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Resumen.

Los carcinomas escamosos de cabezay cuello, HNSCC por sus siglas en inglés, son un
grupo heterogéneo de neoplasias que se originan en el epitelio que recubre las mucosas
del tracto aerodigestivo superior. La infeccién por el virus del papiloma humano (VPH),
asociada a un grupo de estas neoplasias, las convierte en una enfermedad con
caracteristicas clinicas y biologicas diferentes al cancer de cabeza y cuello VPH negativo.
Por ello, para la etapificacion de carcinomas de orofaringe se requiere diferenciar los
casos VPH positivos (VPH+) de los VPH negativos (VPH-), esto se determina mediante
la deteccion de la sobreexpresion de pl16, considerado marcador de la transformacion
inducida por VPH. En México, los estudios moleculares sobre las caracteristicas del
HNSCC son escasos, siendo el realizado en el Laboratorio de Oncologia Molecular
(Méndez-Matias et al., 2021) uno de los primeros en caracterizar el perfil de expresion
génica en pacientes mexicanos con HNSCC, que comparan los casos VPH+/p16+ contra
VPH-/pl16-. Por tal motivo, en el presente trabajo se seleccionaron cuatro transcritos
diferencialmente expresados asociados a la supervivencia para su validacién a nivel de
proteina: AREG, SLIRP, LIMAl y KLF10. Se elaboré un microarreglo de tejidos
embebidos en parafina y posteriormente se realizd la deteccion de las proteinas
mediante inmunohistoquimica (IHQ). La evaluacién de la intensidad de expresion revelo
que las proteinas SLIRP, LIMA1l y KLF10 se sobreexpresan en pacientes VPH- en
comparacién con los VPH+, siendo el grupo de baja expresion los que presentan una
supervivencia mas prolongada, por lo que se sugiere que estas proteinas se encuentran
implicadas en la progresion del HNSCC y su uso como biomarcador podria ayudar a

estratificar pacientes con mal prondstico.



Introduccion.

Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al cAncer como un grupo amplio de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Se produce cuando
las células normales se transforman en células tumorales a través de varias etapas que,
generalmente en los tumores sélidos, consiste en la progresion de una lesion
precancerosa a un tumor maligno. Las alteraciones son el resultado de la exposicién
prolongada a diferentes agentes carcind6genos, como algunos factores fisicos, quimicos
y biolégicos (OMS, 2022). Hanahan y Weinberg, describieron el conjunto de capacidades
adquiridas por las células humanas durante su progresion hacia un tumor maligno, las
cuales son: mantener la sefializacion proliferativa, evadir la supresion de crecimiento,
evasion de la apoptosis, habilidades replicativas, angiogénesis sostenida e invasion y
metastasis (Hanahan y Weinberg, 2000). Mas adelante afadieron la inestabilidad y
mutacion del genoma y la inflamacion promotora de tumores como nuevas
caracteristicas; ademas, plantearon la existencia de dos sefales emergentes:
reprogramacion del metabolismo celular y la evasion a la respuesta inmune (Hanahan y
Weinberg, 2011); finalmente, proponen la existencia de 14 caracteristicas fundamentales
gue expresan todos los tipos de células cancerosas durante su desarrollo (Figura 1)
(Hanahan y Weinberg, 2022).



Figura 1. Caracteristicas del cancer.
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Caracteristicas del cancer propuestas por Hanahan y Weinberg. Tomado de Hallmarks
of Cancer: New Dimensions, Hanahan y Weinberg, 2022, https://aacrjournals.org/view-
large/fiqure/13775746/31fig6.jpeq

Céncer de cabezay cuello.

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC por sus siglas en inglés)
comprende un grupo diverso de tumores que se originan en el epitelio que recubre las
mucosas del area aerodigestiva superior; de manera general se reconocen tres sitios
anatomicos, la cavidad oral, laringe y orofaringe, que se dividen en los subsitios: labios,
mucosa bucal, paladar duro, lengua, piso de la boca, trigono retromolar, nasofaringe,
amigdalas palatinas, amigdalas linguales, base de la lengua, paladar blando, Uvula,
pared faringea posterior, hipofaringe (se extiende desde el hueso hioides hasta el
cartilago cricoides), epiglotis, supraglotis, glotis y subglotis (Figura 2). El cancer de
cavidad oral y laringe generalmente son asociados con el consumo del alcohol y tabaco,

mientras que el cancer de orofaringe se atribuye principalmente a la infeccion por el virus


https://aacrjournals.org/view-large/figure/13775746/31fig6.jpeg
https://aacrjournals.org/view-large/figure/13775746/31fig6.jpeg

del papiloma humano (VPH), particularmente VPH 16; sin embargo, ningun sitio queda
exento a la exposicion de ambos factores etiolégicos, por lo tanto, el HNSCC se puede
separar en HNSCC VPH positivo o VPH negativo (Gallegos-Hernandez, 2015; Spence
et al., 2016).

Figura 2. Sitios anatémicos del cancer de cabeza y cuello.
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Sitios y subsitios anatomicos del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello;
los HNSCC asociados a VPH surgen principalmente en las amigdalas palatinas y
linguales de la orofaringe, mientras que los HNSCC no asociados surgen
fundamentalmente en la cavidad oral, la hipofaringe y laringe. Tomado de Head and neck
squamous cell carcinoma, Johnson et al., 2020, https://www.nature.com/articles/s41572-
020-00224-3/figures/1

Epidemiologia.

De acuerdo con las estimaciones de GLOBOCAN para el afio del 2022, el HNSCC es el
octavo cancer a nivel mundial, con aproximadamente 937,000 casos nuevos y 482,000
muertes por afio, con una incidencia estandarizada por edad por cada 100,000 (ASR) de

7.32. Se estiman 389,000 casos de cancer de labio y cavidad bucal, 189,000 de laringe,
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120,000 de nasofaringe, 106,000 de orofaringe, 86,000 de hipofaringe y 55,000 de
glandulas salivales (Bray et al., 2024).

Es un tipo de cancer que presenta una gran variabilidad geografica (Robles et al., 2020).
La prevalencia de HNSCC en regiones del sudeste asiatico y Australia se asocian con el
consumo del alcohol y tabaco, mientras que, en Estados Unidos y Europa occidental, se
atribuye a la infeccion orofaringea causada por VPH (Mehanna et al., 2013; Gillison et
al., 2015). En México no se cuenta con un registro actualizado sobre el HNSCC, sin
embargo, se puede inferir la incidencia a nivel nacional debido al Registro Poblacional
del Céancer realizado en Mérida, Yucatan, durante el periodo del 2015-2018; en el cual,
el cancer de cavidad oral y orofaringe tuvo una ASR del 2.7 y de 1.7 para cancer de
laringe (Leal et al., 2022).

En general, los hombres tienen mayor riesgo de generar HNSCC que las mujeres;
presentan una incidencia que varia de 2:1 hasta 4:1, dependiendo del sitio del tumor
(Sabati y Chiocca, 2020). La edad media de diagndstico no asociado a VPH es de 66
afos, mientras que, el diagnéstico asociado al VPH se presenta en promedio a partir de
los 50 afios (Gillison et al., 2015; Céarcamo, 2018). En las ultimas décadas, la
supervivencia general a cinco afios ha aumentado de 55% a 66% en distintos grupos de
edades y en diferentes sitios anatdmicos, particularmente en los canceres de amigdala
y lengua (Pulte y Brenner, 2010). Sin embargo, en México entre el 60 y 70% de los
pacientes son diagnosticados en etapas avanzadas, por lo que la supervivencia general
no supera el 50%, esto se debe a diversas causas, entre los que se encuentran el
desconocimiento por parte de los pacientes a los factores de riesgo, el ignorar los
sintomas incipientes y un mal diagnostico por parte de los médicos de primer contacto
(Gallegos-Hernandez, 2020).
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Factores de riesgo.

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) de la
OMS, los factores de riesgo para HNSCC incluyen el consumo de tabaco, alcohol, la
exposicion prolongada a contaminantes ambientales y agentes virales, como el VPH y el
Virus de Epstein-Barr (VEB) (IARC, 2023). Otros factores de riesgo incluyen una mala
higiene bucal y las dietas carentes de frutas y verduras (Freedman et al., 2007; Guha et
al., 2007).

El consumo excesivo de alcohol y tabaco es de los factores de riesgo que mayor influyen
en el desarrollo de HNSCC, ya sea de manera conjunta o independiente (Hashibe et al.,
2007) y se ha demostrado que los pacientes que presentan un menor o nulo consumo
de estas sustancias toxicas tienen una supervivencia general mas elevada, en
comparacién con aquellos pacientes que si las consumen (Lebén et al.,, 2023). La
infeccion persistente de VPH es reconocida como uno de los factores etiolégicos de
mayor riesgo para HNSCC (Figura 3), surge principalmente en la orofaringe y se
transmite a través del sexo oral. Diversos estudios han demostrado que los HNSCC
asociados a VPH presentan tasas de supervivencia superiores en comparaciéon con

aquellos negativos para VPH, particularmente en orofaringe (Fakhry et al., 2017).
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Figura 3. Factores de riesgo para carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello.
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Factores de riesgo para los HNSCC VPH positivos y negativos. Tomado y modificado de
Metabolic regulation in HPV associated head and neck squamous cell carcinoma,
Chandel et al., 2020. https://doi.org/10.1016/j.I1fs.2020.118236

Ninguna estrategia de deteccion ha demostrado ser totalmente eficaz y la evaluacién por
observacion cuidadosa es el principal enfoque para la deteccion temprana; sin embargo,
la mayoria de pacientes son diagnosticados en una etapa avanzada. Anteriormente, la
estadificacion del HNSCC implicaba la clasificacion de la enfermedad dentro de cada
subsitio anatémico (Cavidad oral, orofaringe, hipofaringe o laringe) de acuerdo con el
sistema tumor-nodulo-metéastasis (TNM), independiente al estado de VPH (Edge et al.,
2010). En 2017 la Union para el Control Internacional del Cancer (UICC) y la Comision
Conjunta Estadounidense sobre el Cancer (AJCC) publicaron la octava edicién del
Manual de estadificacion del cancer, en el que, para el HNSCC se incluyeron cambios
gue mejoran la discriminacién de riesgos Yy la predicciéon de los resultados. Se introdujo
la estadificacion para el cancer de orofaringe asociado y no asociado a VPH, basandose
en la sobreexpresion de pl6 (mas del 75% de las células tumorales); ademas se

incorpora un capitulo sobre las neoplasias malignas cutaneas especificas de cabeza y
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cuello (Lydiatt et al., 2017); En la Tabla 1 se observa un resumen comparativo con los
cambios mas importantes para la estadificacion de HNSCC, especificamente para

carcinomas de orofaringe.

Tabla 1. Resumen comparativo entre la 7 @ y 8 2 edicion del Manual de estadificacion del

cancer.
Cambios 7 2 edicion 8 2 edicion
TO: no primario TO: eliminado TO: si se demuestra la
presencia de p16+ sin
T1: tamafio £2cm evidencia de tumor primario
T2: tamarfio 2-4
cm Todo localmente avanzado
T3: tamarfio >4cm combinado con T4
Estado-T
T4:
T4a:
moderadamente
avanzado
T4b: muy
avanzado
NO: no implica LN Estado clinico N
N1: solo LN

. Se mantiene N1-N2 y se N1 (<6cm, con o sin ENE)
ipsilateral =3cm agrega ENE (-)
N2 El estado anterior N2b, N2¢c
N2. - solo LN se combind y ahora es N2
Nza. S0l0 N3a: tamafo >6cm y ENE

ipsilateral, 2-6cm A

N2b: miltiple LN n\j345: Un ENE (+
Estado N ipsilateral, todos N ™)

<6cm Estado patoldgico N
N2c: un LN
bilateral o Evidencia microscopica de N1: <4 LNs
contralateral, .
~6 ENE (+) incluyendo LNs
cm

N2: >4 LNs

N3: LN >6cm

14



Estado TNM agrupado Igual que el anterior TNM separado clinica 'y
del grupo en el mismo patolégicamente
estado clinico o
patolégico

DOI: profundidad de invasiéon; LN: ganglio linfatico; ENE (+): extension extraganglionar
presente; ENE (-): extension extraganglionar ausente. Tomado y modificado de Staging
system for HPV throat cancer, Head and Neck Cancer Alliance, 2017.

https://www.headandneck.org/hpvthroatcancerstaging/

El cancer de cavidad oral generalmente es tratado con cirugia, seguida de quimio-
radiacion (CRT por sus siglas en inglés) dependiendo del estadio de la enfermedad, por
otro lado, la CRT tiene un enfoque principal para tratar a los canceres que surgen en la
laringe o la faringe. EIl HNSCC positivo para VPH tiene un pronéstico mas favorable en
comparacién con los HNSCC negativos para VPH, por lo tanto, los estudios en curso
evallan la eficacia de la reduccién de la dosis terapéutica en el tratamiento de los
HNSCC positivos para VPH (NCT02281955; NCT01898494; NCT02254278) (Chera et
al., 2019; Yom et al., 2021; Ferris et al., 2022).

Con excepcion de los canceres de la cavidad oral en etapa temprana o los canceres de
laringe, la mayoria de los casos de HNSCC requieren enfoque multimodales. Uno de los
medicamentos aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) es el anticuerpo monoclonal anti-EGFR
Cetuximab, el cual se emplea como un sensibilizador de radiacién para frenar la
proliferacion de células cancerosas. En pacientes asociados a VPH, es empleado para
aquellos que no son elegibles para el tratamiento con cisplatino; sin embargo, la
radioterapia mas cetuximab exhibe una supervivencia general y una supervivencia libre
de progresion mas baja en comparacion con la radioterapia mas cisplatino. Mientras que
en pacientes VPH negativos, su uso como monoterapia s6lo ha mostrado una tasa de
respuesta positiva del 20% (Specénier y Vermorken, 2013; Rehmani e Issaeva, 2020;
Gillison et al., 2019). Los inhibidores de punto de control inmunoldgicos pembrolizumab
y nivolumab son usados para los canceres de cabeza y cuello recurrentes o metastasicos

resistentes al cisplatino; ademas pembrolizumab estd aprobado por la FDA como
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tratamiento de primera linea para el HNSCC recurrente o metastésico (Ferris et al., 2016;
Burtness et al., 2019).

Virus del papiloma humano y Carcinoma de células escamosas de cabezay
cuello.

El virus del papiloma humano es un virus de tamafo pequefio que pertenece a la familia
Papillomaviridae; es desnudo y contiene 55 nandémetros de diametro, posee una capside
icosaédrica compuesta por 72 capsomeros pentaméricos, el acido desoxirribonucleico
(ADN) es circular de doble cadena con aproximadamente 8,000 pares de bases, el cual
se divide en tres regiones: region temprana (E) codifica seis proteinas (E1, E2, E4, E5,
E6 y E7); region tardia (L) codifica dos proteinas que conforman la capside viral (L1 y
L2); y la region larga de control (LCR) contiene secuencias reguladoras de replicacion y

transcripcion viral (Firgura 4) (Concha, 2007; Cozma et al., 2024).

Son virus especie-especificos y epiteliotréficos, que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza e infectan a diferentes tipos de aves y mamiferos.
Normalmente, la infeccibn por VPH es asintomatica, transitoria y puede pasar
desapercibida; en otros casos, desencadena la formacion de crecimientos benignos,
verrugas o papilomas, hasta el desarrollo de cancer (Mateos et al., 2016). Existen 231
tipos diferentes de VPH que se pueden dividir en grupos de alto y bajo riesgo, en funcion
de su capacidad para impulsar la transformacién maligna (International Human
Papillomavirus Reference Center, 2023). Los tipos de alto riesgo son el VPH 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 y 66, y se encuentran implicados en el cancer
cervicouterino, cabezay cuello, ano, vagina, vulva y pene; mientras que los VPH de bajo
riesgo son el 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 73 y 81 y se asocian con lesiones
benignas clinicamente visibles (Mufioz et al., 2003; Spence et al., 2016; Minchado et al.,
2020). De estos, el tipo de alto riesgo mas implicado para el desarrollo de HNSCC es
VPH 16, que representa hasta 80% de los casos positivos de VPH (Ndiaye et al., 2014),
mientras otros genotipos de alto riesgo (VPH 33, 35y 56) se encuentran en un porcentaje

menor (Bratman et al., 2016).
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Figura 4. Estructura gendémica del virus del papiloma humano.
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E5
Estructura gendémica del VPH de alto riesgo. Tomado de Human Papilloma virus in Oral
and Oropharyngeal Cancer. Review of the Literature, Contreras y Venegas, 2015.
https://dx.doi.org/10.4067/S0718-381X2015000300012

El ciclo de vida del VPH se compone de diversas fases; comienza con la infeccion de las
células basales indiferenciadas del epitelio, en donde se mantienen con un niamero de
copias bajo. En la fase reproductiva se lleva a cabo la expresion de los genes tempranos
gue codifican las proteinas E1, E2 y E4 y las oncoproteinas E5, E6 y E7, en conjunto, se
encargan de la replicacién, transcripcion, proliferacion y desregularizacion del ciclo
celular, lo que provoca una amplificacion viral de hasta 1,000 copias por célula;
posteriormente se lleva a la expresion de los genes tardios L1 y L2, que se encargan de
la produccion y liberacion de las particulas virales maduras en las capas superiores del
epitelio diferenciado (Concha, 2007; Rautava y Syrjanen, 2012). El potencial oncogénico
del VPH se explica principalmente por la expresion de los genes que codifican para las
oncoproteinas E6 y E7. La oncoproteina E6 se une a la proteina p53 y media su
degradacion. Por otro lado, E7 se une al supresor de tumores del retinoblastoma (pRB)

y produce la liberacion de los factores de transcripcion E2F que son necesarios para la
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transcripcion de genes relacionados con la proliferacion celular y progresiéon del ciclo
celular. Los genotipos de VPH de alto riesgo tienen una mayor afinidad por p53 y pRB,

en comparacion con los VPH de bajo riesgo (Marwan et al., 2015; Lagunas, 2018).

La expresion de la oncoproteina E7 de los VPH de alto riesgo desencadena una defensa
conocida como senescencia inducida por oncogén, que estd mediada por el supresor de
tumores pl16 y ejecutada por pRB. En condiciones normales, la expresion de pl6 es
inhibida epigenéticamente por complejos represivos polycomb. p16 inhibe las quinasas
dependientes de ciclina 4 y 6 (CDK4/6), lo que provoca una acumulacion de pRB
hipofosforilada e indica la interrupcion del ciclo celular (Figura 5, panel superior); sin
embargo, cuando el VPH esta presente, p16 se sobreexpresa debido a que E7 provoca
la degradacién proteosomal de pRB (Figura 5, panel inferior) y favorece la liberacién de

genes para la progresién celular (Munger et al., 2013).

Figura 5. Via supresora de tumores pRB.
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La oncoproteina E7 del VPH de alto riesgo desencadena la expresién de pl6'NK4A al
dirigirse a pRB para su degradacion. Supresor de tumores (rojo), actividades
oncogeénicas (verde). Tomado de pl16 in HPV-associated cancers. Munger et al, 2013.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3875753/figure/F1/

Carcinoma de células escamosas de cabezay cuello positivos y negativos para el
Virus de Papiloma Humano.

Desde el punto de vista biolégico, los HNSCC VPH positivos y los tumores VPH negativos
exhiben caracteristicas distintas en la expresién genética y perfiles mutacionales e
inmunoldgicos. Los pacientes VPH+ se presentan en una edad mas temprana y por lo
general, no se encuentran implicados con un elevado consumo de alcohol o tabaco, pero
si con un mayor numero de parejas sexuales; por el contrario, los pacientes VPH- se
asocian mas con un consumo elevado de tabaco, alcohol y con una mala higiene bucal
(Gillison et al., 2008). ElI VPH 16 es el principal causante de cancer de cabeza y cuello;
sin embargo, otros tipos de VPH de alto riesgo también se encuentran implicados,
aungue en un porcentaje menor; se incluyen los VPH 18, 33, 35, 52 y 56 (Michaud et al.,
2014; Bratman et al., 2016).

Los tumores HNSCC con frecuencia exhiben mutaciones en los genes CDKN2A y TP53,
sin embargo, estas alteraciones se encuentran limitadas en gran medida en los tumores
VPH-, debido a que en los VPH+ la accién de las oncoproteinas E6 y E7 interfieren en
las vias moleculares y degradan a p53 y pRb, a su vez, estos tumores tienen mayor
sensibilidad a la radiacion, lo que mejora la tasa de supervivencia (Kimple et al., 2013).
Los tumores VPH- muestran mutaciones en los genes reguladores del estrés oxidativo
NFE2L2 y KEAPL. Por otro lado, los tumores VPH+ muestran una pérdida frecuente del
gen TRAF3, amplificaciones en E2F1 y amplificaciones focales en los genes que
codifican los receptores de tirosina quinasa EGFR, HER2 y FGFR1 (The Cancer Genome
Atlas Network, 2015).
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Biomarcadores en cancer de cabezay cuello.

El uso de VPH como biomarcador en HNSCC, principalmente en orofaringe, es un factor
importante que se utiliza como predictor para la supervivencia; sin embargo, las pautas
para la deteccion del VPH varian entre los estudios (Westra, 2014), por lo que se ha
empleado a p16 como un sustituto confiable para determinar el estado de VPH y predecir
la respuesta al tratamiento. No obstante, p16 no es capaz de diferenciar los diferentes
tipos de VPH. Adicionalmente, en algunos casos puede haber sobreexpresion de pl6
independientemente de VPH, o puede presentarse el VPH sin sobreexpresion de pl6,
por lo que es preferible analizar en conjunto con pruebas de ADN para VPH (Chang et
al., 2021; Kuhn et al., 2021).

Por otro lado, debido a la necesidad de identificar biomarcadores moleculares que
puedan predecir la progresion de las lesiones malignas de HNSCC, pronosticar la
supervivencia y a la respuesta terapéutica, la busqueda se ha centrado en definir las
anomalias moleculares que caracterizan al HNSCC. Algunos biomarcadores que se han
propuestos son los microARNs (ARNmi), los cuales son ARN enddgenos no codificantes
de aproximadamente 22 nucleétidos de longitud que actian mediante la unién y la
represion de objetivos de RNA mensajeros (ARNm), regulando asi la expresidn genética
(Bartel, 2004). Algunos ejemplos de ARNmi propuestos como biomarcadores se

observan en la Tabla 2.

Tabla 2. microARNs propuestos como biomarcadores en HNSCC.

microARNs Funcién como Referencia
biomarcador

miR-9, miR-20b, miR- La baja expresion se (Hui et al., 2013; Sun et
152 relaciona con una al., 2016)
supervivencia inferior
miR-107, miR-15, miR- La sobreexpresion se (Hui et al., 2013)
107, miR-151, miR-182, relaciona con una
miR- 361, miR-324-5p, supervivencia menor

miR-361, miR492
miR-205 y let-7 La baja expresion se (Childs et al., 2009)
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relaciona con un mal

prondéstico
miR-210 La sobreexpresion se (Gee et al., 2010; Bigagli
correlaciona con un mal et al., 2021)
prondstico
mMiR154-5p y miR154-3p La baja expresion se (Tomaszewska et al.,
correlaciona con una mejor 2021)
supervivencia

El microambiente tumoral e inmunoldgico en pacientes HNSCC exhibe caracteristicas
gue se asocian con el estado de VPH y repercuten en el prondstico para la supervivencia.
Los tumores VPH+ muestran un aumento en células B, células T y disminucién de
macrofagos y mastocitos; el aumento de células B se relaciona con un mejor pronostico,
mientras que un menor numero de macrofagos se asocié con un peor prondstico, por el
contrario, los tumores VPH- muestran un nivel elevado de macréfagos, sin embargo, este
aumento no interfiere con el mal prondéstico de los VPH- (Wang et al., 2023). Los tumores
VPH+ tienen mayor abundancia de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) que los VPH-, lo
gue repercute en un mejor prondstico, sin embargo, aquellos pacientes VPH+ que
muestran niveles bajos de TIL exhiben resultados de supervivencia similares a los
pacientes VPH- (Ward et al., 2014; Partlova et al., 2015).

En las células cancerosas del cancer de cabeza y cuello, existen genes que se
encuentran con una expresion alterada (aumentada o disminuida) en comparacion con
las células normales. Es por ello, que diversos estudios se han enfocado en la
identificacion de biomarcadores de potencial relevancia prondstica y terapéutica. En un
estudio en el que analizaron los perfiles de expresidn génica relacionada con el sistema
inmunitario, se encontré que la sobreexpresiéon de SEMA3G, GNRH1, ZAP70y ARG1 se
correlaciona con un peor pronostico para la supervivencia, mientras que la
sobreexpresion de PLAU, SFTPA2, CCL26, DKK1, GAST, PDGFA, STC1 se relacionan
positivamente, independientemente del estado de VPH (Li et al., 2020). Sin embargo,
diversos estudios demuestran que el estado de VPH repercute en la expresion de los
genes; como en el caso de los genes NOTCH, IL17RB, IL17REL, FCER2 y SOCS1 que

se sobreexpresan en pacientes HNSCC VPH positivos y se relacionan con una mejor
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supervivencia (Wirth et al., 2018; Guo et al., 2023; Sun et al., 2023; Wang et al., 2023);
mientras que en los VPH negativos la sobreexpresion de ARG1 repercute en un peor
prondstico (Pokryvkova et al., 2021).

Antecedentes.

Los estudios de analisis de transcriptdma en HNSCC han aportado informacion sobre
firmas moleculares y biomarcadores asociados a VPH. En este sentido, en el Laboratorio
de Oncologia Molecular se analiz6 el perfil de expresion de transcriptos en pacientes
mexicanos con HNSCC atribuido a VPH y no asociado a VPH, mediante microarreglos

de expresién que identifican mas de 44,000 transcritos.

Se identificaron 98 genes expresados diferencialmente (GED) en muestras VPH+/p16+
versus VPH-/p16-, de los cuales, 16 se encontraban regulados positivamente y 82
negativamente. De estos, 73.4% eran ARNm y 26.5% eran ARN no codificantes; con
respecto a los transcritos no codificantes, encontraron 20 RNA largos no codificantes
(IncRNA) y seis ARNmi. Para validar los ARNm expresados diferencialmente, se
compararon los datos obtenidos con datos de El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA
por sus siglas en inglés) con estado de VPH conocido; los resultados mostraron que 51
de los 72 genes expresados diferencialmente se validaron con éxito. De los cuales, la
expresion de 47 ARNm se redujo significativamente en muestras HNSCC VPH+,
incluidos KLF10, DSG1, SPRR2G, ACTN1, CCND1, HIF1A y AREG; también reportaron
gue los genes MUC4, MYB, ATP8B5P y SYCP2 se expresaron positivamente en tejidos
HNSCC VPH+ frente a los VPH-. Posteriormente determinaron la relevancia clinica de
los GED, los resultados reportados indican que 43 de los 72 ARNm estaban relacionados
con la supervivencia. Los pacientes con baja expresion de SLIPRP, KLF10, ACTN1,
CCDC71L, AREG, PSMD14 y LIMAL tuvieron una mejor supervivencia en comparacion
con aquellos con alta expresion. Sin embargo, al momento de separar los mismos datos
en funcion del estado de VPH, encontraron que la alta expresion de KLF10, APBB2,
ACTNL1, AREG, MT2A, PTPN12 y PTHLH se relacionaba con una baja supervivencia en
los pacientes HNSCC VPH negativos, mientras que la alta expresion de SLC25A39 y
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GJB2 se asocié con una mala supervivencia solo en aquellos pacientes HNSCC VPH+
(Méndez-Matias et al., 2021).

La investigacion realizada en el laboratorio aporta mas informacion sobre la prevalencia
del VPH en pacientes mexicanos con cancer escamoso de cabeza y cuello; ademas,
reportan el primer perfil de expresion génica en pacientes mexicanos con HNSCC que
compara VPH+/pl6+ contra VPH-/pl6- y contribuyen a la posible identificacion de
biomarcadores prondsticos que pueden fungir como objetivos terapéuticos en HNSCC.
De los genes identificados con valor prondstico se eligieron cuatro para su validacion:
KLF10, SLIRP, AREG y LIMA.

KLF10.

KLF10 es un miembro de la familia de los factores de transcripcion SP (proteinas de
especificidad) / KLF (Factores tipo Kruppel). Inicialmente denominado como gen
temprano inducible 1 (TIEG1) por TGF-B (factor de crecimiento transformante 3) en
osteoblastos fetales humanos normales (Subramaniam et al., 1995). KLF10 se expresa
en diversos tejidos, como lengua, higado, tejido adiposo y en el musculo esquelético. Es
un regulador transcripcional de union al DNA que contiene un dominio de dedo de zinc
triple; al unirse al ADN interactia con otros factores de transcripcion reguladores para
estimular o suprimir la expresion de varios genes en células normales y cancerosas. La
alteracion en la expresion de KLF10 tienen implicaciones en mudltiples procesos
biolégicos, como la proliferacion, diferenciacion y la apoptosis (Memon y Lee, 2018; Luo
et al., 2022) que son relevantes para diferentes enfermedades como la diabetes, colitis,
osteopenia, hipertrofia y esteatohepatitis no alcohdlica (Rajamannan et al., 2006;
Gutiérrez-Aguilar et al., 2007; Subramaniam et al., 2007; Kim et al., 2014; Papadakis et
al., 2015).

KLF10 se expresa en diferentes tipos de cancer, como proéstata (Partin et al., 2003),
mama (Jin et al., 2012), de eséfago (Chen et al., 2021) pancreas (Chang et al., 2012;
Shu-Ling et al., 2021) de ovario (Jim et al., 2015) y pulmon (Mishra et al., 2017) en los

gue actia como un supresor tumoral al inhibir la proliferacién de las células cancerosas
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y promover la apoptosis (Reinholz et al., 2004; Zhou et al., 2020; Shu-Ling et al., 2021)
Sin embargo, en el estudio transcriptémico realizado por Uhlen et al en 2017, en el que
analizaron el perfil de expresiéon de aproximadamente 8000 pacientes en 17 tipos
distintos de cancer, reportaron que la sobreexpresion de ARNm KLF10 en cancer de

pulmon se asocia con una supervivencia desfavorable (Uhlen et al., 2017).

SLIRP.

SLIRP es una proteina de union a ARN que interactia con el bucle de tallo SRA; se
expresa principalmente en las mitocondrias, en donde regula la expresion de genes
mitocondriales (Hetchell et al., 2006; Lagouge et al., 2015; Zhang et al., 2020), influye en
la fosforilacion oxidativa (Baughman et al., 2009) y tiene efectos sobre la motilidad de los
espermatozoides (Shan et al., 2020). SLIRP se expresa en tejidos normales como en el
corazon, higado, musculo esquelético y testiculos. Mientras que en tejidos cancerosos
se expresa en el cancer de mama, préstata y pulmon (Hatchell et al., 2006); sin embargo,
el papel de SLIRP en el cancer aun no se ha investigado por completo (Trisciuoglio et
al., 2016).

AREG.

La anfiregulina (AREG) es uno de los ligandos del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), identificada por Shoyab et al en 1989. Desempefia un papel en la
reparacion de tejidos, la inflamacién y la inmunidad (Kennedy-Crispin et al., 2012; Zeiss
et al.,, 2015). Al interactuar con EGFR, AREG desencadena una serie de eventos de
sefalizacion que son necesarios para diversos procesos fisiolégicos celulares, incluidos
el metabolismo, el ciclo celular y la proliferacién (Shoyab et al., 1989; Schneider y Lobo,
2008). La anfiregulina se expresa en sangre y en tejidos normales de ovario, placenta,
glandulas mamarias, colon, esofago y pulmon (Plowman et al., 1990; Busser et al., 2011;
Hachin et al., 2020; Fang et al., 2023).

AREG se encuentra presente en el cancer de ovario (Bolitho et al., 2021), colorrectal (Yin

et al., 2023), de pulmoén (Busser et al., 2009) de mama (Sato et al., 2013), de eso6fago

(Zhang et al,. 2021), y en el carcinoma de células renales (Poptawski et al., 2023) en los
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cuales, su sobreexpresion se encuentra relacionada con un incremento en la migracion
y proliferacién de células cancerosas, ademas de un peor prondstico en la supervivencia,
en comparacion con los pacientes que presentan una baja expresion de AREG (Sato et
al., 2013; Bolitho et al., 2021; Jeong et al., 2022; Yin et al., 2023). En relacion con
HNSCC, diversos estudios han demostrado que la sobreexpresion de AREG a nivel de
transcrito, se relaciona con una menor supervivencia, en comparacion con aquellos
grupos de baja expresion (Gao et al., 2016; Ling et al., 2021; Yang y Yan, 2022). Sin
embargo, es necesario analizar si a nivel de proteina tiene el mismo impacto, ya que
puede haber mecanismos de regulacién postranscripcional que pudiera afectar la

relacion transcrito-proteina.

LIMAL.

La proteina de dominio LIM y unién de actina 1 (LIMA1), también conocida como proteina
epitelial perdida en neoplasias (EPLIN) es una proteina citoesquelética de unién a la
actina que contiene un dominio estructural LIM. Inicialmente, fue identificada como un
gen expresado diferencialmente en la carcinogénesis de células epiteliales de la cavidad
oral (Chang et al., 1998) y posteriormente se identific6 a LIMA1 como una proteina
citoesquelética que presenta dos isoformas (a y ) y tiene un dominio LIM ubicado en el

centro (Raymond y Chang, 1999).

LIMAL esta implicada en el control de los filamentos de actina (Raymond et al., 2003) y
al unirse a la a-catenina media la interaccion del complejo cadherina-catenina con la
actina F y mejora la adhesion celular (Abe y Takeichi, 2008); ademas, en células
epiteliales ayuda a mantener las uniones adherentes (Taguchi et al., 2011).

La expresion de LIMAL se a identificado en diferentes tipos de cancer, como piel, (Zheng
et al., 2020) de ovario (Liu et al., 2016; Caburet et al., 2015) de esoéfago (Liu et al., 2012)
de prostata (Sanders et al., 2011; Zhang et al., 2011) de mama (Jiang et al., 2008) y en
cabeza y cuello (Huang et al., 2022; Ma et al., 2022) en el que se le ha implicado en
procesos de motilidad celular y angiogénesis; su baja expresion de asocia con un mal
prondstico para la supervivencia en cancer de mama, préstata y ovario (Jiang et al., 2008;
Liu et al., 2012; Liu et al., 2016), mientras que en HNSCC su sobreexpresion a nivel de
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transcrito se relaciona con un mal prondstico (Huang et al., 2022; Méndez-Matia et al.,
2021; Ma et al., 2022).

Justificacion.

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello es un tipo de cancer que abarca diferentes
sitios anatdmicos que presentan distintos factores etioldgicos (Hashibe et al., 2007;
Fakhry et al., 2017) entre los que destaca la infeccion por el Virus del Papiloma Humano.
La presencia del VPH lo convierte en una enfermedad heterogénea que exhibe
caracteristicas Unicas en comparacion con el HNSCC causado por el consumo de tabaco
y alcohol (Kimple et al., 2013; Wang et al., 2023). En México, los estudios sobre el
HNSCC son escasos Yy limitados. Debido a que se han identificado transcritos que
podrian estar relacionados con la sobrevida, es necesario validar su expresion a nivel de
proteina para contribuir a la identificacion de posibles biomarcadores prondsticos
(Johnson et al., 2020; Méndez-Matias et al., 2021). Del mismo modo, la deteccion de
marcadores mediante la inmunohistoquimica es un método accesible en los laboratorios
de patologia, los cuales son los responsables del diagndstico histopatoldgico, ya que
utilizan de manera rutinaria este método como herramienta para identificar distintos
biomarcadores de utilidad para el diagndstico diferencial, el prondstico e incluso para la

definicién de opciones terapéuticos en diversos tipos de cancer.

Objetivo general.
e Identificar la asociacion de expresion proteica de AREG, SLIRP, LIMAL1 y KLF10
en muestras con HNSCC asociados y no asociados al VPH.

Objetivos particulares.
e Identificar los tejidos de HNSCC VPH/pl16 positivas (VPH+/p16+) y VPH/pl6
negativas (VPH-/pl16-).
e Evaluar la expresiéon proteica de AREG, SLIRP, LIMA1 y KLF10 en muestras de
pacientes mexicanos HNSCC VPH+/p16+ y VPH-/p16-
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Material y Método.

Seleccidén de muestras bioldgicas.

Las muestras utilizadas para el estudio fueron recolectadas en la Unidad Médica de Alta
Especialidad del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del
Instituto Mexicano del Seguro Social. Fueron diagnosticadas con HNSCC durante el
periodo de 2016-2022 y se identificaron a partir de la base de datos del Laboratorio de
Oncologia Molecular. La seleccién de las muestras se basé en los siguientes criterios
(Tabla 3).

Tabla 3. Criterios utilizados para la seleccion de las muestras.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion Criterios de eliminacion
Muestras de HNSCC Muestras cuyo material Muestras VPH+/p16- o
FFPE disponibles entre  bioldgico sea insuficiente VPH-/pl6+
2016-2022. para la deteccién de VPH
y la expresién de Resultados de deteccion
Muestras de laringe, proteinas o se encuentre invalidos para VPH
orofaringe y cavidad oral. en mal estado.

Muestras de HNSCC con
genotipificacion de VPH y
deteccion de p16.

De un total de 168 tejidos fijados en formalina embebidos en parafina (FFPE por sus
siglas en inglés), se seleccionaron 48 para elaborar el microarreglo de tejido en parafina.
Las muestras fueron separadas en los tres sitios anatomicos: laringe, orofaringe y
cavidad oral, con 16 muestras cada uno; posteriormente se seleccionaron en funcion del
estado de VPH y p16, dicho estado fue definido como: dobles positivas (VPH+/p16+) y
dobles negativas (VPH-/p16-), la distribucion de los datos se observa en la Tabla 4.
Previamente, se evaluaron las condiciones optimas de la inmunohistoquimica (IHQ), asi

como también la selecciéon de tejidos control para la deteccion de las proteinas
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seleccionadas (Servicio Social de Ruiz-Matamoros A. y Espinosa-Lopez J, 2022, FES
Zaragoza UNAM).

Tabla 4. Muestras de HNSCC para el microarreglo.

Estado Orofaringe Laringe Cavidad Oral Total
VPH+/ p16+ 12 8 8 28
VPH-/ p16- 4 8 8 20

Total 16 16 16 48

Microarreglo de parafina.

El microarreglo se elabor6 en el equipo Advanced Tissue Arrayer ATA100, con agujas
para tejido de un milimetro de didmetro. Cada muestra se colocd por duplicado en el
microarreglo y se incluyeron tejidos de testiculo y riién como controles internos, el orden

del microarreglo se observa en la figura 6.

Figura 6. Mapa del microarreglo.

HN187 HN187 HN201 HN201 HN204 HN204 HN362 HN362 HN353 HN353 HN230 HN230 HN447 HN447
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HN234 HN234 HN217 HN217 HN232 HN232 HN327 HN327 HN282 HN282 HN451 HN451 HN466 HN466
HN254 HN254 HN244 HN244 HN226 HN226 HN220 HN220 +HN291 Rifidn HN203 HN203 Testiculo  HN236
HN252 HN252 HN251 HN251 HN247 HN247 HN293 HN293 HN341 HN341 HN229 HN229 HN183 HN183
Testiculo  Testiculo  Rifian Rifdn HN14 HN211 HN393 HN393 +HN219 HN213 HN475 HN475 HN241 HN241

HN389 HN389 HN290 HN290 HN235 HN235 HN215 HN215

HN3390 HN350 HN310 HN310 HN472 HN472 HN421 HN421

El color amarillo corresponde a las muestras dobles positivas (VPH+/ p16+), el color azul
a las dobles negativas (VPH-/ p16-), y el color gris a los controles utilizados. Las muestras
de orofaringe se ubican en el lado izquierdo (en negritas), laringe en el centro (en

cursivas) y cavidad oral en el derecho (subrayadas).

Inmunohistoquimica para AREG, SLIRP, LIMA1 Y KLF10.
Una vez elaborado el microarreglo, se realizaron diversos cortes histoldgicos de cinco
micras de espesor y se montaron en portaobjetos electrocargados. Las laminillas se

desparafinaron e hidrataron, posteriormente se sumergieron en Tris-EDTA-Buffer pH9 y
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se colocaron en el equipo KOS Milestone para exponer el antigeno bajo las condiciones:
17°C, médulo 16s, 15 minutos. Una vez finalizado el protocolo, se marcé el contorno del
tejido con un lapiz de parafina para evitar el derrame de los reactivos durante la

manipulacion o agitacion de las laminillas.

La IHQ se realiz6 con los anticuerpos Anti-AREG (ID: HPA008720), Anti-SLIRP (ID:
HPA020291), Anti-LIMAL (ID: HPA052645) y Anti-KLF10 (ID: SAB4502970) de la marca
Sigma-Aldrich, con Antibody diluent (MAD-004048R-100) de Master Diagnostica, con
las siguientes concentraciones: Anti-AREG [1:50pL], Anti-SLIRP [1:25pL], Anti-LIMA1
[1:50pL] y Anti-KLF10 [1:100pL]; se utilizo el kit de deteccion Master Polymer Plus
Detection System (peroxidase) de Master Diagnadstica, siguiendo el protocolo elaborado
en laboratorio (Figura 7). Al finalizar, los portaobjetos se contrastaron con hematoxilina,

se deshidrataron y se montaron con resina sintética.

Figura 7. Resumen del protocolo para IHQ.

Lavar las laminillas
con TBS-tween.
Aplicar 100uL de

Cubrir la seccion
tisular con 100pL
de anticuerpo e

Aplicar 100pL de
Primary Antibodies

Cubrir la muestra con
100uL de Master

Peroxidasa Blocking . Amplifier Master e Polymer Plus HRP e
. incubar toda la . . . ;
Reagent e incubar B incubar 15 min. incubar 30 min.
: noche a 4-8°C.
durante 20 min. e Lavar con Lavar con
Lavar con TBS-Tween TBS-Tween TBS-tween.
TBS-tween.

Preparar el
cromogeno con
10uL de DAB y
140uL de Buffer
en un tubo
ambar de 0.6 ml.

Aplicar 100uL de Aplicar el cromdgeno
DAB enhancer e sobre la muestra e
incubar 2 min. Lavar incubar 8 min. Lavar
con agua destilada con agua destilada.

Todas las incubaciones se realizaron en la camara humeda para IHQ y se agitaron en el
orbitador Labnet Orbit LS a 60 rpm.

Después de llevar a cabo la IHQ para cada microarreglo con el anticuerpo

correspondiente, se determind la intensidad de la expresién a través de una evaluacion

cualitativa de la region tumoral. Los valores se clasificaron como: 0 (sin tincion), 1 (débil),
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2 (moderado) y 3 (fuerte). Posteriormente se determiné el nivel de intensidad mediante
un porcentaje calculado en un rango de 0 a 100%. En este contexto, el valor O representa

el 0%, el 1 corresponde al 33%, el valor 2 indica el 66% y el valor 3 representa el 100%.

Finalmente se utilizo el software GraphPad Prism (version 8.0.2) para el analisis
estadistico y la elaboracion de graficas. La prueba U de Mann-Whitney se emple6 para
determinar la diferencia de expresion entre el grupo VPH+/p16+y VPH-/p16-, los valores

p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados.

Cada portaobjetos contdé con un numero distinto de muestras debido a la manipulacion
durante el montaje y elaboracion de la IHQ (Tabla 5). Después de realizar la IHQ para
cada proteina y analizar la puntuaciéon de la intensidad de expresion, los resultados
mostraron diferencias significativas solo en tres de las cuatro proteinas evaluadas.

Tabla 5. NUmero de muestras para cada portaobjetos.

AREG
Estado Orofaringe Laringe Cavidad Oral Total
VPH+/ pl16+ 11 5 5 21
VPH-/ p16- 3 5 8 16
Total 14 10 13 37
SLIRP
Estado Orofaringe Laringe Cavidad Oral Total
VPH+/ p16+ 11 6 5 22
VPH-/ p16- 3 7 8 18
Total 14 13 13 40
LIMA1
Estado Orofaringe Laringe Cavidad Oral Total
VPH+/ p16+ 11 3 5 19
VPH-/ pl16- 3 4 5 12
Total 14 7 10 31
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Estado Orofaringe Laringe Cavidad Oral Total
VPH+/ pl16+ 11 6 5 22
VPH-/ pl16- 3 6 7 16

Total 14 12 12 38

La expresion de AREG es menor en HNSCC con la presencia del Virus del
Papiloma humano.

El portaobjetos de AREG contd con la cantidad final de 37 muestras. Después del
analisis, no se encontr6 diferencia estadistica (p=0.501) en la expresién proteica entre
los diferentes sitios de cancer de cabezay cuello, pese a la tendencia observada (Figura
8). La representacion de los datos separados por sitio anatémico y estado de VPH/p16

se observa en la gréafica 1.

Figura 8. Expresion proteica de AREG en cancer de cabezay cuello

HPV-/p

(A) Ejemplo de la intensidad de expresion en céancer de laringe VPH+/p16+ (HN 287,
16%); (B) Ejemplo de la intensidad de expresion cancer de laringe VPH-/p16- (HN 293,
50%).
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Grafica 1. Grafica de expresion proteica de AREG en tejidos VPH+/p16+ y VPH-/p16-.
El color rojo corresponde a las muestras dobles positivas y el color azul a las muestras

dobles negativas; la prueba estadistica no mostro diferencia significativa.

La proteina SLIRP se sobreexpresa en cancer de cavidad oral negativo a el Virus
del Papiloma Humano.

La sobreexpresion de la proteina SLIRP se observo en pacientes VPH- con cancer de
cavidad oral, en comparacién con los VPH+ que tuvieron baja expresiéon (Figura 9,
Gréfica 2).

Figura 9. Expresién proteica de SLIRP en cancer de cabeza y cuello.
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HPV-/p16-

(A) Ejemplo de la intensidad de expresion en cancer de cavidad oral VPH+/p16+ (HN

469, 31%); (B) Ejemplo de la intensidad de expresion en cancer de cavidad oral VPH-

/p16- (HN 235, 66%).
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Gréfica 2. Gréfica de expresion proteica de SLIRP en tejidos VPH+/p16+ y VPH-/p16-.

El color rojo corresponde a las muestras dobles positivas y el color azul a las muestras

dobles negativas. * = p <0,05.
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Sobreexpresion de LIMAL en cancer de cabezay cuello negativo a el Virus del
Papiloma Humano.

El microarreglo de LIMA1 cont6 con 31 muestras. Se encontrd que existe una diferencia
de expresion en los pacientes HNSCC, siendo mayor en aquellos pacientes VPH-/p16-;

ademas, de manera independiente se sobreexpresa en el cancer de Orofaringe (Figura
10, grafica 3).

Figura 10. Expresion proteica de LIMA1 en cancer de cabeza y cuello.

HPV-/p16-

HPV+/p16+

(A) Ejemplo de la intensidad de expresion en cancer de orofaringe VPH+/p16+ (HN 248,
33%); (B) Ejemplo de la intensidad de expresion en cancer de orofaringe VPH-/p16- (HN
251, 100%).
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Gréfica 3. Gréafica de expresion proteica de LIMAL en tejidos VPH+/p16+ y VPH-/pl16-.
El color rojo corresponde a las muestras dobles positivas y el color azul a las muestras
dobles negativas. **=p < 0.01, ** p < 0.001.

Sobreexpresion de KLF10 en cancer de cabezay cuello negativo a el Virus del
Papiloma Humano.

El portaobjetos de KLF10 conté con 38 muestras. El andlisis estadistico mostrd que la
proteina se sobreexpresa en pacientes HNSCC VPH- en comparacion con los VPH+,

particularmente en cancer de Laringe y de Cavidad Oral (Figura 11, Gréfica 4).
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Figura 11. Expresion proteica de KLF10 en cancer de cabeza y cuello.

HPV+/p16+ HPV-/p16-

Laringe

C. Oral

(A) Ejemplo de la intensidad de expresion en cancer de laringe VPH+ (HN 327, 16%)
contra VPH- (HN 219, 68%); (B). Ejemplo de la intensidad de expresion en cancer de
cavidad oral VPH+ (HN 469, 30%) contra VPH- (HN 275, 66%).
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Gréfica 4. Gréfica de expresion proteica de KLF10 en tejidos VPH+/p16+ y VPH-/p16-.
El color rojo corresponde a las muestras dobles positivas y el color azul a las muestras

dobles negativas. **=p < 0.01, *** p < 0.0001.

La Gréfica 5 resume la expresion de las proteinas evaluadas en el microarreglo; se
observa que LIMA 1 y KLF10 se encuentran sobreexpresadas en pacientes VPH
negativos, en comparacion con los VPH positivos. Con respecto a la expresion AREG y
SLIRP, no se encontr6 diferencia global; sin embargo, SLIRP se sobreexpresa en

pacientes VPH negativos con cancer de cavidad oral.
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Gréfica 5. Expresion proteica de AREG, SLIRP, LIMAL1 y KLF10 en cancer de cabezay
cuello VPH+/p16+y VPH-/p16-. El color rojo corresponde a las muestras dobles positivas

y el color azul a las muestras dobles negativas. ***= p < 0.001, *** p < 0.0001.

Discusidn de resultados.

El cancer de cabeza y cuello comprende a un grupo de tumores que se originan en el
epitelio del area aerodigestiva superior que es causado principalmente por el consumo
de tabaco, alcohol y la infeccion persistente del VPH (Johnson et al., 2020; Le6n et al.,
2023). Siendo la infeccion por VPH lo que lo convierte en un tipo de cancer distinto a
aquellos HNSCC VPH negativos, con caracteristicas moleculares Unicas y mejores
prondsticos de supervivencia (Fakhry et al., 2017; Wang et al., 2023). En México, los
estudios de HNSCC son escasos y en su mayoria solo abordan la presencia de ADN
viral del VPH, dejando de lado la caracterizacion de la expresion génica (Peralta et al.,

2018; Garza-Ramos et al., 2020; Pérez-Islas et al., 2022). El presente estudio demuestra
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la diferencia de expresion de las proteinas de AREG, LIMA1L, SLIRP y KLF10 que existe
entre los canceres de cabeza y cuellos positivos y negativos para el virus del papiloma
humano, colaborando con la validacién de algunos de los genes reportados previamente

en el Laboratorio de Oncologia Molecular (Méndez-Matias et al., 2021).

AREG es un ligando del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), AREG,
al unirse a EGFR induce cascadas de sefalizacion intracelular que son clave para el
control de la supervivencia, proliferacion y motilidad celular (Berasain y Avila, 2014) y se
asocia a diversos tipos de cancer, como en el cancer de mama, ovario y pulmén, debido
a su papel en la tumorigénesis (Busser et al., 2009; Sato et al., 2013; Bolitho et al., 2021).
En este trabajo, no se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la expresion
proteica de AREG, aunque se observé una tendencia de mayor expresion en los casos
VPH-/pl6-. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que existe una
sobreexpresion de ARNm de AREG en aquellos pacientes con HNSCC que tuvieron
menor supervivencia, en comparacion con los grupos de pacientes con baja expresion
(Tinhofer et al., 2011; Ling et al., 2021) lo que podria sugerir su uso como biomarcador
pronéstico. Como ya ha sido reportado previamente, la presencia de VPH repercute en
la expresion de diversos genes; Tian et al en 2021, analizaron la expresion de genes
basandose en las bases de datos Gene Expression Omnibus (GEO) y TCGA para la
identificacion de biomarcadores para HNSCC positivos y negativos a VPH; reportaron
gue genes como AREG, STAG3, C19orf57 y CAV1 se encontraron implicados con la
supervivencia general. De manera particular, la sobreexpresion de AREG se encontré en
pacientes VPH negativos, los cuales presentaron una peor supervivencia, en
comparacién con el grupo VPH positivo que tuvo una expresion menor y mejor
supervivencia (Tian et al., 2021). Es importante mencionar el ndmero limitado de
muestras de orofaringe VPH-/p16-, por lo que seria importante incrementar el nimero de
muestras a analizar en trabajos futuros para fortalecer los hallazgos hasta ahora

encontrados.

SLIRP se expresa ampliamente en tejidos humanos y cancerosos; fue identificada como

una proteina de union a una secuencia activadora de ARN de un receptor de esteroides
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especifico (SRA), actuando como un represor de la sefial del receptor nuclear. Los
analisis mostraron que SLIRP se encuentra sobreexpresada en pacientes con cancer de
cavidad oral VPH negativo; sin embargo, su funcion en el cancer no se ha investigado
profundamente, pese a haber reportado su expresion en canceres de mama, prostata y
pulmoén (Hetchell et al., 2006) y s6lo se han llevado a cabo investigaciones que
caracterizan la funcion mitocondrial de SLIRP que pueden relacionarse con su funcion
en el cancer al interactuar con otras proteinas. Ejemplo de ello es la interaccion de SLIRP
con Bcl-2 y LRPPRC, que al unirse pueden formar heterotrimeros y promover
sinérgicamente su estabilizacion y regular la expresion y funcion de genes mitocondriales
(Zhang et al., 2020). LRPPRC es una proteina que contiene motivo PPR (repeticidn
pentatricopeptidica) rica en leucina que regula diferentes procesos bioldgicos, incluido el
metabolismo energético, la maduracion y exportacion de ARNm nuclear. Varios estudios
han demostrado que la expresién de LRPPRC aumenta en tejidos cancerosos, incluidos
el cancer de préstata, pulmon, mama y eséfago (Tian et al., 2012; Jiang et al., 2014;
Fahrmann et al., 2016; Zhang et al., 2017) en contraste con los tejidos normales que
expresan bajas cantidades. La sobreexpresion LRPPRC se asocia con un mal pronéstico
para la supervivencia general (Jiang et al., 2014; Zhang et al., 2017). Por otra parte, la
familia de proteinas Bcl-2 controla los mecanismos de muerte celular por medio de la
regulacion permeable de la membrana externa mitocondrial, lo que conduce a la
liberacion irreversible de proteinas del espacio intermembranal con activacién final de
caspasas Y la apoptosis (Kale et al., 2018). Debido a su funcion, Bcl-2 frecuentemente
se expresa en neoplasias hematolégicas inhibiendo la apoptosis (Johnson et al., 2009),
con respecto a los tumores sélidos, se ha encontrado a Bcl-2 en cancer de mama, en
donde se le relaciona como un biomarcador favorable para la supervivencia (Dawson et
al., 2010); y lineas celulares de cancer de pulmén, en el que ha sido un objetivo
terapéutico, ya que es sensible al medicamento inhibidor de Bcl-2 Venetoclax (Lochmann
et al., 2018). En nuestro estudio, identificamos diferencias significativas de expresion en
carcinomas de cavidad oral, por lo que es necesario profundizar en el papel de SLIRP
en este sitio en particular, en el contexto del heterotrimero que regula la funcion de genes

mitocondriales.
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El analisis realizado muestra que la proteina LIMAL se encuentra sobreexpresada de
manera global en HNSCC VPH negativo, particularmente en el cancer de orofaringe VPH
negativo; es una proteina que esta implicada en el control de los filamentos de actina y
la adhesion celular (Raymond et al., 2003; Abe y Takeichi, 2008) y se ha encontrado en
diversos tipos de cancer, como en el cancer de mama, préstata y ovario (Jiang et al.,
2008; Liu et al., 2012; Liu et al., 2016) en los que su baja expresion se ha relacionado
con un mal pronéstico para la supervivencia. Sin embargo, en el caso particular del
cancer de cabeza y cuello su sobreexpresion tiene efectos adversos, siendo un indicador
de un mal prondstico para la supervivencia. Recientemente Huang et al, 2022
describieron el papel de LIMA1 en HNSCC,; realizaron analisis bioinformaticos con base
en datos de la TCGA y encontraron que la sobreexpresion de LIMAL en pacientes con
HNSCC promueve la adhesion celular e inhibe los efectos relacionados con la funcion
inmune, lo que a su vez promueve la proliferacion, migracion y metastasis, repercutiendo
en un peor prondstico para la supervivencia (Huang et al, 2022). En otro estudio realizado
por Ma et al., en el mismo afio, abordaron la funciéon de LIMA1 en HNSCC tomando en
cuenta el estado de VPH, la investigacion se bas6 en analisis bioinformaticos con datos
de la TCGA seguido de experimentos in vitro; los resultados reportados fueron similares
al estudio anterior, sin embargo, encontraron que LIMAL se expresa mayormente en
pacientes HNSCC VPH negativos, en comparacion con los VPH positivos que
presentaron una supervivencia mas prolongada (Ma et al., 2022). Estas investigaciones,
junto con lo reportado en este trabajo, sugieren la funcion de LIMA1 como biomarcador
pronéstico para el cancer de cabezay cuello, y que tanto la expresion del transcrito como

de la proteina se asocian a HNSCC VPH- con mal prondstico.

En este estudio, la proteina de KLF10 fue la que mostr6 mas diferencia de expresién
entre los HNSCC positivos y negativos para VPH, siendo mayor en los pacientes VPH
negativos, tanto de manera global, como en la mayoria de sitios anatomicos. Cabe
resaltar que en muestras de orofaringe se encontré una tendencia de mayor expresion
en los casos HPV negativos; sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente
significativos, probablemente debido al bajo nimero de muestras (3 HPV-/p16- vs 11
HPV+/pl16+).
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KLF10 actua como un activador o inhibidor de multiples procesos biologicos, incluidos la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Subramaniam et al., 2010; Memon y Lee, 2018;
Luo et al., 2022); y su expresion en diferentes tipos de cancer se asocia con una mejor
supervivencia, ya que se ha demostrado que promueve la apoptosis y favorece la
inhibicion de la proliferacion celular (Reinholz et al., 2004; Zhou et al., 2020; Shu-Ling et
al., 2021). Sin embargo, la sobreexpresion de KLF10 en cancer de cabeza y cuello VPH
negativo podria indicar un resultado contradictorio al predecir resultados desfavorables
en la supervivencia, como en el cancer de pulmén (Uhlen et al., 2017). Ademas, la
investigacion de Chang et al en 2010, demostré que la oncoproteina E7 del VPH 16
interactia con KLF10 y reduce su expresién por medio de la ubiquitinacién, esto en
modelos in vitro de lineas celulares de cancer cervicouterino VPH positivas (Chang et
al., 2010) lo que podria explicar el por qué KLF10 no se encuentra sobreexpresado en
pacientes VPH positivos. Por otro lado, en varias células cancerosas, la via de
sefalizacion TGF-f es funcional, por lo que las células tumorales podrian utilizar el TGF-
B como un factor de progresion tumoral, actuando como supresor de tumores en las
primeras etapas de la carcinogénesis, pero promoviendo la progresion del tumor en las
Gltimas etapas de la misma al modificar el ambiente tumoral después de su
sobreexpresion (Dumont y Arteaga, 2002; Pardali y Moustakas, 2007). Hasta el
momento, la Unica investigacion que relaciona la sobreexpresion de KLF10 en HNSCC
VPH negativo con un prondstico desfavorable es la realizada en el Laboratorio de
Oncologia Molecular (Méndez-Matias et al., 2021) por lo que el desarrollo de futuras
investigaciones que profundicen en la funcién de KLF10 en cancer de cabeza y cuello

son necesarias para comprender su papel en este tipo de cancer.

Conclusiones.

En el presente estudio se evalud la expresion a nivel de proteina de los transcritos
relacionados con la sobrevida descritos previamente; se identificO una mayor expresion
proteica de SLIRP, LIMAl1 y KLF10 en muestras de pacientes con cancer de cabeza y
cuello VPH negativo en comparaciéon con los VPH positivo, sin embargo, es importante
mencionar que a pesar de no haberse encontrado diferencias estadisticas en la

expresion de AREG en muestras VPH positivas y negativas, es posible observar una
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tendencia de mayor expresion en las muestras VPH-/pl6-, misma que ha sido
identificada a nivel de transcrito por otras investigaciones, por lo tanto, existe evidencia
suficiente como para sugerir su uso como biomarcador pronéstico.

Hasta el momento, la Unica proteina cuya expresion puede estar relacionada de manera
directa con VPH es KLF10 a través de la oncoproteina E7, por lo que es necesario llevar
a cabo mas investigaciones al respecto, siendo lo descrito en este trabajo la primera
evidencia sobre la expresion diferencial de KLF10 en cancer de cabeza y cuello VPH

positivo y negativo.

Por ultimo, debido a que los HNSCC VPH negativo presentan una supervivencia mas
corta en comparacion con los VPH positivo, se sugiere que estos transcritos estan
relacionadas con la progresion del HNSCC y su uso como biomarcador podria contribuir

a la estratificacion de los pacientes con mal prondéstico.
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