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Abreviaciones

EBER: Epstein Barr Nuclear Antigen

LMP: Latent Membrane Protein

BART: BamHI A rightward transcripts

EBER: Epstein Barr RNA pequeio

TGF-beta: Factor de crecimiento transformante beta

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

CTAR1 y CTAR2: Regidn carboxilo terminal activadora 1y 2

NFkB: Factor nuclear promotor de células B activadas de cadenas ligeras kappa
TRAF 1,2 y 3: Factor 1, 2 y 3 asociado a receptores de factor de necrosis tumoral
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

IT: Se hizo el siguiente calculo: No. de cigarrillos x nUmero de afios/20

IMRT: radioterapia de intensidad modulada
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RESUMEN

El propdsito del estudio fue identificar el significado clinico de la expresidn de la proteina latente

de membrana tipo 1 (LMP-1), p16 y p53 en cancer de nasofaringe no endémico.

Métodos: Se analizd la relacién estadistica entre la expresiéon de los marcadores y las variables
clinicopatoldgicas y de supervivencia global en 25 pacientes tratados en el Instituto Nacional de

Cancerologia de 1998-2008.

Resultados: La presencia del virus de Epstein-Barr se demostré en 92% (23/25) de la muestra.
LMP-1 se co-expreso en 40% (10/25) de los casos y fue mas frecuente en mayores de 50 afios (>50
vs <50 afios, p 0.02) y con invasion al espacio parafaringeo (p 0.02). Se observé mayor respuesta
tumoral parcial y completa en pacientes con LMP-1 negativo (p 0.06) y la recurrencia a
distancia fue mas frecuente en estos pacientes (p 0.09) aunque sin significancia

estadistica.

La expresidon de p16 fue aparente en 44% (11/25) de la muestra analizada. Los pacientes
M1 tuvieron mayor expresion de pl6 (p 0.03) y la recurrencia a distancia fue mas

frecuente en este grupo (p 0.006).

La proteina p53 se expresé en 40% (10/25) y el tipo histoldgico con mayor expresion de
esta proteina fue la variedad linfoepitelial seguida de la variante epidermoide no
gueratinizante y epidermoide queratinizante (p 0.07). Esta observacién sin significancia

estadistica.

No hubo relacion estadisticamente significativa entre la SVG y la expresién de LMP1, P16 y p53.

Conclusién: Estos resultados sugieren que la evaluacién de LMP-1, p16 y p53 en pacientes con
cancer de nasofaringe no endémico puede identificar a un subgrupo de pacientes con peor

prondstico.



MARCO TEORICO

Definicion del problema

El cancer de nasofaringe (CNF) es una neoplasia con distribucion heterogénea en el
mundo. En Occidente la incidencia es de 0.1-2.2 casos por 100,000 habitantes. En zonas
endémicas del sudeste asidtico incluyendo Filipinas, Malasia y Singapur es un problema de
salud publica. Esta neoplasia representa el 20% de casos de cdncer en hombres de 22-40
afios de edad (18-30 casos por 100,000 habitantes). Mas de 2/3 partes de los pacientes
tienen enfermedad locoregional y hasta un 90% tienen enfermedad ganglionar al
diagnodstico. Aunque el control local se alcanza en 90% de los casos con técnicas modernas
de radioterapia un 30% de los pacientes tendran recaidas locoregionales y otros 30% a

distancia. El tratamiento de salvamento representa un verdadero reto (2.4),

Antecedentes

El CNF es una neoplasia con una distribucidon geografica y étnica peculiar. Existen zonas
endémicas en el sureste asiatico con mas de 30 casos por 100,000 habitantes al afo
haciendo de esta neoplasia la primera causa de cancer en hombres en edad productiva.m
Sin embargo el CNF es una enfermedad rara en la mayoria de los paises del mundo con

una incidencia de <1 por 100,000 habitantes por afio en Estados Unidos de Norteamérica

y Canada (0.2% de todas las causas de céncer/aﬁo).(z)



Si bien los casos nuevos reportados de CNF en zonas endémicas han permanecido
constantes en los ultimos 30 afos datos provenientes de la International Agency for
Research of Cancer muestran que la incidencia de CNF ha disminuido en Hong-Kong
parcialmente atribuido a la disminucidn de ingesta de alimentos altos en nitrosaminas,
principalmente en los nifios, asi como a la mejora del saneamiento y los métodos de

preservacion de alimentos®?.

El CNF es un carcinoma epidermoide que se origina del epitelio de la nasofaringe.
Histoldgicamente es un tejido rico en linfocitos reactivos por lo que los tumores de este

subsitio de la faringe tienen un componente linfocitario caracteristico™.

La inflamacién y
las infecciones son procesos comunes en las vias aéreas superiores por lo que la
hiperplasia moderada reversible es un proceso normal en el epitelio nasofarl'ngeo(5). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS,1978) publicé una clasificacién para el CNF
basandose en la diferenciacién de las células tumorales: CNF tipo | para tumores bien
diferenciados queratinizantes (20-25% de CNF en EUA, 2% en zonas endémicas), CNF tipo
Il para carcinomas no queratinizantes (12% en EUA,3% en zonas endémicas) y CNF tipo Ill
carcinoma indiferenciado antes llamado linfoepitelioma (40-60% en EUA,99% en zonas
endémicas). Los tipos Il y Il de la OMS se consideran en conjunto carcinomas

indiferenciados de nasofaringe(4'6).

Aunque las bases moleculares de la patogénesis del CNF no estan bien descritas se
propone un modelo de multiples pasos para explicar la transformacién irreversible del

epitelio nasofaringeo normal a carcinoma nasofarl'ngeom (ver Fig. 1).



Estudios epidemioldgicos sugieren tres principales factores etioldgicos en el CNF:
susceptibilidad genética, exposicién a temprana edad a carcindgenos ambientales (en
particular pescado salado en areas del sureste asiatico) e infeccidon latente con el virus de

Epstein Barr (EBV). %9
Susceptibilidad genética

La predisposicion a CNF entre los habitantes del sudeste asiatico (Chinos Cantoneses)
sugiere una estrecha correlacidon entre los carcinégenos ambientales y susceptibilidad
genética. La alta incidencia de CNF se observa aun en la segunda a tercera generacion de

inmigrantes chinos a 4reas no endémicas "

Se calcula que el 10% de los casos de CNF tienen historia familiar. Se han identificado locus
de susceptibilidad génica en la region HLA A*0207 vy B*4601."? Andlisis gendmicos
cruzados de familias chinas con altas incidencia de CNF han identificado loci de
susceptibilidad en 4p15.1-q12, 3p21.3 y 5p13-15 entre otros. (1314 gjn embargo estas
zonas génicas son tan amplias que la relevancia clinica de estos hallazgos dista de ser

significativa en estos momentos.
Factores ambientales

Por muchos afos el CNF se ha asociado a factores ambientales ademas de la infeccién por
EBV. El factor de riesgo mas sobresaliente en chinos Cantoneses es la exposicion al
pescado salado y otras nitrosaminas volatiles. 5 E| consumo de pescado salado durante

la niflez se relaciona con riesgo elevado de desarrollo de CNF en nifios del sudeste asiatico.



La exposicion a conservas del tipo salmuera, formaldehido y tabaco también se han

reportado como factores de riesgo ambiental para CNF. 169

Infeccién por EBV

El EBV es un y-herpesvirus que infecta al 90% de la poblacién mundial ® Enla mayoria de
los individuos el virus establece una relacion con el huésped que no produce
manifestaciones sintomaticas o cuadros clinicos especificos. Sin embargo el EBV se asocia
a la patogénesis de neoplasias en el hombre entre las que destacan el linfoma de Burkitt,
enfermedad de Hodgkin, carcinoma gastrico, carcinoma de glandula parotidea, linfomas

post transplante, linfomas asociados a VIH y CNF ®)

A diferencia de otras neoplasias epidermoides de cabeza y cuello, el CNF tiene una fuerte

asociacion con la infeccidn por EBV descrita desde la década de los 60 por zur Hausen'®,

El aislamiento de clonas de DNA viral en CNF por hibridacion Southern-blot sugiere que la
infeccion por el EBV ocurre antes que la expansién clonal de células malignas. ® Las
lesiones precursoras mas tempranas detectadas en pacientes en zonas endémicas

(displasia severa/carcinoma in situ) siempre son positivas para EBV (21),

El CNF tipo Ill de la OMS siempre se relaciona con la infeccion por este virus
independientemente de la distribucion geografica, origen étnico y prevalencia local de la
enfermedad. ®° Los otros dos tipos de CNF estan menos asociados al EBV en zonas no

endémicas con positividad en 50 al 60% de los casos. (2223) E] EBV esta presente en cada



célula de los tejidos del CNF al contrario de lo que ocurre en las células normales no

neoplasicas circundantes. ?>%%

El patrén de expresion génica del EBV se puede clasificar en dos grandes fases, la fase
litica caracterizada por producir grandes cantidades de viriones y la fase de latencia en
donde no se producen. Una propiedad bioldgica caracteristica del virus es la habilidad
para transformar linfocitos B resultando en mutaciones celulares permanentes. En la
etapa de transformacion el virus no se duplica y produce viriones sino que usa la DNApol
en episomas extracromosomales. Esta infecciéon “latente” no es silente y se regula

eficientemente por la expresidon de multiples genes virales. (®)

La expresion de genes de latencia tipo Il incluye seis proteinas EBNA (EBNA1, EBNA2, 3A,
3B, 3C y LP), tres proteinas LMP (LMP-1, 2A y 2B), los transcriptos BART y dos RNA
pequefios no codificantes llamados EBER (1 y 2). Estos genes se expresan en células

normales y en células tumorales de linfomas post trasplante y linfomas asociados a VIH.

(9,25)

La latencia tipo | expresa genes de restriccidon viral EBNA1, EBERs, LMP2A y BARTs y es
caracteristico del linfoma de Burkitt, carcinoma gastrico y posiblemente células
mononucleares periféricas. La latencia tipo Il es la que se presenta en la mayoria de los
tumores inducidos por EBV incluyendo CNF, linfoma de Hodgkin, linfomas nasales T/NK y

otros linfomas T; incluye EBNA1, EBERs, BARTs, BARF1, LMP-1, LMP-2. %)

En el CNF EBNA1 y EBERs son expresados en todos los tumores EBV positivos mientras que

la expresion de LMP-1 varia entre 20-60% casos entre grupos étnicos y regiones



geograficas. ©)Este hecho contrasta en los linfomas T/NK o Hodgkin los cuales expresan de
forma casi invariable la proteina LMP-1. %2 |3 expresién de las oncoproteinas virales
promueven el crecimiento celular y proveen de ventajas en términos de supervivencia a

las células malignas clonogénicas.
Proteina latente de membrana tipo 1 (LMP-1)

LMP-1 es el oncogén mas importante expresado por EBV. Es una proteina integral de
membrana con una estructura molecular compleja, contiene un grupo amino terminal
citoplasmico, seis dominios transmembrana y una larga porcién carboxilo terminal

citoplasmica. Los dominios intra citoplasmicos CTAR1 y CTAR2 activan al NFkB. (8)

El dominio proximal de membrana CTAR1 activa vias de sefializacidn intracelular con
moléculas de la familia de receptores de necrosis tumoral incluyendo CD40. Estas
moléculas llamadas TRAF 1,2 y 3 forman complejos heterodimericos con los receptores
NFkB promoviendo el crecimiento celular o la apoptosis. Los dominios transmembrana
hidrofébicos de LMP-1 activan de forma constitutiva a los receptores de la familia de

proteinas del factor de necrosis tumoral (39,40) (ver Fig. 2).

La expresién de LMP-1 altera el fenotipo de las células linfoides induciendo la expresion
de linfocitos B activados por antigeno, moléculas de adhesién, del receptor de transferrina
y sensibilidad al TGF-beta. 29 MP-1 inhibe la diferenciacion, induce cambios morfoldgicos
y promueve el crecimiento de células epiteliales por medio de la sintesis y expresién de

EGFR. La expresion de EGFR es un factor importante en la fisiopatogenia del CNF (30-32)



LMP-1 induce la expresion de CD40 y secrecion de IL-6 en células epiteliales.
Paralelamente tiene una regulacién negativa para la expresion de citoqueratinas y E-
caderina ®*3% En linfocitos B LMP-1 inhibe la apoptosis mediante la induccion del oncogén

bel-2 y en células epiteliales la inhibicidn de la apoptosis esta mediada por el p53. ©>37)

El objetivo de este estudio es determinar la expresidon de LMP-1 en pacientes mexicanos

con CNF y realizar una correlacion clinico patoldgica de los resultados.
EBER (Epstein Barr Nuclear Antigen)

Los transcriptos virales no codificados a proteinas mas abundantes en las células
infectadas por EBV son los EBERs (tipo 1 y 2). Existen aproximadamente 10° copias de
RNA-EBER en cada célula infectada. Los EBERs son caracteristicos de la infeccién latente y
estan expresados en practicamente todas las lesiones asociadas a infeccion por EBV.
Algunos estudios los han asociado al potencial tumorigénico del virus®. La determinacién
de transcriptos de EBER en biopsias es el estdndar de oro para identificar el virus en

lesiones relacionadas con el agente infeccioso®.
Proteina p16

La molécula p16 (también conocida como inhibidor de ciclina dependiente de quinasa 2A
o inihibidor de CDK4/CDKN2A) es una proteina supresora de tumores codificada por el gen
CDKN2A vy juega un papel importante en la regulacion del ciclo celular. Las mutaciones de

este gen se han asociado al desarrollo de un sinnimero de variedades de neoplasias entre



las que destacan melanoma, adenocarcinoma de pancreas; cancer de eséfago y estomago.

En neoplasias epidermoides también se encuentra mutado®*.

Proteina p53

La proteina p53 es codificada por el gen supresor de tumores TP53. Su funcién en la
regulacion del ciclo celular estda mds que bien descrita y se le considera el “guardian del
genoma”. Las mutaciones del gen p53 se relacionan con inestabilidad celular y multiples
variedades de cdncer en humanos y otros mamiferos, asi como en anfibios y especies

marinas tiene mutaciones de este gen45.



JUSTIFICACION

El CNF es una neoplasia altamente prevalente en algunas zonas geograficas del planeta y

grupos étnicos. México es considerado zona de baja incidencia de CNF (CNF no endémico).

Los tumores de nasofaringe estan relacionados con la infeccién por el EBV. LMP-1 es una

oncoproteina esencial en la fisiopatogenia de tumores asociados al virus.

Determinar la expresiéon de LMP-1 puede ser un factor relevante en el prondstico de la

enfermedad y probable blanco terapéutico en pacientes con CNF.

HIPOTESIS

El EBV es necesario para la tumorigénesis en pacientes con CNF

1) Los pacientes con tumores de nasofaringe expresaran la proteina LMP-1

2) La presencia de EBV, inferida por la determinaciéon de EBERs, sera altamente
prevalente en este grupo de pacientes

3) La expresion de la proteina LMP-1 en pacientes con CNF se correlacionara con

menor control locoregional (CLR) y sobrevida global (SVG).

10



OBIJETIVOS

e General y especificos
PRIMARIOS
1. Conocer la expresion de EBERs (presencia del EBV) en pacientes con CNF no
endémico.
2. Determinar la expresién de LMP-1, p16 y p53.
3. Conocer si la expresion de LMP-1, p16 y p53 tiene impacto en variables

clinicas, CLR y SVG.

SECUNDARIOS

1. Determinar las diferencias en los pacientes con CNF segun tipo histolégico,
estadio clinico, T, N, M, infiltracién al espacio parafaringeo, dosis total y

tiempo de protraccion de RT, tipo y contemporarizacién de QT.

11



MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Andlisis retrospectivo

Universo de estudio

*Poblacion

Criterios de inclusidn

Hombres y mujeres con diagndstico de CNF tipo |, Il y Il de la OMS tratados en el Instituto
Nacional de Cancerologia de México (INCan) que cuenten al menos con: expediente
completo, reporte histopatoldgico, bloques de parafina disponibles para
inmunohistoquimica (IHQ) e hibridacion in situ, tratamiento con QT y/o RT y seguimiento

de 18 meses o mas.

Criterios de exclusion

Pacientes con expedientes incompletos, CNF no epidermoide, sin reporte histopatolégico,
sin bloques de parafina para evaluacién histoldgica y con tratamiento otorgado fuera del

INCan.

Periodo de estudio

1998-2008 con seguimiento de 18 meses o mas. El estadio clinico (EC) se determind segun
el TNM de la clasificacion de la American Joint Committee on Cancer (AJCC,5th &6th
edition) con estudios de extension a criterio del oncélogo tratante. A todos los pacientes

12



se les realizd biopsia de nasofaringe guiada por nasofibrolaringoscopia o en su defecto
biopsia de adenopatias de regién cervical. Se recolectaron los siguientes datos de los
expedientes a todos los pacientes: registro, iniciales, edad, estado funcional (ECOG),‘“)
sexo, lugar de origen, fecha de diagndstico, indice tabaquico (IT), consumo de alcohol
como variable dicotémica, histologia del tumor, TNM vy EC, infiltracion al espacio
parafaringeo, tipo, nimero de ciclos y temporizacién de QT, cirugia de consolidacion,
dosis total, temporizacion y protraccion de RT, fecha de recurrencia
(local/locoregional/distancia), fecha de defuncién y/o ultima fecha de nota en expediente
clinico. Ademas se consignd del reporte histopatoldgico del expediente la clave de registro

de la muestra enviada a Patologia para su revision.

Los pacientes fueron tratados segun los lineamientos generales del INCan y a criterio del
médico tratante. Las opciones terapéuticas fueron: QT de induccién, QT/RTc definitiva, QT

adyuvante, RT radical y cirugia de consolidacion.
Método de determinacidn y evaluacion de LMP-1, p16, p53 y EBER’s

Se realizé determinacién de la expresion de LMP-1, p16 y p53 por IHQ en el Departamento
de Patologia del INCan. La hibridacién in situ para EBER’s se efectud en el Departamento
de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

(INCMNSZ).

Inmunohistoquimica de LMP-1, p16 y p53

13



Después de la desparafinizacion y rehidratacion de los bloques de parafina, las secciones
de tejido fueron procesadas segun las instrucciones del fabricante en el Benchmark ULTRA
(Ventana Medial Systems Tucson, AZ). Los anticuerpos monoclonales de ratén usados
fueron: p16 (dilucién 1:500, Mouse Antibody by Cell Marque Corp, USA), p53 (dilucidn
1:300, Mouse Antibody anti-p53 by BioGenex Ca, USA) y LMP-1 (dilucién 1:300, Mouse

Antibody Clone CS1-4 by BioScience SB Inc, USA).

Se visualizaron los tejidos tefiidos usando diaminobencidina y se contratifieron las
muestras con hematoxilina. Como controles negativos se compararon las inmunotinciones

con testigos de tejido no tenidos.
Hibridacion in situ de EBER’s

La determinacion de EBER se realizd por hibridacién in situ. Los bloques de parafina fueron
desparafinados y rehidratados con etanol a diferentes grados, tratados con 0.2M de HCI
por 20 minutos, digeridos con 0.5 mg/ml de pronasa por 10 minutos, fijados en frio con
paraformaldehido al 4% por 20 minutos y acetilados con acético anhidrido de
trietanolamina 0.1M (pH 8.0) por 10 minutos. Después el tejido fue deshidratado con
etanol a diferentes grados y aire seco. Aproximadamente 50 pl de mezcla de hibridacion
(50% formamida deonisada/10% sulfato dextran/ 2x de citrato salino estandar[SSC]/0.2
mg/ml RNAt de levadura/10 mM ditiotreitol[DTT]) incluyendo 1x10°> cpm de sonda
marcada fue aplicada a cada seccién de muestra. Después de la hibridacién durante 12
horas a 50°C, las muestras fueron lavadas en solucién al 50% de formamida/1xSSC/10 mM

DTT a 52°C por 4 horas. Para remover las moléculas no deseadas adheridas a la sonda, el

14



tejido se expuso a digestion de RNase A (Sigma, Steinheim, Germany; 20ug/ml, 30 min a
37°C). Por ultimos las muestras fueron enjuagadas en 2x SSC y 0.1x SCC, deshidratadas
con etanol de diferentes grados y embebidas en emulsién Ilford G5 (liford, Mobberley,

UK).
Interpretacion de las tinciones

Después de la IHQ las areas representativas de cada muestra de tejido fueron analizadas
por patdlogos en cada centro hospitalario segun la tincién a determinar con microscopia
de luz de bajo y alto poder (100-250x). Siempre que la cantidad de tejido lo permitiese se
analizaron al menos 2 campos separados para su comparacién; cada campo correspondio
a un area de Imm?. Se tomaron fotografias digitales de todas las muestras para su mejor

interpretacion.

La positividad/negatividad de todas las inmunotinciones fueron consignadas como
variable dicotdmica. Las figuras 3-6 muestran el patron de inmunoreactividad tipico de

cada marcador.

15



ANALISIS ESTADISTICO

Para las variables cuantitativas y cualitativas (nominal y ordinal), se utilizé estadistica
descriptiva, con medidas de tendencia central/dispersién y porcentajes/rangos,
respectivamente.

Para evaluar la relacién y asociacidon de las variables mas importantes del estudio, se
utilizo X? o prueba exacta de Fisher (cuando aplicara) para variables categéricas, prueba
“t” de Student para cuantitativas. La evaluacién de supervivencia tomd en cuenta el
analisis de Kaplan-Meier, analizando con la prueba de Logrank y se tuvo como nivel de
significancia p <0.05, calculando la supervivencia general (fin de tratamiento con
quimioterapia y/o radioterapia hasta el evento [muerte]) y la supervivencia libre de
recurrencia (fin de tratamiento hasta recurrencia). Se obtuvieron curvas de supervivencia
general y aquellas estratificadas con las variables de relevancia clinica y pronostica. Para

las pruebas se utilizo el IBM® SPSS® Statistics V.17
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RESULTADOS

Caracteristicas y evaluacion de los pacientes

Veintinueve pacientes con tumores de nasofaringe tipo | (14%), Il y Il (86%) de la OMS
tratados en el INCan de 1998-2008 con bloques de parafina disponibles para su estudio
fueron incluidos. De los 29 seleccionados solo en 25 se disponia de material histolégico
suficiente para la IHQ/FISH y fueron analizados. Todos los datos clinicos y del tratamiento
fueron obtenidos retrospectivamente del expediente fisico y/o electrénico. Se localizd
por medio de llamada telefénica a los pacientes “perdidos con o sin enfermedad” para
conocer su estado actual. A todos los pacientes se les siguié por un minimo de 18 meses a
partir del fin del tratamiento oncolégico (RT o QT). La edad media de la poblacién fue de
50 (rango 22-72) aios. 69% fueron hombres y 31% mujeres. El estado funcional (ECOG)
fue 0-1 en 90% de los casos. Se considerd fumadores a aquellos individuos con un indice
tabaquico >/= 10 (12%). Debido a la ambigliedad de la definicién de alcoholismo se
consignd como bebedor a todo paciente con ingesta de bebidas embriagantes de manera
regular y reiterada por un minimo de 6 meses (34%). El EC de presentacion fue
predominantemente localmente-avanzado (97%), solo 2 pacientes (7%) tenian
enfermedad metastasica al diagnodstico. 48% individuos tenian invasién al espacio

parafaringeo en la valoracién inicial.

En lo que respecta al tratamiento 22 pacientes (76%) recibieron QT en cualquiera de sus
modalidades. El farmaco mas usado fue el CDDP (55%) seguido de la combinacion de este

con 5-FU (41%), 88% recibié 2-3 ciclos de QT. 27 pacientes (93%) recibieron RT externa,
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60% concomitante con la QT y 40% como monoterapia + QT adyuvante (44%). El 77%
recibié 60-70Gy con protraccién media de 60 (29-135) dias en unidades de cobalto-60 o
aceleradores lineales (4-12 MeV), el arreglo de campos quedo a cargo del radiooncélogo
tratante. Dos pacientes fueron sometidos a diseccién de cuello por enfermedad
persistente al fin de la QT/RT. La tabla 1 presenta las caracteristicas demograficas, clinicas

y estado de los pacientes en el momento del analisis.

La respuesta al tratamiento se evalué de 6-8 semanas del fin de la RT o QT y después cada
3-4 meses por los dos primeros afios y cada 6 meses hasta los 5 afios. Posteriormente el

seguimiento fue individualizado a criterios del médico tratante.

La falla al tratamiento fue determinada por el examen fisico, tomografia computada o
resonancia magnética y fibrolaringoscopia con toma de biopsia en su caso particular. La

confirmacién histoldgica de recurrencia o persistencia no fue indispensable.

Respuesta tumoral al tratamiento

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre la respuesta al tratamiento y la

edad, sexo, invasion al espacio parafaringeo, el estadio TNM vy tipo histolégico.

Para fines de comparacion estadistica se recategorizaron algunas variables; la edad (>50 vs
<50 afos), el estadio T (T1-2 vs T3-4), N (NO vs N+) y tipo histolégico (epidermoides vs

linfoepitelial) no demostraron diferencias en respuesta tumoral entre los pacientes.
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La respuesta tumoral a la radioterapia no se correlaciond con el tiempo de protraccion
(>56 vs <56 dias) o la dosis total administrada (>70 vs <70 Gy). La respuesta tampoco fue

diferente segun el farmaco o tipo de QT utilizado y el numero de ciclos administrados.

Sobrevivida global

Para fines de comparacion estadistica se recategorizaron a los pacientes en dos grupos:

vivos + perdidos (con o sin enfermedad) y muertos.

Los pacientes varones murieron mds que las mujeres (p 0.03). La muerte fue mas
frecuente en aquellos con variedad linfoepitelial (p 0.05); explorando mas esta variable y
con fines estadisticos y de comparacion se recategorizaron las variables (histologias

epidermoides vs linfoepitelial) encontrando la misma relacién (p 0.05).

No se encontraron diferencias en SVG y edad, estadio TNM, invasién al espacio
parafaringeo, dosis de radioterapia (>70 vs <70 Gy), protraccion (>56 vs <56 dias), farmaco

de QT utilizado o numero de ciclos.

La Unica variable que demostré impacto significativo en SVG fue la RT/QT concomitante vs

otras modalidades terapéuticas (p =0.001, ver fig. 9).

Inmunohistoquimica

La tabla 2 presenta la inmunoreactividad de las muestras en la poblacion de estudio

(N=25).
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LMP-1

La expresion de LMP-1 fue aparente en 40% (10/25) de los casos y fue observada en la
membrana y citoplasma de la células. LMP-1 fue mds frecuente en pacientes mayores de

50 afos (>50 vs <50 afios, p 0.02) y con invasion al espacio parafaringeo (p 0.02).

No hubo correlacién entre la expresion de LMP-1 y el sexo, tipo histoldgico o el estadio

TNM.

La respuesta tumoral completa y parcial se presentd mas en pacientes con LMP-1 negativo
(p 0.06, ver fig 7). La recurrencia a distancia fue mas frecuente en aquellos con expresién

de LMP-1 (p 0.09, ver fig 8).

La SVG (pacientes vivos con o sin enfermedad vs muertos) no se correlaciond con la

expresion de la proteina (p 0.52).

pl16

La expresion de pl6 fue aparente en 44% (11/25) de los pacientes. Los pacientes M1
tuvieron mayor expresion de pl1l6 (p 0.03). La recurrencia a distancia también fue mas

frecuente en este grupo de pacientes (p 0.006).

No hubo diferencias en edad, tipo histolégico, estadio TN, invasion al espacio

parafaringeo, respuesta al tratamiento y recurrencia local-regional.

20



La SVG (pacientes vivos con o sin enfermedad vs muertos) no se correlaciond con la

expresion de la proteina (p 0.93).

p53

La proteina p53 se expresd en 40% (10/25) de los casos. El tipo histoldgico con mayor
expresion de p53 fue el linfoepitelial seguido del epidermoide no queratinizante vy

epidermoide queratinizante (p 0.07).

No hubo diferencias de expresiéon de p53 por estadio TNM, invasién al espacio

parafaringeo, respuesta tumoral al tratamiento, recurrencia loco-regional o a distancia.

La SVG (pacientes vivos con o sin enfermedad vs muertos) no se correlacioné con la

expresion de la proteina (p 0.52).

EBER

Se demostré RNA-t de EBV en 92% (23/25) de los casos analizados. 100% de los pacientes
que expresaron LMP-1 fueron positivos a EBER y 40% (10/25) de los EBER positivos lo

fueron también para LMP-1.
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DISCUSION

La radioterapia es el estandar de tratamiento en pacientes con CNF. A pesar de las nuevas
técnicas como la IMRT que proporciona control local en 90% de los pacientes hasta 1/3

parte de estos tendran recaidas locales y otro tercio a distancia®®.

La estrecha relacién entre el CNF y la infeccién por EBV y el descubrimiento de LMP-1
como el principal oncogén expresado por el virus obliga a buscar blancos moleculares
dirigidos a esta proteina. LMP-1 contribuye al desarrollo del CNF por multiples vias
incluyendo la proliferacién celular, inhibiendo la apoptosis y promoviendo la migracion,

invasién y angiogénesis de los tumores.

La expresién de p16 y p53, dos proteinas con factor prondstico adverso encontradas en un

sinnumero de neoplasias estd bien descrito en la literatura.

En este estudio identificamos la expresién de 4 biomarcadores en un grupo de pacientes
con CNF no endémico. LMP-1 es una proteina de membrana codificada por el EBV con 3
dominios transmembrana (CTAR 1-3) que pueden activar una variedad de vias de
sefializacion intracelular provocando la regulacion positiva de proteinas antiapoptdticas
(BCL-2 y A20 principalmente), receptores de superficie (EGFR y c-Met), proteinas
reguladoras del ciclo celular (cdc2 y ciclina-B1) y metaloproteinasas (ver fig. 1). LMP-1
juega un papel importante en la proliferacion, diferenciacién, supervivencia y

comportamiento metastasico de las células tumorales*’ ™2,
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La expresion de LMP-1 en CNF varia segun la zona geografica sustancialmente y es menos
prevalente en pacientes blancos (29-56%) que en Oriente (chinos cantoneses 50-86%)°>.
La expresion de LMP-1 en este estudio fue del 40% con tumores tipo Il y lll de la OMS en

su mayoria (86%). La inmunoreactividad a EBER’s (92%) confirma la estrecha relacion de

este virus con el CNF y la varialidad de la presencia de LMP-1.

LMP-1 fue mas frecuentemente expresado en pacientes >50 afios (p 0.02) y en aquellos
con invasién al espacio parafaringeo (p 0.02) un factor adverso bien reconocido en esta
neoplasia®®. La respuesta tumoral completa y parcial se presenté mds en pacientes con
LMP-1 negativo (p 0.06). La recurrencia a distancia fue mas frecuente en aquellos con
expresion de LMP-1 (p 0.09). Aunque ambas observaciones no alcanzaron significancia
estadistica si muestran una tendencia que deberia explorarse con un mayor tamano de
muestra o en estudio con diseifio prospectivo. No identificamos otra relacidon entre la

expresion de LMP-1y las variables estudiadas.

Cabe destacar ademads los hallazgos encontrados en relacion a la SVG. Aunque ningun
marcador estudiado parece estar relacionado con esta variable, los pacientes varones (p
0.03) y aquellos individuos con tumores linfoepiteliales (p 0.05) tienen mayores
probabilidades de morir por CNF en comparacidon con mujeres e histologias epidermoides

respectivamente.

Este estudio ademas confirma la utilidad de la radioterapia/quimioterapia concomitante

en el tratamiento de los pacientes con CNF localmente avanzado descrita por Al-Sarraf>>.
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La Unica variable modificable que demostré impacto significativo en SVG fue la terapia

combinada vs otras modalidades terapéuticas (p =0.001).

No menos importante son también los hallazgos descritos en relacion a los otros
marcadores estudiados. Los pacientes M1 tuvieron mayor expresién de pl6 (p 0.03) y la

recurrencia a distancia también fue mds frecuente en este grupo de pacientes (p 0.006).

La expresidn de p53 fue mas prevalente en histologias linfoepiteliales que epidermoides (p
0.07) y no encontramos relacion directa entre la expresion de LMP-1 y los tumores de la

OMS tipo lll, algo verdaderamente contrastante segun la literatura sobre el tema.
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CONCLUSION

Los resultados de este estudio indican que LMP-1 puede jugar un papel importante en la
oncogénesis o invasividad de los pacientes con CNF no endémico. Los ensayos in vivo han
demostrado que las vacunas contra los epitopes derivados de LMP-1 pueden revertir el
crecimiento de tumores LMP-1 (+) en ratones’®, lo que sugiere el potencial de LMP-1
como blanco inmunoterapeutico o molecular en el tratamiento de CNF asociado a

infeccién por EBV.
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TABLA 1

Variable No (%) Media Min/Max
Edad 50 afios 22/72
ECOG
0 18 (62)
1-2 8 (28)
>2 3 (10)
Sexo
H 20 (69)
M 9(31)
Tabaco
Si 8(12)
No 21 (88)
Alcohol
Si 9 (34)
No 22 (66)
Histologia (OMS)
Tipo I 4 (14)
Tipo Iy III 25 (86)
EC
I 1(3)
11 7 (24)
III 3(11)
IV 18 (62)
Tumor (T)
1 10 (34)
2 8 (26)
3 3(10)
4 8 (30)
Ganglios (N)
0 6(21)
1 7 (24)
2 4(14)
3 12 (41)
Metastasis (M)
0 27 (93)
1 2 (7)
Invasion espacio PF
Si 14 (48)
No 15 (52)
QT (22 pacientes)co
Neoadyuvante 7 (24)
Concomitante 16 (55)
Adyuvante 12 (48)
Farmaco
CDDP 12 (55)
CDDP/5-FU 9 (41)
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Gemcitabina 1(4)

RT (27 pacientes)

Combinada 16 (60)
Monoterapia 11 (40)
Dosis de RT 67.7 Gy 38/94
Protraccion RT 60 dias 29/135

Cirugia de consolidacién

Si 2(7)
No 26 (93)
Respuesta al tratamiento

Completa 19 (68)
Parcial 6 (22)
Progresion 3 (10)
Recurrencia

A cualquier sitio 10 (45)
Local/regional 5(23)
Distancia 5(23)
Estado actual (29 pacientes)

Vivo sin enfermedad 9(31)
Vivo con enfermedad 1(3)
Perdido con enfermedad 9 (31)
Perdido sin enfermedad 1(3)
Muerto 9 (31)

oo Un mismo paciente recibié mas de una modalidad de QT

TABLA 2

No (%)
LMP-1
Positivo 10 (40)
Negativo 15 (60)
EBER
Positivo 23 (92)
Negativo 2(8)
pl6
Positivo 11 (44)
Negativo 14 (56)
p53
Positivo 10 (40)
Negativo 15 (60)
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