pacientes con TOPC positivos
para HERG1 desarrollaron cancer oral, comparadas con 18 (46%) de

39 pacientes que mostraron expresion negativa de HERG1.

C)Kv3.4

La expresion proteica de Kv3.4 fue también evaluada mediante
inmunohistoquimica en 62 trastornos orales potencialmente
cancerizables para determinar la cronologia de expresion de Kv3.4 en

la tumorigénesis de COCE.

En tres casos (4,8%) la inmunohistoquimica no fue evaluable (una
lesion hiperplasica y dos displasias graves). Dieciocho (31%) de las 59
lesiones mucosas analizadas no mostraron tincion proteica de Kv3.4.
De los casos restantes, 28 (47%) de las 59 lesiones orales mucosas
mostraron un a tincion positiva débil y 13 (22%) casos mostraron una
tincion fuerte (figura 1). Por tanto, el 22% de las TOPC fueron

consideradas como positivas en la expresion de Kv3.4.
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Figura 25: Trastorno oral potencialmente cancerizable con inmunotincion
negativa para Kv3.4

Figura 26: TOPC con expresion positiva de Kv3.4.
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La evolucién a carcinoma invasivo en relacion con el diagnéstico
histologico y la expresion proteica de Kv3.4 se muestra en la tabla a

continuacion.

Tabla 12: Evolucion de los TOPC en relacion con el diagnostico histopatologico
y la expresion de Kv3.4.

Histopatologia

Hiperplasia 43 (69) 14 (33)
0,009
Displasia 19 (31) 13 (68)
Expresion de kv3.4
Negativa 44 (75) 17 (39)
0,58
Positiva 15 (25) 7 (47)

Entre los 62 casos de TOPC estudiados, 43 (69%) mostraron
hiperplasia epitelial, mientras en los 19 restantes (31%) se hallaron
diferentes grados de displasia (ocho con displasia leve, siete moderada

y cuatro grave). Todos estos casos fueron incluidos en el analisis final.
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Durante el periodo de seguimiento, 27 (43%) de los 62 pacientes
desarrollaron un carcinoma invasivo en el mismo sitio que la lesion
premaligna previa. La media y la mediana del tiempo transcurrido hasta
el diagnéstico de cancer en los casos que progresaron fue de 55y 24,5
meses, respectivamente (rango 7-308 meses). Los pacientes con
lesiones orales epiteliales con displasia mostraron un mayor riesgo de
progresidon a COCE comparados con aquellos que mostraron lesiones
hiperplasicas (p=0,009). Los pacientes que tenian lesiones positivas
para Kv3.4 también mostraron un riesgo ligeramente mayor de
progresion que las Kv3.4 negativas, aunque las diferencias no
alcanzaron significacion estadistica (p=0,58). Ademas, la expresion de
Kv3.4 se correlaciond significativamente con la histologia. Asi, la
inmunotincion positiva fue detectada en siete (16%) de 43 lesiones

hiperplasicas y en 8 (50%) de 16 lesiones con displasia (p=0,008).

La tincion positiva para kv3.4 fue observada en tres (37%) de las
ocho displasias leves y en cinco (71%) de las siete displasias
moderadas. Desafortunadamente, esta cohorte prospectiva incluy6
solamente cuatro lesiones con displasia grave, siendo disponibles los
datos de inmunohistoquimica solo en dos, ninguno de los cuales mostro

tincion positiva para kv3.4.

La expresion de Kv3.4 también fue evaluada en 16 de los 27 COCE
invasivos desarrollados en esta cohorte y la inmunotincion fue
comparada con la que presentaban los mismos pacientes en las TOPC.
Sin embargo, no se observd correlacion entre la expresion de Kv3.4 en
las muestras pareadas por paciente (TOPC vs. COCE) (p = 0,86). En
dos (67%) de las tres lesiones Kv3.4 positivas, la inmunotincion se

mantuvo en los carcinomas invasivos. Sin embargo, en ocho (61,5%) de
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las 13 TOPC con expresion negativa de Kv3.4 se objetivo expresion

fuerte de Kv3.4 en el COCE desarrollado subsiguientemente.

2. CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

A) HERG1

Expresién proteica de HERGl en el carcinoma de

células escamosas de cavidad oral

La tincion inmunohistoquimica fue evaluada de manera satisfactoria
en 95 de los 100 casos. Cuarenta y siete tumores (49% del total
analizado) mostraron expresion positiva de HERG1 (expresion fuerte)
mientras que la expresidon de HERG1 fue despreciable en el epitelio
normal y en el estroma. La expresiéon de HERG1 fue preferentemente
detectada en el citoplasma, con enriquecimiento de proteinas en la

periferia, en algunos casos.

Figura 27: Carcinoma oral de células escamosas con inmunotincion negativa
para HERG1 (magnificacion original x200)
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Figura 28: CECO con tincion fuertemente positiva para HERG1 (magnificacion
original x400)

Asociaciones de la expresién proteica de HERG1l con
parametros clinicopatolégicos y evolucién de 1los

pacientes.

Las relaciones entre la expresion proteica y las variables clinicas y

patolégicas son mostradas en la tabla 13.
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Tabla 13: Asociaciones entre la expresion de HERG1 y los hallazgos clinico-

patologicos.

Localizacion del tumor primario

Caracteristica

Lengua 43 16 (37)
Suelo de boca 26 15 (58)
Encia 19 11 (58)
0,24
Paladar 2 1(50)
Mucosa yugal 4 0 (0)
Trigono retromolar 6 4 (67)
pT
T1-2 54 24 (44)
0,26
13-4 41 23 (56)
pN
NO 60 24 (40)
0,06
N1-3 40 23 (57)
Estadio clinico
-1l 39 12 (31)
0,03
-1V 61 35 (57)
Diferenciacion tumoral
Bien diferenciado 64 23 (36)
Moderadamente diferenciado 30 19 (63) 0,01
Mal diferenciado 6 5(83)
Recurrencia
No 64 26 (41)
0,05
Si 36 21 (58)
Estado clinico al final del seguimiento
Vivo sin recurrencia 41 13 (32)
Muerto por la enfermedad 49 28 (57) 0,05

Perdido o muerto por otras causas 10 6 (60)
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La expresion de HERG1 se asocio significativamente con el estadio
clinico (Illy IV vs. 1y ll, p=0,03), y con el grado de diferenciacion tumoral
(bien diferenciado vs. moderadamente vs. pobremente, p= 0,01).
Ademas, la expresion de HERG1 se aproxima a la significacion
estadistica en el consumo de tabaco (fumadores vs. no fumadores o
exfumadores, p=0,05), recurrencia tumoral (p=0,05) y situacion clinica
al final del seguimiento (muerte a causa del tumor vs. vivo, p=0,05).
Ademas, la asociacion entre expresion de HERG1 y la afectacion
ganglionar cervical mostrd tendencia hacia la significacion (p=0,06).
Con respecto a estos datos, conviene mencionar que el numero de
pacientes incluidos en algunas categorias, en concreto en los tumores
pobremente diferenciados y en los pacientes fallecidos por causa del
tumor, fueron pequenios (6'y 10, respectivamente). Por ello es necesario
tomar estos resultados con cautela hasta que puedan ser confirmados

mediante el analisis de muestras de mayor tamano.

La mediana de seguimiento de toda la muestra fue de 56,7 meses
(rango 7 a 195 meses), la mediana de seguimiento de los pacientes
vivos en la ultima visita fue de 89 meses (rango 9 a 195 meses) y la
mediana de seguimiento de pacientes fallecidos por el cancer oral en la
ultima visita fue de 31,6 meses (rango 7 a 141 meses). De todos ellos,
10 pacientes resultaron muertos por otras causas sin relaciéon con el
tumor primario tras 0 a 134 meses de seguimiento. Estos casos fueron
excluidos del analisis de recurrencias. En esta serie solo 3 pacientes

desarrollaron metastasis a distancia. HERG1 no se asoci6 con ellas.

En el analisis univariante de Kaplan Meier se observdé una
asociacion estadisticamente significativa entre la expresion positiva de
HERG1 y la reduccidn de supervivencia enfermedad-especifica (test log
Rank, p=0,03; Figura 21).
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Figura 29: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con COCE
categorizados por la expresion de HERG1 (log-rank p=0,03)

Otras variables asociadas con peor pronéstico fueron estadificacion
T3-T4 (p=0,03), metastasis ganglionares cervicales (p=0,01), estadio
clinico lll o IV (p=0,01) y margen quirurgico afectado por el tumor
(p<0,0005). Sin embargo, en el analisis multivariante, las unicas
variables asociadas independientemente con una disminucion de la
supervivencia especifica de enfermedad, fueron la presencia de recidiva
tumoral, los margenes quirargicos afectos por el tumor (10%) y los

estadios Ill y IV de la clasificacion TNM (tabla 14).
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Tabla 14: Analisis multivariante de Cox.

TNM
[+ - 1 (Ref.)
0,037
0,701
[H+1V (0.336) 2,016 1,043-3,896
Margen quirargico
Libre - 1 (Ref.)
<0,0005
1,538
Afecto (©0.412) 4,654 2,075-10,439
Recurrencia
No - 1 (Ref.)
<0,0005
. 1,733
Si (0.324) 5,569 2,996-10,690

Expresion de ARNm HERG1l en COCE y otros subtipos de
CECC

La expresion de ARNm de HERG1 fue analizada mediante PCR-RT
en tiempo real en una serie de 22 especimenes tisulares frescos de
CECC, incluyendo tumores primarios de diferentes localizaciones

(cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe).
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Como controles sin tumor, fueron utilizados queratinocitos primarios
y mucosa normal de pacientes no oncolégicos sin exposicion a
carcindgenos del tabaco (obtenida en cirugia de labio y paladar hendido

o de amigdalectomia).

El analisis cuantitativo de la expresion de HERG1 revel6 que los
niveles de ARNm estan significativamente elevados en los tumores
(rango 0,86 a 439; media 79) comparados con los queratinocitos
primarios y la mucosa normal (rango 1 a 17; media 8) (p = 0,013; t de
Student).

Asi, una considerable proporcién de los tumores (80%, 18 casos)
mostraron unos niveles de ARNm HERG1 incrementados en
comparacion con los controles no tumorales, aunque con variaciones

dependiendo de la localizacion tumoral como se observa en la figura 30.
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Figura 30: Analisis de los niveles de ARNm mediante reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa en carcinomas primarios de cabeza y cuello
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en diferentes localizaciones. Los datos estan expresados en cambio en numero
de veces de los niveles de HERG1A en la muestra tumoral normalizado por los
niveles de ARNm de L19 y en relacion a la mucosa normal.

B)Kv3.4

Expresion proteica de Kv3.4 en COCE invasivo

Para determinar el patron y la distribucion celular de expresion
proteica de Kv3.4, el analisis inmunohistoquimico de Kv3.4 fue llevado
a cabo sobre especimenes de tejido parafinado de 100 pacientes con
carcinoma de células escamosas de cavidad oral. El epitelio normal no
mostro expresion de Kv3.4; sin embargo, en algunos casos se observo
una débil tincidon positiva en las capas mas superficiales del epitelio,
mientras que no se objetivéd tincidn en las capas basal y suprabasal. Una
fuerte positividad en la tincion fue encontrada en las células de musculo
liso vascular que sirvieron como control positivo interno, mientras que

las células estromales mostraron una expresion de kv3.4 despreciable.

Treinta y nueve de 100 tumores mostraron una tincibn positiva
comparados con el epitelio normal correspondiente. La expresion de
Kv3.4 fue detectada en la membrana de manera preferente, aunque

también se objetivo tincidon citoplasmatica.
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Figura 31: Inmunotincion negativa para Kv3.4 en COCE.
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Figura 32: Inmunotincion positiva para Kv3.4 en COCE.
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Figura 33: La inmunotincion intensa en las células musculares lisas vasculares
Sirvio como control interno positivo.

Asociacién de la expresién proteica de Kv3.4 con
parametros <clinico-patolégicos y evolucién del

paciente.

Las relaciones entre la expresion de Kv3.4 y las variables clinico-
patolégicas son mostradas en la tabla 15. La expresion de Kv 3.4 se
redujo a medida que se incremento el tamano y la extension del tumor
(T), la presecia de metastasis ganglionares cervicales (N) y el estadio
de la enfermedad, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. De manera interesante, aunque la expresion proteica de
Kv3.4 no se observd en ninguno de los tumores pobremente
diferenciados, si se pudo constatar en el 54% de los moderadamente
diferenciados y en el 42% de los bien diferenciados, con diferencias que

fueron estadisticamente significativas (p=0,05).
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Tabla 15: Asociaciones entre la expresion de Kv3.4 y los hallazgos clinico-
patologicos.

Caracteristica

Localizacion del tumor primario

Lengua 43 16 (40)
Suelo de boca 26 8 (36)
Encia 19 8 (44)
0,47
Paladar 2 0(0)
Mucosa yugal 4 3(75)
Trigono retromolar 6 4 (67)
pT
T1 21 9(47)
T2 38 14 (42)
0,96
T3 16 6 (40)
T4 25 10 (40)
pN
NO 60 24 (45)
0,53
N1-3 40 15 (38)
Estadio clinico
-l 39 16 (50)
I 22 8 (38) 0,37
vV 39 15 (38)
Diferenciacion tumoral
Bien diferenciado 64 25 (42)
Moderadamente diferenciado 30 14 (54) 0,05
Mal diferenciado 6 0 (0)
Recurrencia
No 64 26 (44)
. 0,66
Si 36 13 (39)
Estado clinico al final del seguimiento
Vivo sin recurrencia 41 18 (49)
Muerto por la enfermedad 49 20 (44) 0,07

Perdido o muerto por otras causas 10 1(10)
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La mediana de seguimiento de toda la serie fue de 30,5 meses
(rango 1-195 meses) y la media de seguimiento de los pacientes vivos
en la dltima visita fue de 89 meses (rango 5-195 meses). Durante el
periodo de seguimiento, 36 casos desarrollaron recurrencias loco-
regionales. Kv 3.4 no se asocid con recurrencia tumoral (p=0,66) y no
se encontraron diferencias en supervivencia especifica ni global
comparando pacientes con expresion positiva con pacientes que
presentaron expresion negativa de Kv3.4 (log-rank test, p=0,88 y p=0,35

respectivamente).
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DISCUSION

Las alteraciones en los canales idnicos estan presentes en multiples
tumores humanos'®, y consecuentemente, el cancer puede ser
considerado una canalopatia'®’, o una enfermedad provocada por una
disfuncion de los canales idnicos, debido a una disregulacion de la
expresion del canal u otras modificaciones que provoquen una funcién
alterada'®. La proliferaciéon celular fue uno de los primeros aspectos
identificados de la fisiologia de las células en la que los canales de
potasio juegan un papel crucial, basandose en la observacion de que
bloqueadores de amplio espectro de los canales de potasio inhiben la
proliferacion’. De hecho, es cominmente aceptado que la mayor parte
de los tipos celulares se someten a una hiperpolarizacién transitoria
durante la transicion G1/S. Células con un potencial de reposo muy
hiperpolarizado, como las células musculares o las neuronas, presentan
ausencia de o muy poca actividad mitética y, de manera contraria las
células activamente proliferantes, como las células tumorales, estan
muy despolarizadas'®®. El potencial de membrana no es constante
durante el ciclo celular y, por tanto, son necesarios cambios de la
permeabilidad de la membrana celular dependientes del ciclo celular.
Pocos articulos publicados han documentado el papel de los canales de
potasio en la biologia de otras estipes celulares distintas de las de origen
neural o linfoide. Pardo y cols.”'" han avanzado evidencias de que los
canales ether-a-go-go (EAG) Kv juegan un papel en el control de la

proliferacion y la transformacion de las células epiteliales.
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A) HERGI1

Hasta donde sabemos, este estudio es el primero en evaluar
la expresion y la relevancia clinica del canal de potasio HERG1 en
carcinomas escamosos de cavidad oral y trastornos orales

potencialmente malignizables.

La sobreexpresion de los canales de potasio humanos del gen
relacionado con el ether a-go-go (HERG1, Kv11.1) ha sido descrita en
una amplia variedad de tumores - 131,132.133,134,135,136,137 " gg hg
planteado la hipotesis de que el HERG1 marca un paso temprano en el

132,133

desarrollo de cancer , Y ejerce un papel regulatorio en la

modulacién de la proliferacion celular, invasividad y supervivencia' "%,
Existe evidencia de que en el esdfago de Barrett'®, el canal HERG1
esta implicado en la progresibn desde Ila normalidad a
adenocarcinomas. En el presente estudio, hemos analizado la
relevancia de la expresion de HERG1 y la progresion desde hiperplasia
o displasia oral a carcinoma de células escamosas, pero no fue hallada
una relacion estadisticamente significativa entre la expresion proteica
de HERGH1 y el riesgo de progresiéon a COCE. La expresiéon de HERG1
no fue detectada en el epitelio normal, mientras que la expresion positiva
de HERG1 fue encontrada en el 36% de las leucoplasias orales (32%
de las hiperplasias y 44% de las displasias) y en el 47% de los COCE.
Esto podria sugerir que la expresion de HERG1 precede los hallazgos
histopatologicos de COCE y su expresién se ve aumentada a medida
que la tumorigénesis progresa. Sin embargo, esta observacion debe ser

tomada con cautela por el pequeno tamafno muestral en este estudio.
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El gen HERG1 podria ser visto como un gen relacionado con la
inflamacion’®, y la presencia aumentada de células inflamatorias en
muestras de displasia mucosa y cancer de cavidad oral podria ser la
responsable de la expresion de HERG1 vy, por tanto, la expresion de
HERG1 podria ser un factor determinante en el comienzo de la displasia
o0 metaplasia celular. A favor de esta teoria, hasta la fecha, el canal
HERG1 se ha encontrado sobreexpresado so6lo en canceres'®*'%
mientras que no ha sido hallada expresion de HERG1 en condiciones
hiperproliferativas como hiperplasias endometriales o adenomas
colorrectales. En el presente estudio HERG1 fue detectado en
carcinomas orales y en displasias e hiperplasias apoyando la idea de
que podria ser visto como un precursor del cancer oral. De hecho 14
(33%) de 43 hiperplasias progresaron a COCE en nuestra cohorte.
Ademas, vale la pena mencionar que en el comienzo del proceso
metaplasico en la via aerodisgestiva superior es siempre estrictamente
dependiente de la inflamacion cronica, aparentemente de manera
distinta de lo que ocurre en el cancer colorrectal, lo que podria explicar
la temprana expresion de HERG1 aberrante'®. Se ha planteado la
hipotesis de que HERG1 puede pertenecer a la clase de genes que son
expresados en las células madre o progenitoras, siendo activamente
transcritos a medida que estas comienzan a proliferar en respuesta a
factores de crecimiento, estimulacion por citocinas o transformacion

neoplasica'®.

La adquisicion de la capacidad de invadir los tejidos circundantes
confiere un fenotipo maligno a las células tumorales y es necesario para

el establecimiento de metastasis. Ademas, HERG1 esta funcionalmente

126

ligado con la hipoxia'® y angiogénesis'?®, una condicién necesaria para

la progresion tumoral. Ha sido demostrado que los canales HERG1

133,140

regulan la invasividad de las células tumorales , posiblemente a
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través de una interaccion fisica y funcional con receptores de adhesion

de la familia de las integrinas'*"'*

, 'Y las integrinas pueden asimismo
contribuir a la localizacion de los canales idnicos en la membrana. En
este estudio no se encontré relacion entre HERG1 y metastasis,
probablemente porque sélo 3 pacientes desarrollaron metastasis en
nuestra cohorte. A pesar de eso, existi6 una tendencia a una mayor
prevalencia de metastasis linfaticas en los tumores que expresaron
HERG1, si bien no se observdO una relacidon estadisticamente
significativa (p=0,06). Es interesante mencionar que la expresion de
HERG1 se asocid significativamente con estadios avanzados,
recurrencia tumoral y mal pronostico, sugiriendo que la expresion de
HERG1 podria contribuir a la progresion tumoral. Ademas, la media y la
mediana de supervivencia de los pacientes con COCE HERG1 positivo
fue significativamente menor que los pacientes con tumores con HERG1
negativo. Nuestros datos, sin embargo, no permiten afirmar dicha
conclusion, ya que se requeriria la realizacion de experimentos
fenotipicos para explorar el potencial rol oncogénico de HERG1. Asi, de
acuerdo con estos datos, la sobreexpresion de HERG1 puede ser vista
como un factor de mal prondstico y, consecuentemente, un potencial
biomarcador para la supervivencia en el COCE. Todos estos resultados
fueron obtenidos determinando la expresion de HERG1 mediante
inmunohistoquimica, el patron oro como herramienta diagndéstica
utiizada para la determinacion de la presencia o ausencia de
marcadores moleculares en tejido tumoral ' . Ademas, hemos
encontrado un aumento de los niveles de ARNm HERG1 en un alto
porcentaje de COCE y CECC en diferentes localizaciones, extendiendo

asi el rango de aplicaciéon de HERG1 como biomarcador.

En conclusion, los hallazgos de este estudio revelan que la

expresion aberrante de HERG1 ocurre en los estadios iniciales de de la
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tumorigénesis oral, incrementandose durante la progresion tumoral. De
manera mas importante, la expresion de HERG1 emerge como una
caracteristica relevante desde el punto de vista clinico en la progresion
del COCE, asi como una potencial diana molecular en el desarrollo de
terapias mas efectivas contra el COCE. Sin embargo, seria necesario
validar estos resultados en cohortes de pacientes independientes mas
grandes, incluyendo también un mayor numero de casos con displasia

severa y moderada.
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B) Kv3.4

Solo dos estudios han sido publicados hasta el momento sobre el

E' 1% Chang y cols.'

papel del canal de potasio Kv3.4 en COC
observaron la expresion de ARNm en el 64% de los COCE comparado
con el 29% en el tejido no tumoral. Sin embargo, no pudieron estudiar
la expresion proteica de Kv3.4 por carecer de un anticuerpo comercial

apropiado. Por su parte, Lew y cols.'*

amplificaron la secuencia
codificante de Kv3.4 mediante PCR en tiempo real y construyeron un
vector que contenia esta secuencia, la cual fue transfectada a la linea
celular derivada del COCE OECM-1. La sobreexpresion de Kv3.4 en las
células del OECM-1 ocasioné un aumento del crecimiento celular.
Menéndez y cols.'* investigaron, por primera vez, la expresion proteica
de Kv3.4 en carcinomas escamosos de laringe y faringe y también en
una serie de diplasias laringeas. Encontraron que los pacientes con
lesiones Kv3.4 positivas tenian una incidencia aumentada de carcinoma
laringeo en comparacion con aquellos que no la presentaban. En
contraste con esto, la expresion proteica de Kv3.4 no mostro un papel
relevante en la progresion tumoral. Observaron que al disminuir la
expresion de Kv3.4 en carcinomas en estadios avanzados, no existia un
impacto en el pronéstico ni una correlacion con el potencial de
invasividad. Un hallazgo interesante fue que encontraron una
inconsistencia entre los niveles de ARNm vy la expresion de proteinas.
Por tanto, deben de interpretarse con precaucion los datos de expresion
de ARNm, ya que pueden no reflejar verazmente la expresion y la

funcién proteica de KV3.4.
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Segun nuestro conocimiento, este estudio es el primero en
investigar el patron de expresion de la subunidad del canal de potasio
kv3.4 en COCE y en lesiones precancerosas de la cavidad oral para
comprobar su papel clinico en la transformacion maligna y la progresion
tumoral. Nuestros hallazgos muestran que Kv3.4 es expresado de
manera anormal en estadios iniciales de la tumorigenesis, siendo
detectado en el 16% de las lesiones hiperplasicas y en una proporcion
mayor (50%) en las displasias orales, mientras que la expresion era

despreciable en el epitelio normal adyacente.

A pesar de que los pacientes con expresion positiva de Kv3.4 en las
lesiones displasicas mostraban un riesgo mayor de progresion, la
histologia, mas que la expresion de Kv3.4, resulté ser el predictor
significativo de desarrollo de cancer oral en nuestra cohorte. En este
estudio seleccionamos para el analisis una serie consecutiva de
pacientes con el diagndstico de leucoplasia oral, de los que sélo un 30%
exhibian displasia. Esto podria explicar las discrepancias con los
hallazgos previos utilizando una serie retrospectiva de displasias
laringeas’*®. Nuestros resultados apoyan un papel del canal de potasio
Kv3.4 en la tumorigenesis del COCE mas que en la progresiéon tumoral
al no haber observado un impacto de la expresion de Kv3.4 en el
pronéstico del paciente, su tendencia a disminuir en el COCE avanzado
y la ausencia de correlacion con el potencial de invasividad. Estos datos
estan en armonia con los mostrados por Menendez y cols'*. A pesar
de ello, la expresion de Kv3.4 por si sola no parece suficiente para
promover tumorigenesis ya que se observdé que una considerable
proporcion de los tumores orales se desarrollaron sobre lesiones
negativas para el Kv3.4. Alternativamente, también debemos considerar
que es también plausible que las lesiones que mostraron expresion

negativa de Kv3.4 fueran biopsiadas antes de que la anormalidad

142



ocurriese; que los canceres se desarrollaran sobre lesiones no
examinadas o también las discrepancias podrian deberse a

heterogeneicidad clonal.

El CECC es una enfermedad muy heterogénea que incluye
diferentes lugares anatdbmicos y el contexto celular y ambiental puede
también dictar el papel bioldgico de este canal de potasio, pero saber si
la funcion del Kv3.4 es especifica del tipo celular o de tejidos requiere
otros estudios. La transformacion celular por oncogenes Rasy Src, asi
como los oncovirus SV y SV40 incrementan la actividad de los canales
de potasio'”1*814910 En nuestro estudio estos oncogenes no fueron
examinados, sin embargo, la relacion entre la expresion proteica de
Kv3.4 y los factores de riesgo clasicos de COCE, como el consumo de
tabaco o el de alcohol, si lo fueron y no mostraron significacion

estadistica (p=0,51 y p=0,77, respectivamente).

De acuerdo con nuestros resultados, el incremento en la expresion
de Kv3.4 en leucoplasias orales puede conferir una ventaja proliferativa
a las células que contienen esta alteracion y, en ultimo término,
favorecen la progresion a COCE. Existen dos hipétesis fundamentales
para intentar explicar los efectos de los canales Kv en la proliferacion,
basadas en el volumen celular y en el potencial de membrana'®. Los
canales de potasio pueden controlar el volumen celular afectando el
flujo de potasio™'. A pesar de que no es completamente entendido
como la actividad del canal de potasio Kv3.4 influye en la proliferacion

celular, Lew y cols'**

especularon que este canal esta implicado en el
mantenimiento de la membrana despolarizada requerida por las células
tumorales. Practicamente todos los canales Kv son regulados mediante
fosforilacion de residuos de serina, treonina o tirosina en los dominios

intracelulares de los canales'™’. Si el papel de los canales Kv en el
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cancer fuese simplemente debido a cambios en el potencial de
membrana ocasionados por corrientes de potasio, entonces la
activacion de la mayor parte de los canales Kv afectaria a la
proliferacion. Sin embargo, éste no es el caso'. Adicionalmente, los
canales ionicos son objetivos de muchas vias de sefalizacion
intracelular y pueden funcionar como transductores de senal ellos
mismos. Los canales de potasio pueden también regular la migracion
de las células cancerosas mediante funciones no canonicas. La mayoria
de los canales forman complejos macromoleculares con otras proteinas
que pueden cambiar profundamente las propiedades del mismo canal,
asi como influir en su localizacion. En estos complejos
macromoleculares, los canales Kv actuan como sensores de voltaje,
pero también pueden actuar como enlace entre el medio extracelular y
el citoplasma. Por ejemplo, el canal HERG puede formar un complejo
macromolecular con VEGFR-1 y f1-integrina, y el ensamblaje de este

complejo confiere un fenotipo pro-migratorio en la leucemia'?'.

Las debilidades que observamos en este estudio son que los 100
pacientes con COCE fueron recogidos de manera retrospectiva, en
contraste con los pacientes con TOPC, siendo la calidad la informacion
recogida sobre las variables no equiparable con respecto a los estudios
prospectivos. A pesar de la seleccion prospectiva de TOPC, casi el 70%
de estas lesiones no mostro6 displasia, que es considerada el patron oro
en la evaluacion de riesgo de desarrollo de COCE. Ademas, s6lo unos
pocos casos exhibieron displasia grave y la inmunohistoquimica fue solo
evaluable en dos de ellos, mostrando ambos tincion de kv3.4 negativa
lo que puede representar otra limitacion. Por otra parte, existe una
variacion sustancial inter e intraobservador cuando se evalia la
presencia y severidad de la displasia epitelial, y esta diversidad en la

histopatologia y en el comportamiento clinico hacen dificil determinar de
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manera precisa la contribucion de los canales kv3.4 en la tumorigenesis
inicial. Se hacen por tanto necesarios estudios prospectivos que
involucren un mayor numero de pacientes con displasia para confirmar
de manera mas sélida la utilidad clinica de la expresion de kv3.4 como

biomarcador para la evaluacion del riesgo de cancer.

Este estudio tiene también algunos puntos fuertes. A pesar de que
la hiperplasia no es considerada un estadio inicial en la carcinogénesis
oral hemos observado una tendencia a la inmunopositividad desde la
hiperplasia a la displasia-carcinoma, lo que resalta la potencial
relevancia de los canales de potasio en la tumorigénesis y su posible

utilidad en el diagnostico precoz.

De acuerdo con nuestros resultados y los obtenidos por Menendez
y cols.'® Kv3.4 emerge como un prometedor marcador diagnostico
para explicar la tumorigénesis de los queratinocitos, junto con los
criterios morfologicos. Asi, el andlisis inmunohistoquimico de Kv3.4
podria ser una herramienta Gtil para identificar pacientes en riesgo de
desarrollo tumoral. Ademas, la inmunohistoquimica posee claras
ventajas al ser facil y econémica pudiendo permitir la determinaciéon de
Kv3.4 la estratificacion de riesgo y guiar el tratamiento. Es también
plausible que el canal Kv3.4 pueda constituir una nueva y valiosa diana
terapéutica de membrana para el tratamiento y la prevencion del COCE.
Los canales id6nicos son dianas farmacoldgicas viables para el cancer,
y existe una confianza abrumadora en que tendran un papel importante

en el diagnostico y en la terapia antineoplasica'”.

El cancer oral es fundamentalmente tratado mediante reseccion
quirdrgica y radioterapia. Sin embargo, dadas la frecuencia de recidivas

tumorales y de resistencias al tratamiento, deben de ser identificados
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nuevos marcadores moleculares para el desarrollo de terapias
alternativas. Los canales de iones se han convertido en un prometedor
participante en el desarrollo de novedosas terapias anticancer. En este
estudio, mostramos evidencia original para demostrar la temprana
aparicion y la alta prevalencia de expresion anormal de Kv3.4 en
leucoplasias orales. De manera mas importante, nuestros resultados
indican que la expresion anormal de Kv3.4 es una caracteristica clinica
y biolégica relevante durante la tumorigénesis del COCE vy la
transformacion maligna, aunque la expresidon no parece tener un
impacto fundamental en la progresién a COCE o en el pronéstico de la

enfermedad.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES:

El analisis de los resultados obtenidos en el presente estudio,

permite establecer las siguientes conclusiones:

1) No se hall6 relacion estadisticamente significativa entre la

inmunoexpresion de HERG1 y el riesgo de progresion a COCE.

2%) La expresién de HERG no fue detectada en el epitelio normal y se
vid aumentada a medida que la tumorigénesis progresa, lo que
podria sugerir que la expresion de HERG1 precede a los hallazgos

histopatologicos.

3%) No fue hallada una relacion estadisticamente significativa entre la
expresion de HERG1 y metastasis. Por el contrario se observo una
tendencia a una mayor prevalencia de metastasis linfaticas en
tumores que expresaron HERG1, si bien no se observé una relacion

estadisticamente significativa (p=0,06).

4%) La expresion de HERG1 se asoci6 significativamente con los
estadios avanzados (p=0,03), el grado de diferenciacion (p=0,01), la
recurrencia tumoral (p=0,05) y mal pronéstico (p=0,05), sugiriendo

que la expresion de HERG1 podria contribuir a la progresion tumoral.
5%) Se observ6 una asociacién estadisticamente significativa entre la

expresion positiva de HERG1 y la reduccion de supervivencia

enfermedad-especifica (p=0,03)
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6°) El analisis cuantitativo de la expresion de HERG1 revel6 que los
niveles de ARNm estan significativamente elevados en los tumores
comparados con los queratinocitos primarios y la mucosa normal (p =

0,013).

7?) La expresion anormal de Kv3.4 acontece en estadios iniciales de
la tumorigénesis siendo detectada en el 16% de las lesiones
hiperplasicas y en el 50% de las displasias orales, siendo

despreciable en el epitelio adyacente.

8%) En los COCE, la expresion de Kv3.4 no se observo que tuviese
impacto en el prondstico, mostré una tendencia a su disminucion en
el COCE avanzado y no se hall6 correlacion con el potencial de

invasividad.
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ABSTRACT: Background. HERG1 potassium channel plays a critical role
in the cell proliferation.

Methods. HERG1 protein expression was analyzed by immunohisto-
chemistry (IHC) in 62 patients with oral leukoplakias and 100 patients
with oral squamous cell carcinomas (0SCC). HERG1 mRNA levels were
assessed by real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) in 22 patients with primary head and neck squamous cell car-
cinoma (HNSCC).

Results. Statistically significant associations were found between HERG1
expression and tobacco consumption, disease stage, tumor differentia-
tion, tumor recurrence, and reduced survival. There was no association
between HERG1 expression and the risk of progression from oral

leukoplakia to OSCC. In addition, a high proportion of tumors (80%)
showed increased HERG1 mRNA levels compared to normal mucosa
from nononcologic patients.

Conclusion. Aberrant HERG1 expression increases as oral tumorigenesis
progresses from oral hyperplasia to OSCC. Increased HERG1 mRNA lev-
els were also frequently detected in OSCC and other HNSCC subsites.
HERG1 expression emerges as a clinically relevant feature during tumor
progression and a potential poor prognostic biomarker for 0SCC. ©2016
Wiley Periodicals, Inc. Head Neck 00: 000—000, 2016
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INTRODUCTION

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most com-
mon malignant tumor of the head and neck region and
accounts for more than 90% of cancers of the oral cav-
ity." Although treatment of OSCC has advanced recently,
the prognosis of this disease remains dismal. Thus, the
search for novel reliable diagnostic or prognostic markers
that lead to early diagnosis in the risk population may
allow effective intervention that improves survival.”
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Recently, increasing evidence has demonstrated that can-
cer cells exhibit ion channels expression, ion conduct-
ance, and electric properties, which are very different
from that of resting cells.” Ton channels are well known
for their roles in a large variety of physiological func-
tions, including electrical signaling, control of muscle
contraction, volume regulation, and hormone secretion.
However, mutations in genes coding for ion channel sub-
units or proteins that regulate them have been implicated
in several diseases, showing either a primary etiologic
role (channelopathies) or as mediators in pathogenesis.
Specifically, potassium channels have been postulated
that they are important for cell proliferation and can-
cer.* Regarding proliferation, most cell types undergo a
transient hyperpolarization at the exit of G1 phase and
tumor cells are, on average, depolarized compared with
nontumor cells, and it has been proposed that this is an
essential prerogative for cells destined to unlimited
growth.” An increase of potassium channel activity leads
to membrane hyperpolarization, whereas a decrease in
activity leads to depolarization.®

Over 70 types of potassium channels have been identi-
fied; however, only a few have been directly implicated
in control of cell proliferation and tumor growth.> Within
the group of potassium channels, the ether-a-go-go (EAG)
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potassium channel family consists of 3 subfamilies: EAG
(Kv10); human EAG-related gene (HERGI; Kv11), and
ELK (EAG-like; Kv12).8 HERGI1 is composed of 4 subu-
nits, each of which is formed by 6 transmembrane seg-
ments (S1-S6), which are assembled to form a tetramer
surrounding a central aqueous pore. The S4 segment of
each subunit is composed of basic amino acids (Lys and
Arg) and represents the voltage sensor.” HERGI channel,
first identified in neuroblastoma cells as responsible for
resting-potential variations,'” has been involved in the
establishment and maintenance of neoplastic growth.‘t’5
Lately, it has been observed that the HERG1 channel is
overexpressed in several tumor cell lines from different
histogenesis, shown to play a critical role in the cell cycle
progress, proliferation, and adaptation.''"'> Furthermore, it
has also been hypothesized that HERG1 marks an early
step for cancer development13 and it exerts a regulatory
role on the modulation of cell invasiveness.'? Therefore,
the HERG1 potassium channel has emerged as a promis-
ing diagnostic and prognostic biomarker in human can-
cers, as well as a target for antineoplastic therapies.

The present study investigates, we believe for the first
time, HERGI1 protein expression in a large series of
OSCCs and potentially malignant lesions of the oral
mucosa to establish its clinical significance in both the
development and progression of OSCC.

MATERIALS AND METHODS

Patients and tissue samples

Surgical tissue specimens from 62 patients with poten-
tially malignant disorders (leukoplakia) of the oral cavity
were prospectively collected and 100 patients with OSCC
who underwent surgical treatment at the Hospital Univer-
sitario Central de Asturias between 1995 and 2006 were
retrospectively collected, following institutional review
board guidelines. All experimental protocols were
approved by the Institutional Ethics Committee of the
Hospital Universitario Central de Asturias (date of
approval July 9, 2013) and by the Regional CEIC from
Principado de Asturias (date of approval July 18, 2013;
approval number: 81/2013) for the project PI13/00259.
Informed consent was obtained from all patients.

Patients with oral leukoplakia included in this study
had to meet the following criteria: (i) pathological diag-
nosis of oral epithelial hyperplasia or dysplasia; (ii) no
medical history of head and neck cancer; (iii) complete
excisional biopsy of the lesion; and (iv) a minimum
follow-up of 5 years (or until progression to malignancy
occurred). In OSCC, inclusion criteria were surgical treat-
ment performed according to standard procedures and
consisting of the resection of the primary tumor and a
radical or selective ipsilateral or bilateral neck dissection,
complete clinicopathological data, and availability of suf-
ficient paraffin-embedded tumor material. Representative
tissue samples were obtained from archival paraffin-
embedded blocks. The sections were selected for study as
follows: in premalignant lesions, representative areas of
the lesion were included in 1 block and therefore the sec-
tion used for histological diagnosis was subsequently
stained and evaluated. In carcinomas, one representative
section from the middle of the tumor that also included

the tumor border (containing interfaces between the tumor
nests, cords or sheets, and stroma) and normal adjacent
epithelium was selected for staining. Clinicopathological
information on each case, including age, sex, smoking
and alcohol intake history, tumor size, nodal status, loca-
tion, histologic grade, treatment, and presence or absence
of tumor recurrence, was obtained from patient files. All
patients with OSCC included in this study had a single
primary tumor and none of them had received preopera-
tive chemotherapy or radiotherapy. Thirty-six patients
(36%) were women, and the mean age of the whole sam-
ple was 61.6 (SD, 13.44; range, 30-91 years). Fifty-six
patients (56%) were smokers, and 53% were alcohol con-
sumers. The stage of disease was determined after the
surgical resection of the tumor according to the TNM sys-
tem of the International Union against Cancer (seven edi-
tion)."> Tobacco and alcohol consumption history was
determined from the medical records. Alcohol consump-
tion was described in terms of beer, wine, or hard liquor.
A drinker was defined as a person who self-reported con-
suming 4 or more drinks of any alcoholic beverage type
per day for at least 10 years. For comparability, 1 drink is
equivalent to 14 g of ethanol, which generally corre-
sponds to 330 mL of beer, 150 mL of wine, and 36 mL
of hard liquor.'®

The histological grade was determined according to the
degree of differentiation of the tumor (Broder’s classifica-
tion). All patients had been treated surgically with cura-
tive intention, and 42 (42%) underwent postoperative
radiotherapy, receiving 40 to 70 Gy, according to the fol-
lowing indications: T4, poorly differentiated carcinomas,
tumor-positive resection margins, and metastases in neck
nodes. Surgical margins of resection were free of tumor
infiltration in 90 of 100 cases. The recurrence-free sur-
vival and the survival of the patients were quantified.
Clinical outcome was measured by 2 end points: (1) death
caused by disease recurrence; and (2) presence of untreat-
able disease at the end of the follow-up time. At the end
of this period, 49 patients (49%) had died of tumor recur-
rence, and 41 patients (41%) were alive and free of recur-
rence. Ten patients were lost during the follow-up.
Patients were followed up every 2 months for the first 6
months after completing the treatment, every 3 months
until the second year, and every 6 months thereafter. The
characteristics of the patients studied and the clinicopa-
thological features of their tumors are summarized in
Table 1.

The potentially malignant disorders were classified into
categories of mild, moderate, or severe dysplasia, accord-
ing the World Health Organization classification.'” Forty-
three cases (69.4%) did not show epithelial dysplasia
(hyperplasia). Eight lesions (12.9%) were classified as
showing mild dysplasia, 7 (11.3%) as moderate dysplasia,
and 4 (6.5) as severe dysplasia/carcinoma in situ. Twenty-
seven patients (43.5%) were men, and the mean age was
61.08 (SD, 12.44; range, 30-85 years). Twenty-eight
patients (45%) were smokers, and 14 (22.6%) were also
habitual alcohol drinkers.

For mRNA analysis, surgical tissue specimens from 4
patients with OSCC who underwent surgical treatment at
the Hospital Universitario Central de Asturias were pro-
spectively collected, following institutional review board
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guidelines. Biopsies were sharply excised, placed in ster-
ile tubes, and stored in RNAlater at —80°C. Fresh-frozen
tissue samples from 18 surgically treated patients with
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) were
also obtained from the Biobank at the Hospital Universi-
tario Central de Asturias. Normal mucosa was also col-
lected from nononcologic patients.

Immunohistochemistry

The formalin-fixed paraffin-embedded tissues were cut
into 3-pum thick sections and dried on Flex THC micro-
scope slides (Dako). The sections were dewaxed with
xylene and hydrated through graded ethanol into water.
Antigen retrieval was performed using Envision Flex Tar-
get Retrieval solution, high pH (Dako). Staining was car-
ried out at room temperature on an automatic staining
workstation (DakoAutostainer Plus) with rabbit polyclonal
anti-HERG1 (CT) (pan) antibody (Enzo Life Sciences), at
1:200 dilution using the Dako EnVisionFlex+ Visualiza-
tion System (DakoAutostainer). Counterstaining with
hematoxylin was the final step.

As HERGI! staining showed a homogeneous distribu-
tion, a semiquantitative scoring system based on staining
intensity was applied. Immunostaining was scored as
negative (0), weakly to moderately (1+), or strongly
positive (2+). Scores equal to 2 were considered as
HERG1-positive expression. All slides were scored by 2
investigators without knowledge of the clinical data.
Occasional disagreements were discussed to reach a
consensus.

Real-time reverse transcriptase-polymerase chain
reaction

Total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitro-
gen Life Technologies), and cDNA synthesized with
Superscript II reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) System (Invitrogen Life Technologies), in
accord with the manufacturer’s protocols. Gene expres-
sion was analyzed by real-time polymerase chain reaction
(PCR) using the Applied Biosystems StepOnePlus Real-
Time PCR System, in accord with Applied Biosystems’
SYBR Green Master Mix protocol. Reactions were car-
ried out using primers specific for HERG1 (matching
exons 5 and 6) and for the constitutively expressed L19
ribosomal coding gene as internal control, as previously
described.'® Samples were analyzed in triplicates and
template-free blanks were also included. Dissociation
curve analysis of all PCR products showed a single sharp
peak. The relative mRNA expression was calculated using
the 27*“T method. The data were expressed as fold-
change in HERG1 mRNA levels in the tumor sample nor-
malized to L19 levels and relative to the normal mucosa.

Statistical analyses

An SPSS for Windows computer program (PASW Sta-
tistics 18.0, Polar Engineering and Consulting) was used
for statistical analyses. The association between clinical
parameters and immunohistochemical results was ana-
lyzed with the chi-square or Fisher’s exact test (if N <5).
Comparison between HERGI mRNA levels in tumors
and normal mucosa was evaluated by Student’s ¢ test.

TABLE 1. Associations between HERG1 protein expression and clinicopa
thological findings.

HERG1
No. protein
of expression p

Characteristics cases (%) value

Primary site 24
Tongue 43 16 (37)

Floor of the mouth 26 15 (58)
Gum 19 11 (58)
Palate 2 1(50)
Buccal 4 0(0)

Retromolar 6 4 (67)

pT .26
T1-T2 54 24 (44)

T3-T4 41 23 (56)

pN .06
NO 60 24 (40)

N1-N3 40 23 (57)

Clinical stage .03
-l 39 12 (31)

-V 61 35 (57)

Tumor differentiation .01
Well 64 23 (36)
Moderately 30 19 (63)

Poorly 6 5(83)

Recurrence .05
No 64 26 (41)

Yes 36 21 (58)

Clinical status at the end .05
of the follow-up
Alive and without recurrence 41 13(32)

Dead of index cancer 49 28 (57)
Lost or died of other causes 10 6 (60)

Survival analysis was performed with the Kaplan—Meier
product limit method and the log-rank test was used to
compare survival among groups of patients. Cox propor-
tional hazards models were utilized for multivariate anal-
yses. The hazard ratio with 95% confidence intervals and
p values were reported. A significance level of .05 was
used for all statistical tests.

RESULTS

HERG1 protein expression in oral squamous cell
carcinomas

Immunostaining was successfully evaluated in 95 of the
100 cases. Forty-seven tumors (47%) exhibited HERGI-
positive expression (strong expression), whereas HERG1
expression was negligible in both normal epithelium and
stromal cells (see Figure 1). HERGI expression in tumors
was preferentially detected in the cytoplasm, with protein
enrichment at the cell periphery in some cases.

Associations of HERG1 protein expression with
clinicopathological parameters and patient outcome

The relationships between HERG1 protein expression
and the clinicopathological variables are shown in Table 1.

HERGI1 expression was significantly associated with clin-
ical stage (IIT and IV vs I and II, p = .03), and degree of
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FIGURE 1. Immunohistochemi-
cal analysis of HERG1 protein
expression. Representative
examples of oral squamous cell
carcinomas showing negative
(original magnification x200)
(A), and positive HERG1 staining
(original magnification x400)
(B), and examples of oral leuko-
plakias with negative (original
magnification x200) (C), and
positive HERG1 staining (original
magnification x200) (D). [Color
figure can be viewed in the
online issue, which is available
at wileyonlinelibrary.com.]

tumor differentiation (well vs moderately vs poorly, p =
.01). Furthermore, HERG1 expression approaches statisti-
cal significance with tobacco consumption (smokers vs
nonsmokers or ex-smokers, p = .05), tumor recurrence (p
= .05), and clinical status at the end of the follow-up
(dead by the tumor vs alive; p = .05). In addition, the
association between HERG1 expression and neck node
metastasis showed trends toward significance (p = .06).
Regarding these data, it is worth mentioning that the
number of patients included in some categories, in partic-
ular “poorly differentiated tumors” and “patients dead of
the index cancer,” were small (6 and 10, respectively).
Consequently, these results should be interpreted with
caution until confirmed using larger sample sizes.

The median follow-up of the whole sample was 56.7
months (range, 7-195 months), the median follow-up of
the patients alive at the last visit was 89 months (range,
9-195 months), and the median follow-up of the patients
who died of the oral cancer at the last visit was 31.6
months (range, 7-141 months). In all, 10 patients who
died of other causes not related to the primary tumor
between 0 and 134 months of follow-up were excluded
from the recurrence analysis. In this series, only 3 cases
developed distant metastasis. HERG1 was not found to
correlate with distant metastasis.

Univariate Kaplan—Meier analysis demonstrated a sig-
nificant correlation between HERGI-positive expression
and reduced disease-specific survival (log-rank test, p =
.03; Figure 2). Other variables associated with a poorer
prognosis were T3 to T4 classification (p = .03), neck
node metastasis (p = .01), III or IV clinical stage (p =
.01), surgical margin involved by the tumor (p < .0005),
and recurrence (p < .0005). However, in multivariate
analysis, the only variables independently associated with

a reduced disease-specific survival were the presence of
tumor recurrence, surgical margins involved by the tumor
(10%), and III to IV TNM stage (Table 2).

HERG1 protein expression in early stages of
tumorigenesis and association with malignant
progression

HERGT! protein expression was evaluated by immuno-
histochemistry (IHC) on a set of 62 patients with poten-
tially malignant lesions of the oral cavity (leukoplakias).
In 1 of the 62 cases, IHC was not evaluable. HERGI-
positive expression was detected in 22 of the 62 oral leu-
koplakias (36%), whereas immunostaining was negligible
in both stromal cells and normal adjacent epithelia (see
Figure 1). In all, 14 of the 43 lesions (32%) with hyper-
plasia, 5 of the 8 lesions (62%) with mild dysplasia, and
3 of the 10 lesions (30%) with moderate or severe

TABLE 2. Multivariate survival analysis by prognostic factors using Cox
proportional hazards modeling.

Variables B coefficient (SE)  HR 95% Cl pvalue
TNM .037
I+ - 1 (Ref.)
n+ v 0.701 (0.336) 2.016 1.043-3.896
Surgical margin < .0005
Free - 1 (Ref.)
Affected 1.538 (0.412) 4.654 2.075-10.439
Recurrence < .0005
No - 1 (Ref.)
Yes 1.733(0.324) 5.659 2.996-10.690

Abbreviations: HR, hazard ratio; Cl, confidence interval; Ref. reference.
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FIGURE 2. Kaplan—-Meier disease-specific survival categorized by
HERG1 protein expression (positive vs negative) in patients with
oral squamous cell carcinoma. The p values were estimated
using the log-rank test. [Color figure can be viewed in the online
issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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dysplasia exhibited HERGI1-positive staining (p = .26).
Thus, 32% of leukoplakias with hyperplasia and 44% of
leukoplakias with dysplasia (p = .37) showed positive
HERG1 immunostaining. The evolution to invasive carci-
noma in relation to the histopathological diagnosis,
tobacco or alcohol consumption, and HERGI protein
expression is shown in Table 3. During the follow-up
period, 27 of 62 patients (43.5%) developed an invasive
carcinoma at the same site of the previous premalignant
lesion. The mean time to cancer diagnosis in the cases
that progressed was 60.2 months, and the median time
was 39 months (range, 7-226 months). There was a statis-
tically significant association between the presence of epi-
thelial dysplasia or alcohol consumption and progression
to invasive OSCC, but not between HERG! protein
expression or tobacco consumption and progression to
cancer. Thus, 8 of 22 patients (36%) carrying HERGI-
positive leukoplakias developed oral cancer, compared
to18 of 39 patients (46%) who showed negative HERG1
expression.

HERG1 mRNA expression in oral squamous cell
carcinoma and other head and neck squamous cell
carcinoma subtypes

HERG! mRNA expression was analyzed by real-time
RT-PCR in a series of 22 fresh HNSCC tissue specimens,
including primary tumors of different localizations (oral
cavity, oropharynx, hypopharynx, and larynx). Primary
keratinocytes as well as normal mucosa from nononco-
logic patients without exposure to tobacco carcinogens
(cleft lip surgery and tonsillectomy) were used as nontu-
mor controls. Quantitative analysis of HERG1 expression
revealed that HERG1 mRNA levels significantly
increased in tumors (range, 0.86 to 439-fold; mean 79)
compared with primary keratinocytes and normal mucosa
(range, 1 to 17-fold; mean 8; p = .013; Student’s ¢ test).

Thus, a considerable proportion of tumors (80%; 18
cases) showed increased HERG1 mRNA levels compared
with nontumor controls, although with varying levels
depending on the tumor site (Figure 3).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this study is the first to
evaluate the expression and clinical relevance of HERG1
potassium channel in OSCCs and oral leukoplakias.

The human EAG-related gene (HERG1, Kv11.1) potas-
sium channel has been found to be overexpressed in a
variety of tumors™ '3 !*1922 and it has also been
hypothesized that HERG1 marks an early step for cancer
development,'>'* and exerts a regulatory role on the
modulation of cell proliferation, invasiveness, and sur-
vival.'** There is evidence that the HERGI channel is
involved in the progression of normality to adenocarcino-
mas through Barrett’s esophagus.'” In the present study,
we analyzed the relevance of HERGI expression and the
progression from oral hyperplasia or dysplasia to squa-
mous cell carcinoma, but we did not find a statistically
significant relationship between HERGI protein expres-
sion and the risk of progression to OSCC. HERG1 was
not found to be expressed in normal epithelium, whereas
positive HERGI1 expression was detected in 36% of oral
leukoplakias (32% of hyperplasias and 44% of dysplasias)
and in 47% of OSCC. This suggests that HERG1 expres-
sion precedes the histopathological signs of OSCC and its
expression increases as tumorigenesis progresses. How-
ever, this observation should be taken with caution
because of the small sample size in this study.

The HERGI gene could be envisaged as an
inflammatory-related gene,'> and a greater presence of
inflammatory cells in samples of mucosal dysplasia and
squamous cell carcinomas could be responsible for
HERGI1 gene expression and, hence, HERGI channel
expression could be a determinant factor in the switching
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FIGURE 3. Analysis of HERG1 mRNA levels by real-time reverse
transcriptase-polymerase chain reaction in primary head and
neck squamous cell carcinoma of different subsites. Data are
expressed as the fold-change in HERG1A levels in the tumor sam-
ple normalized to L19 mRNA levels and relative to the normal
mucosa.
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TABLE 3. Evolution of the premalignant lesions in relation to histopatho-
logical diagnosis and HERG1 protein expression.

No. of Progression to
Characteristics cases (%) carcinoma (%) pvalue
Histopathology .009
Hyperplasia 43 (69) 14 (32)
Dysplasia 19 (31) 13 (68)
HERG1 expression 45
Negative 39 (64) 18 (46)
Positive 22 (36) 8 (36)
Tobacco consumption .61
No 34 (55) 13 (38)
Yes 21 (34) 10 (48)
Ex-smoker 7(11) 4(57)
Alcohol consumption .04
No 48 (77) 18 (37)
Yes 10 (16) 5 (50)
Ex-drinker 4(7) 4 (100)

on of cellular metaplasia and dysplasia. In support of this
statement, up to now, the HERG1 channel has been found
to be overexpressed only in cancerous conditions,'*!
whereas no HERG1 expression was detected in hyperproli-
ferative conditions, such as endometrial hyperplasias or
colorectal adenomas. In the present study, HERG1 expres-
sion was detected in oral carcinomas, as well as epithelial
hyperplasias and dysplasias supporting the idea that this
could be seen as a precursor of oral cancer. In fact, 14 of 43
hyperplasias (33%) progressed to OSCC in our cohort. In
addition, it is worth mentioning that the onset of the meta-
plastic process in the upper aerodigestive tract is always
strictly dependent upon chronic inflammation, in an appa-
rently different way that happens in colorectal carcinogene-
sis, which could explain the early onset of aberrant HERG1
expression.'” It has been hypothesized that HERGI may
belong to the class of genes that are expressed in progenitor
or stem cells, being actively transcribed as these cells start
to proliferate in response to growth factors, cytokine stimu-
lation, or neoplastic transformation.**

The acquisition of the capacity to invade surrounding
tissues confers a more malignant phenotype to tumor cells
and it is necessary for the establishment of metastases.
Furthermore, HERGI is functionally linked to hypoxia®
and angiogenesis,'® which is a necessary condition for
tumor progression. It has been demonstrated that HERG1
channels regulate tumor cells invasiveness,'**® possibly
through a physical and functional interaction with adhe-
sion receptors of the integrin family,”’*® and integrins
may contribute to localization of ion channels onto the
membrane. We did not find a correlation between
HERGI1 and metastasis, probably as only 3 patients devel-
oped distant metastasis in our cohort. Nevertheless, there
was a trend with a higher prevalence of lymph node
metastasis in HERG1-positive cases (p = .06). Interest-
ingly, HERG1 expression is significantly associated with
advanced disease stages, tumor recurrence, and poor dis-
ease outcome, suggesting that HERG1 expression could
contribute to disease progression. Our present data, how-
ever, do not allow such a conclusion, as this would
require the performance of phenotype experiments to

explore the potential oncogenic role of HERGI. All these
results were obtained determining HERGI1 expression by
IHC, the gold standard diagnostic tool used to assess the
presence or absence of molecular markers on tumor tis-
sues.”’ In addition, we also found increased HERGI1
mRNA levels in a high percentage of OSCC and HNSCC
of different subsites, thus further extending the applica-
tion range of HERGI as a biomarker.

In summary, the findings of this study reveal that aber-
rant HERG1 expression occurs in early stages of oral
tumorigenesis, further increasing during tumor progres-
sion. More importantly, HERG1 expression emerges as a
clinically relevant feature in OSCC progression, as well
as a potential molecular target for the development of
more effective drugs for patients with OSCC. However, it
would be necessary to validate these results in large inde-
pendent cohorts of patients, including also a higher num-
ber of cases with moderate and severe dysplasia.
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Aims: The expression of the voltage-gated potassium
channel Kv3.4 was investigated in both oral squa-
mous cell carcinomas (OSCC) and oral leucoplakias to
establish its clinical significance during the develop-
ment and progression of OSCC.

Materials and methods: Tissue specimens from 62
patients with oral leucoplakia were collected prospec-
tively and 100 patients with OSCC who underwent
surgical treatment were collected retrospectively, and
Kv3.4 expression was analysed by immunohisto-
chemistry.

Results: Thirty-nine of 100 tumours exhibited
Kv3.4-positive expression, and staining was associ-
ated with the degree of differentiation (P = 0.05) but
showed no impact on patient prognosis. Abnormal
Kv3.4 expression was detected in 16% (7 of 43)

hyperplastic lesions and at a significantly higher pro-
portion in oral dysplasias (50%, 8 of 16 cases;
P = 0.008), whereas expression was negligible in
normal adjacent epithelia. Furthermore, patients car-
rying Kv3.4-positive lesions exhibited a higher pro-
gression risk than those with Kv3.4-negative lesions;
however, histology but not Kv3.4 expression pre-
dicted oral cancer development significantly in this
prospective cohort.

Conclusion: This study provides original evidence to
demonstrate the early occurrence and high preva-
lence of abnormal Kv3.4 expression in oral leu-
coplakias. Our results support a role for Kv3.4
potassium channel in OSCC tumorigenesis rather
than tumour progression and disease outcome.

Keywords: dysplasia, immunohistochemistry, Kv3.4, oral carcinoma, potassium channel

Introduction

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most
common malignant tumour of the head and neck
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region, and accounts for more than 90% of cancers
of the lip and oral cavity.! The survival of patients
with OSCC has improved only marginally during
recent years, despite advances in diagnosis and treat-
ment.? Thus, novel markers are needed to distinguish
differences in tumour behaviour besides the classical
clinical and histopathological markers.®> Moreover,
novel relevant molecules could provide molecular tar-
gets for the development of valuable alternative ther-
apies in the fight against cancer.


info:doi/10.1111/,DanaInfo=onlinelibrary.wiley.com+his.12917

2 A Ferndndez-Valle et al.

Ion channels are transmembrane proteins that reg-
ulate the flow of ions across biological membranes,
showing critical roles in a large variety of physiologi-
cal functions, including electrical signalling, neurone
excitability, control of muscle contraction and hor-
mone secretion. Although the knowledge on ion
channels functions in excitable cells is vast, only
recently have the manifold functions of ion channels
in driving cancer cell behaviour been reported. There
are more than 400 ion channel-encoding genes,
which represent approximately 1.5% of the human
genome.* With 78 members, potassium channels can
be divided into four main classes based on their
domain structure and activation mechanism, includ-
ing voltage-gated potassium channels (Kv), calcium-
activated potassium channels (KCa), inward rectify-
ing potassium channels (Kir), and two-pore domain
potassium channels (K2P).* The Kv family, encoded
by 40 genes in humans, is the largest subset of
potassium channels gated by changes in the mem-
brane potential,* and all family members share trans-
membrane domains that form the potassium
conducting pore. Mounting evidence indicates that
dysregulation of potassium channels occurs fre-
quently in cancer, as has been demonstrated at geno-
mic, transcriptional, post-translational and epigenetic
levels. While ion channel functions were studied ini-
tially in only excitable cells, their involvement and
impact on various aspects relevant to tumour cell
biology, such as cell proliferation and migration, is
now well established. In a seminal paper, DeCoursey
et al.’ demonstrated that Kv channels are the pre-
dominant ion channels in proliferating human T
lymphocytes. It has been accepted that most cell
types undergo a transient hyperpolarization at the
exit of G1 phase and that tumour cells are, on aver-
age, depolarized compared to non-tumour cells.®
Emerging evidence has shown that compared with
the more hyperpolarized resting membrane potential
in excitable cells, rapidly proliferating embryonic
cells, stem cells or cancer cells are, in general, more
depolarized, with a resting membrane potential at
—20 to —85 mV.*7 Therefore, one classical hypothe-
sis is that membrane depolarization itself plays a
functional role in tumour initiation or progression,
while considering that the dynamic changes of mem-
brane potential during cell cycle progression are
likely to be cell-type-dependent. In addition, mam-
malian cells undergo marked cell volume and shape
changes during cell cycle progression.® By governing
potassium ion flow and intracellular osmolarity that
drive water flow across the membrane, potassium
channels are central regulators for cell volume

dynamics important for cell cycle progression. The
main source of evidence supporting the role of Kv
channels on cell proliferation comes from experimen-
tal data showing that a broad spectrum of Kv block-
ers inhibit the proliferation of many cell types,®
including keratinocytes.”'°

Kv3.4, a shaker-related Kv subfamily member, also
called KCNC4, Shaw III or Raw3, acts to conduct
potassium out of the cell, thereby depolarizing the
cell membrane; it is characterized by a rapid inacti-
vation of depolarized current through the occlusion
of channel pore by inactivation domain'! and play-
ing a role in maintaining the resting membrane
potential.'* Chang et al.'®> reported an increase of
Kv3.4 mRNA expression in OSCC; however, the
potential clinical relevance of Kv3.4 expression in
OSCC remains to be established. In addition, the role
of Kv3.4 in the early stages of oral tumorigenesis
has not yet been explored. This prompted us to per-
form a thorough study to investigate the clinical sig-
nificance of Kv3.4 in both the development and
progression of OSCC by analysing Kv3.4 protein
expression in a large series of 100 OSCC tissue speci-
mens as well as 62 potentially premalignant lesions
of the oral mucosa, subsequently ascertaining its
involvement in both malignant transformation and
disease progression.

Materials and methods

Surgical tissue specimens from 62 patients with
potentially malignant disorders (leucoplakia) of the
oral cavity were collected prospectively, and from
100 patients with OSCC who underwent surgical
treatment at the Hospital Universitario Central de
Asturias between 1995 and 2006 were collected ret-
rospectively, in accordance with approved Institu-
tional Review Board guidelines. All experimental
protocols were approved by the Institutional Ethics
Committee of the Hospital Universitario Central de
Asturias (date of approval 9 July 2013) and by the
Regional CEIC from Principado de Asturias (date of
approval 18 July 2013; approval number: 81/2013)
for project PI13/00259. Informed consent was
obtained from all patients. Patients with oral leu-
coplakia included in this study had to meet the fol-
lowing criteria: (i) pathological diagnosis of oral
epithelial hyperplasia or dysplasia; (ii) no previous
history of head and neck cancer; (iii) complete exci-
sional biopsy of the lesion; and (iv) a minimum fol-
low-up of 5 years (or until progression to malignancy
occurred). Representative tissue samples were
obtained from archival, paraffin-embedded blocks.
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The sections were selected for study as follows: in pre-
malignant lesions, whole tissue sections from the
biopsy blocks used for histological diagnosis were sub-
sequently stained and evaluated. In carcinomas, one
representative section from the middle of the tumour
that also included the tumour border (containing
interfaces between the tumour nests, cords or sheets
and stroma) and normal adjacent epithelium was
selected for staining.

All patients with OSCC included in this study had a
single primary tumour and none had received preop-
erative chemotherapy or radiotherapy. Postoperative
radiotherapy was administered to 59 oral cancer
patients (59%). Thirty-six patients (36%) were
women, and the mean age of the whole sample was
61.6 [standard deviation (SD): 13.44; range 30—
91 years]. Fifty-six patients (56%) were smokers and
53% were alcohol consumers. The stage of disease
was determined after the surgical resection of the
tumour according to the tumour-node-metastasis
(TNM) system of the International Union against
Cancer (7th ed.)."* Tobacco and alcohol consumption
history was determined from medical records. Alcohol
consumption was described in terms of beer, wine or
hard liquor. A drinker was defined as a person who
self-reported consuming four or more drinks of any
alcoholic beverage type per day for at least 10 years.
For comparability, one drink is equivalent to 14 g of
ethanol, which corresponds generally to 330 ml of
beer, 150 ml of wine and 36 ml of hard liquor.'”
Patients were followed-up every 2 months for the first
6 months after completing the treatment, every
3 months until the second year and every 6 months
thereafter.

The epithelial precursor lesions (potentially prema-
lignant lesions) were classified into categories of squa-
mous cell hyperplasia and mild, moderate or severe
dysplasia, according to the World Health Organiza-
tion (WHO) classification.'® Forty-three cases (69.4%)
were classified as hyperplasia, eight (12.9%) as mild
dysplasia, seven (11.3%) as moderate dysplasia and
four (6.5%) as severe dysplasia/carcinoma in situ.
Twenty-seven (43.5%) patients were women, and the
mean age was 61.08 (SD: 12.44; range 30-
85 years). Twenty-eight (45%) patients were smok-
ers, and 14 (22.6%) were also habitual alcohol
drinkers.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY (IHC)

The formalin-fixed, paraffin-embedded tissues were
cut into 4-pm sections and dried on capillary-gap
glass slides (DakoCytomation; Dako, Carpinteria, CA,
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USA). The sections were deparaffinized with standard
xylene and hydrated through graded alcohol into
water. Antigen retrieval was performed using Envi-
sion Flex Target Retrieval Solution pH 9.0 (Dako).
Staining was carried out at room temperature on an
automatic staining work-station (Dako Autostainer
Plus) with rabbit polyclonal anti-Kv3.4 primary anti-
body (Alomone Laboratories Ltd, Jerusalem, Israel) at
1:150 dilution wusing the Dako Envision Flex +
Visualization System (Dako). Counterstaining with
haematoxylin was the final step. Kv3.4 expression in
vascular smooth muscle served as an internal posi-
tive control and staining was abolished by preincuba-
tion of the primary antiserum with the peptide
antigen. Because Kv3.4 staining showed a homoge-
neous distribution, a semi-quantitative scoring sys-
tem based on staining intensity was applied.
Immunostaining was scored by two independent
observers blinded to clinical data as negative (0),
weakly positive (1+) or strongly positive (2+). Scores
equal to 2 were considered as Kv3.4-positive
expression.

STATISTICAL ANALYSES

Categorical data were compared using y” or Fisher’s
exact tests. Survival curves were calculated using the
Kaplan—Meier product-limit estimate. Differences
between survival times were analysed by the long-
rank method. All tests were two-sided, with P-values
< 0.05 as the threshold to be considered statistically
significant. All statistical analyses were performed
using the computer package rasw Statistics 18 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA).

Results
KV3.4 PROTEIN EXPRESSION IN INVASIVE OSCC

To determine the pattern and cellular distribution of
Kv3.4 protein expression, immunohistochemical anal-
ysis of Kv3.4 was carried out in paraffin-embedded
tissue specimens from 100 patients with oral squa-
mous cell carcinomas. Normal epithelium showed no
Kv3.4 expression; however, in a few cases we
observed some positive membranous staining in the
most superficial layers of epithelium, whereas no
expression was detected in the basal and suprabasal
layers. Strong positive staining was observed in vas-
cular smooth muscle cells that served as internal pos-
itive controls, while stromal cells showed negligible
Kv3.4 expression. Thirty-nine of 100 tumours exhib-
ited Kv3.4-positive expression (Figure 1), compared
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Figure 1. Immunohistochemical analysis of Kv3.4 protein expression. Representative examples of oral squamous cell carcinomas showing
negative (A) and positive Kv3.4 staining) (B), and examples of oral leucoplakias with negative (C) and positive Kv3.4 staining (D). The
strong staining in vascular smooth muscle cells served as internal positive control (C,E).

with the corresponding normal epithelia. Kv3.4
expression in tumours was detected preferentially in
the membrane, but also in the cytoplasm.

ASSOCIATIONS OF KV3.4 PROTEIN EXPRESSION
WITH CLINICOPATHOLOGICAL PARAMETERS AND
PATIENT OUTCOME

The relationships between Kv3.4 expression and the
clinicopathological variables are shown in Table 1.
Kv3.4 expression decreased with pT classification, pN
classification and disease stage, although these differ-
ences did not reach statistical significance. Interest-
ingly, Kv3.4 protein expression was not observed in
any of the poorly differentiated tumours, but in 54%
of moderately and in 42% of well-differentiated
tumours, with differences reaching statistical signifi-
cance (P = 0.05).

The median follow-up of the whole series was
30.5 months (range 1-195 months) and the median
follow-up of patients alive at the last visit was
89 months (range 5-195 months). During the fol-
low-up period, 36 cases developed locoregional recur-
rence. Kv3.4 was not associated with tumour
recurrence (P = 0.66), and no differences in disease-
specific survival or overall survival were observed
when comparing patients with positive versus those

with negative Kv3.4 expression (log-rank test,

P = 0.88 and P = 0.35, respectively).

KV3.4 PROTEIN EXPRESSION IN THE EARLY
STAGES OF TUMORIGENESIS

Kv3.4 protein expression was also evaluated by
immunohistochemistry on a set of 62 oral precursor
lesions to determine the timing of Kv3.4 expression
during OSCC tumorigenesis. In three cases (4.8%) the
IHC staining was not evaluable (one hyperplastic
lesion and two severe dysplasias). Eighteen (31%) of
the 59 mucosal lesions did not show Kv3.4 protein
staining. Among the remaining cases, 28 (47%) of
the 59 mucosal lesions displayed a weak positive
staining and 13 (22%) cases showed strong staining
(Figure 1). Thus, 22% of oral premalignant lesions
were considered as Kv3.4-positive expression.

The evolution to invasive carcinoma in relation to
the histopathological diagnosis and Kv3.4 protein
expression is shown in Table 2. Among the 62 oral
leucoplakias included in this study, 43 (69%)
showed an epithelial hyperplasia, while the remain-
ing 19 (31%) cases displayed different degrees of dys-
plasia (eight mild, seven moderate and four severe
dysplasia). All these cases were included in the final
analysis. During the follow-up period, 27 (43%) of
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Table 1. Association between Kv3.4 protein expression
and clinicopathological findings in oral squamous cell
carcinoma

Number Kv3.4 protein
Characteristic of cases expression (%) P
Primary site
Tongue 43 16 (40) 0.47
Floor of the mouth 26 8 (36)
Gum 19 8 (44)
Palate 2 0 (0)
Buccal 4 3 (75)
Retromolar 6 4 (67)
pT
T 21 9 (47) 0.96
T2 38 14 (42)
T3 16 6 (40)
T4 25 10 (40)
pN
NO 60 24 (45) 0.53
N1-3 40 15 (38)
Clinical stage
S]] 39 16 (50) 0.37
1l 22 8 (38)
\Y 39 15 (38)
Tumour differentiation
Well 64 25 (42) 0.05
Moderately 30 14 (54)
Poorly 6 0(0)
Recurrence
No 64 26 (44) 0.66
Yes 36 13 39)

Clinical status at the end of the follow-up

Live and without 41 18 (49) 0.07
recurrence

Dead of index 49 20 (44)

cancer

Lost or died of 10 1 (10)

other causes

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Histopathology
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Table 2. Evolution of the premalignant lesions in relation
to histopathological diagnosis and Kv3.4 protein expression

Number of Progression to

Characteristic cases (%) carcinoma (%) P
Histopathology

Hyperplasia 43 (69) 14 (33) 0.009

Dysplasia 19 (31) 13 (68)
Kv3.4 expression

Negative 44 (75) 17 (39) 0.58

Positive 15 (25) 7 (47)

62 patients developed an invasive carcinoma at the
same site as the previous premalignant lesion.
The mean and median times to cancer diagnosis in
the cases that progressed were 55 and 24.5 months,
respectively (range 7-308 months). Patients with
oral epithelial lesions with dysplasia exhibited an
increased risk of malignant progression to OSCC
compared to those with hyperplastic lesions
(P = 0.009). Patients carrying Kv3.4-positive lesions
also showed a higher progression risk than Kv3.4-
negative lesions, although differences did not reach
statistical significance (P = 0.58). In addition, Kv3.4
expression was found to correlate significantly with
histology. Thus, positive Kv3.4 immunostaining was
detected in seven (16%) of 43 hyperplastic lesions
and eight (50%) of 16 lesions with dysplasia
(P = 0.008). Positive Kv3.4 immunostaining was
observed precisely in three (37%) of eight mild dys-
plasias and five (71%) of seven moderate dysplasias.
Unfortunately, this prospective series included only
four lesions with severe dysplasia, while THC data
were available in only two cases, and none of them
showed Kv3.4-positive staining.

Kv3.4 protein expression was also evaluated in 16
of the 27 invasive OSCC developed in this cohort and
immunostaining was compared to that of the corre-
sponding patient-matched premalignant lesion. Nev-
ertheless, no correlation was observed between Kv3.4
expression in patient-matched samples (oral leu-
coplakia versus OSCC) (P = 0.86). In two (67%) of
three Kv3.4-positive lesions, immunostaining was
maintained in the invasive carcinomas. However,
eight (61.5%) of 13 premalignant lesions with nega-
tive Kv3.4 expression showed strong Kv3.4 immunos-
taining in the corresponding OSCC that developed
subsequently.
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Discussion

Aberrances in several ion channels are present in
multiple human tumours® and, consequently, cancer
could be considered as a channelopathy'” or a dis-
ease brought about by disturbed function of ion chan-
nels, due to dysregulation of channel expression or
other modifications resulting in altered function.'®
Cell proliferation was one of the first identified aspects
of cell physiology where potassium channels play a
crucial role based on the observation that wide-spec-
trum potassium channels blockers inhibit prolifera-
tion.> In fact, it is largely accepted that most cell
types undergo a transient hyperpolarization during
the G1/S transition, cell types with a very hyperpolar-
ized resting potential, such as muscle cells and neu-
rones, show little or no mitotic activity and,
conversely, actively proliferating cells, such as
tumour cells, are highly depolarized.'” The mem-
brane potential is not constant along the cell cycle,
and thus cell-cycle-dependent changes in membrane
permeability are required. Few published papers have
documented the role of potassium channels in the
biology of cells other than neural or lymphoid origin.
Pardo et al.?’ have advanced evidence that human
ether-a-go-go (EAG) Kv plays a role in controlling
proliferation and transformation of epithelial cells.
Only two studies have been published so far that
address the role of the potassium channel Kv3.4 in
0SCC.'1? Chang et al.'® reported Kv3.4 mRNA
expression in 64% OSCC compared to 29% in non-
cancerous matched tissue. However, Kv3.4 protein
expression could not be evaluated due to the lack of
an appropriate commercially available antibody. Fur-
thermore, Lew et al'’ amplified Kv3.4 coding
sequence by reverse transcription—polymerase chain
reaction (RT-PCR) and constructed an expression vec-
tor carrying this sequence that was transfected into
the OSCC-derived cell line oral epidermoid carcinoma
Meng-1 (OECM-1). Kv3.4 overexpression into OECM-1
cells led to increased cell growth. Menéndez et al.?!
investigated Kv3.4 protein expression for the first time
in laryngeal and pharyngeal squamous carcinomas
and also in a series of laryngeal dysplasias. They found
that patients with Kv3.4-positive lesions had a higher
laryngeal cancer incidence than those with negative
lesions. Contrasting this, Kv3.4 protein expression did
not show a relevant role during tumour progression,
as Kv3.4 expression in carcinomas was found to
diminish in advanced disease stages and had no
impact on patient prognosis and was not correlated
with invasive potential. Interestingly, they found an
inconsistency between Kv3.4 mRNA levels and protein

expression. Therefore, caution must be taken when
interpreting mRNA expression data, as they may not
truly reflect Kv3.4 protein expression and function.

To our knowledge, this study is the first to investi-
gate the expression pattern of Kv3.4 potassium chan-
nel subunit in OSCC and oral precancerous lesions to
ascertain its clinical role in both malignant transfor-
mation and tumour progression. Our findings demon-
strate that Kv3.4 is expressed abnormally in 16%
hyperplastic lesions and at a higher proportion in oral
dysplasias (50%), whereas expression was negligible
in normal adjacent epithelia. Even though patients
carrying Kv3.4-positive dysplastic lesions exhibited a
higher progression risk, histology but not Kv3.4
expression predicted oral cancer development signifi-
cantly in our cohort. It is worth noting that we
selected a consecutive series of patients for analysis
with clinical diagnosis of oral leucoplakia, so only
30% of lesions showed dysplasia. This could explain
discrepancies with previous findings using a retro-
spective series of laryngeal dysplasias.?’ Our results
support a role for Kv3.4 potassium channel in OSCC
tumorigenesis rather than in disease progression, as
Kv3.4 expression had no impact upon patient prog-
nosis, tended to diminish in advanced OSCC and did
not correlate with invasive potential. These data are
in good agreement with those reported by Menendez
et al.?! Nevertheless, Kv3.4 expression alone does not
seem to be sufficient to promote tumorigenesis, as we
observed that a considerable proportion of oral
tumours developed from Kv3.4-negative lesions.
Alternatively, it is also plausible that lesions showing
negative Kv3.4 expression were biopsied before the
abnormality occurred, the cancers developed from
unexamined lesions, or due to clonal heterogeneity.

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)
is a highly heterogeneous disease that involves vari-
ous different anatomical sites and the cellular and
environmental context may also dictate the biological
role of this potassium channel, but whether Kv3.4
function is cell type or tissue-specific will require fur-
ther study. Cellular transformation by oncogenes Ras
and Sr¢ and oncoviruses SV and SV40 increases
potassium channel activity.?? %> In our study these
oncogenes were not assessed; however, the relation-
ship between Kv3.4 protein expression and the classi-
cal risk factors for OSCC, such as tobacco or alcohol
consumption, did not show statistical significance
(P =0.51 and 0.77, respectively).

According to our results, increased Kv3.4 expres-
sion in oral leucoplakias may confer a proliferative
advantage to the cells carrying this alteration, ulti-
mately favouring progression to OSCC. Two main
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hypotheses attempt to explain the effects of Kv chan-
nels on proliferation: cell volume and membrane
potential.® Potassium channels may control the cell
volume by affecting potassium flow.?® Although how
Kv3.4 channel activity influences cell proliferation is
not understood completely, Lew et al.'! speculated
that this channel is involved in maintaining the depo-
larized membrane potential required for cancer cells.
Nearly every type of Kv channel is regulated by phos-
phorylation of serine, threonine or tyrosine residues
on intracellular domains of the channel.?” If the role
of Kv channels in cancer were due simply to mem-
brane potential changes induced by potassium cur-
rents, then activation of most types of Kv channels
would affect proliferation. However, this is not the
case.® Additionally, ion channels are the targets of
many intracellular signalling pathways and can func-
tion as signal transducers themselves. Potassium
channels can also regulate cancer cell migration via
non-canonical functions. Most channels form macro-
molecular complexes with other proteins that can dee-
ply change the properties of the channel itself, as well
as influence its localization. In these macromolecular
complexes Kv channels act as voltage sensors, but
they may also act as a link between the extracellular
environment and the cytoplasm. For example, the
human ether-a-go-go-related gene (hERG) channel
can form a macromolecular complex with vascular
endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR-1) and
B1l-integrin, and assembly of this complex confers a
promigratory phenotype in leukaemia.”®

Weaknesses of this study are that, in contrast to
the oral leucoplakias, the 100 oral cancer patients
were collected retrospectively, and the quality of the
variables recorded in retrospective designs is not the
same as in prospective ones. Even though we selected
a prospective series of oral leucoplakias, almost 70%
of the lesions did not show epithelial dysplasia, which
is considered the gold standard for evaluating the risk
of oral cancer development. In addition, only very
few cases with severe dysplasia were included and
IHC data were available in only two cases, both
showing Kv3.4-negative staining which may repre-
sent another limitation. Conversely, there is substan-
tial inter- and intraobserver variation when
evaluating the presence and severity of epithelial dys-
plasia,?? and such diverse histopathology and clinical
behaviour make it difficult to determine accurately
the contribution of Kv3.4 in early tumorigenesis.
Hence, prospective studies involving larger numbers
of patients with dysplasia are needed to further con-
firm the clinical utility of Kv3.4 expression as a bio-
marker for cancer risk assessment.
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Nevertheless, this study also shows some strengths.
Although hyperplasia is not considered an initial step
of oral carcinogenesis we observed a trend of Kv3.4
immunopositivity from hyperplasia to dysplasia—carci-
noma, which highlights the potential relevance of this
potassium channel in tumorigenesis, and its utility in
early diagnostic assessment. According to our results
and those by Menendez et al.,>' Kv3.4 emerges as a
promising new diagnostic candidate for explaining the
tumorigenesis of keratinocytes, together with morpho-
logical criteria. Therefore, immunohistochemical anal-
ysis of Kv3.4 could be a useful tool to identify patients
at risk for tumour development. Furthermore,
immunohistochemistry has clear advantages, as it is
easy and cost-effective, thus emphasizing that Kv3.4
determination may help to risk-stratify patients and
guide treatment. It is also plausible that Kv3.4 channel
may constitute a new valuable membrane therapeutic
target for the treatment and prevention of OSCC. Ion
channels are viable pharmacological targets for can-
cer, and there is an overwhelming confidence that
they will have a great potential in diagnosis and anti-
neoplastic therapy.>?

Oral cancer is treated mainly by surgically resec-
tion and radiation therapy. However, due to the fre-
quency of cancer relapse and treatment resistance,
novel molecular markers must be identified for the
development of new alternative therapies. Ion chan-
nels have become a promising player for the develop-
ment of novel anticancer therapies. Here, we provide
original evidence to demonstrate the early occurrence
and high prevalence of abnormal Kv3.4 expression in
oral leucoplakias. More importantly, our results indi-
cate that abnormal Kv3.4 expression is a clinically
and biologically relevant feature during OSCC tumori-
genesis and malignant transformation, although
expression does not seem to have a major impact
upon OSCC progression or disease outcome.
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