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Introduccion

Introduccion

Generalidades
Historia

Hanahan y Weinberg!" propusieron en el afio 2000 un listado de las
caracteristicas fenotipicas que debian adquirir las células tumorales, incluyendo
la existencia de sefales de proliferacion celular sostenidas, la evasion de los
mecanismos de regulacion de la proliferacion celular, la adquisicién de
capacidad invasiva, metastatizacién e inmortalidad celular, la resistencia a la

muerte celular programada, y la induccion de angiogénesis.

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1: Caracteristicas fenotipicas adquiridas de las células tumorales ( tomada de
Hanahan ).

En una revision de su trabajo publicada en 2011, a estos atributos que
determinan el comportamiento de las células tumorales se afadieron cuatro
nuevas caracteristicas: la alteracion en la regulacidon de los mecanismos
implicados en la regulacion del metabolismo celular; la capacidad de las células
tumorales de evadir la destruccion por parte del sistema inmunitario, en

especial por parte de los linfocitos T y B, los macrofagos y las células natural
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Introduccion

killer (NK); la adquisicion de inestabilidad gendmica; y finalmente la promocion

de un ambiente inflamatorio®®.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability ay Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figura 2: Nuevas Caracteristicas fenotipicas adquiridas de las células tumorales
(tomada de Hanahan D ?).

La biologia de los tumores solo puede ser entendida a partir del estudio de los
diferentes tipos de células que los componen, incluyendo ademas de las
células tumorales una gran variedad de tipos celulares no tumorales que
forman el denominado microambiente tumoral. Esta visiéon contrasta con la
imagen reduccionista previa que se tenia del tumor como una coleccion
relativamente homogénea de células tumorales, en la que lo unico importante

era dilucidar las propiedades de estas células.

Entre los elementos celulares de este microambiente tumoral que se ha
comprobado que cuentan con una extraordinaria importancia en la evolucion

del proceso carcinogenético se encuentran las células del sistema inmunitario.

12



Introduccion

El sistema inmune en el microambiente tumoral

En la actualidad se acepta que en los tumores sélidos las células del sistema
inmune forman parte constituyente del microambiente tumoral. Este
componente celular opera de una forma compleja, con elementos con
capacidad de antagonizar y elementos con capacidad de promover la

progresion tumoral en proporciones variables.

Entre los componentes del sistema inmune que han ganado atencion debido a
su papel critico en los procesos de promocion o control del tumor se incluyen
las células mieloides supresoras (MDSC), los macrofagos asociados al tumor
(TAM), y los linfocitos citotdxicos. Muchos estudios han mostrado como un
incremento en la densidad de MDSC o TAM promueven la progresién tumoral a
través de multiples mecanismos® 4. Por el contrario, la presencia de linfocitos
citotoxicos en el microambiente tumoral se asocia con una mejoria pronostica

en una gran variedad de modelos tumorales®.

Influences by TAMs o
Influences by CAFs =
- Type Il cytokipe: Q
| Preventing tumor growth MMPs gl b TGF-B, MCP1, PDGF, Anti-tumorigenic Pro-tumorigenic
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vessels vessels

Y © ) Tumor cell

Figura 3. Componentes del sistema immune relacionados con el proceso de
promocién o control del tumor (tomada de Gooden °)

Existe una evidencia clara de que el sistema inmune juega un papel
fundamental en la vigilancia contra el desarrollo de tumores. La induccion
experimental de una inmunodeficiencia en modelos animales en los que se
altera la funcién de los linfocitos T (LT) o las células natural-killer (NK) provoca
la aparicion espontanea de tumores® . En humanos se ha comprobado como
las situaciones de inmunodeficiencia cronica, incluyendo inmunodeficiencias

13



Introduccion

primarias, pacientes con SIDA o pacientes trasplantados en tratamiento
inmunosupresor, cuentan con incremento significativo de diferentes tipos
tumorales, incluyendo tumores sélidos® 9.

En la respuesta antitumoral se encuentran implicados una gran variedad de
tipos celulares. Esta bien establecido que las células NK tienen la capacidad de

9 De forma

matar células cancerigenas en diferentes modelos tumorales!
similar, los linfocitos T (LT) citotoxicos pueden detectar los antigenos anémalos
expresados en la superficie de las células tumorales y sefalarlas para su
destruccion". Ademas de provocar de forma directa la muerte de las células
tumorales, los LT citotoxicos activados pueden inhibir la angiogénesis a partir
de la secrecién de interferon-y!'?.

Uno de los mecanismos por los cuales las células tumorales escapan de la
vigilancia del sistema inmune es a partir de la seleccion de células tumorales
con escasa capacidad inmunogénica. De forma alternativa, las modificaciones
del microambiente tumoral pueden también ser responsables de la adquisicion
de un perfil protumoral. Estas modificaciones protumorales incluyen Ia
expresion de moléculas antiapoptéticas que previenen la muerte celular,
factores de crecimiento que favorecen la proliferacion tumoral, y mediadores
inmunosupresores como el transforming growth factor-g (TGF-), interleuquina-
10 (IL-10), prostaglandina E (PGE) o el programmed cell death-ligand 1 (PDL-
1), que cuentan con la capacidad de suprimir la respuesta inmunitaria frente al
tumor('3 1),

Los linfocitos son los efectores principales de la respuesta inmune a nivel del
microambiente tumoral. Los tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) son
considerados como una reaccion inmunitaria del huésped frente a las células
del tumor. Se considera que la infiltracion linfocitaria a nivel del microambiente
tumoral representa una respuesta dirigida contra las células tumorales, y
contaria en consecuencia con un efecto beneficioso en la capacidad de control
de la enfermedad. La presencia de un infiltrado linfocitario a nivel tumoral se ha
asociado con un beneficio prondstico en pacientes con carcinomas localizados

M pulmén"®, o en pacientes con melanoma‘'?.

en colon™, mama®, ovario!
Es importante destacar que el grado de TIL se encuentra regulado a partir de la

expresion de quimiocinas dentro del microambiente tumoral.®
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Gooden y cols® realizaron un meta-analisis en que se analizaron resultados de
33 estudios con diferentes tipos de tumor que aportaban informacion de la
relacion entre el grado de infiltracién tumoral por diferentes subtipos linfocitarios
y el control de la enfermedad. De acuerdo con los resultados, la infiltracion por
LT (CD3+) o LT citotéxicos (CD8+) conté con un efecto positivo en la
supervivencia con un hazard ratio (HR) de 0.58 (IC 95%: 0.43-0.78) y de 0.71
(IC 95%: 0.62-0.82), respectivamente. Por el contrario, la infiltracion por LT
reguladores (FoxP3+) no se relacion6 de forma significativa con la
supervivencia (HR 1.19, IC 95%: 0.84-1.67). El efecto sobre la supervivencia
mas notable se obtuvo al evaluar la relacion entre la infiltracion por LT
CD8+/FoxP3+, con un HR de 0.48 (IC 95%: 0.34-0.68).

Capacidad pronéstica del TIL en los carcinomas de cabeza y cuello

Diferentes autores han llevado a cabo estudios en pacientes con carcinomas
escamosos de cabeza y cuello (CECC) evaluando la capacidad pronéstica del
valor del TIL, ya sea a partir de un analisis del grado de infiltracion linfocitaria

global, o analizando diferentes subtipos linfocitarios de manera especifica.

Loose y cols®"

estudiaron 35 pacientes con CECC tratados mayoritariamente
de forma quirurgica, analizando el grado de infiltracion por células CD25+,
utilizado como marcador de LT o linfocitos B (LB) activados. Los pacientes con
un numero mas elevado de células CD25+ contaron con una mejor

supervivencia libre de recidiva (P=0.039).
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Figura 4. Curva de supervivencia libre de enfermedad en pacientes con CECC en
funcién de la presencia de niveles altos o bajos de linfocitos
CD25+ (tomada de Loose ?')

De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, la densidad de
células CD25+ fue la unica variable que se asocié de forma significativa con la

supervivencia libre de recidiva.

Badoual y cols®®? llevaron a cabo un estudio en 84 pacientes con CECC con
diferentes localizaciones tratados con cirugia aislada o con un tratamiento
adyuvante con radioterapia o quimioradioterapia, analizando mediante
inmunohistoquimica diferentes subpoblaciones celulares de LT CD4+. De
acuerdo con sus resultados, los tumores con un mayor nivel de infiltracion

contaron con mejor pronaostico.

En otro estudio en que se analizaron 32 pacientes con CECC tratados de forma
quirtrgica Rusell y cols®® observaron como la supervivencia para los pacientes
con unos niveles de inmunopositividad elevada frente a FoxP3 contaron con

mejor supervivencia.
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Figura 5. Curva de supervivencia en sujetos con niveles de expresion alto, moderado
o bajo de FoxP3 (alto = margenes altamente invadidos e infiltracion por nidos de
células tumorales; moderado = gran infiltracion en una sola localizacién; bajo =
margenes escasamente invadidos e infiltracion por células tumorales) (P < 0.05).
(tomada de Russel %)

Balermpas y cols® estudiaron una cohorte de 101 pacientes con CECC
tratados con quimioradioterapia, relacionando el nivel de infiltracion de
diferentes subtipos linfocitarios con inmunohistoquimica. Encontraron como el
grado de afectacion regional era superior en los pacientes con una expresion
baja de CD8, sin que aparecieran otras relaciones significativas entre los
grados de TIL y variables clinicopatolégicas. Pudo observarse como el grado
de infiltracion por células CD3 y CDS8 positivas se relaciond con un mejor
control de la enfermedad y una mejor supervivencia. Las siguientes figuras
muestran la supervivencia libre de progresién en funcion del grado de TIL por
CD3 y CD8, categorizando los grados de expresion a partir de los valores de la

mediana.
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Figura 6. Papel pronodstico de CD3 y CD8 en pacientes con CECC después del
tratamiento con quimioradioterapia. Supervivencia libre de progresion en funcion del
grado de TIL por CD3 y CD8 (tomada de Balermpas **).

De acuerdo con los resultados de un estudio multivariante, tanto la categoria de
infiltracidn por CD3 como por CD8 contaron con capacidad prondstica
independiente para la supervivencia global, la supervivencia libre de progresion
y de metastasis a distancia. Para los pacientes HPV-positivos (27.7%) los
valores de TIL no influyeron en la supervivencia, en tanto que para los HPV-
negativos una infiltracion elevada de linfocitos CD3 o CD8 mejord6 el pronostico
de los pacientes. Ni el grado de infiltracion por células CD4 ni por células

FoxP3 se correlacionaron con el resultado clinico.

Los autores propusieron un modelo segun el cual en los pacientes tratados con
quimio-radioterapia, un nivel elevado de infiltracion por CD8 (CD3) TIL se
asocidé con una mejoria significativa en el pronostico para los tumores HPV-
negativos, en tanto que para los tumores HPV-positivos el beneficio prondstico
fue moderado. En contraste, los pacientes con un nivel de CD8 (CD3) TIL bajo
contaron con mal prondstico, independientemente del estatus HPV®.
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Head and Neck tumor
Radiochemotherapy
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Figura 7. Modelo presentado donde se observa el pronéstico segun la infiltracion CD8
y el status HPV (tomada de Balermpas %°).

Nguyen y cols®® realizaron un estudio a partir de un tissue array con muestras
de 278 pacientes con CECC que recibieron un tratamiento quirurgico (59.3%) o
no quirurgico (40.7%), analizando mediante inmunohistoquimica el grado de
TIL de LT helper (CD4+), LT citotoxicos (CD8+), y LT reguladores (FoxP3+).
Existi6 un elevado nivel de correlacion entre los valores de TIL
correspondientes a los diferentes subtipos celulares analizados. Al evaluar de
forma independiente los tumores de orofaringe en funciéon del estatus HPV,
pudieron observar como los tumores HPV-positivos contaron con un grado de

infiltracion linfocitaria significativamente superior.
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Se categorizo a los pacientes como TIL elevado o bajo en funcion del valor de
la mediana del TIL. Los pacientes con unos niveles de infiltracion linfocitaria
elevada tuvieron una mejor supervivencia global, supervivencia ajustada, y
supervivencia libre de recidiva. La siguiente figura muestra las curvas de
supervivencia libre de recidiva en funcidn de la categoria de TIL para cada uno

de los subtipos linfocitarios analizados.
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Figura 8. Curva de supervivencia libre de recidiva de acuerdo a los niveles de los
subtipos de linfocitos, por encima (alto) o por debajo (bajo) del valor de la mediana.
(tomada de Nguyen *°)

Rajjoub y cols®”) fueron de los primeros autores que analizaron el significado
prondéstico del TIL en pacientes con carcinomas de orofaringe considerando el
estatus HPV. Los autores evaluaron 48 pacientes tratados con cirugia, de los
cuales un 68.8% eran HPV-positivos. A partir de un estudio
inmunohistoquimico para CD3 (LT) se clasificd a los tumores como TIL alto o
bajo. La proporcion de tumores con CD3 alto en los casos HPV-positivos fue
del 51.5%, y para los HPV-negativos del 33.3%. Los pacientes con un grado
elevado de infiltracion por CD3 tuvieron una tendencia a contar con una mejor

supervivencia libre de enfermedad (P=0.09).
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Figura 9. Curva de supervivencia libre de enfermedad en relacién de los niveles de
infiltracién por CD3 (tomada de Rajjoub %)

Los autores describieron una relacion intensa entre el grado de TIL y la
presencia de afectacion regional. El porcentaje de pacientes N+ entre aquellos
que tuvieron un TIL elevado fue del 40.0% (8/20), en tanto que para los
tumores con un TIL bajo fue del 88.5% (23/26) (P=0.001). Las diferencias en el
grado de afectacion regional en funcion del TIL aparecieron basicamente a
expensas de los pacientes HPV-positivos.

Wansom y cols®® estudiaron pacientes con carcinomas de orofaringe en
funcion del estatus HPV-16. Se dispuso de informacion referente a la infeccidn
por HPV de 38 tumores, de los cuales 25 resultaron positivos (65.7%). Los
autores analizaron un total de 46 pacientes con tumores de orofaringe en
estadios avanzados (llI-1V) tratados con quimioterapia de induccion y cirugia o
quimio-radioterapia en funcion de la respuesta conseguida. Se llevo a cabo una
determinacién inmunohistoquimica del grado de TIL con tinciones para CD4,
CD8, FoxP3 y CD68 (marcador de macrofago). A diferencia de otros estudios,
los autores no encontraron diferencias significativas en el infiltrado de LT en
funcion del estatus HPV de los pacientes.

La supervivencia ajustada aparecid relacionada con la relacion CD4/CD8
(P=0.0058), la relacion FoxP3/CD8 (P=0.0457), y la suma de CD4 y CD8
(P=0.0244). Los pacientes con un valor bajo en la relacion CD4/CD8, y los
pacientes con un contaje elevado en la suma de CD4+CD8 contaron con una

mejor supervivencia.
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Figura 10. A. La supervivencia especifica de la enfermedad fue significativamente
superior en pacientes con un bajo ratio CD4/CD8 en comparaciéon con un alto ratio
(>mediana)(P=0.0058); B. La supervivencia especifica de la enfermedad fue
significativamente superior en pacientes con un alto CD4 y CD8 TIL en comparacién
con pacientes con bajo TIL (<mediana) (P=0.024). (tomada de Wansom ?°)

Tras ajustar por el estatus HPV en un estudio multivariante, se pudo comprobar
como los valores individuales de CD8 y FoxP3 contaban con capacidad
prondstica (P=0.0236 y p=0.004, respectivamente).

Se dispuso ademas de una muestra de sangre periférica de los pacientes, sin
que apareciese una correlacion entre el grado de infiltracion por subtipos de LT
a nivel del tumor y los niveles de los diferentes subtipos linfocitarios en sangre
periférica.

Nasman y cols®? analizaron 83 pacientes con carcinomas de orofaringe
tratados con radioterapia o quimioradioterapia, de los cuales 52 (62.6%) eran
HPV-positivos, efectuando un contaje del TIL por células CD8+ y FoxP3+. Los
pacientes con un buen resultado clinico tuvieron un contaje superior de CD8+,
independientemente del estatus HPV. Ademas, el contaje de CD8+ para los

pacientes HPV-positivos fue significativamente superior.
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Figura 11. Numero de CD8+ TILs (tomada de Ndsman %)

Una categorizacion del TIL por CD8+ a partir del valor de la mediana mostré
que los pacientes con unos contajes elevados contaron con una mejor
supervivencia libre de recidiva, si bien para el grupo de pacientes HPV-

negativos las diferencias no alcanzaron la significacién estadistica.
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Figura 12. Curva de supervivencia libre de enfermedad segun el status HPV y del TIL.
A. Pacientes HPV-positivos. B. Pacientes HPV-negativos. (tomada de Ndsman %).
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En el caso del TIL por células FoxP3+, pudo apreciarse como los tumores
HPV-positivos tuvieron unos contajes significativamente superiores, sin que el
valor de TIL por FoxP3 contase con capacidad prondstica.
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Figura 13. Numero de FoxP3 TILs (tomada de Ndsman %)

Se observo cémo los pacientes con unos valores mas elevados de la relacion
CD8/FoxP3 contaron con una mejor supervivencia libre de recidiva,

independientemente del estatus HPV.
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Figura 14. Curva de supervivencia libre de enfermedad segun el status HPV y la
relacion CD8/FoxP3. A. Pacientes HPV-positivos; B. Pacientes HPV-negativos.
(tomada de Ndsman %).
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De acuerdo con el resultado de un estudio multivariante, para los pacientes
HPV-positivos el nivel de TIL por células CD8+ conto con capacidad prondstica
independiente en relacién a la supervivencia libre de recidiva (HR 0.28, IC 95%:
0.084-0.91, P=0.034), en tanto que para los pacientes con tumores HPV-
negativos fue la relacion CD8/FoxP3 la variable que se relacion6 con la
supervivencia (HR 0.21, IC 95%: 0.057-0.81, P=0.023).

Nordfors y cols® analizaron 280 pacientes con tumores de fosa amigdalar
(n=203) o base de lengua (n=77) tratados de forma preferente con radioterapia,
de los cuales 220 (78.5%) fueron considerados HPV-positivos. A partir de un
estudio inmunohistoquimico pudieron comprobar como los pacientes HPV-
positivos contaron con CD8 y CD4 TIL significativamente superior (cifra
mediana de infiltracion 36.0 versus 6.2, P<0.001; y 13.3 versus 7.3, P=0.001,
respectivamente). Los valores de CD8 TIL se correlacionaron de forma
significativa con la supervivencia para los pacientes HPV-positivos, en tanto
que para los HPV-negativos aparecié sélo una tendencia segun la cual los
pacientes con un valor elevado de CD8 TIL contaron con un mejor pronostico.
El nivel de CD4 TIL carecié de capacidad prondstica tanto para los pacientes

HPV-positivos como negativos.

A partir de estos resultados, los autores han propuesto un modelo de
prediccion para los pacientes con carcinomas de orofaringe HPV-positivos en el
que se incluyen una serie de variables clinicas y de biomarcadores. De acuerdo
con el modelo, los pacientes jévenes, con tumores iniciales, de localizacidén en
base de lengua, con ausencia de expresion de HLA clase |, y con un contaje de

CD8 TIL elevado contarian con un mejor pronéstico de la enfermedad®").

En otro estudio realizado en 53 pacientes con carcinomas amigdalares tratados
con quimioradioterapia, de los cuales 39 (73.5%) contaron con la presencia de
HPV en un estudio con PCR, Lee y cols® encontraron una relacion entre los
valores de inmunopositividad elevada de la relacion CD8/CD4 y la
supervivencia especifica, en tanto que los valores de expresion de CD8 y CD4

no se relacionaron de forma significativa con el control de la enfermedad.
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Figura 15. Curva de supervivencia especifica de la enfermedad de acuerdo a los
resultados de la inmunohistoquimica. A. Células CD8 (+); B. Células CD4 (+); C. Ratio
entre células CD8 (+) y CD4 (+) (tomada de Lee ).

De acuerdo con los autores, mas que los valores absolutos de los diferentes
subtipos celulares, el elemento mas relacionado con la respuesta del tumor al

tratamiento seria la prevalencia relativa de estos subtipos.

Otros autores han analizado el significado pronéstico del TIL de forma
especifica en pacientes con tumores localizados en la cavidad oral. En un
estudio inmunohistoquimico realizado en pacientes con tumores de cavidad
oral tratados de forma quirdrgica (n=70), Zancope y cols®® encontraron una
correlacion inversa entre el grado de infiltracion por CD8+ y el indice mitético, y
para los pacientes con tumores localmente avanzados (T3-T4) aparecid una
tendencia de acuerdo con la cual la densidad de células CD8+ se relacion6 con

una mejor supervivencia.
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En otro estudio inmunohistoquimico en pacientes con carcinomas de cavidad
oral tratados de forma quirdrgica (n=87), Watanabe y cols®" encontraron
igualmente una relacion entre el grado de infiltracion por células CD8+ tanto a

nivel del tumor como del estroma peritumoral y la supervivencia global.
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Figura 17. Curva de supervivencia y grado de infiltracion por células CD8+. A. Tumor.
B. Estroma tumoral (tomada de Watanabe **).

Ademas, encontraron como los pacientes con un nivel de infiltracion inferior por

LT reguladores (CCR4+), con capacidad de producir IL-10 y TGF-f3, tuvieron un
mejor control de la enfermedad (ver figura 18).
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Figura 18. Curva de supervivencia en funcién de CCR4+ (tomada por Watanabe **).
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Finalmente, el parametro que conté con una mejor capacidad prondstica fue la

relacion CD8+/CCR4+, tal como muestran las siguientes figuras.
A. B.
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Figura 19. Curva de supervivencia segun relacion CD8+/CCR4+. (A) Tumor; (B)
Estroma tumoral (tomada de Watanabe **).

De acuerdo con los resultados de un analisis multivariante, la mortalidad para
los pacientes con un valor bajo del cociente CD8+estromal/CCR4+ fue
significativamente superior que para los pacientes con un valor elevado (HR
11.0, IC 95%: 4.6-28.0, P<0.001).

Por su parte, Wolf y cols® estudiaron 39 pacientes con carcinomas de cavidad
oral tratados de forma quirurgica, alcanzando unos resultados opuestos a los
obtenidos en la mayoria de los estudios analizados. A partir de un estudio
inmunohistoquimico pudieron observar como los pacientes con tumores con
niveles de infiltracion mas elevados de células CD8+ contaron con una

tendencia a un incremento en el riesgo de recidiva (P=0.05).
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Figura 20. Intervalo libre de enfermedad segun el grado de infiltracion tumoral de
células CD8 +. (tomada de Wolf *°).

Sin embargo, la media de TIL para los LT CD4+, CD8+ y FoxP3+, asi como la
suma de CD4+ y CD8+ tendid a ser superior en los pacientes supervivientes.
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Figura 21. Media de TIL para CD4+, CD8+, FoxP3+ y suma de CD4+ + CD8+, segun
status del paciente (tomada de Wolf *°).

Distel y cols®®® analizaron la relacién del TIL con el control de la enfermedad en
funcion del tipo de tratamiento y del estadio del tumor. Los autores analizaron
dos cohortes de pacientes con carcinomas de oro-hipofaringe: 62 pacientes
con tumores iniciales de bajo riesgo (T1-2NO) tratados con cirugia, y 53
pacientes con tumores avanzados de alto riesgo (T3-4N2-3) tratados con

quimio-radioterapia. A partir de un estudio inmunohistoquimico pudieron
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observar como los TIL CD8 y CD20 se relacionaron con la supervivencia libre
de enfermedad en el grupo de bajo riesgo, de manera que un incremento en el

grado de infiltracion linfocitaria se asocié con un mejor prondstico.

Ademas de existir una relacion entre el grado de infiltracion linfocitaria del
tumor y el control de la enfermedad, Pretscher y cols®” describieron como el
nivel de TIL en las adenopatias metastasicas también se correlacionaba con el
prondstico. Los autores analizaron un total de 33 pacientes con tumores de oro-
hipofaringe tratados quirurgicamente, 31 de los cuales contaron con metastasis
ganglionares. El nivel de CD8 TIL fue significativamente superior en los
ganglios no tumorales (P=0.022). Utilizando la mediana como punto de corte
para la categorizacion de los tumores, los pacientes con un CD8 o CD20 TIL
elevado en las adenopatias metastasicas tuvieron una mejor supervivencia

libre de enfermedad, tal como aparece en la siguiente figura.
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Figura 22. Impacto del CD20+ TIL en el tejido linfatico peritumoral (A); Impacto del
CD8+ TIL en las adenopatias metastasicas (B) (tomada de Pretscher ¥').
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Una mayoria de los trabajos en los que se relaciona el grado de TIL con el
control de la enfermedad se han realizado a partir de estudios
inmunohistoquimicos que tifien de forma especifica una determinada poblacion
linfocitaria. Sin embargo, algunos autores han determinado el grado de
infiltracién linfocitaria de los tumores a partir de la valoracién de preparaciones
tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E), alcanzando unas conclusiones
similares a las obtenidas con los estudios inmunohistoquimicos. Beristein y
cols®®) presentaron los resultados obtenidos en un estudio en el que se utilizd
un régimen de inmunoterapia basado en la inyeccion peritumoral de un
compuesto rico en citoquinas, especialmente de IL-2, en una cohorte de 25
pacientes con CECC tratados de forma quirurgica. Se llevd a cabo una
evaluacion del TIL en las piezas de reseccion realizando en contaje de
linfocitos en H&E y con inmunohistoquimica. Los autores comunicaron como
los pacientes con un TIL elevado, tanto considerando el contaje realizado con
H&E como el de células CD3+ (linfocitos T), contaron con una mejor

supervivencia.
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Figura 23. Curva de supervivencia global segun los niveles de TIL evaluado a través
de H&E o IHC (tomada de Beristein ).
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Ward y cols®® también evaluaron el TIL a partir de un contaje de linfocitos con
una tincion de H&E. Los autores analizaron un total de 274 pacientes con
carcinomas de orofaringe, 149 (54.4%) de los cuales eran HPV-positivos. Se
categorizé el grado de TIL en bajo, moderado o alto. Los pacientes con
tumores HPV-positivos contaron con unos niveles de TIL significativamente
superiores que los HPV-negativos (P<0.001). El porcentaje de pacientes con
un nivel de TIL alto, moderado o bajo para los pacientes HPV-positivos fue del
49%, 36% y 15%, respectivamente, en tanto que para los pacientes HPV-
negativos fue del 16%, 38% y 46%. El grado de TIL se relacion6é de forma

significativa con la supervivencia, tal como aparece en la siguiente figura.
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Figura 24. Curva de supervivencia segtin grado de TIL (fomada de Ward *°).
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Al considerar sélo a los pacientes HPV-positivos, el grado de TIL mantuvo una

capacidad de discriminar el pronostico de los pacientes.

1009 =3 HPV+/TIL; 4,
% 80 - 7N :’.':...‘_1
= - o HPV+/TIL,
? Ny HPV+/TIL,,
o e ;
> .
= 401 S——
3 HPV-—
-
&

04 Log rank: P<0.001

0 2 4 6 8 10 12
Years

3nggura 25. Curva de supervivencia segun grado de TIL y status HPV (tomada de Ward

).

De acuerdo con los resultados de un analisis multivariante, tanto el estatus
HPV como el TIL mantuvieron su capacidad prondstica. Considerando la
supervivencia ajustada como la variable dependiente, y los pacientes con un
TIL bajo como categoria de referencia, los pacientes con un TIL moderado
tuvieron un HR de 0.66 (IC 95%: 0.39-1.13, P=0.13), y los pacientes con un TIL
elevado de 0.28 (IC 95%: 0.13-0.62, P=0.002). En relacion a los pacientes
HPV-negativos, los HPV-positivos tuvieron un HR de 0.45 (IC 95%: 0.26-0.79,
P=0.005). Al considerar de forma aislada a los pacientes HPV-positivos,
considerando los pacientes con TIL alto como categoria de referencia, el HR
para los pacientes con TIL moderado fue de 2.47 (IC 95%: 0.72-8.50, P=0.15),
y para los de TIL bajo de 4.86 (IC 95%: 1.34-17.60, P=0.02). En el caso de los
pacientes con tumores HPV-negativos el valor de TIL no conté con una
capacidad prondstica significativa. En relacidn a los pacientes con TIL elevado,
los de TIL moderado tuvieron un HR de 1.59 (IC 95%: 0.54-4.71, P=0.40), y los
de TIL bajo de 2.11 (IC 95%: 0.73-6.16, P=0.17).
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Para los pacientes con tumores HPV-positivos las variables con una mayor
capacidad pronostica fueron el TIL, seguida por el consumo de tabaco y la
categoria de extension local del tumor. Para los pacientes con tumores HPV-

negativos lo fueron la edad, el estadio y el grado de diferenciacion tumoral.

A partir de un estudio inmunohistoquimico, los autores llevaron a cabo ademas
una cuantificacion de la infiltracion por LT (CD3+) y diferentes subtipos de LT
(CD4+, CD8+, FoxP3+). La cuantificacién inmunohistoquimica no mejord la

capacidad prondstica del contaje de TIL obtenido con H&E.
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Figura 26. Cuantificacion inmunohistoquimica de la infiltraciébn por LT (CD3+) y
diferentes subtipos de LT (CD4+, CD8+, FoxP3+) (fomada de Ward *).

Tal como hemos venido exponiendo, la practica totalidad de estudios que han
analizado el TIL en muestras de tumores de cabeza y cuello lo han hecho ha
partir de estudios inmunohistoquimicos o valorando el grado de infiltracion
linfocitaria en preparaciones tefiidas con H&E. Jung y cols“? llevaron a cabo
un estudio en que se analizé el grado de infiltracién por parte de diferentes

subpoblaciones linfocitarias a partir de un analisis de expresion transcripcional .
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Los autores estudiaron una cohorte de 144 pacientes con carcinomas de
orofaringe tratados con cirugia y radioterapia o quimioradioterapia
postoperatoria, de los cuales 24 (16.6%) eran HPV-positivos. En un estudio
inmunohistoquimico realizado en 10 tumores HPV-positivos y 7 HPV-negativos,
se pudo observar como el numero de células CD3+ y CD4+, asi como la
intensidad de tincién fueron superiores en los tumores HPV-positivos.
Igualmente, los tumores HPV-positivos contaron con una expresion
transcripcional de CD3, CD4 y CD8 analizada mediante RT-PCR
significativamente superior a la de los tumores HPV-negativos. A partir de la
expresion transcripcional de CD8, se clasificé a los pacientes como CD8-
positivos o negativos. El 10% de los pacientes HPV-negativos fue considerado
como CD8-positivo, frente a un 42% de los pacientes HPV-positivos
(P=0.0006). Ademas, aparecid una buena correlacién entre la categoria
transcripcional de CD8 y el numero células positivas en la valoracion
inmunohistoquimica. Los pacientes con wuna categoria de expresion

transcripcional de CD8-positiva contaron con una mejor supervivencia global.
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Figura 27. Curva de supervivencia global segun categoria de expresion transcripcional
CD8 (tomada de Jung *).

En un estudio multivariante la expresion transcripcional de CD8 mantuvo su

capacidad pronéstica. Los pacientes CD8-positivos contaron con una mejor

supervivencia global que los CD8-negativos (HR 0.27, IC 95%: 0.10-0.73,
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P=0.011). Para los pacientes HPV-negativos, la expresion transcripcional de
CD8 perdié parte de su capacidad pronéstica, en tanto que se mantuvo de

forma aumentada para los pacientes con tumores HPV-positivos.
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Figura 28. Curva de supervivencia global segtn categoria de expresion CD8 y status
HPV. (A) HPV-negativos; (B) HPV positivos (tomada de Jung *).

Igualmente, aparecio una tendencia de acuerdo con la cual los pacientes con
una expresion transcripcional elevada de CD3 contaron con un mejor

pronostico.

Uno de los mecanismos a través de los cuales las células tumorales cuentan
con la capacidad de evadir la vigilancia del sistema inmune es a través de la
expresion de ligandos del programmed death 1 (PD-1) receptor, que se
encuentra expresado en los LT activados. La activacion del LT depende de la
union del receptor celular T (TCR) con un antigeno adecuado, presentado por
proteinas del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC). La unidn
TCR/MHC esta regulada por la actividad de receptores con actividad
estimuladora y represora. Entre estos ultimos, el receptor PD-1 es una proteina
transmembrana tipo | que se encuentra en los LT CD4 y CD8, y promueve su
desactivacion a partir de su union con su ligando PD-L1 o PD-L2, expresados

por la célula diana™.
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Figura 29. Actividad del receptor PD-1 (tomada de Zandberg ™).

La expresion de PD-L1 por parte de las células tumorales se ha relacionado
con un incremento en la agresividad tumoral y una disminucién en la

supervivencia en algunos modelos de tumor“" 42,

Cho y cols? estudiaron la relacion entre la expresiéon de PD-L1 en 45 tumores
de cavidad oral tratados de forma quirirgica y el TIL. Observaron una
positividad inmunohistoquimica frente a PD-L1 a nivel tumoral en el 87%, con
una positividad en los fibroblastos asociados al tumor en el 40%. Se pudo
apreciar como la densidad de CD8 TIL se correlacioné de forma inversa con el
grado de expresion de PD-L1 a nivel del tumor. EL TIL dependi6 basicamente
de células CD8, que aparecieron tanto a nivel peri como intratumoral, en tanto
que las células CD4, mas escasas, aparecieron de forma preferente a nivel
peritumoral. No se aprecid una relacion significativa entre los niveles de CD8 o

CD4 TIL y la supervivencia.

Badoual y cols“* analizaron un grupo de 62 muestras de pacientes con CECC,
de los cuales 30 eran HPV-positivos. Un 51.1% de los tumores expresaron de
forma significativa PD-L1 en un analisis inmunohistoquimico. Los tumores HPV-
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positivos tuvieron una mayor infiltracion de LT CD8 y CD4, asi como una mayor
proporcion de LT PD-1". Se pudo observar como los pacientes HPV-positivos

con un mayor numero de LT PD-1" tuvieron una mejor supervivencia.
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Figura 30. Curva de supervivencia global segun proporcion LT PD-1 (tomada de
Badoual **).

Es muy limitado el numero de estudios preclinicos realizados en modelos
murinos inmunocompetentes que permitan evaluar la respuesta inmune en
implantes de CECC. La mayoria de estudios se realizan con implantes
heterotdpicos que simulan el crecimiento local y la capacidad de diseminacion,
pero requieren huéspedes inmunodeprimidos con ausencia de componentes de
la inmunidad adaptativa® *®). Judd y cols®” realizaron un estudio en el que
compararon la capacidad de infiltracion de dos lineas celulares de CECC, una
poco agresiva (MOC1) y otra con un elevado potencial de invasividad (MOC2)
en ratones inmunocompetentes (WT) e inmunodeprimidos (RAG2"). Se pudo
comprobar como el crecimiento de la linea agresiva fue significativamente mas
rapido, sin que se produjeran diferencias significativas en la proliferacion celular
para la linea agresiva MOC2 en funcion del estado de inmunocompetencia del
huésped, en tanto que para la linea MOC1 el crecimiento en los ratones

inmunocompentes (WT) fue significativamente inferior.
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Figura 31. Se compara el crecimiento tumoral segun el estado inmune. A. Linea
celular de CECC poco agresiva; B. Linea celular de CECC agresiva (tomada de Judd
47

).

Pudo comprobarse como existian diferencias en la expresion de los antigenos
de histocompatibilidad clase | entre las células MOC1 y MOC2 que se
correlacionaron con el crecimiento tumoral. Al analizar el microambiente
tumoral de los tumores derivados de las dos lineas celulares, se constaté como
los tumores de MOC1 contaban con una mayor proporciéon de células CD45+, y
como los tumores derivados de MOC1 contaron con un incremento en la
expresion de linfocitos T CD8+ y una disminucion en CD4+ en comparacion
con los tumores derivados de la linea mas agresiva MOC2.
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Figura 32. Proporcién de células CD45+ en cada linea celular (MOC1: poco agresiva;
MOC2: agresiva) (tomada de Judd *').
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De acuerdo con los autores, el comportamiento menos agresivo de los tumores
MOC1 podria estar relacionado con el incremento en la presencia de linfocitos

citotoxicos CD8+, o la disminucion de CD4+.

En los tumores derivados de MOC2 se comprobé como el infiltrado de células
CD4+ aparecia de forma precoz y no se modificaba de forma sustancial a lo
largo del periodo de crecimiento del tumor. En un analisis por citometria se
observo que un porcentaje elevado de células CD4+ contaban con positividad
frente a FoxP3, lo que las caracterizaba como T reguladoras. La instauracion
de un régimen que indujo la deplecidn de estas células T reguladoras condujo a
una disminuciéon significativa en la proliferacion de las células MOC2.
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Proteina CD45

- Generalidades.

Las primeras referencias sobre CD45 fueron realizadas en el afio 1989 por Matt
Thomas “®) y mas adelante en el afio 1994 por Trowbridge y Thomas®® 49,

La CD45, también conocida como antigeno leucocitario comun, es una
glicoproteina transmembrana con un peso molecular de 180-220 kD®?.
Pertenece a la familia de glicoproteinas de alto peso molecular y se expresa
con diferentes isoformas en todas las células nucleadas del sistema
hematopoyético. Posee actividad tirosin-fosfatasa. Esta actividad es esencial
en la regulacion de la fosforilacion, estando implicado en la transduccion de la
sefial mediada por el receptor especifico de antigeno en los linfocitos (TCR vy
BCR), IgEFceRI, en al adhesion mediada por integrinas, y puede desfosforilar
también las cinasas Janus que intervienen en la sefializacidén de los receptores

de citosinas ®% %",

- Estructura.

La CD45 es una de las glicoproteinas mas abundantes en la membrana de los
linfocitos, pudiendo ocupar hasta un 10% de toda el area de superficie de la
célula. Posee un dominio extracelular con 400-500 aminoacidos (dependiendo
de la isoforma), un porcion transmembrana simple con 22 aminoacidos y un
dominio citoplasmatico con 705 aminoacidos“® *9). El dominio extracelular esta
altamente glicosilado y el dominio citoplasmatico consta de una estructura en
forma de cuia seguido de una estructura en tandem: los dominios PTP (D1 y
D2, de los cuales so6lo D1 es enzimaticamente activo), y un aminoacido 79 C-
terminal. Se cree que D2 es necesario para la estabilidad de CD45(50). La
region citoplasmatica comparte un 95% de homologia entre todos los

mamiferos, sin embargo, el dominio extracelular es solo un 35% homdlogo®?.
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Figura 33. Estructura CD45 (tomada de Hermiston *).

- Expresion de CD45.

El gen que codifica la molécula CD45 se localiza en 1q31-932. Esta molécula
presenta al menos 8 isoformas producidas por el splicing alternativo de 3 de
sus 34 exones, los exones 4, 5y 6 que codifican multiples sitios de glicosilacién

en su dominio extracelular®?.

Las dos isoformas de la CD45 de mayor importancia son CD45 RO y CD45 RA.
La isoforma CD45RA es la isoforma de mayor peso molecular, puesto que
conserva la expresion de los 3 exones, y se presenta en los linfocitos T
circulantes, siendo reconocida por anticuerpos monoclonales anti-CD45RA. La
otra isoforma, la CD45RO0, es la forma de menor peso molecular, ya que carece
de los 3 exones, y estd menos glicosilada. Esta isoforma de CD45 se expresa
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en los linfocitos T circulantes tras la activacion y se asocia con la adquisicion de

memoria inmunoldgica (célula T de memoria)®*.
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Figura 34. Gen que codifica la CD45. Isoformas (tomada de Tchilian )

- Funcién de CD45 en las células T.

Los estudios que emplean lineas de células deficientes en CD45 identificaron
inicialmente a CD45 como un regulador positivo de la sefializacidn del receptor
de antigeno en los linfocitos.

La unién del receptor de células T (TCR) y el péptido antigeno presentado por
el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) inicia una cascada de
transduccion de sefales que en ultima instancia conduce a la activacion del
linfocito T. Uno de los primeros acontecimientos es la activacion de una familia
de proteinas tirosin- cinasas (SFK). Estas tirosin-cinasas fosforilan los
inmunoreceptores presentes en las subunidades del TCR. El resultado en el
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aumento de la actividad es la fosforilacidn de numerosas proteinas y enzimas
que facilitan la estimulacion de las vias de sefalizacion corriente abajo,
culminando en la activacion de células T con la transcripcion de nuevos genes,
reorganizacion del citoesqueleto, la produccién de citoquinas y la proliferacion.
Los miembros de la familia Src (SFK) son el sustrato primario para CD45 y son
responsables de la iniciacion de la respuesta inmune en las células T y B. En
los linfocitos T existen 2 miembros identificados: Lck y Fyn ©°. Lck es tnico en
Su asociacion no covalente con los correceptores CD4 y CD8. Debido a su
posicion proximal en la transduccion de sefal de TCR y la activacion rapida del
TCR, la modulacién de la actividad de SFK representa un punto critico de

regulacion en las células T®% %% °7),

La evidencia actual resalta el papel de CD45 como un regulador

predominantemente positivo de la SFKs.
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Figura 35. Funcién de la CD45 (A) Estado basal; (B): Estado activado (tomada de

Hermiston *).
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- Funcién de CD45 en las células B.

El destino de las células B esta determinada por las sefiales que emanan del
receptor de células B (BCR), que a su vez estan influenciados por una variedad
de factores, incluyendo la etapa de maduracién de las células, fuerza de union
al antigeno, y la presencia de correceptores. De manera similar a las células T,
CD45 es un elemento esencial y critico en la modulacion del umbral de
sefalizacion en las células B. En esta linea celular, la CD45 puede regular la
sefal de transduccion de forma positiva o negativa, lo que se traduciria en una

aumento o disminucién de la respuesta de las células B®?.

- Funcién de CD45 en otros tipos celulares.

Se ha observado que CD45 es importante en la adhesién mediada por

59)

macréfagos®®®, esencial para la desgranulacion de histamina®®, la regulacién

de las quimiocinas y produccién de citoquinas por las células NK®?, regulacién

(61)

de la apoptosis™ "’ y que también puede modular la sefalizacion inducida por

quimiocinas en los neutréfilos®?).
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Figura 36. CD45 y senalizaciéon. CD45 puede influir en diversas vias de sefalizacion
en diferentes células hematopoyéticas. (A) Linfocitos T; (B) Células NK; (C) Quinasas
Janus (JAK); (D) Induccién apoptosis (fomada de Tchilian %).
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- Reqgulacioén de la expresion de CD45.

A pesar que la proteina CD45 ha sido conocida por ser una tirosin-fosfatasa
desde hace mas de 20 afos, es sorprendente lo poco que se sabe acerca de
como se regula la actividad fosfatasa. Teniendo en cuenta el papel
fundamental de CD45 en la transduccion de sefales en multiples tipos de
células, dilucidar como es regulado es fundamental para comprender el
desarrollo de las células hematopoyéticas y su funcion. Se han propuesto como
posibles formas de regulacion: Ligando / lectina de unién, dimerizacion, la
localizacion diferencial con acceso regulado a sustrato, fosforilacion, y la
oxidacion. Cabe destacar que estos métodos no son mutuamente excluyentes
y, posiblemente, podria ser distinto en diferentes tipos de células y / o estados

de activacion®® 3.

La falta de evidencia del ligando-receptor en la activacion de CD45 (un
mecanismo comun para el receptor de tirosin-quinasas) condujo a la idea de
que la actividad fosfatasa de CD45 no esta conectado por un ligando
extracelular especifico. En cambio, se piensa que es constitutivamente activa,
proporcionando una desfosforilaciéon y ayudando a mantener a los miembros de
la familia Src preparada en su estado no fosforilado. En ausencia de evidencia
para la regulacion de la actividad catalitica de CD45, los trabajos volcaron la
investigacion sobre la regulacion de la actividad de CD45 por su nivel de

expresion y su ubicacion en la célula® °®.

- CD45 y enfermedad.

Teniendo CD45 un papel fundamental en la regulacion de las redes de
sefalizacion, y por tanto esencial para multiples funciones del sistema inmune,
seria l6gico un papel en la enfermedad. La modulacion de la funcion de CD45
podria proporcionar un medio para controlar las respuestas inmunitarias en

autoinmunidad, inmunodeficiencia y cancer.

Sin embargo, actualmente, el conocimiento del impacto potencial de CD45 en
la enfermedad es incompleta. Si bien es evidente que la deficiencia de CD45
resulta en una Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID)®* )y existen

trabajos donde se observa la asociacion de CD45 con diferentes
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enfermedades®), si CD45 afecta a la susceptibilidad a otras enfermedades es

menos definitivo.

Tabla 1. Frecuencia de la variantes C77G y A138G de la CD45 en la enfermedad y
grupo-control (tomada de Tchilian °®)

Disease/ pop ulation Total patient Total control Refs
number (sllde  number (allele
frequency, %) frequency, %)

Exon 4 C77G

Autoimmmune

hepatitis

Iran 70 (0.0 140 (0.4) 169}

Germany 178 {32)* 27 (0.7 129}

Common variable

immuno deficien cy

Sweden 44 (23 1044 (14) 23]

UK 98 (1.5) 232 (09 123]

Diabetes

Germany 228 (0.2) 196 (13 130}

Germany 1685 (1.2) 20(1.3) 131]

Graves® disease

Germany 297 (13) 196 (1.3) (30

Multiple sdlerosis

Germany 3z (32" 303 (0.0} 119]

Germany 76 (3.3)* 119 (0.4) 119|

Germany 454 (0.8) 714 |68

haly 194 {13 222 (0.0} 120}

Raly 448 (12} 529 (0.9} 116

Sweden 1044 (1.4 830 {1.5) 123]

UK 330 (2.6) 197 (2.0} 124

us 122 (1.8) 24404 119]

us 450 (1.7) 3312 122

Langerhans cdl

his tiocytosis

Italy a3 199 (0.3} 1271

HiV

UK 197 {2.8)* 236 (0.9} |26}

Systemic sderosis

Germany 87 (37" 205{0.7) (28]

Systemic lupus

erythematosus

Germany 98 (2.0 25 (0.7 [28]

Exon 6 A138G -~ Japan

Graves® disease 175 (9.0 176 (237) 138]

Hashimoto thyroiditis 126 {19.8 176 {237) 138]

Hepatitis B 113 (119 176 {237} 138]

Hepatitis C 173 {19.4) 176 {237] 138]

*Sausacally significant associations of CD4S C77G or A138G polymorphisms with

disexsa
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Hipdtesis y Objetivos

Hipoétesis

La hipotesis de la que parte el presente estudio es que el analisis de la
expresion transcripcional de CD45 analizado en muestras de tumor se
correlaciona de forma significativa con el grado de infiltracion linfocitaria (TIL), y

contaria con capacidad prondstica en relacion al control de la enfermedad y la
supervivencia en pacientes con un CECC.

Objetivos

El objetivo general del presente estudio es valorar la capacidad prondstica de la
expresion transcripcional de CD45 en los pacientes con CECC.

Como objetivos concretos del presente trabajo de investigacion nos

planteamos:

1. Comparar la expresion transcripcional de CD45 en funciéon de la
extension local o regional de la enfermedad o el grado histolégico del
tumor.

2. Evaluar la capacidad prondstica de la expresion transcripcional de CD45
en relacion a la supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con
CECC.

3. Analizar la existencia de correlacion entre la expresion transcripcional de
CD45 y la infiltracion tumoral por linfocitos.

4. Valorar la existencia de diferencias en la expresion transcripcional de
CD45 en los pacientes con carcinomas de orofaringe en funcion del
estatus HPV.
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Material y métodos

Para la realizacion del presente estudio se analizaron dos grupos de pacientes.
En primer lugar se estudié una cohorte de pacientes con CECC diagnosticados
y tratados en el Hospital de Sant Pau de Barcelona durante el periodo 2004-
2011 (cohorte HSP). De forma adicional se evaluaron los resultados

correspondientes al The Cancer Genome Atlas (cohorte TCGA).

Este estudio forma parte de un proyecto de investigacion desarrollado con la
ayuda de la beca FIS “Herramienta de prediccidn de respuesta a la radioterapia
basada en la expresion de genes relacionados con la transicion epitelial-
mesenquimal en cancer de cabeza y cuello” (P114/01918), aprobado por el
Comité de Etica de Investigacion Clinica del Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau y bajo los principios de la Declaracién de Helsinki.

Cohorte HSP

Se analizaron biopsias de tumor previas al inicio del tratamiento de 160
pacientes consecutivos afectos de un CECC confirmado histologicamente,
tratados en nuestro centro con intencion radical entre 2004 y 2011. Todos los
pacientes fueron evaluados por el Comité de Oncologia y la decisidon
terapéutica (cirugia, radioterapia o quimio-radioterapia) se basd en los
protocolos terapéuticos institucionales existentes para cada una de las
localizaciones del tumor. En 77 ocasiones se dispuso de una muestra de

mucosa sana de los pacientes incluidos en el estudio.

Los datos clinicos se obtuvieron de una base de datos oncoldgica que incluye
informacion epidemioldgica, terapéutica y de seguimiento de la totalidad de
pacientes con tumores malignos de cabeza y cuello diagnosticados y tratados
en el Hospital de Sant Pau desde 1985,
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La siguiente tabla muestra las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos
en el estudio.

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio. Cohorte H. Sant Pau.

Caracteristicas N (%)
Edad: media/desviacion estandar 62.1(37.1-86.1)
Sexo Masculino 143 (89.4%)
Femenino 17 (10.6%)
Localizaciéon tumoral. Cavidad oral/orofaringe 64 (40.0%)
Laringe/hipofaringe 96 (60.0%)
Categoria T cT1-2 75 (46.9%)
cT3-4 85 (53.1%)
Categoria N cNO 87 (54.4%)
cN+ 73 (45.6%)
Diferenciacion tumoral Bueno 13 (8.1%)
Moderado 129 (80.6%)
Pobre 18 (11.3%)
Tratamiento Cirugia * radioterapia 41 (25.6%)
Radioterapia + quimioterapia 119 (74.4%)

La media de seguimiento de los pacientes fue de 4.4 afios (desviacion estandar
2.8 afos). Durante el periodo de seguimiento, 46 pacientes (28.7%)
presentaron una recidiva local, 28 pacientes (17.5%) una recidiva regional y 23
pacientes (14.4%) una metastasis a distancia. En global, 72 pacientes (45.0%)
de los pacientes contaron con una recidiva de la enfermedad durante el periodo

de seguimiento.
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Métodos

- Expresion de mRNA.

Todas las determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Angiologia,
Biologia Vascular e Inflamacion (LABVI) del Instituto de Investigacion
Biomédica del Hospital Sant Pau, dirigido por el Dr. Luis Vila y la Dra.
Mercedes Camacho.

Inmediatamente tras la obtencién de las biopsias, una parte del tejido se
estabilizé6 mediante inclusion en RNA-later (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) y
se almacen6 a -80°C hasta su procesamiento. Los tejidos fueron
homogeneizados en 1 ml de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA). La extraccion del
RNA se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresion de
RNAmM se estudi6 mediante PCR a tiempo real en un ABI Prism 7900HT
utilizando ensayos predisefiados validados (TagMan Gene Expression Assays,
Applied Biosystems) y parametros de amplificacién universales. La expresion
relativa de cada transcrito se expres6 como el cociente de transcrito del gen/

transcrito $-actina.

Se llevo a cabo un analisis de la expresion transcripcional de CD45, asi como
de la expresién de una serie de citoquinas con capacidad quimiotactica frente a
diferentes tipos leucocitarios como CXCL1, IL8, MPC-1, GCP-2 y RANTES

- Andlisis del grado de TIL.

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas celulares de los componentes del
infiltrado inflamatorio presente en los tumores y compararlo con los valores de
expresion transcripcional del CD45, se analizé el nivel infiltracién por TIL en 20

muestras de tumores de los pacientes incluidos en el presente estudio.

Se seleccionaron 10 pacientes con unos niveles de expresion elevada deCD45
y 10 pacientes con unos niveles de expresion baja. Para la determinacion de
grado de TIL se analizaron las preparaciones tefiidas con H&E utilizadas para
el diagnostico histolégico de los tumores primarios, conservadas en el archivo
del Servicio de Anatomia Patoldgica de nuestro centro.

57



Material y Métodos

La intensidad del grado de TIL fue analizada por un anatomopat6logo experto a
partir de la valoracidn de una unica preparaciéon. El examinador desconocia el
grado de expresion de CD45 correspondiente a cada uno de los tumores
evaluados. Se valoré el grado de infiltracion linfocitaria tanto a nivel del
parénquima tumoral como del estroma peritumoral, clasificandose a los
tumores en base a una puntuacion semicuantitativa: 0- ausencia de infiltracién
linfocitaria; 1- infiltracion linfocitaria leve; 2- infiltracién linfocitaria moderada; 3-

infiltracion linfocitaria severa.

- Inmunohistoquimica.

Con el objetivo de caracterizar el inmunofenotipo correspondiente a las células
CD45+, se realizé un estudio inmunohistoquimico en muestras de 10 de los
tumores incluidos en el estudio. El analisis inmunohistoquimico se realizé a
partir de secciones de 3 um con el sistema de visualizacion Envision FLEX
(Dako, Glostrup, Denmark). Se realizaron tinciones para CD45, CD3, CD20,
mieloperoxidasa y CD68 (Dako Glostrup, Denmark).

- Determinacion del estatus HPV.

Se contd con informacién relativa al estatus HPV para 35 de los pacientes con
carcinomas de orofaringe incluidos en el estudio para los cuales se dispuso de
bloque de parafina correspondiente a la biopsia del tumor previa al inicio del
tratamiento. La determinacion del estatus HPV se realizd a partir de la
identificacion de ADN viral en las muestras de biopsia mediante el sistema
SPF-10 PCR/DEIA/LIPA25. Para todos los casos que resultaron HPV-positivos,
se procedio a la extraccion de ARN y la deteccion del nivel de expresion del
E6*I mRNA mediante RT-PCR.
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Cohorte TCGA

Para validar los resultados conseguidos con la determinacion de la expresion
de CD45 en la cohorte de muestras del HSP, se llevé a cabo un andlisis de los
resultados contenidos en el The Cancer Genome Atlas (TCGA). EI TCGA es un
proyecto iniciado en 2005y supervisado por el National Cancer Institute y el
National Human Genome Research Institut cuya finalidad es catalogar cambios
moleculares de importancia biologica responsables de Ila aparicion

de cancer haciendo uso de la secuenciacién gendmica y la bioinformatica.

El proyecto incluye resultados de seis tipos de caracterizacion “Omica” de las

muestras.
12 tumor types
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Figura 37. Caracterizacién “6mica”. Proyecto TGA.

Los resultados incluidos en el TCGA son de acceso libre a través del enlace:
http://cancergenome.nih.gov/.

En el caso de los CECC, el TCGA incluye informacion de un total de 520
muestras de tumor primario, 2 muestras de tumor metastasico, y 43 muestras

de mucosa sana. En la realizacién del presente estudio evaluamos los
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resultados correspondientes a la expresion transcripcional del genoma, que

incluye informacion cuantitativa de la expresién de mas de 20000 genes.

Se analizé la expresion transcripcional de CD45, CD3 (D, E, F), CD20, CDS8,
CD4, CD68, CD66a, CD66b, y FoxP3 en las 520 muestras de tumor primario
incluidas en el TCGA. La siguiente tabla resume las caracteristicas de los

pacientes a los que correspondieron las muestras analizadas.

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes de las muestras analizadas.

Caracteristicas N (%)
Edad (media / desviacion estandar) 61.4/11.8 afos
Sexo Masculino 384 (73.8%)
Femenino 136 (26.2%)
Localizacién Cavidad oral 315 (60.6%)
Orofaringe 79 (15.2%)
Hipofaringe 10 (1.9%)
Laringe 116 (22.3%)
Tabaco No fumador 117 (22.5%)
Exfumador (> 15 afios) 73 (14.0%)
Fumador 318 (61.2%)
Desconocido 12 (2.3%)
Categoria T T1 35 (6.7%)
T2 151 (29.0%)
T3 135 (26.0%)
T4 183 (35.2%)
Desconocido 16 (3.1%)
Categoria N NO 244 (46.9%)
N1 83 (16.0%)
N2 162(31.2%)
N3 9 (1.7%)
Desconocido 22 (4.2%)
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Se dispuso de informacion referente al estatus HPV de un total de 42 de las
muestras correspondientes a pacientes con carcinomas localizados en la
orofaringe, de los cuales un 81.0% (n=34) fueron catalogados como HPV-

positivos.

Ademas de la expresion génica, en una proporcion de los casos incluidos en el
TCGA se dispuso de informacion clinica relacionada con el seguimiento. Para
la realizacién del presente estudio se evaluaron un total de 108 pacientes en
los que se incluia informacion correspondiente a mas de 1 afio de seguimiento.
La siguiente tabla muestra las caracteristicas de los pacientes para los cuales

se dispuso de esta informacion clinica.

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes con disposicion de informacién clinica.

Caracteristicas N (%)
Edad: (media/desviacion estandar) 61.9 (24.6-88.2)
Sexo Masculino 82 (75.9%)
Femenino 26 (24.1%)
Localizacién Cavidad oral/orofaringe |87 (80.6%)
Laringe/hipofaringe 21 (19.4%)
Categoria T cT1-2 38 (35.2%)
cT3-4 70 (64.8%)
Categoria N cNO 65 (60.2%)
cN+ 43 (39.8%)
Diferenciacion tumoral Bueno 17 (15.7%)
Moderado 65 (60.2%)
Pobre 26 (24.1%)
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El periodo medio de seguimiento de los pacientes de la cohorte TCGA incluidos
en el estudio fue de 2.2 afos (desviacion estandar 2.4 afios). Durante el
periodo de seguimiento, un total de 48 pacientes (44.4%) tuvieron una recidiva
local, regional o a distancia del tumor.

Analisis estadistico

Se comprobd inicialmente como los datos correspondientes a los valores de
expresion de CD45 no seguian una distribucion normal mediante el test de
Kolmogorov-Smirnof, por lo que las comparaciones de los niveles de expresion
en funcion de variables -cualitativas se realizaron utilizando test no
paramétricos: test de Wilcoxon para datos apareados, test de Mann-Whitney o
Kruskal-Wallis para la comparacion de muestras independientes con dos o mas
de dos categorias, respectivamente. La determinacién del nivel de correlacion
existente entre variables continuas se realizd6 con el test de correlacién de

Pearson.

Se definié como supervivencia libre de enfermedad el periodo existente entre el
diagnodstico de la enfermedad y la fecha de diagndstico de una recidiva local,
regional o a distancia de la enfermedad. Se utilizé el método de arbol de
clasificacion y regresion (CART) para categorizar el valor continuo del nivel de
expresion de mRNA de CD45, considerando la supervivencia libre de
enfermedad o libre de recidiva local del tumor como variable dependiente.
Mediante el analisis CART se dividieron los datos en segmentos homogéneos

de acuerdo a la variable dependiente.

Los calculos de supervivencia actuarial se llevaron a cabo utilizando el método
de Kaplan-Meier. Las diferencias entre las tasas de supervivencia se

compararon mediante el test log-rank.

Se realiz6é un analisis multivariante usando el modelo de regresion de Cox. Se
tomo6 como variable dependiente la supervivencia libre de enfermedad y como
variables independientes: la localizacion del tumor primario (cavidad oral —
orofaringe vs. laringe-hipofaringe), extension local (T1-2 vs. T3-4), extension
regional (NO vs. N+), tipo de tratamiento (cirugia * radioterapia vs
radioterapia/quimioterapia), y categoria de expresion transcripcional de CD45
definida por método el CART.
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Se considerd significativa un valor de P inferior a 0.05.

El analisis estadistico se realizé con software SPSS v. 17.0 (SPS, Chicago, IL)
y software Sigma-Plot.
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Resultados

Resultados

Cohorte HSP

- Diferencias en la expresiéon de CD45 entre las muestras de tumor y de

mucosa sana.

Se dispuso de parejas de muestras de mucosa sana y tumor para 74 de los
pacientes incluidos en el estudio. Al analizar la distribucion de los valores
transcripcionales de CD45 se pudo comprobar cémo no seguian una
distribucién normal (test de Kolmogorov-Smirnov P=0.0001), por lo que la
comparacion entre los valores de expresion correspondientes a las muestras
de tumor y mucosa sana se llevo a cabo con el test no paramétrico. Se observé
como las muestras de tumor contaron con unos niveles de expresion
transcripcional superiores a los de la mucosa sana (Wilcoxon Signed Rank
Test, P=0.016). La siguiente figura muestra la distribucion de la expresién de

CD45 en las muestras de mucosa sana y tumor.
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Figura 38. Distribucién de la expresion de CD45 en muestras de mucosa sana y
tumor.
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- Expresion transcripcional de CD45 en funcién de las caracteristicas clinicas.

Se analiz6 a continuacion la existencia de diferencias en la distribucion de los
valores de expresion transcripcional del CD45 en las muestras de tumor en
funcidn del sexo, la existencia de antecedentes en el consumo de tabaco y
alcohol, la localizacion del tumor primario, la categoria de extension local (T) y
regional (N) del tumor, y el grado histoldgico. La expresion de CD45 no siguid
una distribucion normal (test de Kolmogorov-Smirnov P=0.0001), por lo que las

comparaciones se realizaron mediante test no paramétricos.

No aparecieron diferencias significativas en los valores de expresion de CD45
en funcion del sexo de los pacientes (Mann-Whitney U Test, P=0.239).
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Figura 39. Distribucién de valores de expresion de CD45 en funcién del sexo.
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Igualmente, no aparecieron diferencias en funciéon de los consumos de tabaco

y alcohol (Kruskal-Wallis test, P=0.232 y P=0.648, respectivamente).
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Figura 40. Distribucion de valores de expresion de CD45. A. En funcién del consumo
de tabaco; B. En funciéon del consumo de alcohol.

Tampoco existieron diferencias significativas en la expresion de CD45 en

funcion de la localizaciéon del tumor primario (Kruskal-Wallis test, P=0.588)
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Figura 41. Distribucién de valores de expresion de CD45 en funcién de la localizacion
del tumor primatrio.
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No existieron diferencias significativas en los valores de expresion de CD45 en
funcion de la extension local (T) o regional (N) del tumor (Kruskal-Wallis test,
P=0.611y P=0.465, respectivamente).
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Figura 42. Distribucion de valores de expresion de CD45 en funcién de la extension
local.
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Figura 43. Distribucion de valores de expresion de CD45 en funcién de la extension
regional.
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Finalmente, no se apreciaron diferencias en la expresion de CD45 en funcion

del grado de diferenciacion tumoral (Kruskal-Wallis test, P=0.631)
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Figura 44. Distribucion de valores de expresion de CD45 en funcién del grado de
diferenciacién tumoral.

71



Resultados

- Expresion transcripcional de CD45 en funcion del estatus HPV para los

pacientes con carcinomas de orofaringe.

Se dispuso de informacion referente al estatus HPV para 35 de los pacientes
con carcinomas de orofaringe incluidos en el estudio. Cinco de los pacientes
fueron considerados HPV-positivos (14.3%). Los pacientes con carcinomas de
orofaringe HPV-positivos contaron con una tendencia a presentar unos niveles
de expresion transcripcional de CD45 superiores al de los pacientes con
tumores HPV-negativos (Mann-Whitney U Test, P=0.064).
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Figura 45. Distribucion de valores de expresion de CD45 en funcion del status HPV.
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- Capacidad prondstica de la expresion transcripcional de CD45 en los

pacientes con CECC.

Utilizando la supervivencia libre de enfermedad como variable dependiente, el
analisis de particion recursiva clasificé a los pacientes en dos categorias en
funcion de la expresion de CD45: pacientes con expresion elevada (n=107,
66.9%), y pacientes con expresion baja (n=53, 33.1%).

rTHNM
Node O
Category % n
[ ——— I B No TNM 550 88
| M No TNM | M SiTNM 450 72
:_'_3'_'1”_'”‘_} Total 1000 160
=

mRNA CD4S
Improvement=0,030

<= 25,839 » 25,839
Node 1 Node 2
Category % n Category % n

B No rTNM 37,7 20 B No (TNM 636 68
B SirTNM 623 33 B SirTNM 364 39

Total 33,1 53 Total 66,9 107

Los pacientes con unos niveles de expresion elevados de CD45 contaron con
una frecuencia de recidiva significativamente inferior al de los pacientes con

una expresion baja.

La siguiente figura muestra las curvas de supervivencia libre de enfermedad
para los pacientes incluidos en el estudio de acuerdo con la categoria de

expresion definida por el analisis de particion recursiva.
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Figura 46. Curva de supervivencia libre de enfermedad en funcioén de los niveles de
expresion de CD45.

La supervivencia actuarial libre de enfermedad a los 5 afios para los pacientes
con unos niveles de expresion elevados de CD45 fue del 62.4% (IC 95%: 53.0-
71.8%), en tanto que para los pacientes con unos niveles de expresion bajos
se redujo al 36.2% (IC 95%: 23.1-49.3%). Existieron diferencias significativas
en la supervivencia libre de enfermedad en funcion de la categoria de
expresion de CD45 (Log rank test, P=0.003).

Se procedid a continuacion a valorar la supervivencia libre de enfermedad
local, regional y a distancia en funcion de las categorias de expresion de CD45
definidas por el analisis de particion recursiva. La siguientes figuras muestran
las curvas de supervivencia libre de enfermedad local (rT), regional (rN) o a
distancia (rM) en funcién de la expresion de CD45.
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100%

80%

60%

40%

20%

0%

mRNA CD45
=&Y Bajo
=& ¥ Elevado

Figura 47. Curva de
supervivencia libre de
enfermedad local (rT) en
funcién de los niveles de
expresion de CD45.
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Aparecieron diferencias significativas en el control local de la enfermedad en
funcion de la expresion de CD45 (P=0.004), en tanto que ni el control regional
(P=0.635) ni a distancia (P=0.594) difirieron de forma significativa de acuerdo
con la categoria de expresion de CD45.

Las diferencias en el control local tuvieron una repercusion en la supervivencia

especifica de los pacientes, tal como muestran las siguientes curvas de

supervivencia.
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Figura 50. Curva de supervivencia especifica a los 5 anos funcion de los niveles de
expresion de CD45.

La supervivencia especifica a los 5 afos para los pacientes con unos niveles
de CD45 elevados fue del 75.2% (IC 95%: 66.6-83.8%), en tanto que para los
pacientes con unos niveles de expresion bajos disminuyd al 45.5% (IC 95%:
30.8-60.2%) (P=0.001).
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La siguiente tabla muestra los valores de supervivencia libre de enfermedad
local (rT), regional (rN) y a distancia (rM) a los 5 afios, asi como la
supervivencia especifica a los 5 afios en funcién de las categorias de expresion
de CDA45.

Tabla 5. Valores de supervivencia libre de enfermedad local (rT), regional (rN) y a
distancia (rM) a los 5 arios, y valores de supervivencia ajustada a los 5 afios en
funcion de las categorias de expresion de CD45.

_ 52.3% (38.0-66.6%) 77.2% (69.0-15.4%) 0.004
.

78.5% (66.6-90.4%) 80.7% (71.3-90.1%) 0.635

79.4% (66.3-92.5%) 83.2% (75.2-91.2%) 0.594
45.5% (30.8-60.2%) 75.2% (66.6-83.8%) 0.001

Se llevd a cabo un analisis multivariante considerando la supervivencia libre de

enfermedad como la variable dependiente, y la localizacién del tumor primario
(cavidad oral-orofaringe versus laringe-hipofaringe), la categoria de extension
local (T1-2 versus T3-4) y regional (NO versus N+) de la enfermedad, el tipo de
tratamiento realizado (cirugiatradioterapia versus radioterapiatquimioterapia),
y la categoria de expresion de CD45 como variables dependientes. La

siguiente tabla muestra los resultados del analisis multivariante.

Tabla 6. Analisis multivariante.

HR (Cl 95%) P

T T1-2 1

T3-4 1.31 (0.81-2.12) 0.260
N NO 1

N+ 1.21 (0.74-1.99) 0.435
Localizacién Cavidad oral-orofaringe 1

Laringe-hipofaringe 1.13 (0.69-1.85) 0.616
Tratamiento Cirugia £ RT 1

RT /QT-RT 1.40 (0.79-2.49) 0,238
CD45 CD45 elevado 1

CDA45 bajo 2.02 (1.26-3.23) 0,003
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La unica variable que se relacion6 de forma significativa con la supervivencia
libre de enfermedad fue la categoria de expresion de CD45. Considerando
como categoria de referencia a los pacientes con unos niveles de expresion
elevada de CD45, los pacientes con unos niveles de expresion baja contaron
con un riesgo 2.0 veces superior de recidiva (IC 95%: 1.2-3.2, P=0.003).

Si en lugar de utilizar como variable dependiente en el analisis de particion
recursiva el control de la enfermedad (supervivencia libre de enfermedad local,
regional y a distancia), se utiliza el control local de la enfermedad, se obtuvo un

arbol de clasificacion muy semejante.

Node O
Category % n
r—==" B NorT 712 114
:'NorTl HSifT 238 46
1 |
. SU Total 1000 160
mRNA CD45
Improvement=0,027
<= 25|.0?? » 25|,0?7
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B NorT 540 27 B NorT 791 87
NS 460 23 ST 209 23
Total 312 50 Total 68,8 110

Se obtuvieron dos grupos de pacientes con unos niveles de expresion bajos
(n=50, 31.2%) o elevados (n=110, 68.8%) de CD45. En este caso, el punto de
corte con la mayor capacidad de discriminacion correspondié a un valor de
expresion de CD45 de 25.077, en tanto que en el caso de la supervivencia libre
de enfermedad el punto de corte contd con un valor de 25.839. La siguiente
figura muestra la curva de supervivencia libre de recidiva local en funcion de las
categorias de expresion de CD45 al considerar la respuesta local como la

variable dependiente en el modelo.
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Figura 51. Curva de supervivencia libre de recidiva local funcién de los niveles de
expresion de CD45.

Se realiz6 un analisis multivariante incluyendo variables que podrian contar con
relevancia en relacion con el control local de la enfermedad, incluyendo los
antecedentes en consumo de tabaco y alcohol, el indice de Karnofsky, la
localizacion del tumor primario, el grado histolégico, la categoria de extension
local T, el tipo de tratamiento utilizado, y la categoria de expresién de CD45 al
considerar como variable dependiente la recidiva local de la enfermedad (ver
tabla 7).
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Tabla 7. Analisis multivariante.

HR (Cl 95%) P

Tabaco No 1

<20 cig/dia 0.62 (0.15-2.57) 0.516

>20 cig/dia 0.52 (0.14-1.92) 0.334
Alcohol No 1

<80 gr/dia 0.68 (0.27-1.67) 0.402

>80 gr/dia 0.88 (0.32-2.39) 0.811
Karnofsky <80 1

90 0.57 (0.25-1.29) 0.177
Grado Bien diferenciado 1
histolégico Moderadamente 0.84 (0.30-2.35) 0.754

diferenciado

Mal diferenciado 0.72 (0.15-3.35) 0.677
Localizacién Cavidad oral 1

Orofaringe 0.79 (0.23-2.75) 0.722

Hipofaringe 1.13 (0.28-4.49) 0.855

Laringe 1.47 (0.45-4.79) 0.523
Categoria T T1 1

T2 1.64 (0.43-6.21) 0.465

T3 1.38 (0.35-5.47) 0.641

T4 6.92 (1.45-33.04) | 0.015
Tratamiento Cirugia 1

Cirugia + radioterapia 0.19 (0.03-1.23) 0.082

Radioterapia 4.07 (1.21-13.72) | 0.023

Quimioradioterapia 2.38 (0.70-7.99) 0.160
CD45 CD45 elevado 1

CDA45 bajo 3.09 (1.63-5.86) 0.001

La variable que se relacion6 de forma mas significativa con la aparicién de una

recidiva del tumor a nivel local fue la categoria de expresién de C45. En

relacion a los pacientes con niveles de expresion elevados, los pacientes con
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niveles de expresion bajos de CD45 tuvieron 3.09 veces mas riesgo de sufrir
una recidiva local del tumor (IC 95%: 1.63-5.86, P=0.001). Las otras variables
que se relacionaron con un incremento en la frecuencia de recidiva local fueron
que el paciente hubiese seguido un tratamiento a nivel local con radioterapia, o
que contase con una categoria T4 de extension local del tumor.

Se exploré la capacidad predictiva de la expresion transcripcional del CD45 en
funcion del tipo de tratamiento realizado. Dado que la capacidad pronéstica del
CD45 se relacionaba basicamente con el control local de la enfermedad, para
esta parte del estudio se categoriz6 la expresion de CD45 en base al modelo
de particion recursiva que consideré como variable dependiente el control local
de la enfermedad.

En el grupo de pacientes tratados con cirugia * radioterapia (n=41), la
expresion elevada de CD45 se relacion6 de forma significativa con un
incremento en el control local de la enfermedad (P=0.006), tal como aparece en

la siguiente figura.
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Figura 52. Curva de supervivencia libre de enfermedad local (rT) en funcién de los
niveles de expresion de CD45 en pacientes tratados con cirugia +/- radioterapia.
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Igualmente, para los pacientes tratados con radioterapia + quimioterapia
(n=119) existieron diferencias significativas en el control local de la enfermedad

en funcién de la categoria de expresion de CD45 (P=0.008).
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Figura 53. Curva de supervivencia libre de enfermedad local (rT) en funcién de los
niveles de expresion de CD45 en pacientes tratados con radioterapia +/-
quimioterapia.

La siguiente tabla muestra los valores de supervivencia libre de recidiva local a
los 5 afos para los pacientes en funcion de la expresion de CD45
considerando los pacientes tratados de forma quirurgica y no quirurgica en
relacion con la localizacion del tumor primario (cavidad oral-orofaringe versus
laringe-hipofaringe) o la categoria de extensién local de la enfermedad (T1-2

versus T3-4).
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Tabla 8. Valores de supervivencia libre de recidiva local a los 5 afios para los
pacientes en funcién de la expresion de CD45 considerando el tratamiento en funciéon
de la localizacion del primario o categoria de extension local.

[ I oI L T L L.

@¢-=z4r  Cav oral-orofar. Bajo 40.0% (0.0-82.9%) 0.079

Elevado 10  88.9% (68.4-100%)

Laringe-hipofar. Bajo 10 71.4% (37.9-100%) 0.031
Elevado 16  100%

T1-2 Bajo 6 50.0% (0.0-89.9%)  0.080
Elevado 13  90.9% (73.9-100%)

T3-4 Bajo 9 66.7% (37-96.4%) 0.029
Elevado 13  100%

Cav oral-orofar.  Bajo 13 44.0% (16.0-72.0%) 0.004
Elevado 36  85.1% (73.2-97.0%)

Laringe-hipofar. Bajo 22  46.5% (24.4-68.6%) 0.234
Elevado 48  63.5% (49.6-77.4%)

T1-2 Bajo 16 45.1% (18.5-71.7%) 0.026
Elevado 40  76.9 (63.6-90.2%)

T3-4 Bajo 19  45.6% (22.7-68.5%) 0.118

Elevado 44  68.2% (53.7-82.7%)

Para todos los grupos de pacientes estudiados el control local de la
enfermedad en los tumores con expresion elevada de CD45 fue superior al de
los tumores con expresion baja. El grupo en los que las diferencias fueron mas
significativos estuvo compuesto por los pacientes con tumores de cavidad oral-
orofaringe tratados de forma no quirdrgica, en tanto que el grupo de pacientes
en los que estas diferencias fueron menos manifiestas fue el perteneciente a
los pacientes con tumores localizados en laringe-hipofaringe igualmente

tratados de manera no quirurgica.
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- Control local en funcidon de la expresion de CD45 en los pacientes con

carcinomas de orofaringe.

Tal como establecimos anteriormente, se dispuso de informacion relativa al
estatus HPV para 35 de los pacientes con carcinomas de orofaringe. La
siguiente tabla muestra las categorias de extension local y regional, asi como el
tipo de tratamiento realizado para este subgrupo de pacientes en funcién de la
positividad HPV.

Tabla 9. Categorias de extensién local, regional y tipo de tratamiento segun status
HPV.

HPV-negativo HPV-positivo
(n=30) (n=5)

(OZ1CTe[old-RINN T1-2 13
- T3-4 17
Categoria N [0 10
1lizi=ai=qier . Cirugia £ radioterapia 4

- Radioterapia + QT 26 14

= N A AN
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Se realiz6 un analisis de particion recursiva para la categorizacion de este
grupo de pacientes considerando el control local de la enfermedad como la
variable dependiente.

RT

Node O
Categony % n

B NorT
BSifT

714 25
286 10

Total

100,0 35

=]

mRNA CD45
Improvement=0,129

<= 31,670

= 31,670

Node 1
Categony % n

Node 2
Categony % n

B NorT 438 7 B No T Q4.7 18
BSifT 56,2 9 ST 53 1
Total 45,7 16 Total 54,3 19

Con un punto de corte en el nivel de expresion de 31.6, el analisis de particion
recursiva discrimino dos grupos de pacientes con unos niveles de expresion
elevada (n=19, 54.3%) o baja (n=16, 46.7%) de CD45. Los pacientes con unos
niveles de expresion elevados de CD45 tuvieron una supervivencia libre de
recidiva local significativamente superior que los pacientes con una expresion

baja, tal como muestran las siguientes curvas de supervivencia.
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Figura 54. Curva de supervivencia libre de enfermedad local (rT) en funcién de los
niveles de expresion de CD45 en pacientes HPV-positivos.

La totalidad de los 5 pacientes HPV-positivos estuvieron incluidos en el grupo
de pacientes con unos niveles de expresion elevada de CD45, y ninguno de
ellos sufrié la aparicion de recidiva local del tumor durante el periodo de

seguimiento.
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- Correlacion entre los niveles de expresion de CD45 y diversas citoquinas con

capacidad quimiotactica.

Se efectu6 un estudio de las correlaciones existentes entre los niveles de
expresion transcripcional de una serie de citoquinas relacionadas con los
procesos de quimiotaxis leucocitaria y la expresion de CD45 en las muestras
de tumor. Se estudio la expresion de CXCL1, IL8, MPC-1, GCP-2 y RANTES.

La quimioquina CXCL1 (C-X-C motif ligand 1), también conocida como GROaq,
KC, neutrophil-activating protein 3 (NAP-3) o melanoma growth stimulating
activity-alpha (MSGA-a), se encuentra codificada en humanos por el gen
CXCL1. CXCL1 es expresada de forma habitual por macréfagos, neutrofilos y

células epiteliales, y cuenta con una actividad quimiotactica para los neutroéfilos.

La interleuquina 8 (IL8 or chemokine (C-X-C motif) ligand 8, CXCL8) es una
quimioquina producida por los macrofagos y otros tipos celulares como las
células epiteliales, las células de la musculatura lisa de las vias aéreas, y el
endotelio. IL8 es también conocida como factor quimiotactico de neutréfilos.
Sus funciones principales son la de inducir la quimiotaxis de células diana,
principalmente neutréfilos pero también de otros granulocitos, inducir la

fagocitosis, y ser un potente promotor de angiogénesis.

La CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand 2), o MPC1 (monocyte chemoattractant
protein 1), es una quimioquina que cuenta con la capacidad de reclutar

monocitos, linfocitos T de memoria y células dendriticas.

CXCL6 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 6), o GCP-2 (granulocyte
chemotactic protein 2) es otra quimioquina con capacidad quimiotactica para
los neutrofilos, ejerciendo su efecto a partir de la interaccion con los receptores
CXCR1 and CXCR2.
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Finalmente, la CCL5 (Chemokine (C-C motif) ligand) o RANTES (regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted), cuenta con la capacidad de
inducir la quimiotaxis de células T, eosindfilos y basdfilos, contando con una
papel activo en el reclutamiento leucocitario en los focos inflamatorios (ver tabla
10).

Tabla 10. Correlacion entre los niveles de expresion de CD45 y diversas quimiocinas
con capacidad quimiotactica.

CD45 ‘CXCL1 IL-8 MCP-1 GCP-2 RANTES

Coeficienter |1 0,263 0,121

Valor P 0,019 0,208 0,365 (0,376  |0,000
Coeficienter 0,263" |1 0,609° 10,553 |0,744" 0,260
Valor P 0,019 0,000 0,000 0,000 |0,020
Coeficienter 0,121 10,609 |1 0,283°  |0,406" |0,165
Valor P 0,208 0,000 0,014 0,000 0,146
Coeficienter 0,106  |0,553" 0,283" |1 0,472" 0,301"
Valor P 0,365 0,000 0,014 0,000  |0,009
Coeficienter 0,101 0,744~ (0,406~ |0,472" |1 0,145
Valor P 0,376 0,000 |0,000 0,000 0,201
Coeficienter 0,406  |0,260° (0,165 |0,301" 0,145 1
Valor P 0,000 0,020 (0,146 0,009 0,201

Destaca el elevado nivel de correlaciéon existente entre la expresion de CD45 y
la correspondiente a RANTES.
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La siguiente figura muestra la distribucién en los valores de expresion de CD45

y RANTES en las muestras tumorales.
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Figura 55. Distribucion en los valores de expresion de CD45 y RANTES.
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- Correlacién entre la expresion transcripcional de CD45 vy el TIL.

Se dispuso de un analisis del grado de infiltracion por TIL para 20 de los
tumores incluidos en el estudio (10 tumores incluidos en el grupo de expresion

transcripcional elevada de CD45, y 10 en el grupo de expresién baja).

La siguiente figura muestra la distribucion en el resultado del grado de TIL en
funcion del nivel de expresion de CD45 (0- ausencia de infiltracién linfocitaria;
1- infiltracion linfocitaria leve; 2- infiltracion linfocitaria moderada; 3- infiltracion

linfocitaria severa).

Grado de TIL

MRNA CD45 bajo MRNA CD45 elevado

Figura 56. Distribucion del grado de TIL en funcién del nivel de expresiéon de CD45.

Los pacientes con unos niveles de expresion de CD45 mas elevados contaron
con un incremento significativo en el nivel de TIL (test U Mann-Whitney,
P=0.023).
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-Estudio inmunohistoquimico.

Se realizé6 un estudio inmunohistoquimico en 10 muestras de tumor con la
finalidad de categorizar desde un punto de vista fenotipico a las células CD45+.
Los resultados de este analisis mostraron como las células CD45+ se
localizaban de forma preferente a nivel del estroma peritumoral, y como estas
células CD45+ eran en su gran mayoria linfocitos T (CD3+), y en mucha menor
medida linfocitos B (CD20+). Pudimos observar ademas la existencia de una
infiltracion por parte de neutréfilos de manera preferente a nivel del parénquima
tumoral (células positiva para mieloperoxidasa), asi como la presencia de algun

macréfago CD68+.

Las siguientes figuras muestran dos ejemplos del estudio inmunohistoquimico

realizado.

Figura 57. A. hematoxilina-eosina; B. CD45; C. CD3; D. CD20; E. mieloperoxidasa; F.
CD68).
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Cohorte TCGA

- Diferencias en la expresion de genes relacionados con la infiltracion

leucocitaria entre las muestras de tumor y de mucosa sana.

En primer lugar se llevé a cabo una comparacion entre el grado de expresion
de una serie de genes relacionados con la infiltracion local por diversos tipos de
leucocitos en 43 muestras pareadas de tumor y de mucosa sana.

Tal como se muestra en la siguiente tabla, no aparecieron diferencias
significativas en la expresion de la mayoria de los genes evaluados (Wilcoxon

signe rank test).

Tabla 11. Valores de expresion de genes relacionados con la infiltracion leucocitaria
en muestras tumorales y de mucosa sana.

T Thsosasana P
CD45 636.7 614.1 0.425
CD3D 109.3 112.0 0.241
CD3E 274.7 284.2 0.288
CD3G 32.4 33.9 0.283
CD20 28.6 41.0 0.461
CD8 2449 196.2 0.562
CD4 867.0 718.5 0.461
CD68 3590.7 2492.6 0.002
CD66a 644.2 3609.0 0.0001
CD66b 0.160 0.325 0.351
FoxP3 127.4 53.36 0.0001
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En concreto, no aparecieron diferencias en los niveles de expresion de CD45

entre las muestras de tumor y de mucosa sana.

20004

1500

1000

TCGA mRNA CD45

500

1

0 T
Tumor Mucosa sana

Figura 59. Niveles de expresion de CD45 en muestras de tumor y mucosa sana.
Cohorte TCGA.

Las muestras de tumor contaron con unos niveles de expresion superiores de
CD68 (macréfagos) y FoxP3 (LT reguladores), en tanto que la expresion de
CD66a (neutrofilos) se mostrd reducida en relacion a las muestras de mucosa

Sana.
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- Expresion transcripcional de CD45 en funcidn de las caracteristicas clinicas.

Existieron diferencias significativas en los valores de expresion de CD45 en
funcién de la localizacion del tumor primario (Kruskal-Wallis test, P=0.0001).
Los tumores localizados en la orofaringe contaron con unos niveles de

expresion de CD45 significativamente superiores al del resto de pacientes.
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Figura 60. Niveles de expresion de CD45 segun localizacién. Cohorte TCGA.

Se analizé también la expresion de CD45 en funcidon de la extension local y
regional de la enfermedad. No aparecieron diferencias significativas en los
valores de expresion transcripcional de CD45 en funcion de la categoria de
extension local o regional del tumor (Kruskal-Wallis test, P=0.127 y P=0.168,

respectivamente).
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Figura 61. Niveles de expresion de CD45 en funcién de la extension local. Cohorte
TCGA.
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Figura 62. Niveles de expresion de CD45 en funcion de la extensién regional. Cohorte
TCGA.
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- Expresion transcripcional de CD45 en funcidon del estatus HPV para los

pacientes con carcinomas de orofaringe.

Se dispuso de informacion relativa al estatus HPV para un total de 42 pacientes
con carcinomas de orofaringe obtenida a partir de un analisis
inmunohistoquimico de la expresion de p16 (estudiada en 40 pacientes) o
mediante FISH (estudiada en 24 pacientes). Un 81.0% de los pacientes (n=34)
contaron con tumores HPV-positivos. Los pacientes con tumores HPV-positivos
tuvieron unos niveles de expresion de CD45 significativamente superiores a los

correspondientes a pacientes HPV-negativos (Mann-Whitney U test, P=0.001).

6000
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Figura 63. Niveles de expresion de CD45 en funcién del status HPV. Cohorte TCGA.
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- Capacidad prondstica de la expresion transcripcional de CD45 en los

pacientes con CECC.

Para el analisis de la influencia de la expresidn transcripcional de CD45 en el
control de la enfermedad, se escogieron sélo aquellos pacientes para los que el
TCGA proporcionaba informacién en relacion a la existencia de recidiva local,
regional o a distancia, y que contaron con un periodo minimo de seguimiento
de un afo. Un total de 108 pacientes incluidos en el TCGA cumplieron con

estos requisitos y son la base de la siguiente parte del analisis.

Durante el periodo de seguimiento un total de 48 de estos pacientes (44.4%)
sufrieron una recidiva del tumor a nivel local, regional o a distancia de la

enfermedad.

Se realiz6 un analisis de particion recursiva incluyendo como variable
dependiente el control de la enfermedad, y como variable independiente el
nivel de expresion de CD45. La siguiente figura muestra el arbol de decision

obtenido con este analisis.

RECIDIVA_TNM

Node O
Categony % n
F——=-=-=-- | B No (TNM 556 60
| W No rTNM N SiTNM 444 43
: B S1rTNM J Total 100,0 108
—————— =
CD|45

Improvement=0,028

<= 123,5289500 = 123,5289500
Node 1 Node 2
Categony % n Category % n

B No TNM 333 8 H No (TNM 619 52
N SiTNM 667 16 B SiTNM 381 32

Total 222 29 Total 778 849

Se clasifico a los pacientes con dos categorias: un grupo de pacientes con
unos niveles bajos de expresiéon de CD45 (n=24, 22.2%), y un grupo de

pacientes con unos niveles de expresion elevados (n=84, 77.8%).
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La supervivencia libre de enfermedad para los pacientes con unos niveles de
expresion elevados de CD45 fue significativamente superior que la
correspondiente a los pacientes con unos niveles de expresion baja (P=0.024),

tal como aparece en las siguientes curvas de supervivencia.
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Figura 64. Curva de supervivencia libre de enfermedad en funcién de los valores de
expresion de CD45 en la cohorte TCGA.
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- Correlaciéon entre la expresion transcripcional de CD45 y la expresion de

marcadores leucocitarios.

Se estudid a continuacién en la totalidad de la muestra de tumores del TCGA
(n=520) la correlacion existente entre la expresion de CD45 y la expresion de
una serie de receptores utilizados como marcadores de diferentes tipos
leucocitarios. Se incluyé en el analisis un estudio de la expresiéon de CD3
(D,E,G), CD20, CD8, CD4, CD68, CD66a, CD66b y FoxP3 (ver tablas 12y 13).

Tabla 12. Correlacion entre la expresion de CD45 y la expresion de marcadores
leucocitarios.

CD45 CD3D |CD3E |CD3G | CD20 | CD8A
CD45 | 1 586 | ,811 |,880 |,504 | 674
,000 |,000 |,000 |,000 |,000
CD3D | ,586 |1 887 | 666 |,523 |,776
,000 ,000 |,000 |,000 |,000
CD3E |,811 |,887 |1 844" | 566 | ,859"
,000 |,000 ,000 |,000 |,000
CD3G  ,880 |,666 |,844 |1 4117 | 787
,000 |,000 |,000 ,000 | ,000
CD20 |,504 |,523° |,566 |.411 |1 252"
,000 |,000 |,000 |,000 ,000
CD8A | 674 |, 776 |,859 |,787 | 252" |1
,000 |,000 |,000 |,000 |,000
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Tabla 13. Correlacion entre la expresion de CD45 y la expresion de marcadores
leucocitarios.

CD45  CD4 | CD68 | CD66a | CD66b | FoxP3
CD45 1 817 |,399° | 151" | ,074 773"
,000 | ,000 |,001 ,093 | ,000
CD4 817 | 1 586 | ,090 |,021 796
,000 ,000 | ,041 627 | ,000
CD68 | ,399 | ,586 |1 -011 | -012 |,352°
,000 | ,000 804 |,783 | ,000
CcD66a | ,151 |,090 |-011 |1 101" | ,106°
001 |,041 |,804 ,021 ,016
CcD66b | ,074 |,021 |-012 |,101 |1 ,060
093 |,627 |,783 | ,021 174
FoxP3 | ,773" |,796 |,352° |,106 |,060 1
,000 |,000 |,000 |,016 |,174

Aparecieron unos elevados niveles de correlacion con la expresion de
receptores utilizados como marcadores linfocitarios (CD3, CD20, CD8, CD4 y
FoxP3), en tanto que la correlacion con marcadores de macrofagos (CD68) o
de granulocitos (CD66) fue notablemente inferior.
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Como ejemplo, la siguiente figura muestra la correlacién existente entre la
expresion de CD45 y de CD3G.
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Figura 65. Correlacion entre expresion de CD45 y CD3G.
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- Capacidad pronostica de marcadores linfocitarios.

Resultados

Se procedié finalmente a realizar un estudio de la capacidad prondstica de

marcadores especificos de linfocitos utilizando los pacientes del TCGA con

seguimiento adecuado. Al

realizar

un analisis de particion

recursiva

considerando como variable dependiente el control de la enfermedad y como

variable independiente la expresion de CD3G (marcador de linfocito T), se

obtuvo un arbol de clasificacién con dos grupos de pacientes con niveles de

expresion baja (n=30, 27.8%) y elevada (n=78, 35.9%) de CD3G.

r I
| ® No rTNM |

I W SiTNM |

RECIDIVA_TNM

Node O
Categony % n

® No rTNM 556 60
B SiTNM 444 48

Total 100,0 108

CD3G
Improvement=0,038

<= 7,2317500

» 7.,2317500

Node 1
Categony % n

Node 2
Categony % n

® No TNM 333 10
B SirTNM 667 20

® No (TNM 64,1 50
B SirTNM 359 28

Total 278 30

Total 722 78

Los pacientes con una expresion baja de CD3G contaron

pacientes con una expresion elevada (P=0.018).
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Figura 66. Curva de supervivencia libre de enfermedad en funcién de los valores de
expresion de CD3G. Cohorte TCGA.

De igual manera, el analisis de particion recursiva clasificé a los pacientes en
funcién de la recidiva de la enfermedad de acuerdo con los niveles de
expresion de CD20 (marcador de linfocitos B).

RECIDIVA_TNM

Node O
Category % n
r-——----- | B No (TNM 556 60
| ™ No rTNM | B SiTNM 444 48
: M ST rTNM J| Total 100,0 108
—————— =
cDz0

Improvement=0,030

<= 1,4533000 > 1,4533000
Node 1 Node 2
Categony % n Categony % n

B No (TNM 300 6 H No rTHNM 614 54
B SifTNM 700 14 B SiTNM 386 34

Total 185 20 Total 815 88
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La supervivencia libre de enfermedad para los pacientes con una expresion

elevada de CD20 fue significativamente superior que la de los pacientes con

una expresion baja.
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Figura 67. Curva de supervivencia libre de enfermedad en funcién de los valores de
expresion de CD20. Cohorte TCGA.

Cabe destacar la elevada correspondencia entre los pacientes incluidos en las

categorias baja o elevada existente al analizar la expresién de CD45 y CD3, o

de CD45 y CD20.
CD3 CD20
Bajo |Elevado (Total Bajo |Elevado |Total
CD45 [Bajo (20 |4 24 CD45 |Bajo |11 13 24
Elevado (10 74 84 Elevado |9 75 84
Total 30 78 108 Total 20 88 108

Por el contrario, al analizar la expresion de marcadores de granulocitos como

CD66, o de macrofagos como CD68, el analisis de particion recursiva no

encontrd una relacion significativa con el control de la enfermedad.
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Discusion

Discusion

Una de las misiones fundamentales del sistema inmune es el mantenimiento de
la homeostasis tisular, realizada a partir de la vigilancia continua y de la
activacion de los procesos de reacciéon inflamatoria que implican de forma
coordinada la activacion de las células de la inmunidad innata y la
adaptativa®”. La transformacién neoplasica altera la estructura ordenada de
los tejidos e induce respuestas inmunes que cuentan con la capacidad de
eliminar tumores incipientes. En aquellas situaciones en las que la eliminacién
es incompleta, la transformacion neoplasica de las células tumorales es capaz
de escapar al control del sistema inmune. Este proceso se ha visto
conceptualizado en base a la teoria de la inmunoedicion del cancer, que
parece sustentada por un elevado numero de datos experimentales y de
evidencia clinica®. La inmunoedicién define el proceso de progresién maligna
en funcion de la interaccion entre las células tumorales y del sistema inmune en
tres fases: eliminacién, equilibrio y escape. Los pacientes oncoldgicos se
diagnostican habitualmente durante la fase de escape, si bien la relacién entre
el tumor y el sistema inmune continua evolucionando, y con ello la magnitud de
la respuesta inmune antitumoral. Incluso en fases avanzadas de la enfermedad
el sistema inmune cuenta con la capacidad de influir de forma directa o
indirecta en la evolucion del tumor, la respuesta a los tratamientos, y en

consecuencia en la supervivencia de los pacientes.

Una indicacion clara de la capacidad del sistema inmune en controlar la
aparicion de neoplasias a nivel de las mucosas de las vias aerodigestivas se
encuentra en el incremento en el riesgo relativo de incidencia de este tipo de

%9 identificaron lesiones

tumores en pacientes inmunodeficientes. King y cols!
premalignas en cavidad oral en un 13% de los pacientes trasplantados renales
en comparacion con un 0.6% en controles pareados por edad y sexo. Otros
estudios que han revisado bases de datos de pacientes trasplantados han
encontrado igualmente un incremento en la incidencia de aparicion de CECC,

entre otros tipos de tumores!*"?.

A nivel del microambiente tumoral es frecuente observar la presencia de

células del sistema inmune, si bien la composicion de este infiltrado varia de
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forma notable en funcion del tipo de tumor y érgano afectado!™. A partir de
datos clinicos y experimentales han asociado diferentes subtipos leucocitarios

con una actividad pro- o anti-tumoral.
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Figura 68. Células del sistema inmune en el microambiente tumoral (tomada de Galon
69
)

Existen evidencias que sefalan que la inmunidad adaptativa mediada por
linfocitos T y B proporciona las bases criticas sobre las que descansa una
respuesta anti-tumoral efectiva. Los diferentes subtipos linfocitarios cuentan
con roles distintos en relacion a la respuesta al tumor. En una reciente revision
del papel de la infiltracién inmune en los tumores sélidos, Senovilla y cols!®
describieron la existencia de una distribucién heterogénea de los diferentes
subtipos celulares a nivel del microambiente tumoral: los neutréfilos,
mastocitos, macréfagos y células supresoras mieloides aparecian de forma
preferente infiltrando las células tumorales, en tanto que los linfocitos T CD8+

se congregaban a nivel del margen de infiltracion tumoral.

Considerando el conjunto de células que componen el infiltrado inmune, los
linfocitos T CD8+ citotdxicos son considerados como el elemento efector mas
efectivo contra las células tumorales, contando con la capacidad de reconocer

y destruir tanto in vivo como in vitro a las células del tumor'’®). Los linfocitos T

110



Discusion

CD4+ pueden ser subdivididos en dos categorias: las células T-helper, que
cuentan con la capacidad de incrementar la actividad de los linfocitos T CD8+
citotoxicos, y los linfocitos reguladores T-reg (CD4+/CD25+/FoxP3+), que
favorecen un microambiente inmunosupresor a través de interacciones

celulares y la secrecidn de un repertorio de citoquinas.

Otros elementos presentes en el microambiente tumoral son los linfocitos B,
que cuentan con capacidad presentadora de antigeno y un papel de
inmunoregulacion a partir de la secrecidn de citoquinas y quimioquinas que
inducen la respuesta de los linfocitos T®; las células dendriticas, que forman
un nexo de unidn entre los sistemas inmunes innato y adaptativo; las células
natural killer, que son una clase de linfocitos del sistema inmune innato que
reconocen y suprimen células infectadas por virus o células tumorales; los
macrofagos, que en funcion de que se hayan activado a través de una via

|(77).

“clasica” o “alternativa” cuentan con un papel antitumoral o protumora o los

eosindfilos, que contribuyen a la progresion tumoral”®).

Recientemente, Wallis y cols® realizaron una estudio del papel del sistema
inmune en el microambiente tumoral en los CECC, revisando la participacion

de los diferentes elementos en relacién con la progresion de la enfermedad.
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Figura 69. Diagrama con los parametros inmunes relacionados con el resultado clinico
en los CECC. Los parametros individuales se colocan sobre una masa tumoral con los
vasos sanguineos asociados y canales linfaticos. La posicion del parametro depende
de su prondstico asociado (es decir, favorable, desfavorable o incierta) (fomada de
Wallis ©").
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Son varios los mecanismos por los cuales los CECC consiguen evadir el

control del sistema inmune (revisado en Young y cols®”

. Algunos de estos
mecanismos incluyen la actividad inmunosupresora de las células mieloides
supresoras, la disminucién en los niveles de expresion de los HLA clase | por
parte de las células tumorales, la apoptosis inducida por el tumor de los
linfocitos T, la actividad de los linfocitos T-reg, y la expresion de galectina-1 por

parte de las células tumorales.

Estado actual del analisis del TIL en los pacientes con CECC

El hecho de que la mayoria de estudios en relacién a la capacidad prondstica
del TIL se realicen a partir del contaje o la valoracion del grado de infiltracion en
preparaciones histologicas con H&E o con diferentes inmunohistoquimicas
afade una variabilidad determinada por el muestreo de las zonas del tumor en
las que se realiza la valoracion, y el componente subjetivo inherente a la

interpretacion de los resultados histologicos.

Uno de los modelos tumorales en los que la evaluacion de TIL esta ganando
una mayor importancia clinica como biomarcador inmunolégico es en el
carcinoma de mama. Recientemente el TILs Working Group ha establecido una
serie de recomendaciones para la valoracion del TIL en pacientes con

carcinomas de mama®".

1. EI TIL deberia cuantificarse a nivel del compartimento estromal (% TIL
estromal). El denominador utilizado para la determinacion es el area
de tejido estromal (area ocupada por células inflamatorias
mononucleares sobre el total del area estromal intratumoral), no el
numero de células estromales.

2. EITIL deberia ser evaluado dentro de los bordes de tumor invasivo.
Excluir los TIL fuera de los margenes del tumor.

Excluir el TIL en zonas de tumor con artefactos por compresion,

necrosis o hialinizacion.

112



Discusion

. Es preferible estudiar secciones completas del tumor que piezas de

Todas las células mononucleadas (incluyendo los linfocitos y las
células plasmaticas) deberian ser valoradas, excluyendo los leucocitos
polimorfonucleares.

Es suficiente una seccion por paciente (4-5um, magnificacion x200-
400).

biopsia.

Llevar a cabo una valoracion del promedio de TIL en el area tumoral,
evitando cuantificar unicamente las areas de elevada positividad.

La cuantificacion como un valor continuo ofrece informacion biologica

mas relevante que la valoracion cualitativa o semicuantitativa.

Tal como se establecidé en la introduccién, los datos disponibles de la relacidon

existente entre el grado de TIL y el control de la enfermedad no son definitivos.

Una de las mayores limitaciones al analizar la literatura publicada es que las

series evaluadas son con frecuencia limitadas, incluyendo diferentes perfiles de

pacientes, y determinando el grado de TIL de maneras muy diversas,

habitualmente haciendo uso de diferentes técnicas de inmunohistoquimica.

La siguiente tabla resume los resultados obtenidos hasta el momento en

relacion a la capacidad prondstica del TIL en los pacientes con un CECC.

Tabla 14. Resultados de diferentes estudios que relaciona la capacidad pronéstica del
TIL en pacientes con CECC.

Autor Localizaciéon | N° | Conclusiones

Le(82) CECC 101 | La expresion de CD3 se relaciona con
una mayor supervivencia

Badoual(22) CECC 84 | Infiltracion por CD4 mejora el
pronostico. CD8 carece de capacidad
predictiva

Sun(83) CECC 83 | CD4 y FoxP3 se relaciona con peor
supervivencia libre de recidiva

Ritta(84) CECC 71 No relacion entre CD3 y Treg con el
pronostico

Loose(21) CECC 35 | CD4 y CD25 se correlacionan con una
mejor supervivencia

Rusell(23) CECC 32 |FoxP3 relacionado con  mejor
supervivencia
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Balermpas(24) | CECC 101 | CD3 y CD8 relacionados con mejor
pronostico. Ausencia de capacidad
prondstica paraCD4 y FoxP3

Nguyen(26) CECC 278 | CD4, CD8 y FoxP3 se relacionan con
mejor supervivencia

Berinstein(38) | CECC 25 | CD3 se relaciona con mejor
supervivencia

Branwein(85) Cav oral 259 | TIL bajo en la interfase tumor/estroma
se asocia a recidiva local

Watanabe(34) | Cav oral 87 | CD8 y relacion CD8/CCR4 Treg se
relacionaron con mejor supervivencia

Liang(86) Cav oral 81 FoxP3 relacionado con wuna peor
supervivencia

Tabachnyck(87) | Cav oral 58 | CD8/FoxP3 ratio relacionado con
mejor supervivencia. CD8 sin relacion
pronostica

Cho(43) Cav oral 45 | No relacion de CD8 o CD4 con el
pronostico

Zancope(33) Cav oral 25 | CD8 se relaciona con mejor
supervivencia

Moreira(88) Cav oral 18 | CD4 asociado con mejor
supervivencia y CD25 con peor
supervivencia. No relacion con FoxP3

Wolf(35) Cav oral 39 | CD8 relacionado con recidiva

Distel(36) Orofaringe 115 | CD8 y CD20 relacionados con mejor
supervivencia

Nasman(29) Orofaringe 83 | CD8 y ratio CD8/FoxP3 relacionados
con mejor pronostico

Rajjoub(27) Orofaringe 48 | CD3 relacionado con mejor
supervivencia

Wansom(28) Orofaringe 46 | CD4 y CDS8 relacionados con mejor
supervivencia

Pretscher(37) Orofaringe 33 | No relacion del TIL con prondstico

Nodfors(30) Orofaringe 280 | CD8 relacionado con mejor
supervivencia. Ausencia de capacidad
pronostica de CD4

Ward(39) Orofaringe 274 | Relacion de TIL (H&E) con una mejor
supervivencia

Jung(40) Orofaringe 144 | CD8 relacionado con mejor
supervivencia

Lee(32) Orofaringe 53 | No capacidad prondstica de CD8 o
CD4. La ratio CD8/CD4 se relaciona
Ccon una mejor supervivencia

Gabriel(89) Laringe 43 | CD45 relacionado con NO. No relacion

de TIL con supervivencia
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Correlacion entre expresion transcripcional de CD45 y TIL

Una alternativa al uso de técnicas histologicas seria la valoracién del TIL de
forma indirecta a partir del analisis de los niveles de expresion de genes
expresados de forma selectiva por parte de los linfocitos.

En el presente estudio llevamos a cabo un analisis del nivel de expresion
transcripcional de CD45, una proteina de membrana con actividad tirosin-
fosfatasa que se encuentra presente en todos los leucocitos, si bien se expresa
de forma preferente a nivel de los linfocitos, estimandose que llega a ocupar

hasta un 10% del area de la superficie celular de los mismos®?.

Una de las principales limitaciones del presente estudio es la falta de
especificidad de CD45 como marcador linfocitario. En consecuencia,
dedicamos una parte del estudio a demostrar la existencia de una relacion
significativa ente la expresién de CD45 a nivel transcripcional y el grado de
infiltracion por TILs.

En una primera aproximacion, realizamos una correlacion entre la expresion
transcripcional de CD45 y un analisis “tradicional” del TIL a partir de la
evaluacion semicuantitativa del grado de infiltracion linfocitaria de
preparaciones histoldgicas tefiidas con H&E. El resultado de este analisis nos
permiti6 demostrar la existencia de una correlacion significativa entre la
expresion transcripcional de CD45 y el grado de infiltracion linfocitario. Los
tumores con una expresion elevada de CD45 contaron con un grado de TIL

significativamente superior que los tumores con una expresién baja (P=0.023).

¥}
I

Grado de TIL

o

T
mRNA CD45 bajo mRNA CD45 elevado

Figura 70. Niveles de expresion transcripcional de CD45 y el grado de infiltracion
linfocitario (P=0.023).
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Ademas, se realizé un estudio inmunohistoquimico para caracterizar el subtipo
celular correspondiente a las células CD45+. El resultado demostr6 como los
elementos celulares CD45+ presentes en el estroma peritumoral eran de forma
muy preferentes linfocitos T (CD3+), en tanto que los elementos celulares
CD45+ infiltrando las células tumorales eran mayoritariamente macréfagos
(CD68+).
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Figura 71. Estudio inmunohistoquimico donde se observa predominancia de los
elementos celulares CD45+ de los linfocitos T (CD3+) en el estroma peritumoral.

Estos hallazgos estan plenamente de acuerdo con los de la literatura, que
sefala como la infiltracion linfocitaria aparece de forma preferente a nivel del

estroma asociado al tumor.

Ademas se analizé el perfil de expresion transcripcional de una serie de
citoquinas con actividad quimiotactica para los leucocitos. Se pudo observar
como existio una correlacion significativa entre la expresion de CD45 vy
RANTES (CCL5), que cuenta con capacidad de atraer a los linfocitos T. No
existia correlacion entre la expresion de CD45 y el resto de citoquinas
analizadas, CXCL1, IL8, MPC-1 y GCP-2, con una actividad quimiotactica
preferente para los neutrdfilos y los monocitos. Si bien éste es un dato muy
indirecto, pensamos que el hecho de que la unica citoquina con capacidad
quimiotactica que se correlacion6 con la expresion de CD45 fuese la que
cuenta con una actividad reclutadora de linfocitos T es un argumento mas que

refuerza la asociacion entre la expresion transcripcional de CD45 vy el TIL.
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Otro argumento a favor de la correlacion entre expresion de CD45 y TIL lo
obtuvimos del analisis de la expresion de una serie de genes expresados de
forma diferencial por los diferentes subtipos leucocitarios a partir de los
resultados contenidos en TCGA. Pudimos observar unos elevados niveles de
correlacion entre la expresion transcripcional de CD45 y la de genes que
codifican proteinas consideradas como marcadores especificos de linfocitos T
(CD3) y B (CD20), asi como con marcadores especificos de subtipos celulares
incluyendo los linfocitos T citotéxicos (CD8), linfocitos T helper (CD4) o
reguladores (FoxP3). Por el contrario, el nivel de correlacion con marcadores
de otras lineas celulares como los macréfagos (CD68) fue inferior, o inexistente
en el caso de marcadores de neutréfilos (CD66). Pensamos que toda esta
informacion viene a reforzar nuestra hipotesis de que un nivel de expresion
transcripcional elevado de CD45 se corresponde con un grado de infiltracidon

por TIL igualmente elevado.

No hemos encontrado en la literatura estudios que de una manera explicita
analicen la existencia de una correlacion entre la expresion transcripcional de
CD45 y el grado de TIL. Sin embargo, a partir de los hallazgos directos e
indirectos obtenidos en nuestra muestra de pacientes y en los datos incluidos

en el TCGA, consideramos que existe una base suficiente para considerar que
aquellos tumores que cuentan con una expresion transcripcional elevada de

CD45 cuentan con un mayor infiltrado linfocitario, y viceversa.

En caso de que este concepto sea validado y reproducible, abre las puertas a
la posibilidad de utilizar analisis de expresion transcripcional para la
cuantificacion de un parametro morfolégico como es el grado de TIL,
permitiendo una valoracion objetiva de este parametro. Este modo de
determinacién del TIL permitiria obviar una de las fuentes de variabilidad
asociada a la valoracion clasica del TIL, como es el grado de subjetividad
existente en una cuantificacion observacional. Por el contrario, no mejora la
otra gran causa de variabilidad como es la dependiente del muestreo del tumor.
Dado que los tumores son estructuras histolégicamente heterogéneas, no
podemos asegurar uniformidad en relacidén con los niveles de TIL cuantificados

a partir de una muestra de biopsia.
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Variabilidad de los niveles de expresion de CD45 en funcion de variables

clinicas.

Se efectud un analisis del grado de expresion de CD45 en funcién de variables
clinicas como la localizacion de tumor, el grado de extension local o regional de
la enfermedad, o el grado de diferenciacion histolégica. Cabe destacar que en
la cohorte HSP no se apreciaron diferencias significativas para ninguna de las
variables analizadas. Sin embargo, en el caso de la cohorte TCGA si que pudo
apreciarse como los pacientes con tumores localizados en la orofaringe
contaron con un incremento significativo en la expresion de CD45, en tanto que
no se apreciaron diferencias en base a la extension local o regional de la

enfermedad.

Pensamos que la ausencia de diferencias en la expresion de CD45 en funcion
de la extension del tumor es un hallazgo especialmente trascendente. Seria un
indicio de que, si consideramos la expresion de CD45 como un marcador
subsidiario de la infiltracion por linfocitos, la composicién del microambiente
tumoral a nivel linfocitario no se modifica con la expansion y el crecimiento del
tumor, si no que vendria determinado por las caracteristicas biologicas

intrinsecas de cada uno de los tumores desde el momento inicial.

Se pudo determinar el estatus HPV para una muestra de tumores tanto de la
cohorte HSP como de la cohorte TCGA, y en ambos casos se pudo constatar
como los tumores HPV-positivos contaron con un nivel de expresion de CD45
superior a los HPV-negativos: En el caso de la cohorte HSP las diferencias no
alcanzaron la significacion estadistica, posiblemente como consecuencia del
escaso porcentaje de pacientes con tumores HPV-positivos existentes en

nuestro entorno.

Una gran cantidad de estudios coinciden en sefalar como los carcinomas de
orofaringe HPV-positivos cuentan con una infiltracion por TIL significativamente

(23, 2630, 40, 84) N estros

superior a la correspondiente a los HPV-negativos
resultados en relacion a la expresion del CD45 vendrian a corroborar de forma
indirecta estas diferencias en relacion a la infiltracién linfocitaria en funcion del
estatus HPV, y serian un argumento mas en reforzar la hipotesis de que la
expresion transcripcional de CD45 se correlaciona con el grado de infiltracion

linfocitaria.
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Pensamos que las diferencias existentes en la cohorte TCGA en los niveles de
expresion de CD45 en funcidn de la localizacidn del tumor primario serian una
consecuencia del incremento en el nivel de expresion en los tumores HPV-
positivos. Hasta un 81% de los pacientes con carcinomas de orofaringe en la
cohorte TCGA fueron HPV-positivos, o que unido al incremento en el nivel de
expresion en estos tumores del CDA45 justificarian el incremento en el global de
pacientes con carcinomas de orofaringe en la expresion de CD45. La principal
diferencia con la cohorte HSP es que el porcentaje de tumores HPV-positivos
en nuestro centro fue muy escaso, por lo que el incremento de expresion de los
tumores HPV-positivos no incrementd de forma significativa el nivel de

expresion del global de pacientes con carcinomas de orofaringe.
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Capacidad prondstica de la expresion transcripcional de CD45

La principal conclusion de nuestro estudio es que la expresion transcripcional
de CD45 a nivel del tumor primario cuenta con una capacidad prondstica
significativa para los pacientes con un CECC. En nuestro conocimiento, no
existen en la literatura estudios que hayan analizado la relacién entre la
expresion de CD45 y el control de la enfermedad en los CECC.

A partir de estudios inmunohistoquimicos se ha descrito como los pacientes
con una expresion elevada de CD45 contarian con un mejor pronostico en
otros modelos tumorales. En pacientes con carcinomas pulmonares de célula
pequefia, Wang y cols®" encontraron que el infiltrado por células CD45+ se

relaciono con un incremento significativo en la supervivencia.

« 100
c
0
g 75
= CDA45 >40/hpf
[ T CD45 <40/hpf
£ 5043 '
=S L 3
n 3
§ 25- .:; P i PR T
S , p<0.0001
o o

0 ep—— =

1000 2000 3000 4000

Survival days

Figura 72. Supervivencia global en relaciéon con el infiltrado de células CD45+ en
pacientes con carcinomas pulmonares de células claras (tomada de Wang 7).

Por su parte, en un estudio realizado en pacientes con carcinoma colo-rectal,
Chew y cols® describieron un incremento significativo en la supervivencia

para aquellos pacientes con unos niveles de expresion superiores de CD45.
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Figura 73. Supervivencia global en relaciéon con el infiltrado de células CD45+ en
pacientes con carcinoma colo-rectal (tomada de Chew ™).

Tal como quedd de manifiesto en la introduccion, son numerosos los estudios
que han encontrado una relacion entre el grado de infiltracion linfocitario a nivel
del tumor y el prondstico de la enfermedad en pacientes con CECC. Varios

autores han encontrado como el grado de infiltracién por TIL se relacionaba

28, 38, 39 39)

con la supervivencia de la enfermedad' ). Ademas, Ward y cols'
demostraron que la evaluacion del grado de infiltracion por TIL analizado a
partir de preparaciones tefidas con H&E conté con una capacidad prondstica

semejante a la obtenida al utilizar estudios inmunohistoquimicos.

Esta mejoria en la capacidad prondstica se ha asociado especialmente a la
infiltracion por parte de linfocitos T (CD3+)@ 2> 2 38 i bien en algunos
estudios realizados en pacientes tratados preferentemente de forma quirurgica
no aparecié esta relacion® %), Entre los diferentes subtipos celulares, la gran
mayoria de estudios encontraron una relacion entre la infiltracion por linfocitos
T citotoxicos (CD8+) y un mejor control de la enfermedad y un incremento en la
supervivencia®®2 29 30. 3336) "an tanto que la infiltracion por linfocitos T helper
(CD4+) se ha asociado con una mejora®® *) o una ausencia en la capacidad
prondstica® 2> 3% 43 en tanto que la infiltracion por linfocitos T reguladores

(FoxP3) se asocié con una mejora prondstica®® 23 26:28)

o024 37)

, ausencia de beneficio

(83, 87)

clinic , en incluso con un deterioro en el control de la enfermeda

Para algunos autores el valor de la ratio CD8+/CD4+%% *) o CD8+/FoxP3+%

8) seria el parametro que se relacionaria de forma significativa con la
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supervivencia de los pacientes. La existencia de resultados variables en los
diferentes estudios nos hace considerar la complejidad en la relacién entre el
grado de infiltracion por parte de los diferentes componentes del sistema
inmune a nivel tumoral y su capacidad prondéstica. Es muy posible que factores
como la localizacién y extension del tumor, los puntos de corte utilizados en la
clasificacion de los grados de infiltracion, o el tratamiento realizado sean

variables con capacidad de influir en los resultados obtenidos.

Una gran mayoria de los estudios que han analizado la relacion entre TIL y
control de la enfermedad se han llevado a cabo a partir de un analisis
inmunohistoquimico de las muestras tumorales. Jung y cols“? realizaron un
estudio en pacientes con carcinomas de orofaringe en el que evaluaron la
expresion de CD8 a nivel transcripcional, y pudieron demostrar la existencia de
una correlacion entre la expresion transcripcional de CD8 y el grado de
infiltracién linfocitaria valorada mediante inmunohistoquimica, asi como la
capacidad pronostica de la expresion transcripcional de CD8, con unos
resultados parecidos a los obtenidos en nuestro estudio.

De acuerdo con nuestros resultados, los pacientes con unos niveles de
expresion transcripcional de CD45 elevada contaron con una supervivencia

libre de enfermedad superior que la de los pacientes con una expresion baja.
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Figura 74. Curva de supervivencia libre de enfermedad en funcioén de los niveles de
expresion de CD45.
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Este incremento en la supervivencia libre de enfermedad se tradujo en un
incremento en la supervivencia especifica, de manera que la supervivencia
ajustada al tumor a los 5 afios para los pacientes con una expresion elevada de
CD45 fue del 75.2% (IC 95%:66.6-83.8%), en tanto que para los pacientes con
una expresion baja disminuyé al 45.5% (IC 95%: 30.8-60.2%) (P=0.001).

Ademas, pudimos comprobar como la expresion de CD45 aparecia como la
unica variable con capacidad prondstica en un estudio multivariante. De
acuerdo con los resultados de este estudio, los pacientes con un CD45 bajo
contaron con el doble de riesgo de sufrir una recidiva de la enfermedad.
Variables como la extension local o regional del tumor, su localizacién o el tipo

de tratamiento no contaron con una capacidad prondéstica independiente.

Esta diferencia en el control de la enfermedad se produjo a expensas
basicamente de la capacidad del tratamiento en conseguir el control local de la
enfermedad. Ni el control regional ni la aparicion de metastasis a distancia se
vieron modificados de forma significativa por el grado de expresion de CD45. El
control local para los pacientes con una CD45 elevada fue significativamente
mayor, independientemente de que el paciente hubiese recibido un tratamiento
con cirugia o radioterapia. En un estudio llevado a cabo por Nguyen y cols!®®)
en pacientes con CECC en los que se analizaron varios subtipos linfocitarios
mediante inmunohistoquimica, pudo apreciarse una capacidad pronostica
diferenciada para la expresion de CD4 y FoxP3 en funcion del tratamiento: la
capacidad pronostica del TIL aparecia a expensas basicamente de los
pacientes tratados de manera no quirurgica. Considerando de forma aislada los
pacientes tratados con quimio-radioterapia (n=86), la categoria del TIL contd
con una capacidad prondstica notable.
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Figura 75. Supervivencia analizada con varios subtipos linfocitarios en pacientes
tratados de manera no quirtirgica. A. CD4; B. CD8; C. FoxP3 (tomada de Nguyen %°).

Sin embargo, al considerar los pacientes tratados de forma quirurgica, la
capacidad prondstica del TIL se vio reducida, especialmente en el caso de la

infiltracion por células CD4+ y FoxP3+.
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Figura 76. Supervivencia analizada con varios subtipos linfocitarios en pacientes
tratados de manera quirtirgica. A. CD4; B. CD8; C. FoxP3 (tomada de Nguyen °).
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Una de las conclusiones extraidas por los autores del estudio es la posibilidad
de utilizar el valor del TIL como un biomarcador con capacidad predictiva. De
acuerdo con los resultados obtenidos, los pacientes con unos niveles de TIL
bajos deberian ser considerados como unos malos candidatos a tratamiento
con radioterapia o quimioradioterapia, debiendo considerar en los casos en los

que fuera posible la realizacion de un tratamiento quirurgico.

Una consideracion en relacion a nuestros resultados es que al ser CD45 un
marcador preferente de los linfocitos T (CD3+) tal como aparecia en los
resultados de nuestro estudio inmunohistoquimico, siendo los linfocitos T
citotoxicos (CD8+) los mas abundantes de los linfocitos T, podemos asumir que
un nivel de expresion elevado de CD45 seria equivalente a una infiltracion
elevada por linfocitos T citotoxicos (CD8+). En consecuencia, el hallazgo en
nuestros pacientes que los niveles transcripcionales de CD45 cuentan con
capacidad pronostica tanto para los pacientes tratados con cirugia como para
los tratados con radioterapia es congruente con los hallazgos de Nguyen y
cols'®® que encontraron igualmente como la infiltracion por linfocitos CD8 se
relacionaba con una mejor supervivencia independientemente del tipo de

tratamiento realizado.

La mayoria de estudios que han analizado la capacidad prondstica del TIL no
hacen referencia al control alcanzado a nivel local, regional o a distancia de la
enfermedad, por lo que no podemos contrastar nuestros resultados con los
alcanzados por otros autores. Si consideramos la expresién de CD45 como un
marcador indirecto de la infiltracion por TIL, una interpretacion de nuestros
resultados seria que la presencia de linfocitos ayuda a los tratamientos
empleados, ya sean quirurgicos o radioterapicos, a controlar la enfermedad a
nivel local, en tanto que no tendrian un efecto en el control regional de la
enfermedad o en la capacidad de diseminacion a distancia. Hemos de
considerar que el microambiente del tumor a nivel ganglionar es notablemente
diferente al existente a nivel local. La presencia de linfocitos forma parte
constitutiva del ganglio, por lo que su presencia y funcion pueden diferir de la
existente a nivel del tumor primario. Por otra parte, y esto es igualmente
aplicable al tumor que ocasiona las metastasis a distancia, las células

tumorales que consiguen migrar a través del torrente linfatico o vascular
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cuentan con unas caracteristicas fenotipicas que son las que permiten esta
capacidad de migracion y de proliferacion a distancia del tumor primario. No
existen estudios que hayan evaluado si estas caracteristicas que permiten el
mecanismo de diseminacion linfatica o vascular afectan también a la posibilidad

de que el sistema inmune ayude al control de la enfermedad.

No existen estudios que hayan analizado la relacion entre la expresion
transcripcional de CD45 y el control de la enfermedad en los pacientes con
CECC. Sin embargo, a partir del analisis de los resultados contenidos en el
TCGA pudimos llevar a cabo un estudio de validacion externa de nuestros
resultados.

La base TCGA presenta datos de expresion transcripcional normalizada
correspondientes a 520 muestras de CECC de diversas localizaciones,
permitiendo un analisis de la totalidad del genoma. Para este estudio hemos
utilizado, ademas de CD45, los niveles de expresion de genes que codifican
proteinas utilizadas como marcadores de diferentes poblaciones leucocitarias.

El principal inconveniente de los datos incluidos en TCGA en el momento
actual es que la informacion referente al tipo de tratamiento realizado no es
explicita, y que solo se incluye informacion de seguimiento oncologico en un
numero muy limitado de los pacientes incluidos en la muestra. Para el presente
estudio optamos por incluir sélo los datos correspondientes a pacientes que
contasen con informacion relativa al seguimiento oncoldgico con una duracidn
superior a un afo. Esperamos que futuras actualizaciones nos permitan

mejorar la potencia de los datos de supervivencia obtenidos a partir del TCGA.

Contando con estas limitaciones, cabe destacar que los resultados obtenidos al
analizar la expresion transcripcional de CD45 en TCGA son muy similares a los
obtenidos al analizar la serie de nuestro centro. El analisis de particion
recursiva llevé a cabo una clasificacion de los pacientes en funcion del control
de la enfermedad en dos categorias, una con un nivel de expresion bajo de
CD45 que agrupa a un tercio de los pacientes, y otra con un nivel de expresion
elevado que agrupa los dos tercios restantes. Es interesante destacar que la
proporcion de pacientes incluidos en las categorias elevada y baja es muy
similar en las dos cohortes de tumores estudiados. Los pacientes con una
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expresion elevada de CD45 tuvieron una supervivencia libre de recidiva

significativamente superior.
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Figura 77. Curva de supervivencia libre de enfermedad en funcién de los valores de
expresion de CD45 en la cohorte TCGA.

Ademas, al disponer de los valores de expresion de la totalidad del genoma, se
pudo llevar a cabo un analisis utilizando los valores de expresion de genes mas
especificos de la presencia de determinados subtipos linfocitarios. En este
sentido, cabe destacar que los resultados obtenidos al analizar la capacidad
pronodstica de CD3, marcador de linfocitos T, fue superponible a la obtenida con
el analisis realizado con CD45. Este hallazgo vuelve a ser un dato que, de
forma indirecta, sefiala la correspondencia de la expresion transcripcional de
CD45 como un marcador de infiltracion por TIL, y confirma su capacidad

pronostica.
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Limitaciones de nuestro estudio

Las principales limitaciones de nuestro estudio son por una parte el que se trata
de un analisis retrospectivo, y sobre todo el hecho de que CD45 no es un
marcador especifico de linfocitos, por lo que no podemos evaluar la influencia
en los resultados como consecuencia de la infiltracion por parte de elementos
celulares de otras lineas leucocitaria como puedan ser los polimorfonucleares o

los macrofagos.

De todas formas, tal como se ha puesta de manifiesto a lo largo de la
Discusion, pensamos que a partir de evidencia directas e indirectas hemos
podido demostrar que los elementos celulares CD45 positivos eran
mayoritariamente linfocitos, y en consecuencia existe una correlacion
significativa entre el nivel de expresion transcripcional de CD45 y el grado de

infiltracion por TIL.

El siguiente paso seria el llevar a cabo un estudio de la expresion
transcripcional de genes relacionados de forma mas especifica con los
diferentes subtipos que componen la infiltracion linfocitaria, analizar la
existencia de una relacién entre el nivel de expresion transcripcional y el grado
de infiltracién para cada uno de los subtipos especificos, y evaluar cual de
estos subtipos se relaciona de forma significativa con el control de la

enfermedad.
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Conclusiones

1.

No encontramos diferencias significativas en los niveles de expresion
transcripcional de TIL en funcion de la extensidén local o regional del
tumor, ni del grado histologico.

Existieron diferencias significativas en el control de la enfermedad en
funcion del nivel de expresion transcripcional de CD45. Los pacientes
con unos niveles de expresion transcripcional elevados de CDA45
contaron con una supervivencia libre de enfermedad significativamente
superior a la de los pacientes con unos niveles de expresion bajos. La
mejoria en la supervivencia libre de enfermedad para los pacientes con
una expresion elevada de CD45 se produjo a expensas basicamente de
un incremento significativo en el control local de la enfermedad.

A partir de un contaje del TIL se pudo demostrar una correlacion
significativa entre el grado de expresion transcripcional de CD45 y el TIL.
El infiltrado CD45 positivo intratumoral se correspondié de forma
preferente con un infiltrado por linfocitos T.

Los tumores de orofaringe HPV-positivos contaron con un nivel de
expresion de CD45 significativamente superior al correspondiente a los
tumores HPV-negativos.
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