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RESUMEN

La investigacion translacional tiene como objetivo transferir los hallazgos de
ciencias bdsicas a la clinica, proceso en el que los médicos deben jugar un papel
primordial dentro de equipos multidisciplinarios. En lo que se refiere al cdncer,
la aplicacion de técnicas de ultrasecuenciacion masiva estd permitiendo caracte-
rizar molecularmente los tumores, de forma que en un futuro se puedan aplicar
terapias personalizadas a las alteraciones moleculares de cada paciente que cons-
tituyan una alternativa a los métodos convencionales. Igualmente, los avances en
las tecnologias de imagen molecular posibilitardn la obtencion de imagenes no
invasivas de vias moleculares especificas que permitan un diagnéstico precoz de
los tumores. Finalmente, tomando como modelo el cdncer de cabeza y cuello, se
describen otras aplicaciones potenciales de la medicina molecular.

Palabras clave: Cancer de cabeza y cuello, medicina molecular, investigacion
translacional, dianas moleculares, imagen molecular

ABSTRACT

Translational research aims to transfer the findings of basic sciences to clinical
applications, a process in which physicians should play a leading role within
multidisciplinary teams. With respect to cancer, the application of techniques of
massive ultrasequentiation is allowing the molecular characterization of tumors,
so that in the future can be applied personalized therapies according to molecular
alterations of each patient in order to represent an alternative to conventional
therapies. Likewise, advances in molecular imaging technologies will enable the
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production of non-invasive imaging of specific molecular pathways that allow
early diagnosis of tumors. Finally, modeled on head and neck cancer, other po-
tential applications of molecular medicine are described.

Key words: Head and neck cancer, molecular medicine, translational research,
molecular targets, molecular image

INTRODUCCION

La investigacion translacional tiene como objetivo la traduccion de des-
cubrimientos basicos en estudios clinicos y estos en prictica clinica y toma de
decisiones en los sistemas de salud. Se trata pues, de acortar el tiempo entre los
hallazgos de ciencias basicas y su aplicabilidad a los pacientes con cualquier tipo
de enfermedad. En su esencia estd fomentar la interaccion de las ciencias basicas
y las clinicas por medio de grupos multidisciplinarios, tinica forma de abordar los
problemas complejos bajo esta perspectiva.

Es evidente que el desarrollo presente y futuro de la investigaciéon médica
va a depender de la aportacion de numerosas disciplinas, pero en el momento
actual vivimos una fase que podria denominarse etapa molecular de la medicina
caracterizada por el conocimiento profundo de las alteraciones gendmicas de un
gran nimero de enfermedades, lo cual nos llevard en un plazo no muy largo de
tiempo a inhibir el efecto de los genes alterados mediante agentes farmacolégicos
especificos, a prevenir la aparicion de aquellas que sean hereditarias y a proveer
nuevas pruebas diagndsticas basadas en mecanismos moleculares que permitan
una deteccion precoz.

(Cudl es el papel que deben jugar los médicos en este proceso?. Si bien el
ejercicio de la medicina no es una actividad cientifica sino profesional, es indu-
dable que el progreso de la Medicina es una actividad cientifica, por lo que son
necesarios médicos con los conocimientos necesarios de ciencias bdsicas para
establecer un didlogo con los investigadores bésicos y captar posibles aplica-
ciones de las innovaciones que surjan en las ciencias bésicas. Es incuestionable
que la investigacién repercute en una mejor asistencia. EI modelo de Institutos
de Investigacion asociados a hospitales y a otros centros de investigacion se ha
seguido en los paises que lideran la investigacion en biomedicina, ya que los
problemas clinicos se deben tratar de resolver mediante la investigacion en el en-
torno hospitalario. Para ello, es necesario crear areas de investigacion en los hos-
pitales y atraer a ellas a investigadores bdsicos cualificados que trabajen en una
matriz multidisciplinaria con investigadores clinicos en la solucién de problemas
concretos. La formacidn cientifica reglada de estos médicos es un problema par-
cialmente resuelto en Espafia, donde los contratos del Rio Hortega y Joan Rodés
s6lo cubren parte de las necesidades, tanto formativas como de disponibilidad de
profesionales cualificados en investigacion clinico-bdsica. El desarrollo de una
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carrera profesional que prime de forma importante investigar y un esquema orga-
nizativo distinto en determinados servicios de los hospitales son imprescindibles
para que los investigadores clinicos adquieran una masa critica importante dentro
de la estructura hospitalaria.

ALTERACIONES GENETICAS DE LOS TUMORES
El genoma de un cdncer humano presenta numerosas alteraciones en los
cromosomas, la cromatina y los nucleétidos. Estas alteraciones incluyen aberra-
ciones irreversibles en la estructura del ADN y en el nimero de copias del mismo,
pudiendo afectar a cientos de genes. De forma colectiva, estos cambios resul-
tan en la activacion o inhibicién de diversos eventos biolégicos que intervienen
en la fisiopatologia del cdncer, tales como el escape inmune, la angiogénesis, la
evasion de supresores del crecimiento, las sefiales de proliferacion mantenida,
la inmortalizacién de las células, los factores promotores de la inflamacién, la
activacion de la invasion y metdstasis, la inestabilidad genémica, la resistencia a
la apoptosis y la desregulacién de la energia celular’.
En la base de datos del Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COS-
MIC) se han registrado 18.306 genes mutados en los diversos tumores, conte-
niendo un total de 2.002.811 mutaciones codificantes diferentes. Ademas, se han
registrado 10.534 fusiones de genes, 61.299 reordenamientos de genes, 695.504
segmentos de nimero de copias anormales y 60.119.787 variantes de expresion
anormales®. En los tumores s6lidos mas comunes, existen por término medio en-
tre 40-70 genes mutados, consistiendo el 95% de las mutaciones en una sustitu-
cion de una base por otra, mientras que las restantes son delecciones o inserciones
de unas pocas bases. La inmensa mayoria de las sustituciones de una base son
de tipo missense. Algunos tipos de tumor desarrollan un nimero de mutaciones
mucho mayor, como los melanomas y tumores de pulmoén, que tienen en torno a
200, mientras que otros como los pediétricos y las leucemias presentan menos de
10 mutaciones®. Excepcionalmente, algunos tumores con desajustes en los meca-
nismos de reparacion del ADN pueden contener miles de mutaciones. La inmensa
mayoria de las mutaciones son una consecuencia de la ausencia de apoptosis de
la célula tumoral y, por tanto, epifendmenos acompafiantes sin relevancia en la
génesis del tumor. Sélo un pequefio nimero de mutaciones de algunos genes son
“driver” o conductoras, poniendo en marcha los mecanismos que llevan al desa-
rrollo del tumor. La mejor manera de identificar un gen “driver” es a través del
patrén de mutacidn, mds que por la frecuencia en que el gen estd mutado. Para
ser clasificado como oncogén “driver” se requiere que >20% de las mutaciones
registradas en el gen estén en posiciones recurrentes y que sean de tipo missense.
Para ser clasificado como un gen supresor de tumores, se requiere que >20% de
las mutaciones registradas en el gen sean inactivadoras. Todos los genes “driver”
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se pueden clasificar en una o mas de 12 vias de sefalizacion que confieren una
ventaja selectiva para el crecimiento incontrolado de las células, que a su vez
se pueden organizar en tres tipos de procesos celulares: factores que facilitan la
supervivencia de las células tumorales, vias de sefializacién que favorecen la di-
vision sobre la diferenciacion y alteracion en los mecanismos de control del dafio
en el genoma®.

En los dltimos 12 afios se han producido grandes avances en oncologia trans-
lacional, debidos en buena medida a la aplicacién de técnicas de ultrasecuencia-
cién masiva de gran velocidad y bajo coste para descubrir mutaciones somaéticas
y germinales y caracterizar los tumores. Dos grandes proyectos mundiales, el
Cancer Genome Atlas y el International Cancer Genome Consortia, estdn proxi-
mos a completar el estudio de cientos de casos de cada uno de los tipos de tumor
mds frecuentes y estdn permitiendo la tipificacion personalizada de los tumores.

TECNOLOGIAS DE IMAGEN MOLECULAR

Los avances en las tecnologias de imagen molecular posibilitan la obten-
cién de imégenes no invasivas de vias moleculares especificas involucradas en
procesos patoldgicos, entrafiando la visualizacion, caracterizaciéon y mensuracion
de los procesos bioldgicos a nivel molecular y celular. Se pueden utilizar varias
de las sefias de identidad del cdncer para detectar células malignas o tejidos, tales
como los receptores de factores de crecimiento, el potencial replicativo ilimitado,
la angiogénesis mantenida y el aumento de actividad proteolitica que culmina con
la invasion tisular y metdstasis. Las tecnologias de imagen molecular evaldan la
firma molecular y los cambios en la fisiologia celular y en la funcién mas que en
la anatomia. Estas vias moleculares se expresan antes que las deformaciones ana-
témicas, proporcionando una representacion del proceso patoldgico. Ademds, la
deteccion de tumores a través de su firma molecular puede mejorar significativa-
mente la especificidad del diagnéstico. La transferencia de esta tecnologia a la ci-
rugia en tiempo real posibilita la cirugia guiada por la imagen molecular, propor-
cionando, por ejemplo, una mejor deteccidn de los tumores y de sus dimensiones.
La tecnologia HistoScanning usa informacion de datos crudos ultrasonograficos
dispersos que son procesados por algoritmos de caracterizacion tisular. Ademas
de visualizar la lesién, proporciona imagenes anatomicas utiles para planificar
la cirugia. Un avance en esta tecnologia en cirugia urolégica permite aumentar
la capacidad de caracterizar los tejidos prostaticos en la proximidad de los haces
neurovasculares. Las imdgenes por difusion derivadas de la RMN pueden utili-
zarse para mapear la orientacién de los axones usando la técnica DTI tractografia,
que hace mads visible los nervios*.

Existen también otras aplicaciones para el diagndstico precoz de tumores
que asientan en las mucosas del tracto aerodigestivo basadas en la autofluores-
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cencia natural o inducida con dcido 5-aminolevulinico, que revela las propieda-
des moleculares de los tejidos a nivel celular y subcelular, al igual que distintos
tipos de espectroscopias (Raman y de luz dispersada), distinguiendo lesiones be-
nignas de las malignas®.

Por otra parte, la imagen de banda estrecha (NBI) es una tecnologia de me-
jora de la imagen 6ptica que acentia la visibilidad de los vasos y otros tejidos de
la superficie de las mucosas. La iluminaciéon NBI es intensamente absorbida por
la hemoglobina y penetra solamente en la superficie de los tejidos, aumentando el
contraste entre ambos. Como resultado, bajo la iluminacién NBI, los capilares de
la superficie de la mucosa se visualizan en color marrén-verdoso en el monitor,
mientras que las venas de la submucosa aparecen en color azul brillante. Resulta
especialmente ttil en la deteccién del tumor primario en metdstasis de origen
desconocido®.

Igualmente, en un futuro no muy lejano el pleno desarrollo de las posibili-
dades de la nariz electrénica (N-E) jugard un papel importante en la deteccion de
tumores como técnica de cribado. La N-E tiene diferentes sensores electroqui-
micos para captar compuestos orgédnicos volatiles, no identificando compuestos
quimicos como la cromatografia de gas o la espectrometria de masas, sino una
firma olfativa propia de cada tumor’. Se ha comprobado que existe una correla-
cidén entre los compuestos orgédnicos volatiles en cultivos celulares y en el aliento
del paciente.

Un método emparentado es la espectrometria de movilidad idnica en cam-
pos asimétricos, que usa diferencias en la movilidad de moléculas ionizadas en
campos eléctricos, produciendo una firma de movilidad similar a la olfativa.

Finalmente, existen estudios preliminares con un radiotrazador PET para
dar imégenes de radicales libres en tumores de modelos animales y en breve se
incorporardn a la TC capacidades analiticas para conocer caracteristicas fenoti-
picas de los tumores. De esta forma, las firmas de imagen se podrdn asociar con
caracteristicas bioldgicas y genéticas de los tumores, particularmente la heteroge-
neidad intratumoral y la proliferacion.

TERAPIA BASADA EN DIANAS MOLECULARES
Fundamentos

Desde hace ya cierto tiempo el hallazgo de mutaciones de receptores tirosin-
quinasa en muchos tumores posibilit6 el desarrollo de inhibidores especificos.
Asi, los pacientes con mutaciones en el gen que codifica el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) se pueden tratar con gefitinib o erlotinib®?;
aquellos con translocation BCR—ABL, con mesilato de imatinib (10); y aquellos
con amplificacién del oncogen ERBB2 (también llamado HER?2 or NEU), con
trastuzumab o lapatinib'!. De esta forma, se han ido implementando tests diag-
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ndsticos de rutina para seleccionar la terapia de pacientes con diversos tipos de
tumores.

En paralelo a estos descubrimientos, el estudio de mutaciones germinales
ha permitido identificar a personas en riesgo de padecer un cancer transmitido
por via hereditaria. Asi, las mutaciones de TP53 se asocian al sindrome de Li—
Fraumeni; las mutaciones en BRCA1 o BRCA?2 indican un riesgo aumentado
de céncer de mama y ovario; las mutaciones en genes cuyos productos estdn
involucrados en la reparacién de los desajustes del ADN (como MLH1, MSH2 o
MSHG6) estédn asociados con el cdncer colorrectal hereditario'.

No s6lo es necesario el estudio del genoma, pues esta claro que las modifi-
caciones del epigenoma tienen una importante contribucién a la formacion y de-
sarrollo de los tumores, sobre todo en fases precoces, al silenciar genes e impedir
su expresion.

Otro punto a tener en cuenta es la heterogeneidad del tumor primario y de
sus metdstasis en el mismo paciente, por lo cual las alteraciones genéticas pueden
ser diferentes en distintos puntos del mismo. La hipdtesis de las células madre del
cancer provee un modelo que puede explicar la heterogeneidad de los tumores,
pudiéndose entender como un proceso dindmico regulado por el microambiente
mds bien que un concepto estatico. El estudio de las células madre del céncer y el
microambiente tumoral puede tener implicaciones clinicas al estar dichas células
implicadas en las recidivas y en la resistencia a la quimioterapia '*'+

Igualmente es cada vez mds relevante el andlisis de células y ADN circulan-
te, que nos informa no sé6lo de la carga tumoral y monitoriza la respuesta al trata-
miento, sino que servird para el desarrollo de modelos tumorales individualizados
a partir de ellas con la finalidad de realizar estudios prospectivos de la eficacia de
distintas dianas moleculares “.

Modelos animales de cancer

Como se ha expuesto, el primer paso para poder llegar a tratamientos indivi-
dualizados del cancer es la caracterizacion molecular de los tumores. El siguiente
paso debe consistir en mejorar los modelos de tumores experimentales en los
que ensayar nuevas dianas terapéuticas moleculares. Desde hace méas de 30 afios
se venian utilizando ratones inmunodeficientes a los que se inoculaban lineas
celulares establecidas como xenotransplantes sobre los que ensayaba el efecto
de distintos farmacos. Sin embargo, este modelo se ha probado poco eficaz en la
prediccioén de la eficacia especifica antitumoral en los distintos tipos histolégicos
de céncer. Para solventar estas carencias, en los dltimos 10 afios ha adquirido un
gran desarrollo la creacién de ratones modificados genéticamente, en los que se
programa una mutacién “driver” organoespecifica que no s6lo conduce a que se
desarrolle el proceso de carcinogénesis en un animal inmuno-competente, sino
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que ademds se pueden realizar estudios sobre agentes terapéuticos dirigidos con-
tra las alteraciones genéticas inducidas'. Una vez que el ratén haya desarrollado
el tumor en el 6rgano diana, este se puede transplantar de forma ortotdpica o
heterotdpica a un gran nimero de ratones singénicos inmuno-competentes, au-
mentando asi las posibilidades de examinar los efectos de agentes terapéuticos
dirigidos molecularmente.

También en los ultimos 10 afos se han desarrollado ratones altamente in-
muno-deficientes en los que estd bloqueada la maduracién de las células killer, lo
que facilita prendan los aloinjertos tumorales, en este caso no de lineas celulares
tumorales establecidas, sino directamente de la implantacién de xenoinjertos de-
rivados de pacientes, con especimenes tumorales quirirgicos, de biopsias o de
células circulantes, lo que tiene la ventaja de llevar estroma del tumor, facilitando
un entorno mds adecuado para los ensayos preclinicos (Fig. 1).

Inhibidores especificos

Como se ha dicho anteriormente, el hallazgo de determinadas mutaciones
en numerosas clases de tumor ha posibilitado el desarrollo de inhibidores espe-
cificos, ya sean anticuerpos monoclonales o pequefias moléculas. Como resulta
légico pensar, antes de instaurar un tratamiento es necesario realizar una pre-
diccién gendmica de la eficacia terapéutica, de forma que, por ejemplo, sélo se
administre trastuzumab en aquellos tumores de mama que sobrexpresan HER2,
gefitinib en adenocarcinomas de pulmén que presenten mutaciones especificas de
EGFR, o bien inhibidores de PARP en tumores de mama u ovario con mutaciones
en BRCA1-2. En ocasiones, la resistencia del tumor por activacion de vias alter-
nativas o bien la existencia de heterogeneidad del tumor pueden hacer necesarias
terapias combinadas.

Carcinomas de pulmén

A modo de ejemplo de la importancia de tipificar molecularmente los tu-
mores para aplicar terapias inhibidoras especificas, se expondrdn algunos casos
concretos. Dentro de los carcinomas de pulmén no microciticos, mds del 40%
tienen mutaciones “driver” en EGFR, KRAS o ALK, de las que las primeras son
las més frecuentes. En un porcentaje similar no se conocen todavia los eventos
que han dado origen al tumor, mientras que en un 9-14% de los adenocarcinomas
y un 16-30% de los carcinomas epidermoides las alteraciones oncogénicas son
relativamente raras (menos del 3% cada una de ellas), pero se dispone de inhibi-
dores tirosinquinasa potencialmente activos (16) (Fig. 2).

Hace ya cierto tiempo que se observé que los pacientes con mutacién del
EGEFR se benefician de tratamientos con inhibidores tirosinquinasa, observando-
se en el primer estudio multicéntrico con gefitinib que la supervivencia libre de
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enfermedad, la supervivencia media y la tasa de supervivencia a un afo eran 6,5
meses, 17,8 meses y un 63%, respectivamente!’. Como ocurre frecuentemente
con las terapias moleculares pueden aparecer resistencias, que deben genotiparse
para identificar los mecanismos de resistencia y seleccionar el tratamiento mds
adecuado. Las resistencias se desarrollan sobre todo secundariamente a la muta-
ciéon T790M en el ex6n 20 del EGFR y requieren el uso de inhibidores de tercera
generacion como rociletinib, el uso combinado de afatinib y un anticuerpo mono-
clonal anti-EGFR como el cetuximab, o bien otros inhibidores (Fig. 3).

La tipificacion de las mutaciones del EGFR es indispensable, ya que cuando
no las hay la administracién de inhibidores tirosinquinasa se asocia con peor su-
pervivencia que si se utiliza quimioterapia ®.

Los reordenamientos del gen ALK estén presentes en el 3-7% de los pacien-
tes con carcinomas de pulmén no microcitico y muestran una tasa de respuesta
del 65% con crizotinib, comparada con el 20% de la quimioterapia. La supervi-
vencia media libre de progresion en el grupo de crizotinib fue de 7,7 meses y de
3 meses en el de quimioterapia'® (Fig. 4). Otro inhibidor utilizado en los reor-
denamientos del gen ALK es el ceritinib, con el que se ha obtenido una tasa de
respuesta en torno al 60%, incluso en los que desarrollan resistencia al Crizotinib,
y una supervivencia media libre de progresion de 7 meses™.

Otros oncogenes potencialmente accionables mediante dianas moleculares
estdn alterados entre el 1-3% de los casos, incluyendo inserciones HER2, muta-
ciones BRAF y PIK3CA, asi como reordenamientos RET y ROS1 (16).

Cancer de mama y ovario

Un tipo de tumor en el que los tratamientos con dianas moleculares han
supuesto un avance notable estd representado por el cdncer de mama, donde el
trastuzumab afiadido a la quimioterapia se asocid a una mayor tasa de respues-
ta (50% vs. 32%, P<0.001), mayor supervivencia media (25,1 vs. 20,3 meses;
P=0.01), y una reduccién del 20% en el riesgo de muerte*', sin que se observen
diferencias significativas en eficacia entre distintos regimenes de quimioterapia
con trastuzumab, que son superiores a la quimioterapia sola.

Por otra parte, el trastuzumab emtansine (T-DM1) prolonga de forma signi-
ficativa la supervivencia libre de enfermedad y la total en relacién a lapatinib +
capecitabine (30,9 vs. 25,1 meses; P<0.001) en las pacientes con tumor de mama
avanzado HER2-positivo®.

Aproximadamente un 10% de los tumores malignos no se produce como
resultado de mutaciones somdticas en respuesta a un dafio celular inducido por
diversos agentes, sino que se genera por mutaciones germinales transmitidas de
forma hereditaria. La identificacion de los genes responsables tiene una impor-
tancia capital a la hora de poder detectar los miembros de la familia que han he-
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redado la alteracidon genética y, eventualmente, desarrollar medidas preventivas o
terapéuticas. Un caso paradigmaético son los tumores de mama y ovario origina-
dos por mutaciones germinales del gen BRCA1/2. En las células normales la via
de reparacion de DNA por recombinacion homéloga (RH) se activa en respuesta
a roturas del DNA, pero en las células con deficiencias en BRCA1/2 se activan
otras vias de reparacién, como la via de reparacién de la excision de bases (EB),
con lo que la célula no entra en apoptosis. La disfuncién de la via RH se puede
explotar como estrategia terapéutica por el uso de inhibidores de poli (ADP-ribo-
sa) polimerasa (PARP), que inhiben las proteinas PARP 1/2, que forman parte de
la via de reparacion de EB, con lo que se produce el fendmeno denominado “syn-
thetic lethality”, que explica los efectos letales de la combinacién de la disfuncién
de las vias de reparacién RH y EB, mientras que por separado no son letales para
las células tumorales.

La incidencia de mutacién germinal BRCA1/2 en los tumores de mama y
ovario estd entre el 5-10% de todos los casos y, en general, presentan mejor su-
pervivencia que el resto de los tumores de ambas localizaciones por tener mayor
sensibilidad al platino. Sin embargo, el 80% de los tumores de mama BRCA+ son
triple negativos a receptores hormonales y HER2, con lo que sélo seria posible
la quimioterapia, a la que algunos tumores no responden o desarrollan resisten-
cia. De ahi la importancia de disponer terapias basadas en dianas moleculares,
tales como los inhibidores PARP (olaparib, veliparib, rucaparib), que ofrecen una
actividad prometedora en monoterapia o asociados a quimioterapia en tumores
BRCA+, incluso en cénceres esporddicos con defectos en las vias de reparacion
del ADN, como los de préstata, endometrio y pancreas. Se ha publicado recien-
temente que el olaparib utilizado como terapia de mantenimiento en recidivas de
carcinomas de ovario sensibles al platino, casi triplicaba en relacion al placebo la
supervivencia libre de progresion (11,2 vs 4,3 meses) y reducia en un 65% el ries-
go de progresion de la enfermedad » (Fig. 5). No obstante, no todos los BRCA+
responden a los inhibidores PARP debido a mutaciones secundarias que restauran
la via de RH, por lo que en el futuro se deben definir los subtipos que pueden ser
mads beneficiados por iPARP y las combinaciones 6ptimas.

Obviamente, es de capital importancia, tanto en este caso como en otros tu-
mores de transmision genética, realizar un cribado de mutaciones germinales en
la progenie de pacientes con céncer de ovario o de mama debido a mutaciones del
gen BRCA, asi como adoptar en aquellos que sean BRCA+ medidas de consejo
genético, estudios de imagen periddicos e incluso cirugia profilactica.

Limitaciones de las terapias biologicas
Pese al amplisimo caudal de conocimientos adquiridos en la dltima década,
las terapias bioldgicas estdn ain en sus comienzos y antes de que sean una alter-
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nativa a los medios convencionales pasara bastante tiempo. Hay excepciones,
como el mesilato de imatinib, que ha sustituido al tratamiento estdndar anterior
en las leucemias mieloides cronicas y tumores del estroma gastrointestinal. La
alta proporcién de anomalias genéticas por pérdida de genes supresores es un
obsticulo, aunque se pueda actuar sobre otros genes de la via de sefializacién.
Por otra parte, estd el hecho de la poblacidn policlonal de los tumores, que debe
ser conocida y requiriria el uso de terapias combinadas. Como se ha dicho, exis-
ten vias alternativas de escape y creacion de resistencias, lo que hace que en
muchos casos s6lo se prolongue la supervivencia un periodo limitado de tiempo,
generalmente en combinacién con otras terapias. Dado el gran nimero de dianas
moleculares existentes, la dificultad de reunir series importantes de pacientes y el
tiempo que requiere la aprobacién para uso clinico, hacen imperiosa la necesidad
de desarrollar métodos de validacién rdpida, asi como biomarcadores para la se-
leccién del tratamiento. Finalmente, y no menos importante, estas terapias tienen
un precio extremadamente alto en relacién al beneficio que cabe esperar de ellas,
por lo que es urgente redimensionar los costes del tratamiento.

En cualquier caso, estamos en el umbral de un cambio de paradigma tera-
péutico, en el que los rasgos moleculares comunes de diferentes tumores determi-
nardn mejor las actuaciones clinicas que las clasificaciones basadas en el érgano,
de forma que la comparacioén entre tumores de diferente localizacién, pero con
similares caracteristicas moleculares, mejorard el abordaje terapéutico y el cono-
cimiento de la biologia tumoral.

TERAPIA DE BASE INMUNE

Es sabido que en fases precoces muchos tumores se pueden eliminar por
mecanismos inmunes, siendo la evasion a la accidén de estos mecanismos uno
de los factores que favorecen el desarrollo incontrolado de un tumor. Después
de muchos afios de resultados decepcionantes, los ltimos avances en inmuno-
terapia hacen de ella una de las armas mds prometedoras para el tratamiento del
cancer. El atractivo de la inmunoterapia subyace en que constituye un abordaje
especifico de efectos toxicos muy reducidos al basarse en mecanismos de accion
fisiol6gicos. Ademds, sus efectos pueden ser perdurables a través del desarrollo
de la memoria inmune. A continuacion se citaran brevemente las estrategias de
terapia inmune mds importantes.

Bloqueo de los puntos de control inmune

Los tumores suprimen la respuesta inmune de las células T tumor especi-
ficas expresando ligandos que se unen a receptores inhibidores de las células T
y anulan sus funciones. Uno de estos receptores inhibidores es CTLA-4, que se
puede convertir en diana del bloqueo de las vias inhibidores del sistema inmune
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activadas por las células tumorales. Asi, el Ipilimumab es un anticuerpo anti-CT-
LA-4 que revierte la inactivacion de las células inmunes por el tumor y reduce el
riesgo de recurrencia un 25% en melanomas en estadio IIT *.

PD1 es un receptor inhibidor expresado por las células T estimuladas por
un antigeno, cuya via de sefializacion inhibe la proliferacion de células T, la libe-
racion de citoquinas y la citotoxicidad. El receptor PD1 se puede expresar sobre
las células T, B o NK y se une a sus ligandos PD-L.1 or PD-L2%. El anticuerpo
monoclinal anti-PD1 nivolumab ha mostrado respuestas clinicas que a veces son
duraderas y persisten durante afios. El anticuerpo monoclonal anti-PD1 atezoli-
zumab ha inducido también respuestas en numerosos tipos de carcinomas, como
pulmén, colon, estémago, cabeza y cuello, ademds del melanoma y carcinoma
renal. El pembrolizumab y nivolumab han sido aprobados para el tratamiento del
melanoma y el carcinoma pulmonar no microcitico, mientras que el nivolumab se
ha aprobado también para el carcinoma renal®.

Terapia celular adoptiva

Es una prometedora forma de inmunoterapia que explota las propiedades
antitumorales de los linfocitos para erradicar las células tumorales primarias y
metastdsicas. Para ello, se usan linfocitos que infiltran el tumor, generalmente
mezclas de células T CD8+ yCD4+, que son cultivadas y expandidas antes de
transferirlas, con lo que revierten la supresion de las células T promovida por el
tumor. Los resultados mejoran con la eliminacién de las células supresoras de
origen mieloide (CSOM), que forman como un escudo que impide a los linfo-
citos reconocer a las células tumorales, lo que se puede llevar a cabo mediante
marcado de las CSOM con péptidos portadores de anticuerpos mediante ligandos
especificos, o bien con agentes como el paclitaxel y el 5-fluorouracilo?.

Vacunas

Ademds del exitoso empleo de vacunas preventivas contra enfermedades
infecciosas que pueden causar cancer, como la hepatitis B y el papilomavirus hu-
mano, el hecho de que los pacientes tengan células T CD8+ y CD4+ capaces de
reconocer antigenos tumorales, abre la posibilidad de desarrollar vacunas contra
el cdncer. Hay dos tipos de vacunas que se estdn ensayando: vacunas del tumor
completo y vacunas basadas en antigenos tumorales especificos. Las primeras
tienen la ventaja de exponer al sistema inmune a una mirfada de antigenos tumo-
rales. Las mutaciones son extrafias al sistema inmune, constituyendo antigenos
tumor especificos que se pueden incorporar a plataformas para onco-inmunote-
rapia: vacunas con el péptido mutante, virus codificando los péptidos mutantes,
células dendriticas presentando el péptido mutado. Con algunas de ellas se ha
conseguido un aumento de la supervivencia en ciertos tipos de tumor, por lo
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que han sido aprobadas para el uso clinico, como el sipuleucel-T en el cidncer de
prostata, el melanoma-associated antigen-A3 (MAGE-A3) para el melanoma y
algunos tumores de pulmén no microciticos?-°.

APLICACIONES DE LA MEDICINA MOLECULAR EN EL CANCER DE
CABEZAY CUELLO

Recientemente el consorcio The Cancer Genome Atlas ha publicado sus pri-
meros resultados basados en la ultrasecuenciacion del genoma de 279 carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello ®”, en los que se tipifican los cambios genéticos
de los tumores originados por infeccién por el virus del papiloma humano de for-
ma separada de los que lo hacen a causa de habitos téxicos (alcohol y tabaco). De
esta forma, se ha establecido un mapa de las alteraciones genéticas (mutaciones,
amplificaciones, delecciones), asi como cuantificado las vias de sefializacion y los
factores de transcripcion desregulados. En la mayor parte de los tumores se han
podido esclarecer las alteraciones genéticas “driver” y las posibles alternativas
terapéuticas moleculares, lo que abre interesantes perspectivas de cara al futuro.

Son multiples las aplicaciones potenciales de la medicina molecular en el
cancer de cabeza y cuello, si bien muchas de ellas estdn en una fase incipiente.

Deteccion precoz de los tumores

Una de ellas es la identificacion de alteraciones genéticas precoces en la
tumorigénesis en fluidos del 6rgano afectado por el tumor, como es el caso de la
saliva. Asi, se han detectado mutaciones de P53 (60-80%), microsatélites en las
regiones cromosOmicas 3p, 9p, 17p y 18q (80%), metilacién de promotores (p16,
MGMT) (65%), aumento de actividad de la telomerasa (90-100%), expresion
aberrante de los canales de potasio hEAG1 y HERG1 (79-83%), set de genes a
través de perfiles de expresion génica (91%). Todo esto abre la posibilidad de
realizar una deteccion precoz en individuos con riesgo alto de cancer de esta lo-
calizacién y para el seguimiento de pacientes tratados de cancer. No obstante, por
el momento presenta las limitaciones de la dificultad de crear una prueba sensible
para uso clinico, pues en no todos los tumores se pueden identificar estas altera-
ciones genéticas. Ademads, la existencia de alteraciones moleculares en la saliva
no indican el origen del tumor y, por el momento, existen problemas técnicos y
de coste para convertirlo en una herramienta de uso diario.

Marcadores de progresion

Otro aspecto interesante es determinar el riesgo de progresion de las lesio-
nes premalignas a cincer invasivo. Actualmente, la clasificacién de displasias
todavia es el factor prondstico tradicionalmente utilizado, pero no tiene un gran
valor predictivo y es un método subjetivo, altamente dependiente del patélogo
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que examina la pieza. Es plausible que el uso de marcadores moleculares pue-
de mejorar la fiabilidad del prondstico. Asi, la expresion intensa de cortactina
(CTTN/EMS1), proteina del citoesqueleto que liga la actina y promueve la moti-
lidad e invasion, se asocia con progresion maligna en un alto niimero de lesiones
laringeas premalignas, al igual que ocurre con la sobre-expresion de FAK, otra
molécula de adhesion celular®?’, procedimientos validados por nuestro grupo y
convertidos en rutina clinica (Fig. 6). La podoplanina y los canales de potasio
Kv3.4 y HERGI también son indicadores de un alto riesgo de progresion a cancer

invasivo®*-32,

Virus del papiloma humano en el ciancer de cabeza y cuello

El virus del papiloma humano tipo 16 (VPH) tiene un importante papel en
el desarrollo de un subgrupo de canceres de cabeza y cuello, principalmente en
la orofaringe, que presentan unas caracteristicas diferenciadas de los originados
por factores téxicos en cuanto a sus alteraciones genéticas, edad de presentacién
mads joven, distinto patrén de diseminacién, mayor sensibilidad a la quimiorra-
dioterapia y mejor pronéstico que los VPH negativos®. Una de las caracteristicas
de los tumores VPH+ es la sobre-expresion de la proteina reguladora del ciclo
celular p16 por inactivacion de pRb, que se utiliza como marcador para, en caso
de positividad, realizar la deteccién directa del VPH mediante PCR*. Dadas las
implicaciones terapéuticas y prondsticas, el uso de p16 como marcador de un tipo
de tumor cuya incidencia va en aumento ha supuesto un hito importante.

Marcadores de recidiva

Los carcinomas de cabeza y cuello suelen tener una zona de transicién con
cambios histolégicos displasicos entre las células tumorales y el epitelio sano. A
pesar de la apariencia histoldgica, éste puede presentar alteraciones moleculares
que desemboquen en un tumor maligno, expresado en este caso por una recidiva.
Asfi, la mutacion de p53 en los bordes quiridrgicos histologicamente normales se
correlaciona con el desarrollo de recidivas, de forma que estas se observaron en
el 38% en los bordes con mutacion de p53 y en el 0% de los casos sin mutacion®.
Posteriormente se observd que la mutacion en los bordes profundos tenfa mayor
valor predictivo que en los mucosos®. Si la mutacion de p53 se combinaba con
pérdida de heterogosidad en 9p, el valor predictivo aumentaba, con un hazard
ratio superior a 7%’.

Marcadores de metastasis

Alrededor del 15% de los pacientes con cdncer de cabeza y cuello tienen
metdstasis ganglionares que no se identifican por el examen histolégico. El co-
nocer su existencia redundaria en un mejor estadiaje de los pacientes, a la vez



104 VoLUMEN 53 (2016)

que aumentaria la sensibilidad de la PAAF y la sensibilidad de la biopsia del
ganglio centinela. Existen marcadores especificos tisulares expresados en el epi-
telio escamoso pero no en el tejido linfatico (citoqueratinas 5 y 14, antigeno E48
(Ly-6D), antigeno del pénfigo vulgar, antigeno del carcinoma epidermoide, Ep-
CAM) que proporcionan un 100 % de discriminacion entre ganglios positivos y
negativos, pero requieren secciones totales de cada uno de los ganglios y su im-
munohistoquimica es muy laboriosa. Por ello, seria mucho mds practico usar una
metodologia basada en RT-PCR, con la que se pueden analizar todos los ganglios,
habiéndose obtenido un 100% de valor predictivo con mRNA de citoqueratina 17
en metdstasis >450 micras en el ganglio centinela®®, si bien todavia no se ha in-
corporado a la rutina clinica. Todos estos métodos requieren la extirpacién previa
de todos los ganglios cervicales o del ganglio centinela, por lo seria interesante
disponer de un marcador que, sin necesidad de cirugfa, permitiera conocer con
exactitud el estadio ganglionar. Este método no existe, si bien se pueden realizar
predicciones con cierta aproximacion a la realidad. De esta forma se ha visto
que la sobre-expresion de la kinasa de adhesion focal y la pérdida de expresion
de e-cadherina en las células tumorales (moléculas relacionadas con la adhesion
celular) tiene un valor predictivo de la existencia de metastasis ganglionares en el
80% de los casos®. Mediante perfiles de expresion génica por microarrays* se ha
publicado una prediccién exacta en el 100% de los ganglios negativos y del 77%
en los positivos, con una media del 86%. No obstante, y en términos generales,
los estudios de expresion génica se realizan con distintas plataformas y metodo-
logfas, constando de cohortes pequefias sin validacién externa, y en el caso con-
creto que nos ocupa no se estudiaron todos los ganglios en cortes seriados para
excluir micrometastasis, ademas de mezclar diferentes localizaciones del tumor
primario, por lo que su validez es limitada.

En ciertas localizaciones se han observado proteinas especificas que favore-
cen el cruce de los capilares y la colonizacién del érgano, a la vez que sefiales del
estroma tumoral similares a las de otro érgano seleccionan las células tumorales
que metastatizan a ese 6rgano dando lugar a una firma metastatica 6rgano-espe-
cifica, como se ha comprobado en los carcinomas de mama con metdstasis a pul-
mén (COX2 (PTGS2), EREG) y cerebro (alfa-sialiltransferasa, ligando HBEGF
del EGFR) #42, Sin embargo, en los tumores de cabeza y cuello no se ha encon-
trado ninguna impronta genética predictiva mediante el estudio de los perfiles de
expresion génica®.

Marcadores pronosticos

El estadio TNM todavia es el paradigma prondstico en cualquiera de las
localizaciones tumorales. Como hipdtesis cabria plantear si podria complemen-
tarse con marcadores moleculares que indicaran un mal pronéstico de forma mds
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precisa, e incluso que independientemente del estadio clinico se correlacionaran
con el prondstico de la enfermedad. Se ha comprobado que la sobre-expresion
de determinados oncogenes como EGFR (ERBB1), ciclina D1, PTK2/FAK, se
acompafian de un peor prondstico que aquellos que presentan una expresion dé-
bil. De especial interés en el cancer de faringe y laringe es la amplificacion de
CTTN/EMSI1, que es un predictor prondstico independiente de un valor superior
al estadio N 24 (Fig. 7). Existen genes supresores tumorales, como p27 y deter-
minadas moléculas de adhesion, cuya pérdida de expresion se correlaciona con
un mal pronéstico. De especial interés es la mutacion de los genes supresores
CTNNAZ2 y CTNNA3 que codifican las alfa catetinas, propiciando una mayor
migracion e invasividad. Los pacientes con mutacion en CTNNA2/3 tienen 4
veces mds probabilidades de morir cualquiera que sea su estadio®. Por el con-
trario, pacientes con tumores doble positivos a p21 y P-S6 presentan una mejor
supervivencia especifica y una significativa menor tasa de recidivas que el resto
de los fenotipos*® (Fig. 8). Cualquiera que sea el caso, es improbable que un
factor molecular determine el comportamiento de un tumor y que la compleja
interaccion entre oncogenes y genes supresores se pueda conocer por el andlisis
de unos pocos marcadores moleculares. Se precisa una vision global completa de
los defectos moleculares en los carcinomas de cabeza y cuello para obtener una
mejor prediccion de la supervivencia que con los pardmetros clinicos y patold-
gicos mediante el establecimiento de un perfil individual molecular. Atn asf, la
supervivencia global estd influenciada por factores clinicos y biolégicos indepen-
dientes del tumor.

CONCLUSIONES

En los dltimos 10 afios se han producido avances espectaculares en el cono-
cimiento de las bases moleculares del cdncer, posiblemente el problema biol6gico
de mayor complejidad. Se han dado, igualmente grandes pasos para establecer
nuevas vias terapéuticas alternativas a los tratamientos tradicionales, pero ain
debe pasar bastante tiempo para que esto sea una realidad operativa. La falta
de relacion entre coste/eficacia de los nuevos tratamientos debe llevar a unos
precios mas realistas y accesibles para los sistemas sanitarios. Entre tanto llega
ese momento, se debe insistir en las medidas preventivas, ya que gran parte de
los tumores se deben a factores que en buena medida se pueden evitar o reducir
la exposicion a los mismos. Un limitado nimero de genes “driver” y vias de
seflalizacion son responsables de la mayor parte de los cdnceres, ofreciendo un
potencial para el diagnéstico precoz, maxime teniendo en cuenta que los produc-
tos de estos genes pueden ser detectables mediante andlisis de fluidos corporales,
pero lamentablemente la industria tiene mayor interés en investigar drogas para la
curacion en lugar de métodos para el diagndstico precoz. En este sentido también



106 VOLUMEN 53 (2016)

ofrecen muchas posibilidades los estudios moleculares de imagen. El estudio de
la relacién entre influencias ambientales y alteraciones genéticas puede jugar un
papel interesante con vistas a la prevencion.
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FIGURAS

Fig. 1. Modelos animales en cdncer [modificado de Doroshow (15)].

Fig. 2. Espectro mutacional en carcinomas no Fig. 3. Supervivencia de los pacientes que
microciticos de pulmén. recibieron gefitinib cuando tenian mutacion
en EGFR y cuando no la tenian [tomado de

Inoue (17)].
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Fig. 4. Supervivencia libre de progresién ~ Fig. 5. Supervivencia libre de progresion en tumores
en pacientes con carcinoma de pulmén de ovario BRCA+ con olaparib en comparacién a
ALK+ tratados con crizotinib o con placebo [tomado de Ledermann (23)].
quimioterapia [tomado de Shaw (19)].

Fig. 6. A. Sobre-expresién de CTTN. B. sobre- Fig. 7. La amplificaciéon de CTTN
expresion de FAK. C. La expresion fuerte de se asocia a una significativa peor
supervivencia en los carcinomas de

cortactina (CTTN) se asocia con progresion
maligna en la lesiones laringeas premalignas.
D. Asociacion de expresion fuerte de FAK a
progresion maligna [tomado de Rodrigo (29)].

laringe [tomado de Rodrigo (28)].
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Fig. 8. Los pacientes con tumores doble
positivos a p21 y P-S6 presentan una mejor
supervivencia especifica que el resto de
fenotipos [tomado de Llanos (46)].



