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RESUMEN

Para los pacientes con HNSCC que no son curados por cirugia y/o radioterapia, hay pocas opciones
de tratamiento efectivas. La radiorresistencia se ha sefialado como la principal causa de fracaso del
tratamiento locorregional, y la identificacion de los mecanismos moleculares que estan detras de ella
podria contribuir a una mejora en la seleccion del tratamiento y prondstico. La primera terapia
dirigida con éxito (anticuerpos especificos EGFR) ha demostrado que la mejora de la comprension de
los mecanismos moleculares del HNSCC permitira desarrollar nuevos protocolos de tratamiento.
Actualmente, la investigacion en el campo del cancer de cabeza y cuello se estd enfocando en el
desarrollo de nuevos sistemas de transporte basados en nanotecnologia, con el objetivo de hacer
frente a los inconvenientes de las actuales técnicas y de mejorar las estrategias de diagndstico y
tratamiento. El propdsito de la comunidad cientifica es el de desarrollar nuevos y mas efectivos
sistemas para la distribucién de los farmacos basados en nanoparticulas, optimizando las rutas de
tratamiento tanto orales, como bucales e intravenosas y reduciendo los efectos nocivos sobre los
tejidos sanos.

Palabras clave: Cancer cabeza cuello, sistemas de transporte, nanoparticulas

ABSTRACT

For patients with HNSCC that are not cured by surgery and/or chemotherapy, there are few effective
choices of treatment. Radioresistance has been identified as the main cause of failure of the
locoregional treatment, and the identification of the molecular mechanisms that are behind it could
contribute to a better selection of treatment and prognosis. The first target therapy with reported
success (EGFR specific monoclonal antibodies) has proved that the improvement in the
understanding of HNSCC's molecular mechanisms will lead to the development of new treatment
protocols. Currently, research in the field of head and neck cancer focuses on the design of new
devices based on nanotechnology in order to face the disadvantages of current techniques and to
improve diagnosis and treatment strategies. The aim of the scientific community is to develop newer
and more effective nanoparticle-based delivery systems, optimizing oral, buccal and intravenous
routes of treatment and decreasing toxic effects in healthy tissues.

Keywords: Head and neck cancer, delivery systems, nanoparticles



1. RASGOS GENERALES DEL CANCER

El cancer es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades relacionadas que tienen en comun
la divisién incontrolada de un grupo de células, que podran diseminarse o no a otros tejidos del
organismo. Una caracteristica importante de las células cancerosas, que las diferencia de las
normales, es que sufren un proceso de desdiferenciacién, es decir, se vuelven menos especializadas
y adquieren otras capacidades como la evasion de la apoptosis y del sistema inmunitario (Instituto
Nacional del Cancer).

Las células tumorales sufren una acumulacion de multiples mutaciones que determinaran su
comportamiento. Dichas mutaciones tienden a afectar a tres tipos principales de genes: proto-
oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores de DNA. Los proto-oncogenes
intervienen en la regulacion del crecimiento y la divisién celular normal. Cuando sufren alteraciones
que conllevan un aumento de su actividad (sobreexpresion) pueden convertirse en genes causantes
del cdncer u oncogenes, permitiendo que las células crezcan y sobrevivan cuando no deberian. Los
genes supresores de tumores se encargan también del control del crecimiento y la division celular,
por lo que una disminucidn en su expresion puede otorgar a las células una capacidad de division
descontrolada. Por ultimo, los genes reparadores de DNA tienen la funcidn de reparar el DNA cuando
éste estd dafiado. De este modo, las células con mutaciones en ellos tienden a formar mutaciones
adicionales en otros genes, lo que podria hacer que las células se vuelvan cancerosas (Instituto
Nacional del Cancer).

Sin embargo, los tumores no son simplemente un grupo de células que se dividen sin control, sino
que en realidad son tejidos muy complejos formados por distintos tipos de células, que trabajan
activamente unas con otras. Dentro de ellas juegan un papel fundamental un “pool” de células
normales que forman el estroma asociado al tumor, y que tienen un papel activo en el proceso de
tumorigénesis (Hanahan & Weinberg, 2011).

Hoy en dia, cuando describimos un tumor, no sélo podemos hacer referencia a las caracteristicas de
las células tumorales, sino que hay que tener también en cuenta las contribuciones del
microambiente tumoral, como lo describieron Hanahan y Weinberg en su trabajo (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Durante las diferentes fases del desarrollo tumoral se van adquiriendo una serie de funciones
bioldgicas distintas que dan lugar a las caracteristicas del cancer (Figura 1). Estas incluyen: 1) el

Mantenimiento de la
sefializaidn proliferativa

Evasion de supresores
de crecimiento

Induccion de la : de invasion
angiogenesis

Capacidad de
division iimitada

Figura 1. Las seis caracteristicas del cdncer modificado del trabajo de Hanahan y Weinberg (Hanahan &
Weinberg, 2011).



mantenimiento de la sefializacién proliferativa, 2) la evasién de sefiales supresoras de crecimiento,
3) la resistencia a la muerte celular, 4) la capacidad de divisién ilimitada, 5) la induccion de la
angiogénesis y 6) la activacién de la invasion de tejidos y metdstasis. Detrds de estas caracteristicas
estan la inestabilidad del genoma, lo que genera la diversidad genética que facilita su adquisicion, y
la inflamacién, lo cual fomenta multiples funciones de las citadas anteriormente (Hanahan &
Weinberg, 2011).

1.1. Caracteristicas del cancer
1.1.1 Mantenimiento de la sefializacion proliferativa

La proliferacidon crénica podria considerarse el rasgo principal de las células tumorales. Los tejidos
normales controlan rigurosamente la produccién y liberacién de sefiales de crecimiento que
promueven la entrada vy la progresién de la célula a lo largo del ciclo celular, lo cual permite mantener
la correcta funcion y arquitectura del tejido. Este proceso de sefializacion esta mediado en gran parte
por factores de crecimiento que se unen a receptores de la superficie celular, los cuales suelen
contener dominios intracelulares tirosina-quinasa. Tras esta union se emiten sefiales intracelulares
que regulan desde la progresién a través del ciclo celular hasta aspectos como el metabolismo
energético (Hanahan & Weinberg, 2011).

Las células cancerosas tienen una serie de mecanismos para mantener la sefializacién proliferativa,
entre los que se encuentran:

e Producir factores de crecimiento ligandos por ellas mismas (proliferacién autocrina).

e Mandar seflales a las células del estroma que a su vez responden al ser estimuladas
produciendo factores de crecimiento que tienen como diana las células tumorales (Cheng et
al., 2008).

e Aumentar la cantidad de receptores de la superficie celular para hacer las células
hipersensibles a esos estimulos.

e Modificar la estructura de los receptores para que el ligando se una facilmente
independientemente de su concentracion.

e Activar de manera constitutiva circuitos de sefializacion que en condiciones normales
deberian ser activados sélo mediante receptores de factores de crecimiento (Hanahan &
Weinberg, 2011).

e Interrumpir los mecanismos de retroalimentacion negativa que atenutan la sefializacién
proliferativa, y que estan presentes en las células normales con el objetivo de regular la
homeostasis (Wertz & Dixit, 2010).

1.1.2 Evasion de sefiales supresoras de crecimiento

Ademads de inducir y mantener sefiales de estimulacién de crecimiento, las células tumorales son
capaces también de eludir ciertas vias que regulan negativamente la proliferacién celular, muchas de
las cuales dependen de la accidn de los genes supresores de tumores. Los dos supresores tumorales
mas importantes codifican para el retinoblastoma (RB) y las proteinas TP53. Ambos se encargan de
regular los circuitos de proliferacion y apoptosis de las células (Hanahan & Weinberg, 2011).



Por un lado, El RB es un gen que se encuentra mutado o funcionalmente inactivo en la mayoria de
los cdnceres. Es un regulador de la transcripcién que lleva a cabo su funcion de control del ciclo celular
a través de su interaccién con factores de crecimiento y modeladores de la cromatina que
contribuyen a la supresion de genes importantes en la progresidon del ciclo celular. Sus funciones en
la regulacion de la cromatina afectan a la estabilidad del genoma, contribuyendo a 1) la reparacién
del DNA, 2) el mantenimiento de telomerasas, 3) la condensacién y cohesion de los cromosomas, y
por ultimo, 4) el silenciamiento de regiones repetidas (Vélez-Cruz & Johnson, 2017).

Por su parte, la proteina p53 es un factor de transcripcion que controla el estado del DNA, e inhibe
la progresién del ciclo celular si existe alguna lesion en esta molécula (Angosto et al., 2003). La p53
se une a elementos especificos del DNA, modulando la transcripcion de genes que gobiernan los
principales mecanismos de defensa contra el crecimiento tumoral (Kang & Rosenwaks, 2018).

Estos genes se han visto mutados e inactivados en canceres tanto humanos como animales,
favoreciendo el crecimiento y la proliferacién de los mismos (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.1.3 Resistencia a la muerte celular

La muerte celular por apoptosis es un proceso celular fundamental esencial para el desarrollo y para
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos y constituye una barrera natural para el
desarrollo del cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). Su misidn es eliminar las células dafiadas,
infectadas o transformadas. Las células que sufren apoptosis exhiben una morfologia caracteristica
queincluye: 1) la condensacién citoplasmdtica y nuclear, 2) la rotura especifica de proteinas celulares,
3) la fragmentacion de la célula en cuerpos apoptéticos y 4) la rotura endolitica del DNA en
fragmentos oligonucleosémicos (Angosto et al., 2003). Ante estimulos como dafios en el DNA
asociados a la hiperproliferacion o niveles elevados de sefializacién oncogénica, la célula pone en
marcha mecanismos que la llevaran a entrar en apoptosis (Hanahan & Weinberg, 2011).

A grandes rasgos existen dos mecanismos en el proceso apoptoético, uno que recibe y procesa sefiales
extracelulares de induccion a la muerte celular (por union de ligando) y otro intrinseco que detecta
sefiales de origen intracelular (estrés celular o dafio en el DNA) (Figura 2). Ambos mecanismos
convergen en la activacion de una proteasa normalmente latente (la 8 en la via extrinsecayla9en la
intrinseca), que inicia la cascada de proteolisis y que incluye la accién de caspasas efectoras en el
camino hacia la apoptosis (Hanahan & Weinberg, 2011).

La via intrinseca, requiere la disrupcion de la membrana mitocondrial y la liberacion de proteinas
mitocondriales tales como el citocromo y smac/diablo. El citocromo ¢ funciona uniéndose a Apaf-1
(factor activador de la proteasa apoptodtica) para inducir la activacion de la caspasa-9 y con ello la
cascada de las caspasas, mientras que smac/diablo se une y antagoniza al inhibidor de las proteinas
apoptoticas (IAP). El IAP afecta tanto a las caspasas iniciadoras como a las ejecutoras (Angosto et al.,
2003).

En cuanto a la via extrinseca, después de la activacion de un receptor de los denominados de muerte,
la proteina adaptadora FADD media la inmediata activacion de la caspasa-8 (caspasa iniciadora). La
caspasa-8 una vez activada, desencadena su vez, la activacion de otras caspasas, entre las que se
incluye la caspasa-3 (caspasa ejecutora) (Angosto et al., 2003).

De este modo, pueden distinguirse dos tipos de reguladores en el proceso de apoptosis: activadores
(como el citocromo ¢, samc/diablo, AlIF o BIR3, por ejemplo) y reguladores negativos o inhibidores
(como IAP, Hsp, Bcl-2 y BclXL entre otros) (Angosto et al., 2003).
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Figura 2. Esquema de las fases del proceso de apoptosis y de los factores que en él intervienen
(Angosto et al., 2003).

Existen ya evidencias que establecen una relacidon entre algunos genes que intervienen en la
regulacion de la apoptosis y los que intervienen en el desarrollo del cancer. Los dos ejemplos mas
conocidos son los genes que codifican para la proteina p53 y los miembros de la familia Bcl-2 (Figura
3). Una vez detectada la lesién en el DNA, la p53 se elevay las células en proliferacion se detienen en
G1. Esto proporciona un lapso de tiempo para que se lleve a cabo la reparacién del DNA, antes de
iniciar la siguiente ronda de replicacidn. Si se mantienen concentraciones elevadas de p53 por un
tiempo prolongado, se desencadenara la apoptosis por induccién de la expresién de Bax y otras
proteinas. Sin embargo, la sobreexpresién de Bcl-2 contrarresta el efecto apoptogénico de p53,
haciendo que las células continuen proliferando, como ocurre en ciertos tumores (Angosto et al.,
2003).

Pro-caspasa-9

Lesion Respuesta
delDNA ~~ alalesion p53 Bax ll— Bcl-2
Caspasa-9
Reparacion 210P l

l APOPTOSIS

Parada del ciclo celular

Figura 3. Papel de las proteinas p53 y BCL-2 en la ejecucién de la apoptosis (Angosto et al., 2003).



1.1.4 Capacidad de division ilimitada

En condiciones normales, las células son capaces de llevar a cabo un cierto nimero de ciclos de
crecimiento y division, limitados por la senescencia y la muerte celular. Los responsables de este
proceso son los teldmeros, repeticiones de hexanucledtidos colocados en tandem que se sitdan en
los extremos de los cromosomas y que se van acortando en cada ciclo de divisidn. La telomerasa, una
DNA polimerasa especializada que aflade segmentos repetidos a los extremos del DNA, se encuentra
inactiva en las células mortales, pero se encuentra expresada en niveles funcionalmente significativos
en la gran mayoria (~90%) de las células espontdneamente inmortalizadas, permitiéndoles adquirir
un potencial replicativo ilimitado (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.1.5 Induccion de la angiogénesis

La angiogénesis es el crecimiento de vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente. Ocurre a
lo largo de la vida tanto en condiciones fisioldgicas como de enfermedad. Al igual que los tejidos
normales, las células tumorales requieren de un sistema de aporte de nutrientes y oxigeno y retirada
de desechos metabdlicos y didxido de carbono, lo cual consiguen a través de la angiogénesis; proceso
que en el adulto en condiciones fisioldgicas sélo ocurre de forma transitoria (Adair & Montani, 2010).

Ante un estimulo angiogénico (Figura 4), como ocurre en los tumores, el vaso original incrementa su
actividad de sintesis, aumentando asi el nUmero de células endoteliales. Posteriormente se disuelve
sumembrana basal, dejando paso a células que van constituyendo yemas vasculares que se ramifican
y se ahuecan, formando nuevos entramados capilares. Los neovasos van a ser vasos dilatados,
tortuosos y con poca elasticidad muscular, por los que la sangre circula lentamente. Ademas, las
células endoteliales estdan mas separadas, lo que las permite ser mas permeables a proteinas
plasmaticas y al paso de células (Biocancer Research Journal).

El proceso de angiogénesis tiene lugar como resultado de un equilibrio entre factores inductores
como el factor de crecimiento vascular endotelial-A (VEGF-A) e inhibidores, como la trombospondina-
1 (TSP-1), producidos tanto por células tumorales como por células del estroma (Hanahan &
Weinberg, 2011).

La expresion génica de VEGF puede ser activada por hipoxia y por oncogénesis. Ademas, algunos
miembros de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) estan también implicados en
el mantenimiento de la angiogénesis tumoral cuando su expresidn estd aumentada cronicamente
(Baeriswyl & Christofori, 2009).

Asuvez, la TSP-1, evoca sefiales supresoras que contrarrestan los estimulos proangiogénicos, al igual
que fragmentos de plasmina (angiostatina) y coldgeno de tipo 18 (endostatina), que pueden actuar
como inhibidores enddgenos de la angiogénesis (Kazerounian et al., 2008).
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Figura 4. Fases principales del proceso de angiogénesis. El inicio del proceso se conoce como “cambio angiogénico”, a
través del cual los tumores adquieren la capacidad de crecer y diseminarse mds alld de su localizacién primaria, y que
puede ser activado por hipoxia, hipoglucemia, estrés mecdnico e inflamacion (Loizzi et al., 2017).

Es de destacar que este proceso no ocurre sélo en tumores macroscopicos de rapido crecimiento,
sino que también estd presente ya en las fases iniciales de la progresion neoplédsica (Hanahan &
Weinberg, 2011). Este mecanismo, supone ademas un sistema de transporte mediante el cual las
células tumorales pueden metastatizar a érganos distantes (Kazerounian et al., 2008).

1.1.6 Activacion de invasion y metdstasis

La invasidn es el proceso mediante el cual las células tumorales interaccionan con la matriz
extracelular (formada por las membranas basales y el estroma intersticial), para conseguir su salida
del tejido de origen. Este proceso se lleva a cabo gracias a la intervencion de diversas proteinas.

Al contrario que las células normales, las células tumorales no necesitan de un anclaje para dividirse
(Hanahan & Weinberg, 2011). Permanecen unidas entre si mediante unas glucoproteinas de
adhesion, como la cadherina-E, por lo que la pérdida de funcién o de expresion de las cadherinas,
determina la pérdida de adhesién de las células y su desprendimiento del tumor, facilitando la
invasion de tejidos circundantes. Diferentes mecanismos de inactivacion de la E-cadherina han sido



identificadas en canceres humanos, como mutaciones hereditarias y somaticas, procesamiento
aberrante de proteinas, incremento en la metilacion de promotores e induccidon de represores de la
transcripciéon entre otros (Berx & Roy, 2009).

Ademds, en algunos carcinomas altamente invasivos, la expresién de genes que codifican otras
moléculas de adhesidn célula-célula o célula-matriz extracelular estan demostrablemente alteradas.
Por el contrario, moléculas de adhesién asociadas normalmente con migraciones celulares que
tienen lugar durante la embriogénesis y la inflamacién, ven aumentada su expresidén en tejidos
tumorales. Un ejemplo es la N-cadherina, proteina expresada normalmente en neuronas que migran
y en células mesenquimales durante la organogénesis, que tiene aumentada su expresion en
numerosas células de carcinomas invasivos (Cavallaro & Christofori, 2004).

Una vez que las células se han desprendido del tumor original van a adherirse en primer lugar a la
matriz extracelular, para después continuar con su proceso de diseminacion por distintas estructuras,
tanto por contigliidad, como a través de vasos sanguineos o linfaticos. En este proceso estan
implicadas distintas glucoproteinas presentes en la matriz extracelular (Cavallaro & Christofori, 2004).
Una vez invadida la matriz extracelular, el 80% de los tumores llegaran a los tejidos periféricos,
aunque sélo el 0.01% conseguirdn formar colonias metastasicas (Biocancer Research Journal). Las
metdastasis pueden permanecer silentes en forma subclinica hasta afios mas tarde, dependiendo del
equilibrio entre la proliferacién, la apoptosis y la actividad angiogénica (Biocancer Research Journal).

En este trabajo nos centraremos en concreto en el cancer de cabeza y cuello, de gran importancia en
la actualidad, tanto por el incremento de su prevalencia como por la aparicidon de nuevas estrategias
de tratamiento.
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2. CANCER DE CABEZA Y CUELLO

El tipo de cdncer mds comun de cabeza y cuello es el carcinoma de células escamosas o carcinoma
escamoso de cabezay cuello (HNSCC), que aparece en la cavidad oral, orofaringe, laringe, hipofaringe,
nasofaringe, gldndulas salivares y senos paranasales, ocupando el sexto lugar en cuanto a incidencia
mundial de cancer (Kamangar, 2016). Representa en torno al 90% de los canceres de cabeza y cuello
y comprende un grupo heterogéneo de tumores que en general son de naturaleza agresiva y dificiles
de tratar, y cuyo tratamiento puede causar efectos secundarios severos y a largo plazo (Suh et al.,
2014).

Se pueden distinguir al menos dos subclases genéticas dentro del HNSCC: HPV-positivo y HPV-
negativo, cuyas principales diferencias vienen recogidas en la Tabla 1. Su estadio viene determinado
por la extensién del tumor y la presencia de metastasis en vasos linfaticos y metastasis a distancia
(siendo lo mas frecuente la invasion primaria de nédulos linfaticos regionales, y mds raramente a
otros érganos por via hematégena). El estadio del tumor se determina en base a la exploracion clinica,
técnicas de imagen, citologia de los ganglios linfaticos y un examen histopatolégico después de la
cirugia (Leemans et al., 2011).

El principal factor de riesgo identificados son la exposicidn a carcinégenos, en especial el consumo
de alcohol y el tabaco, que parecen tener un efecto sinérgico. Por otro lado, los subtipos de alto
riesgo del virus del papiloma humano (HPV) se han relacionado en particular con el carcinoma
orofaringeo. Ademas de los factores de riesgo exdgenos citados, es de sefialar la predisposicion
genética: existen algunas enfermedades hereditarias como la anemia de Falconi que predisponen al
desarrollo del HNSCC (Kutler et al., 2003).

Durante la pasada década, la incidencia del HNSCC ha disminuido levemente en algunas zonas del
mundo occidental, lo cual se atribuye a una reduccidn en la exposicion a factores de riesgo
tradicionales, especialmente el tabaco, gracias en parte a las medidas de salud publica. Sin embargo,
en la actualidad los canceres de lengua y en particular orofaringeos estan aumentando su prevalencia,
debido probablemente al incremento de las infecciones orales y orfaringeas por el VPH de alto riesgo
(Leemans et al., 2011).

Tabla 1. Diferencias clinicas y bioldgicas entre HNSCC HPV negativos y HPV positivos (Leemans et al., 2011).

HNSCC HPV-negativo HNSCC HPV-positivo
Incidencia Disminuyendo Incrementando
Etiologia Tabaco, consumo excesivo de alcohol Sexo oral
Edad Mayores de 60 afios Menores de 60 afios
Cancerizacion del campo Si Desconocido
Mutaciones TP53 Frecuentes Infrecuentes
Localizacion preferente No hay Orofaringe
Pronéstico Pobre Favorable
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2.1 Patogénesis del HNSCC

En cuanto a la patogénesis, la lesion precursora mas comun del HNSCC es la leucoplasia oral (Figura
5), una lesién blanquecina en la mucosa de la cavidad oral cuya prevalencia varia entre 0.1% y 0.5%.
(Napier & Speight, 2008).

Figura 5. Imagen representando leucoplasia oral (circulo rojo) (Carrard & Van der Waal, 2017).

Aunque la proporcién de leucoplasia oral que deriva en cancer depende de varios factores, como la
poblacion estudiada, la definicidn de leucoplasia usada y el tiempo de observacion, se puede asumir
que la tasa de transformacion maligna esta entre 1-2% al afio. Los factores de riesgo para la
progresién son el género femenino, el tamafio de la lesion y el grado de displasia (Napier & Speight,
2008).

A pesar de los grandes avances en el campo de la biologia molecular no hay ningln marcador fiable
gue prediga la potencial transformacién maligna de la mucosa oral. Por ello, se considera adecuado
siempre que sea posible tratar la leucoplasia oral u orofaringea mediante cirugia o técnica de laser
(Van der Waal, 2010), aunque no hay evidencia cientifica de que este procedimiento sea capaz de
prevenir el HNSCC. Esto puede deberse o bien a que la leucoplasia recurre, aunque se extirpe, o bien
a que el cancer se desarrolla independientemente de las lesiones visibles (Partridge et al., 2000). Por
tanto, se recomienda en estos pacientes un seguimiento oral de por vida a intervalos de no mas de
seis meses. (Van der Waal, 2010).

Los problemas de clasificacion histoldgica y el tratamiento de la leucoplasia han potenciado el
desarrollo de estudios moleculares para evaluar el riesgo de la progresién y la identificacién de dianas
de tratamiento. Algunos estudios han demostrado que la presencia y nimero de cambios genéticos
asociados al cancer pueden ser usados para distinguir las leucoplasias de bajo riesgo de aquellas de
alto riesgo de transformacién maligna (Napier & Speight, 2008).

En 1996, se postuld el primer modelo genético de progresién de HNSCC basado en la caracterizacién
genética de los cambios morfoldgicos en el epitelio escamoso (Califano et al., 1996). La pérdida de
heterocigosidad en los cromosomas 3, 9 y 17 parecian tener lugar en la displasia, reflejando
aparentemente una carcinogénesis inicial, mientras que otras alteraciones en los cromosomas 11y
8 se presentaban tipicamente en los carcinomas, correspondiendo probablemente con una fase mas
tardia de la carcinogénesis (Leemans et al., 2011). Usando estos marcadores genéticos combinados
con mutaciones en TP53, se demostrd que en al menos un 35% de los tumores orales y orofaringeos
analizados, el carcinoma estaba rodeado de epitelio mucoso que contenia cambios genéticos, el cual
recibe el nombre de “field” (Tabor et al.,, 2001). Este epitelio tenia una apariencia macroscépica
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normal, pero era histolégicamente displasico (Tabor et al.,, 2003). Es importante sefialar que
dichos “fields” se encuentran a veces en los margenes quirdrgicos cuando el tumor es extirpado, lo
que significa que pueden permanecer en el paciente pudiendo explicar la alta tasa de recurrencias y
de segundos tumores primarios a veces vistos en pacientes tratados de HNSCC (Tabor et al., 2001).

2.1.1 Patogénesis mediada por HPV

La primera clasificacién de los HNSCC diferencia los que han sido causados por la infeccion de los
tipos de HPV de alto riesgo y los que no tienen relacion con el HPV, como se refleja en la Figura 6
(Leemans et al., 2011).

-E6 y E7positivo

-Mayormente orofaringe

65% CIN alto grado 15% CIN bajo grado
-Mayormente TP53 no mutado
-Prognosis favorable -Abundantes cambios -Pocos cambios numéricos
numéricos

-Mayorifa diploides

-Mayormente aneuploides
-Mayormente p53 no

-Mayormente P53 mutado mutado

-Prondstico menos favorable -Prondstico favorable?

Figura 6. Esquema de la clasificacion genética del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Leemans et al.,
2011). Se pueden distinguir en la actualidad al menos tres subclases genéticas de HNSCC: tumores que contienen HPV
transcripcionalmente activo (HPV+) y tumores que son HPV negativos (HPV-). A su vez estos ultimos se dividen en aquellos
HNSCC con presencia de numerosos cambios genéticos (alta inestabilidad cromosémica, CIN de alto grado) o aquellos con
un bajo numero de cambios genéticos numeéricos (CIN de bajo grado).

El virus HPV contiene una doble cadena circular de DNA, es estrictamente epiteliotrépico, y se conoce
por ser la principal causa de cancer de cérvix (Zur Hausen, 2002).

Los HPVs entran al huésped por via de heridas o abrasiones en la mucosa, e infectan a las células
basales epiteliales, donde la maquinaria de replicacion del DNA de la célula huésped es utilizada para
la replicacién viral. El virus contiene dos oncogenes, E6y E7, cuya expresién inactiva respectivamente
el p53 y el Rb (Figura 7), causando alteraciones en la regulacion del ciclo celular de las células
infectadas e iniciando asi el proceso de carcinogénesis. La proteina E6 interacciona con la proteina
asociada a E6 (E6-AP), resultando en una rdpida degradacion del supresor tumoral p53 por via
ubiquitina-proteasoma. Esto lleva a una inhibicién de las funciones proapoptoéticas de p53 y una
elusién de los puntos de control mediados por p53 (Scheffner et al., 1990). Por su parte, la proteina
E7 compite con el factor de transcripcidon E2F para unirse al supresor tumoral pRb, desplazando a E2F,
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el cual se encarga de activar genes responsables de la progresion del ciclo celular (Dyson et al, 1989).
pRb es un regulador negativo del inhibidor kinasa dependiente de ciclina pl6, y por ello su
inactivacion resulta en una regulacion positiva de p16, lo cual se puede detectar mediante técnicas
de inmunohistoquimica en muestras de tumores asociados a HPV, y representa un marcador
bioldgico significativo de la expresidn de oncoproteinas del HPV (Weinberger et al., 2006).
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Figura 7. Mecanismo de accidn del virus del papiloma humano (HPV) en la regulacion del ciclo celular (Suh et al., 2014).
En la progresidn desde la fase G1 a la S del ciclo celular, las células tienen que superar el punto de restriccion bajo control
de la pRb. pRb se une e inhibe los factores de transcripcion E2F. La sefializacion mitogénica a través de CiclinaD1/CDK4 o
CliclinaD1/CDK6 fosforila a la pRb, provocando la liberacion de E2. La CiclinaE/CDK2 completa la fosforilacion de pRb,
permitiendo la entrada en la fase S.EI HPV interfiere en el ciclo celular por medio de dos oncoproteinas, E6y E7. La proteina
E6 se une a p53 y produce su degradacidn, mientras que la proteina E7 se une e inactiva pRb. Estas oncoproteinas virales
determinan la entrada en el ciclo celular y la inhibicidn de la apoptosis mediada por p53. La inhibicion de pRb dependiente
de HPV promueve la acumulacion de p16. P16 representa un marcador del HNSCC HPV positivo.

El modo de detectar el virus, dado que no puede ser facilmente cultivado, es mediante la deteccién
con la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) del genoma viral o de la expresion de los
genes virales (Leemans et al., 2011).

Existen mas de 100 subtipos de HPV, clasificandose en alto o bajo riesgo segin su potencial para
inducir transformacion maligna. Los de alto riesgo son los subtipos 16, 18, 31 y 33, siendo el 16 el
responsable de en torno a un 90% de los HNSCC (Husain & Neyaz, 2017).

Los canceres derivados de la infeccion por HPV constituyen un subgrupo caracterizado por perfiles
bioldgicos vy clinicos especificos y mejor prondstico. Los pacientes con carcinoma orofaringeo de
células escamosas (OPSCC) asociado al VPH tienden a ser hombres blancos, de media cinco afios mas
jovenes que los pacientes HPV negativos, con estatus socioecondémico mas alto y con menos
tendencia a fumar o a beber alcohol (Chaturvedi et al., 2013).
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Los factores de riesgo para el HNSCC HPV-positivo estan relacionados con el comportamiento sexual,
incluyendo la edad de la primera relacion y el nimero alto de compafieros sexuales, ademads de
anticuerpos contra la proteina de la capside viral HPV16 y la oncoproteina E6 (Gillison et al., 2008).

Comparado con el OPSCC HPV-negativo, los pacientes tienen de un 60-80% de reduccion del riesgo
de muerte debido a su cancer después de controlar otros factores, evidenciando la necesidad de
diferentes estrategias de tratamiento para reducir la mortalidad relacionada con el tratamiento
actual. Las razones del mejor prondstico no se conocen con exactitud, pero se cree que es debido a
factores del paciente como la menor edad, menos comorbilidades relacionadas con el tabaco, y
caracteristicas del tumor como una mayor sensibilidad a la radioterapia, ausencia de cancerizacién
del “field” (encontrada fundamentalmente en fumadores), diferente respuesta del sistema inmune a
la infeccion viral, y la presencia de p53 no mutado, que puede activarse en respuesta a la radioterapia
y quimioterapia. Sin embargo, no todos los pacientes HPV-positivo tienen una buena evolucién, y se
clasificaran en categorias de riesgo de muerte bajo o intermedio dependiendo de su historia
tabaquica (Ang et al., 2011).

2.2 Cambios en las vias de sefializacion

En el HNSCC, los genes reguladores del ciclo celular que intervienen en el proceso de carcinogénesis
son los ya comentados p53 y el Rb, que les permite adquirir el potencial replicativo ilimitado que
caracteriza a las células cancerigenas. El p53 se encuentra inactivado tanto por mutaciones somaticas
en los tumores HPV-negativo como por HPV16 E6 en los tumores inducidos por HPV. Ademas, se
encuentran mutaciones somaticas en el TP53 en el 60-80% de los casos de HNSCC (Poeta et al., 2007).
En la progresion temprana de los HNSCC HPV-negativos, la pérdida del cromosoma 9p21 (donde se
encuentra el gen CDKN2A, también relacionado con el cancer en este grupo de pacientes), y
mutaciones en TP53 se encuentran frecuentemente en los “fields” precursores (Califano et al., 1996).

2.2.1 Cambios en la sefializacion de factores de crecimiento: la ruta EGFR

EGFR (ErbB1) es un miembro de la familia de receptores transmembrana tirosina-kinasa que juega
un papel esencial en la proliferacion celular, diferenciacién, supervivencia y migracién. EGFR se
compone de un dominio extracelular de unién a ligando, un segmento transmembrana y un dominio
citoplasmatico con actividad tirosin-kinasa. La unién de ligando resulta en un cambio de
conformacion del receptor, llevando a una autofosforilacion y activacion del mismo. Esto resulta en
la activacion de una sefial que activa las cascadas Ras/Raf/MAPK, PI3K/AKT y JAK/STAT3 (Hynes &
Lane, 2005). Se puede producir también una translocacion al nucleo del ligando EGF, funcionando
como un factor de transcripcion. Una de las dianas nucleares es CCND1, que codifica para la ciclina
D1 implicada en la progresién del ciclo celular (Lin et al., 2001).

Se ha comprobado que hay una hiperexpresion de EGFR en numerosos casos de HNSCC, detectada
por inmunohistoquimica en mas del 90% de los casos de HNSCC. Ademas, ha sido demostrado en
ensayos clinicos un incremento de la eficacia de la radioterapia cuando se combina con anticuerpos
especificos anti EGFR (Bonner et al., 2006). La hiperexpresién de EGFR es fundamentalmente a nivel
transcripcional, ya que existen pocas mutaciones activadoras en HNSCC (Grandis & Tweardy, 1993).

A veces, aungue no siempre, hay una asociacion entre una hiperexpresion de EGFR y desfavorables
resultados clinicos. En general, el 60% de los estudios muestran una asociacion entre una
hiperexpresion de EGFR vy resultados clinicos desfavorables, mientras que el 40% restante no
(Leemans et al., 2011).

2.2.2 Cambios en la sefializacion de factores de crecimiento: La ruta TGF-6
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Otra via de factores de crecimiento importante en el HNSCC es la TGF-B. TGF-B 1 actlia como inhibidor
del crecimiento fosforilando a SMAD2 y SMAD3, que junto con SMAD4 regulan la transcripcion de
genes diana. Existen algunas lineas de evidencia que relacionan TGF-B con el HNSCC. En ocasiones en
los tumores se encuentra una regulacion negativa del TGF-B (Huntley et al., 2004). Esto puede tener
relacién con la pérdida frecuente del cromosoma 18q, que contiene los genes de SMAD2, SMADS3,
SMAD4 y el receptor Il de TGF-B.

Recientemente se ha evidenciado una conexion entre la via de sefialiacién TGF-B y el factor nuclear
KB (NF-KB) (Mishra et al., 2006), un factor de transcripcién que actla como una importante sefial de
supervivencia. Cohen y colaboradores (2009), han mostrado que una abolicion de la via TGF-B se
asocia con una activacion de NF-KB. Sin embargo, los datos disponibles actualmente hacen dificil
sefialar con seguridad cudles son los oncogenes mads importantes en estas vias de sefializacion.

2.3 Invasién y metastasis

El HNSCC se comporta generalmente como la mayoria de los tumores, metastatizando
primariamente en los ganglios linfaticos regionales. Ademas de la presencia de tumores, el nimero
de metastasis en ganglios linfaticos, la proporcién en el cuello y la extensién extranodular también
son importantes factores prondsticos y predictores de afectacion a distancia y supervivencia.

Las células epiteliales no poseen la plasticidad celular para la diseminacién metastatica, y pueden
sufrir un proceso de transicion epitelial a mesenquimal (ETM, originalmente descubierta en la
morfogénesis embrionaria) para obtener un fenotipo mas mesenquimal, y por tanto metastatico. La
via TGF-B ha sido identificada como una pieza clave en el proceso de ETM (lkushima & Miyazono,
2010).

Por otro lado, las células cancerigenas inducen el desarrollo de un estado inflamatorio exagerado en
el estroma, el cual favorece el crecimiento del cancer, la invasion y metastasis (Colotta et al., 2009).
Se producen una serie de mediadores quimicos de la inflamacién entre los que se incluye TGF-B, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6), ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la
metaloproteasa de matriz-7 (MMP-7). La IL-6 y TNF-a son producidos por queratinocitos malignos,
fibroblastos del estroma y macrofagos, y promueven el crecimiento del tumor modificando la
expresion de moléculas de adhesidon celular y proteinas de matriz extracelular y estimulando la
angiogénesis (Georgakopoulou et al., 2012). Por otro lado, COX-2 juega un papel importante en el
proceso de invasion local y metastasis. Niveles elevados de su expresidn se asocian a una alta tasa de
recurrencias después del tratamiento, con una pobre respuesta a la radioterapia y un prondstico
desfavorable (Goulart et al., 2009). Las metaloproteasas de matriz, por su parte, estan involucradas
en la migracién celular, angiogénesis, y activacién proteolitica de factores de crecimiento, todos ellos
eventos necesarios para la invasion de los tejidos conectivos adyacentes por las células neoplasicas
(Impola et al., 2004). Asi, niveles aumentados de la expresion de MMP-7 han sido relacionados con
el cancer de la cavidad oral (Impola et al., 2004).

En conclusidn, se puede afirmar que una serie de complejos mecanismos estan envueltos en la
progresion del HNSCC, en el que puede destacarse el aumento de produccién de factores de
crecimiento.

2.4 Tratamiento actual del HNSCC
2.4.1 Objetivos del tratamiento

El objetivo principal en el control de cualquier tumor maligno es su cura. Sin embargo, existen
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objetivos secundarios que deben ser considerados en el abordaje de tumores malignos de cabezay
cuello, en especial la preservacién de la forma y la funciéon (o la reconstruccién posterior cuando no
sea posible) para mantener una adecuada calidad de vida. Se debe poner atencién también en
minimizar las secuelas del tratamiento y prevenir un carcinoma primario secundario (Lydiatt &
Shah,1995).

En la pasada década se ha visto incrementado el papel de los protocolos de preservacidon orgdnica,
permitiendo mejorar la calidad de vida de los pacientes con HNSCC. En la cavidad oral, la estrategia
terapéutica se centra en torno a la reestructuracion de la masticacion y de la deglucién, asi como la
preservacion de la claridad del habla. En cuanto a los tumores que envuelven la hipofaringe vy la
laringe, los objetivos principales son la preservacion de la capacidad de comunicacion y deglucion del
paciente (Lydiatt & Shah,1995).

Finalmente, los esfuerzos se dirigen también a la prevencidn de tumores primarios secundarios,
incluyendo un cuidadoso follow-up e implantando estrategias para el cese del habito tabaquico vy el
consumo de alcohol en los pacientes que hagan uso de ellos (Day et al., 2008). El riesgo de morir por
un tumor primario secundario en pacientes con un estadio temprano de cancer de cabezay cuello es
mas alto que el de morir por un primario original (Day et al., 1994). En general, los objetivos del
tratamiento se pueden resumir en los siguientes: cura del cdncer, mantenimiento de la calidad de
vida y prevencion de otros primarios subsiguientes.

2.4.2 Estadificacion

Es de vital importancia establecer el estadio de todos los tumores antes de comenzar el tratamiento,
ya que una estadificacion adecuada constituye la base de una correcta seleccién de tratamiento y de
sus consiguientes resultados. El sistema TNM (basado en el tamafio del tumor, la extensién a ganglios
linfaticos y las metdstasis a distancia) es el utilizado para su estadificacion clinica (American Joint
Commitee on Cancer).

En general, los tumores de la cavidad oral y orofaringe se estadifican en base a sus dimensiones de
superficie; mientras que los tumores de nasofaringe, hipofaringe y laringe son estadificados por su
nivel de invasion local de las estructuras anatdmicas adyacentes.

Sin embargo, la estadificacion de ganglios linfaticos para todas las localizaciones en cabeza y cuello
es uniforme, como se muestra en la Figura 8.

Finalmente, la confirmacion histoldgica del diagndstico mediante biopsia es esencial. Si el tumor
primario estd ya visible o es accesible, se toma la biopsia de este. Si, por el contrario, el tumor
primario no es aun evidente, la biopsia mediante puncidn aspiracidn con aguja fina es el primer paso
a seguir en un paciente que presenta un ganglio cervical metastdsico y un tumor primario oculto
(Davidson et al., 1994).

2.4.3 Diagndstico clinico

El tumor primario en la mayoria de los pacientes con cancer de cabeza y cuello puede ser facilmente
visualizado mediante una exploracion minuciosa. La exploracion debe llevarse a cabo utilizando un
espejo laringeo o un nasolaringoscopio flexible. El tumor primario puede ser exofitico, endofitico,
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Figura 8. Estadificacion de ganglios linfdticos en cabeza y cuello (Lydiatt & Shah,1995).
ulcerado, invasivo o infiltrativo, y en ocasiones puede estar oculto (Lydiatt & Shah,1995).

El drenaje regional linfatico de la cabeza y el cuello se sitla en localizaciones anatdmicas especificas
organizadas en diferentes niveles, que estan representadas en la figura 9.

Los patrones de diseminacion metastasica de los canceres epiteliales del tracto aéreodigestivo alto

Figura 9. (A) Patrdn regional linfdtico en cabeza y cuello, (B) principales niveles de cabeza y cuello
(Lydiatt & Shah,1995).
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siguen una secuencia predecible a los ganglios linfaticos regionales (Shah, 1990). Dichos patrones de
progresidn metastasica secuencial han permitido el desarrollo de modificaciones en la diseccién del
cuello con el objetivo de reducir la discapacidad funcional producida por la diseccidon clasica. A pesar
de la morbilidad funcional y estética, la diseccién radical del cuello continta siendo el tratamiento de
eleccion en la mayoria de los pacientes que se presentan con 1) estadio N3, 2) multiples metastasis
grandes (N2B), 3) signos clinicos de diseminacion extranodular, o 4) enfermedad recurrente después
de previa radioterapia (Lydiatt & Shah,1995).

Una adecuada exploracion del cuello deberia evaluar la presencia o ausencia de adenopatias
palpables; el nUmero, localizacién, y tamafio de los nédulos palpables; y las manifestaciones clinicas
de la extensidon extracapsular del tumor, asi como la fijacién a la piel o a los tejidos blandos
subyacentes o la paralisis de nervios craneales (Coster et al., 1992)

Ademads, se deben llevar a cabo estudios con técnicas de imagen como la radiografia simple o la TAC.
Endoscopias multiples (nasofaringoscopia, laringoscopia, broncoscopia y esofagoscopia), se
emplearan selectivamente en pacientes en los que el riesgo de multiples tumores primarios sea alto,
pacientes con carcinomas primarios faringeos o pacientes que se presentan con un carcinoma
metastasico en los ganglios linfaticos cervicales y un primario oculto (Mccombe, 1989).

Actualmente, en el tratamiento de cada cancer se utiliza un enfoque multidisciplinar, teniendo en
cuenta el subtipo histoldgico, la localizacion, el estadio, la forma fisica del paciente y la funcion
respiratoria (Suh et al., 2014).

Aproximadamente un tercio de los pacientes presenta un estado inicial de la enfermedad, mientras
que los dos tercios restantes presentan un cancer avanzado con extensién a los ganglios linfaticos.
Los tumores en fase inicial son tratados con cirugia o radioterapia dependiendo de la localizacién
primaria del tumor, y tienen un prondstico favorable. En cambio, en el tratamiento de los tumores
avanzados se utiliza la cirugia con posterior radioterapia o quimiorradioterapia, o radioterapia
primaria con preservacién de érganos con o sin quimioterapia (con compromiso estético reducido)
(Pignon et al., 2009).

La radioterapia adyuvante puede administrarse pre- o postoperatoriamente. En general es de
eleccion la segunda opcidn por sus mayores ventajas, como la carencia de limite de dosis y de riesgo
de complicaciones en la curacién de la herida quirldrgica, o la disponibilidad de una estadificaciéon
precisa del tumor. Las indicaciones de la radioterapia posoperatoria dependen de factores
relacionados con el tumor primario y las metdstasis en ganglios linfaticos regionales. Se administra
en tumores con riesgo significativo de recurrencia, margenes histoldgicos positivos, o infiltraciéon
perivascular o perineural. Ademas, la radioterapia posoperatoria esta indicada también en tumores
sin afectacién de ganglios linfaticos no tratados quirdrgicamente cuando el riesgo de micrometastasis
es alto, ante la presencia de un residuo tumoral alto tras la reseccidn tumoral, multiples ganglios
linfaticos positivos o diseminacion extranodular del tumor (Vikram et al., 1984).

Estos tratamientos son intensos y estan asociados a una toxicidad aguda y severa, como mucositis,
dermatitis y disfagia, ademas de secuelas a largo plazo como por ejemplo pérdida de audicion
neurosensorial, xerostomia permanente o funcién de deglucién alterada (Suh et al., 2014).

2.4.4 Agentes quimioterapéuticos

La terapia sistémica del HNSCC incluye una serie de opciones que pueden clasificarse en
quimioterapia sistémica (con un soélo agente o combinada), terapias dirigidas (con anticuerpos
monoclonales o inhibidores de la tirosin-kinasa) o inmunoterapia (Vermorken, 2005).
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La eleccion del tratamiento depende de las comorbilidades del paciente, tratamientos previos,
intervalo libre de recurrencias, sintomas, preferencias del paciente, etc. (Vermorken, 2005).

La administracion oral de los agentes anticancerigenos es en general la preferida por los pacientes,
por ser susceptible de tratamiento ambulatorio. Ademas, facilita una exposicidon prolongada al agente
citotoxico (Meerum Terwogt et al., 1999). Sin embargo, la baja solubilidad en medios acuosos, baja
permeabilidad y aparente pobre biodisponibilidad, constituyen importantes limitaciones para la
quimioterapia oral (Aglieros et al., 2009). La administracion intravenosa es la mas directa, y carece
del inconveniente de los patrones de absorcién del tracto gastrointestinal. Sin embargo, esta ruta
tiene el potencial de ser perjudicial para los tejidos sanos porque a ellos llegan altas concentraciones
de farmaco, aumentando la frecuencia de reacciones adversas (Kruijtzer et al., 2002).

Quimioterapia sistémica

Un gran numero de agentes quimioterapéuticos han sido investigados en los dltimos afios en
pacientes con HNSCC R/M. Un ejemplo es el 5-Fluorouracilo, un andlogo de la pirimidina que se puede
administrar tanto por via tdpica como parenteral, o el cisplatino, un agente alquilante que contiene
platino y cuya administracién es parenteral. Ademas, destacan otros como el metotrexato
carboplatino o la bleomicina. Estos farmacos provocan una tasa de respuesta de aproximadamente
el 15-40%, que persiste por un corto periodo de tiempo, entre tres y cinco meses (Colevas, 2006).

Con el objetivo de obtener tasas de respuesta mas altas y duraderas, se han empezado a usar
combinaciones de agentes quimioterapéuticos en el tratamiento del HNSCC. La combinacion
quimioterapéutica mas utilizada es el cisplatino y 5-fluorouracilo, habiendo demostrado en varios
estudios mejores resultados con esta estrategia de los que se observan en terapias con un solo agente,
al menos en lo referido a tasa de respuesta (Bonner et al., 2006).

Terapias dirigidas

En las Ultimas décadas, gracias a la mejor comprensidon de los mecanismos moleculares implicados
en el HNSCC, las terapias han sufrido grandes avances, y estd previsto en un futuro cercano el
desarrollo de nuevos agentes dirigidos. Varias terapias bioldgicas han sido investigadas en el HNSCC,
entre las que se incluyen farmacos dirigidos a factores de crecimiento y sus receptores, vias de
sefializacién, control del ciclo celular, sintesis de prostaglandinas, degradacion de proteinas, hipoxia
y angiogénesis (Jacob et al.,, 2016). Entre todos ellos, los farmacos con mejores resultados han
resultado ser los dirigidos contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico. Como ya se ha
visto, la hiperexpresién de este factor presente en >90% de los HNSCC, ha sido relacionada con un
prondstico pobre de la enfermedad. Los anticuerpos monoclonales y las pequefias moléculas
inhibidoras de la tirosin-kinasa (TKIs), son las dos estrategias utilizadas en la actualidad en la practica
clinica. De esta manera se inhibe el crecimiento del tumor dirigiéndose especificamente contra EGFR,
resultando en una inhibicion de la progresion del ciclo celular, angiogénesis y metastasis e induccion
de la apoptosis. Mientras que los anticuerpos monoclonales se dirigen al dominio extracelular del
receptor debido a su gran tamafio, las TKIs actuan intracelularmente (Jacob et al., 2016).

En 2006, Cetuximab se convirtié en la primera terapia molecular dirigida aprobada por la FDA (Food
and Drug Administration) para el tratamiento de HNSCC (Blasco et al., 2017). Cetuximab es un
anticuerpo monoclonal IgG1 de administracion parenteral. Se usa tanto en combinacién con la
radioterapia en los HNSCC locales avanzados, como en combinacion con la quimioterapia basada en
cisplatino y 5-fluorouracilo en el tratamiento de primera linea de la enfermedad
recurrente/metastatica, y como agente Unico en la enfermedad recurrente/metastatica después del

20



fracaso de la quimioterapia basada en platino (Bonner et al., 2006). La toxicidad cutanea es un efecto
secundario comun del tratamiento con Cetuximab, y puede considerarse un biomarcador de
respuesta positiva al tratamiento, con tasas de respuesta del 33% observadas en pacientes con
erupcién cutdnea frente al 7% en aquellos que no desarrollaban toxicidad cutanea (Burtness et al.,
2005).

A pesar de la alta expresion de EGFR en HNSCC, la inhibicién de EGFR con anticuerpos monoclonales
tiene un efecto modesto. Los TKls bloquean la activacion y fosforilacién de EGFR, y se dan orales ya
gue son bien absorbidas a través del tracto gastrointestinal. Otros anticuerpos monoclonales como
Panitumumab o Zalutumumab han sido estudiados presentando resultados menos favorables, como
tasas de respuesta mas bajas o mayores efectos adversos (Bossi et al., 2017).

Inmunoterapia

Dentro de este grupo destacan anticuerpos como Nivolumab o Pembrolizumab, que en estudios
recientes han demostrado tener respuestas duraderas en pacientes con R/M HNSCC refractario.
Ademas, el Pembrolizumab es un farmaco que, aunque parece ser relativamente bien tolerado, causa
efectos adversos serios en el 10-17% de los pacientes tratados (Seiwert et al., 2016).

Desafortunadamente, pese a los recientes avances en las técnicas quirdrgicas y radio-
quimioterdpicas, la esperanza de vida no se ha visto aumentada notablemente debido a que los
pacientes siguen desarrollando frecuentemente recurrencias locorregionales, metdstasis a distancia
y segundos tumores primarios. La dilacion en el comienzo del tratamiento es considerada la causa
mas importante de que no haya habido una mejora relevante de la tasa de supervivencia (Smith,
Sniezek, Weed, & Wax, 2007). Hasta un 50% de los tumores locales avanzados recidivan durante los
dos primeros afios después del tratamiento, con limitadas opciones de cirugia de rescate o
reirradiacion (Smith et al., 2007).

Algunos agentes quimioterapicos pueden ser usados para recurrencias inoperables de la enfermedad
metastatica, con tasas de respuesta de solo 10-35% y una supervivencia media de 6 a 12 meses
(Brockstein, 2011).

Aungue el objetivo principal del tratamiento del cadncer es destruir tantas células cancerigenas como
sea posible sin dafiar los tejidos sanos, la habilidad de un farmaco para abordar sitios especificos del
organismo con el objetivo de conseguir efectos terapéuticos concretos necesita una mejoria. En este
contexto, los sistemas de transporte de farmacos basados en nanotecnologia emergen como
potenciales alternativos para abordar estos obstdculos y llegar eficazmente a las células diana,
reduciendo asi, los efectos adversos.
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3. NANOMEDICINA
3.1 Introduccién a la nanomedicina

Durante las Ultimas décadas, nuestro conocimiento de la etiologia del cdncer ha aumentado de forma
exponencial, apareciendo como consecuencia nuevas clases de terapias antitumorales. Un ejemplo
lo constituye la nanomedicina, que es la ciencia basada en la utilizacion de nanoestructuras
(materiales de tamafio nanométrico), conjugadas con un amplio rango de agentes especificos
dirigidos con el objetivo de ser usados en aplicaciones como diagndstico molecular, deteccién de
enfermedades, inmunoterapia a nanoescala y distribucién de terapias antitumorales que podrian
incorporarse al uso clinico (Jurj et al., 2017).

A'lo largo de los aflos, diferentes nanoterapias dirigidas a tumores han sido desarrolladas (Figura 10)
y evaluadas, existiendo en la actualidad una clara evidencia de una mejora sustancial de la eficacia
terapéutica de agentes antitumorales, ya que permiten mejorar la biodisponibilidad (Jain et al., 2014),
potenciar la distribucion de agentes terapéuticos o desarrollar técnicas novedosas de imagen (Ajnai
et al., 2014). Las caracteristicas mads sorprendentes de estos nanodispositivos son su habilidad para
dirigir un farmaco al lugar del tumor, es decir, potenciar los niveles de farmaco antitumoral (site-
specific delivery), y/o alejar el farmaco de los lugares del organismo particularmente sensibles a los
efectos toxicos del farmaco (site-avoidance delivery) (Lammers et al., 2008), haciendo frente al
principal inconveniente de la quimioterapia (Jurj et al., 2017).

El objetivo principal de los nanotransportadores es el de encapsular los farmacos quimioterapicos
que son altamente invasivos o no-especificos por agentes especificos dirigidos que presentaran
idealmente las siguientes caracteristicas (Shi et al., 2017):

e Mejora de los efectos terapéuticos del farmaco incrementando la eficacia y/o reduciendo la
toxicidad.

e Distribucion dirigida del farmaco a un tejido, célula u organulo; potenciando las propiedades
farmacéuticas (como estabilidad, solubilidad, vida media de circulacién y acumulacién en el
tumor) de las moléculas terapéuticas; estableciendo una liberacion sostenida o dependiente
de estimulo.

e Facilitacién de la distribucion de terapias como por ejemplo DNA, siRNA, mRNA y proteinas a
lugares de accidn intracelulares.

e Co-distribucion de multiples farmacos para mejorar la eficacia terapéutica y hacer frente a la
resistencia al farmaco, dotando de un control mds preciso a la exposicién espacio-temporal
de cada farmaco y a la distribucién apropiada de farmaco en el lugar de interés.

e Transcitosis de los farmacos a través de las estrechas barreras endoteliales y epiteliales (como
por ejemplo la barrera del tracto gastrointestinal o la barrera hematoencefalica).

e Diagndstico e imagen mas sensible del cancer.

e Visualizacion de lugares de distribucion del farmaco combinando los agentes terapéuticos con
modalidades de imagen, y/o feedback a tiempo real de la eficacia in vivo de un agente
terapéutico.

e Nuevos abordajes en el desarrollo de vacunas sintéticas.
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e Dispositivos médicos miniaturizados para el diagndéstico del cancer y monitorizacion del
farmaco y distribucién.

Para un uso seguro en medicina, las nanoparticulas deben ser compatibles, lo cual quiere decir que
tienen que ser capaces de integrarse en un sistema bioldgico sin causar una respuesta inmune o
efectos secundarios negativos cuando la terapia es liberada tanto en el tumor como en la corriente
sanguinea (Wilczewska et al., 2012).
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Figura 10. Representacion cronoldgica de los principales avances en el campo de la nanomedicina aplicada en el
tratamiento del cdancer (Shi et al., 2017).

En los ultimos afios, un amplio rango de farmacos anti-cancerigenos (ver Tabla 2) como paclitaxel,
doxorubicina, daunorubicina, rituximab, o inhibidores de la tirosin-kinasa han sido incorporados en
nanoparticulas con un potencial efecto contra varios cdnceres, y una eficacia terapéutica superior a
los quimioterapéuticos libres (Petrushev et al., 2015).

Ciertas nanoterapias que incorporan algunas de estas caracteristicas han sido aprobadas en el
tratamiento del cancer, como los liposomas, nanoparticulas de albumina y micelas poliméricas,
mientras que otras se encuentran en proceso de investigacion clinica y se piensa que ofreceran
resultados definitivos prometedores en un futuro cercano (Lammers et al., 2008; Shi et al., 2017).

Tabla 2. Ejemplos de estadio clinico de nanomedicinas en la terapia del cdncer (Lammers et al., 2008, Shi et al., 2017).

Nombre genérico y/o Plataforma Compuesto Tipode cancer  Situaciéon
propio nanotecnolégica farmacoldgico

activo
Doxorubicina  liposomal Liposoma PEGilado ~ Doxorubicina Sarcoma de Kaposi Aprobado por la
(Doxyil) relacionado con FDA

VIH, céncer de
ovario y mieloma

multiple
Doxorubicina  liposomal Liposoma Doxorubicina Cancer de mama Aprobado en
(Myocet) metastasico Europa y Canadd
Daunorubicina liposomal Liposoma Daunorubicina Sarcoma de Kaposi Aprobado por la
(Daunoxome) relacionado con el FDA
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VIH

Vincristina liposomal Liposoma Sulfato de Leucemia Aprobado por la
(Margibo) Vancristina linfobastica aguda FDA
Irinotecan liposomal Liposoma PEGilado Irinotecan Cancer pancredtico Aprobado por Ila
(Onivyde 0 MM-398) metastdsico post- FDA
gemcitabine
Cisplatina Liposoma PEGilado  Cisplatina NSCLC Fase llI
liposomal(Lipoplatin)
ThermoDox Liposoma Doxorubicina Carcinoma Fase Il
hepatocelular
MTX-HSA Nanoparticula  de Metotrexato Cancer de rifién Fase Il
albumina
Nab-paclitaxel (Abraxane)  Nanoparticula de Paclitaxel Cancer de mama, Aprobado por la
albumina pulmén y FDA
pancreatico
Micela polimerica Micela polimérica Paclitaxel Cancer de mama y Aprobado en Korea
paclitaxel (Genexol-PM) NSCLC
NK-105 Micela polimérica Paclitaxel Cancer de mama Faselll
recurrente o)
metastdsico
NanoTherm Nanoparticula ~ de No aplicable Glioblastoma Aprobado en
oxido de hierro Europa
Aurolase Nucleo de cobre con  No aplicable Cancer de cabezay Estudio piloto
nanocubierta de oro cuello, canceres de
pulmdén primarios y
metastasicos
MM-302 Liposoma dirigido a Doxorubicina Céncer de mama Fase Il/lll
HER2 HER2 positivo
Inmunoliposomas  anti- Liposoma dirigido a Doxorubicina Tumores solidos Fase |
EGFR  cargados con EGFR
doxorubicina
CPX-1 Liposoma Irinotecan y Céncer colorrectal Fasell
floxuridine (1:1) avanzado
Citarabina-daunorubicina  Liposoma Citarabina y Leucemia mieloide Fase lll
liposomal daunorubicina (5:1)  aguda de alto riesgo
CALAA-01 Nanoparticula SiRNA contra  Tumores sélidos Fase |
polimérica dirigida a ribonucledtido
TfR reductasa M2
PNT2258 Liposoma Oligonucledtido de Linfona no-Hodkin Faselll

DNA contra BCL-2

refractario y
linfoma difuso de
células B
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MRX-34 Liposoma Imitador de Céncer  hepdtico Fasel
microRNA-34 primario, tumores
sélidos y
malignidades
hematoldgicas
Tecemotide Liposoma Antigeno MUC1 NSCL Fase llI
DHER2+AS15 Liposoma Antigeno Céncer de mama Fase I/ll
recombinante HER2 metastasico
(dHER2) y
adyuvante AS15
Lipovaxin-MM Liposoma Antigenos de Melanoma maligno  Fase |
melanoma

Los liposomas (como Doxil y Myocet) fueron la primera clase de nanoparticulas terapéuticas en
recibir aprobacion clinica para el tratamiento del cancer (Barenholz, 2012), y junto con otras
nanoparticulas de base lipidica, aun representan una gran proporcién de las nanoparticulas que se
hallan en estadio clinico.

La nanoestructura compuesta por albumina y paclitaxel (nab-paclitaxel, Abraxane) fue el segundo
tipo de nanodispositivo en ser comercializado. Entre sus ventajas se halla el hecho de ser mejor
tolerada y permitir el uso de dosis mas altas y una administracion mas rapida, siendo usada en el
tratamiento de cancer pancreatico, de pulmén y de mama (Gradishar et al., 2005).

Por su parte, las micelas poliméricas (como Genexol-PM y NK105) (Ahn et al., 2014) y nanoparticulas
poliméricas son dos clases de agentes nanoterapéuticos recientemente desarrollados.

Otro tipo de nanomaterial son los inorganicos, como por ejemplo las nanoparticulas (NP) de oro
(Hirsch et al., 2003), las NP de éxido de hierro (Maier-Hauff et al., 2011) y las NP de éxido de hafnio
(Maggiorella et al., 2012). Estas uUltimas estan siendo también investigadas para su uso en pacientes
con cancer, habiendo sido ya comercializada la Nanotherm, una NP de éxido de hierro para el
tratamiento del glioblastoma en Europa (Maier-Hauff et al., 2011).

Mas alla de suamplio uso como portadores de agentes quimioterapéuticos, las nanoparticulas tienen
ademas la capacidad de distribuir nuevos agentes terapéuticos antitumorales, incluyendo agentes
dirigidos a moléculas concretas, siRNA y miRNA u oligonucledtidos inhibidores del DNA (Raez et al.,
2013). Ademas, en los ultimos afios, gracias al desarrollo de nuevas técnicas de ingenieria genética
se ha facilitado el uso de nanoparticulas virales para la distribucién terapéutica (Yildiz et al., 2011).

3.2 Distribucidn, caracteristicas y funcionalizacion de las nanoparticulas

A pesar de los esfuerzos por desarrollar una administracion no-invasiva de los agentes terapéuticos
en el tratamiento del cancer (como por ejemplo oral, pulmonar, nasal o transdérmica (Garbuzenko
et al., 2010; Liechty et al., 2011), la mayoria de las nanoparticulas se administran sistémicamente en
los tumores sélidos, requiriendo un posterior transporte al lugar del tumor.

3.2.1 Abordaje activo-pasivo

Los nanodispositivos son complejos, y es necesario comprender su estructura y propiedades fisicas y
quimicas para acoplar o encapsular los agentes terapéuticos. La mayoria de los sistemas de
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distribucién de farmacos utilizan el llamado abordaje pasivo, con la excepcién de los anticuerpos y
sus fragmentos, que utilizan un abordaje activo, usando un péptido o un anticuerpo que se une
especificamente a una molécula selectivamente expresada por las células cancerigenas diana.

El abordaje pasivo hace referencia a la extravasacion sustancial del farmaco asociado a una particula
nanomeétrica en el intersticio del entorno tumoral, aprovechando el aumento local de permeabilidad
vascular y la disminucion de la eficacia del drenaje linfatico, y provocando que los nanomateriales
extravasados sean retenidos dentro del lugar tumoral por periodos de tiempo prolongados (Figura
11). Este fendmeno, conocido como efecto EPR “enhanced permeability and retention effect”
constituye actualmente la estrategia mads importante para mejorar la distribucién de agentes
terapéuticos de bajo peso molecular a los tumores (Matsumura & Maeda, 1986; Arrieta et al., 2014).

Vasos sanguineos angiogénicos

en tumores
Las micelas inyectadas en .
sangre pueden llegar U]'IIOHES entre i
Vasculatura defectuosa pasivamente a los tumores células endoteliales
o permeable en continuas vy bien

or via del efecto EPR
tumores ¥* i / . formadas:
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Figura 11. Efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR effect) y distribucion pasiva. Los nanotransportadores se
pueden extravasar a los tumores a través de los espacios entre las células endoteliales, y se acumulan alli debido al
pobre drenaje linfdtico (Jhaveri & Torchilin, 2014).

El efecto EPR varia sustancialmente en diferentes pacientesy grupos tumorales, e incluso en el mismo
paciente o tipo tumoral a lo largo del tiempo. Algunos estudios clinicos preliminares han sugerido el
valor de una estratificacién en subpoblaciones de los pacientes enfermos de cancer en base a su
probabilidad de acumular nanoparticulas a través del efecto EPR (Arrieta et al., 2014), lo cual implica
que marcadores predictivos para EPR podrian tener un papel sustancial en el éxito clinico de las
nanoterapias del cancer.
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Sin embargo, la interpretacién de que el EPR sea Unicamente debido a la vasculatura permeable del
tumor y al pobre drenaje linfatico estd de alguna forma hipersimplificada, ya que multitud de
procesos bioldgicos pueden influir en la distribucién sistémica de las nanoparticulas, como su
interaccién con proteinas, la circulacion sanguinea, la extravasacion en el microambiente perivascular
del tumor e interaccién con el mismo, o la penetracion en el tejido tumoral e internalizacion en las
células tumorales. Ademas, las propiedades de las nanoparticulas como por ejemplo el tamafio, la
geometria, la carga superficial, elasticidad, rigidez, porosidad, composicién o ligando diana, pueden
influenciar estos procesos bioldgicos (Shi et al., 2017) (Figura 12).
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Figura 12. Principales caracteristicas de las nanoparticulas. Las NPs pueden estar hechas de diferentes materiales y pueden
ser modificadas con ligandos de diferente densidad de superficie (a). Las propiedades de las NPs afectan al proceso
bioldgico envuelto en la distribucion a los tejidos tumorales incluyendo la interaccidn con proteinas séricas (b), circulacion
sanguinea (c), biodistribucion (d), extravasacion al microambiente perivascular del tumor (e), y abordaje de las células
tumorales y trdfico intracelular (f). Las NPs también pueden ser disefiadas para controlar el perfil de liberacién de su carga
(g). DI, dosis inyectada. (Shi et al., 2017)

3.2.2 Propiedades de las nanoparticulas

El reducido tamafio de las nanoparticulas les permite traspasar las membranas celulares, evitar la
deteccion por el sistema reticulo-endotelial, y prevenir asi su degradacién. Ha sido demostrado que
el tamafio dptimo para los sistemas de distribucion de farmaco es entre 5y 100 nm (Jurj et al., 2017).
Las nanoparticulas pequefias aumentan su acumulacién y penetran en los tejidos tumorales a través
del efecto EPR, evitando la eliminacién por el bazo. Sin embargo, particulas muy pequefias (menores
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de 5nm), podrian ser eliminadas rapidamente por filtracién renal, y se verian limitadas su capacidad
de carga y de liberacién controlada (Shi et al., 2017).

Ademads, su gran area de superficie favorece la carga del agente terapéutico, haciéndolas idéneas
para fines médicos (Thanh & Green, 2010).

Para mejorar o reducir el tiempo de circulacién, puede modificarse la superficie y carga de las
nanoparticulas; la carga positiva se relaciona con un aumento de la tasa de internalizacidon
inespecifica y un tiempo de circulacién mas corto cuando se compara con cargas neutras y negativas
(Baetke et al., 2015).

Se ha comprobado que hay una relacién entre el tiempo de circulacion medio de la sangre y la eficacia
con la que las nanoparticulas se extravasan pasivamente desde la microvasculatura hasta la matriz
extracelular del tumor. En tejidos con una adecuada circulacidon y particulas que se extravasan
eficazmente, una vida media corta de circulacion es suficiente para obtener una acumulacion
adecuada en el tumor. Por el contrario, en tejidos pobremente perfundidos o en el caso de emplear
particulas con una baja eficacia de extravasacion, serd probablemente necesaria una vida media de
circulaciéon mas larga para obtener el resultado deseado (Shi et al., 2017).

3.2.3 Funcionalizacidn de las nanoparticulas en la distribucion quimioterapéutica

Un factor importante que limita el tiempo de circulacion es la interaccidon no-especifica entre las
nanoparticulas y diversas proteinas séricas, que pueden provocar la opsonizacion y reconocimiento
por el sistema mononuclear fagocitico. Entre los diversos métodos desarrollados para incrementar el
tiempo de circulacion de las nanoparticulas, el mas utilizado es el recubrimiento de las nanoparticulas
con polietilenglicol (PEG), un biopolimero hidrofilico utilizado en un amplio rango de aplicaciones
nanomédicas debido a su estructura flexible, no-reactividad, baja toxicidad y solubilidad en agua y
disolventes polares y no polares. Posee grupos hidroxilo terminales que quedan unidos
covalentemente a la superficie de las nanoparticulas formando un revestimiento protector, que
inhibe la unién de proteinas séricas al nanomaterial, incrementando el tiempo de circulacion del
mismo, previniendo la agregacién de particulas y protegiéndolos de la degradacion por el sistema
mononuclear fagocitico (Jurj et al., 2017).

Como es el caso del implante de polietilenglicol, las nanoparticulas que encapsulan el agente
terapéutico pueden ser funcionalizadas con otros ligandos especificos que se dirijan a moléculas
concretas de las células cancerigenas diana, como amino, acido carboxilico, carbonilo p-nitrofenilo,
tiol, maleimida, aldehido u otros ligandos que puedan acoplarse a la superficie, moléculas pequefias,
dendrimeros, biomoléculasy polimeros (Mout, Moyano, Rana, & Rotello, 2012). Ademas, pueden ser
marcadas con diferentes tipos de radioisdétopos para poder monitorizar la biodistribucion de éstasy
la acumulacion en el tumor a partir de técnicas no-invasivas, como tomografia computarizada de
emision monofotdnica (SPECT), tomografia computarizada (CT) y tomografia por emisién de
positrones (PET) (Arrieta et al., 2014).

Al igual que las nanoparticulas funcionalizadas con ligandos cargados positivamente presentan una
internalizacion mas alta en las células en comparacién con las cargadas con ligandos negativos y
neutros (Mout et al., 2012), las funcionalizadas con oligonucleétidos han ofrecido nuevas
oportunidades en el diagndstico molecular, como la deteccién de acidos nucleicos (de gran utilidad
especialmente en el diagndstico de cancer y enfermedades infecciosas). Las nanoparticulas pueden
ser también recubiertas con proteinas y anticuerpos que se unan a la superficie de los receptores,
como las cubiertas por herceptina, una pequefia molécula que tiene como diana los receptores Her-
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2, asegurando una util herramienta para dirigirse a particulas en la realizacion de técnicas de imagen
y terapia fototérmica.

3.3 Sistemas de distribucién utilizados en la investigacidon del cancer

A continuacién, se describirdn los principales sistemas de transporte en el tratamiento del cancer,
cada uno con sus propias ventajas e inconvenientes.

3.3.1 Sistemas virales

Los vectores virales son virus (adenovirus, retrovirus o lentivirus) a los que se cambia el material
genético por un gen de interés, haciendo que sean capaces de incrementar la expresion de genes o
inhibir la produccion de una proteina diana en células especificas (He et al., 2010). Sus principales
inconvenientes, que hacen que tengan un uso limitado, son su bajo tamafio transgénico, alto coste,
inmunogenicidad, oncogenicidad, toxicidad y dificultades en su produccién a gran escala. Ademas,
sélo pueden transportar material genético, pero no proteinas ni farmacos (Yang, 2015).

Los retrovirus, por ejemplo, pueden ser usados en la distribucién de miRNA a células somaticas y
germinales en fase de mitosis, infectdndolas e integrando su carga en el DNA de la célula diana
Unicamente durante la fase de divisidn. Este tipo de vectores virales pertenecen a la familia de los
virus RNA, y su tamafio estd entre 7y 11 kb (Yang, 2015).

Los lentivirus incorporan el material genético extrafio dentro del genoma del huésped. Son capaces
de afectar tanto a células en divisién como a aquellas que no se estan dividiendo mediante la
infeccion de células postmitétcas y diferenciadas (Yang, 2015).

Por ultimo, los adenovirus contienen una doble cadena de DNA y son especificos para la distribucién
de miRNA. Al igual que los lentivirus, los adenovirus pueden infectar tanto a las células en divisién
como a las que no lo estan (Yang, 2015).

3.3.2 Nanoparticulas inorgdnicas

Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (CNTs) consisten en una serie de capas de grafeno enrolladas sobre si
mismas formando un cilindro. La pared de los nanotubos puede estar formada por una o varias capas
de ldminas de grafeno. Cuando se enrolla una Unica capa, forma un nanotibulo de carbono de una
sola pared, mientras que al enrollarse mdas de una ldmina se forman nanotubos multipared
(Kushwaha et al., 2013). Este nanomaterial es capaz de inmovilizar agentes terapéuticos como
farmacos, proteinas, DNA y anticuerpos tanto en la pared externa, como encapsularlos dentro de los
nanotubulos reduciendo la citotoxicidad para los tejidos sanos (Jurj et al.,, 2017). Debido a su
estructura en forma de tubo, este material es captado eficazmente y translocado al citoplasma de las
células diana causando toxicidad. Sus aplicaciones estan limitadas por el hecho de que los CNTs son
naturalmente hidrofdbicos e insolubles en agua, y se acumulan en los érganos internos con una baja
tasa de degradacion (Gherman et al., 2015). Para eliminar los efectos secundarios y facilitar su uso
en aplicaciones médicas, se usan varias técnicas de funcionalizacién, como adsorcidn e interacciones
electrostaticas y covalentes (Farahani et al., 2016) como ya hemos visto en el apartado anterior.

Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Sus aplicaciones terapéuticas incluyen el desarrollo de sistemas de distribucion dirigida de farmacos,
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hipertermia, medicina regenerativa o radioterapia. En ellas esta focalizada la investigacion biomédica
debido a sus propiedades fisico-quimicas como la forma, el drea de superficie, la capacidad de
transporte y la biocompatibilidad (Ghosh et al., 2013).

Entre las ventajas mds destacadas de estas estructuras se encuentran su baja toxicidad para las
célulasno tumorales (Berce et al., 2016), el incremento de la vida media, el facil control de su tamafio,
la mejora de su quimica de superficie (Ekin et al., 2014), el incremento de sus efectos terapéuticos,
el aumento en la acumulacion del fdrmaco dentro de las células cancerigenas y el aumento de los
efectos farmacocinéticos y la biodistribucion (Tomuleasa et al., 2012).

Las nanoparticulas de oro pueden ser conjugadas con pequefias hebras de RNA como miRNA y siRNA,
o un amplio rango de pequefias moléculas o anticuerpos monoclonales. Las particulas cargadas con
RNA tienen como diana la célula cancerigena, y provocan en ella un silenciamiento génico, como
demostraron Crew y colaboradores (2012). Las nanoparticulas conjugadas con anticuerpos
monoclonales pueden actuar mediante diversos mecanismos, desde el simple bloqueo de receptores
antigénicos en las células efectoras hasta la accion citotdxica sobre las células que expresan el
antigeno correspondiente (Berce et al., 2016).

Las nanoparticulas basadas en metales nobles, en particular el oro, tienen un inmenso potencial
ademads de para el tratamiento del cancer, para el diagndstico, debido a la capacidad de su superficie
para dispersar y absorber la luz (Kang et al.,, 2010). El-Sayed y su grupo (2005) utilizaron
nanoparticulas de oro cargadas con o sin anticuerpos anti-EGFR. Ambos tipos de nanoparticulas
fueron incubadas con queratinocitos humanos no malignos y células epiteliales malignas. Se observé
que la dispersion de imagenes y el espectro de absorcion registrado por las nanoparticulas de oro
conjugadas con anticuerpos anti-EGFR que se dirigian a las células no tumorales era diferente de los
que se dirigian a células malignas, mostrando una técnica potencial para el diagndstico de cdncer oral
(ElI-Sayed et al., 2005).

Aungue las NPs de oro tienen un gran potencial para el tratamiento y diagndstico del cdncer, hay que
tener en cuenta que tienen una baja eficacia de encapsulacién, pobre estabilidad en el almacenado
y lento escape endosdmico, por lo que el uso de estas nanoparticulas podria estar limitado (Ghosh
et al., 2013).

Nanoparticulas de hierro (hipertermia)

El 6xido de hierro, un componente que se encuentra de forma natural en una gran variedad de
minerales, e incluso forma parte de nuestro cuerpo, ha adquirido actualmente gran relevancia debido
a su enorme potencial en el campo de la biomedicina.

A las ventajas ya mencionadas de las nanoparticulas, se le aflade la particularidad de que el hierro es
facilmente metabolizable dentro del cuerpo humano y de que puede ser magnético. Este hecho hace
gue estas nanoparticulas se puedan dirigir por dentro del cuerpo mediante un iman y puedan ser
utilizadas como generadoras de calor, destruyendo, de esta forma, los tejidos malignos desde dentro
hacia fuera (Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid).

La hipertermia (HT) local, es una terapia que calienta selectivamente el tumor hasta alcanzar una
temperatura de tratamiento adecuada (39~45 2C) por un dispositivo de calentamiento fisico, que
puede matar células cancerigenas, pero no dafia en teoria a las células no tumorales. Esto determina
buenos resultados funcionales y estéticos, en especial cuando se aplica en canceres de cabeza y
cuello (caracterizados por su localizacién relativamente superficial, lo cual facilita la aplicacion de la
técnica) (Iliakis et al., 2014).
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El mecanismo de hipertermia local incluye principalmente los siguientes aspectos:

Efectos directos de muerte celular. En general aplicar calor a las células puede cambiar la
permeabilidad de la membrana celulary alterar su actividad enzimatica y la estructura celular,
induciendo finalmente la apoptosis. Las células en la fase de sintesis (fase S), son las que
sufren el impacto térmico mas seriamente, debido al dafio de la estructura de la cromatina 'y
la inactivacién de proteinas de replicacién (lliakis et al., 2014).

Efecto antineoplasico coordinado con radioterapia y quimioterapia. El calentamiento tras la
irradiacion es capaz de reducir significativamente la dosis de radiacion utilizada, ya que la HT
es un potente sensibilizante a la radiacién (Fujiwara et al., 1990). Esto es debido a que el
calentamiento moderado aumenta la permeabilidad vascular y a que se inhibe la reparacion
del DNA.

En relacién con la quimioterapia, el aumento de permeabilidad de los vasos facilita la distribucion de
los agentes anticancerigenos en el tumor, y se altera ademds el metabolismo del farmaco
potencidndose su efecto citotodxico (lliakis et al., 2014).

Hipoxia. La HT local podria contribuir a modificar la perfusion de los vasos tumorales vy la
presion parcial de Oy, a través de la activacion de HIF-1 y otras dianas como VEGF y la quinasa
piruvato deshidrogenasa (PDK1), y modificando las vias de sefializacion del metabolismo de
las células tumorales (Moon et al., 2010).

Otra caracteristica de la HT es que es capaz de regular el sistema inmune antitumoral. La HT
altera la visibilidad de los tumores por las células inmunes a base de incrementar su potencial
citotoxico (Toraya-Brown et al., 2014).

Las aplicaciones clinicas de la HT en el cancer de cabeza y cuello se centran en la terapia fototérmica
y en la hipertermia basada en nanoparticulas.

La terapia fototérmica emplea la asistencia de agentes fototérmicos capaces de absorber la
luz para tratar tumores por calor (inducido por luz). Dichos agentes convierten la radiacion
luminosa de ciertas longitudes de onda en calor, provocando necrosis de las células tumorales
(Wang et al., 2013). Es posible localizar la radiacién laser en el lugar deseado, mejorando la
acumulacion de agentes fototérmicos y disminuyendo la comorbilidad de tejidos adyacentes.

Los métodos convencionales de hipertermia no permiten diferenciar entre la diana y el tejido
normal que lo rodea, y este calentamiento de tejido no selectivo puede desencadenar serios
efectos adversos. En este contexto, la incorporacién de nanomateriales a la técnica (Yang et
al., 2012) hacen que la especificidad por células tumorales aumente.

Los principales nanomateriales utilizados son las nanoparticulas de 6xido de hierro, aunque para la
terapia fototérmica también se utilizan las nanoparticulas de oro.

A pesar de todas sus ventajas en el tratamiento del cdncer de cabeza y cuello, en la actualidad la
hipertermia sufre de numerosas limitaciones, como el control preciso de la dosis térmica, la
concentracién del tratamiento en la diana deseada o la diferenciacion entre células sanas y
cancerigenas. Sin embargo, la introduccién a la técnica de nuevos nanomateriales terapéuticos
permitira solventar muchos de sus problemas, lo cual significaria un claro avance para esta técnica
(Yang et al. 2012).
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3.3.3 Sistemas lipidicos

Liposomas

Los liposomas encabezan la lista de los sistemas de transporte desarrollados hasta el momento
(Seguin et al., 2013). Son estructuras coloidales esféricas formadas por una bicapa lipidica que
engloba un compartimento acuoso (Figura 13), y son capaces de transportar una amplia variedad de
agentes quimioterapéuticos, tanto hidrofébicos (incorporados en el interior de la bicapa lipidica)
como hidrofilicos (incorporados al nucleo acuoso) (Seguin et al., 2013).

Estos transportadores son atractivos para el disefio de farmacos por su biodegradabilidad,
biocompatibilidad, baja toxicidad y por ser capaces de encapsular multiples componentes. Aunque
han sido aprobados por multiples ensayos clinicos, los liposomas tienen algunas desventajas como la
baja eficacia de encapsulacion, pobre estabilidad de almacenaje, facil oxidacién de fosfolipidos y
tiempo reducido de liberacién (Shin et al., 2015).

La estabilidad de estas nanoestructuras depende, entre otros factores, de la estabilidad coloidal, que
en estructuras hidréfobas depende de la carga eléctrica de sus micelas, mientras que en estructuras
hidroéfilas depende del grado de hidratacion de sus micelas. De verse reducida dicha estabilidad, los
liposomas forman particulas de gran tamafio y su eficacia como sistema de transporte se ve reducida
(Tao et al., 2014).

Debido a la presencia de estimulos especificos presentes en el lugar del tumor, los liposomas pueden
ser capaces de alcanzar las células tumorales y liberar el agente quimioterapéutico que transportan.
Myocet y Caelyx (Doxil en Estados Unidos) fueron los primeros en ser aprobados. La diferencia entre
ambos radica en que el primero contiene la doxorubicina en liposomas sin cubierta, mientras que en
el segundo estd confinada en liposomas con la superficie modificada con PEG, para reducir el
reconocimiento rapido por el sistema reticulo endotelial e incrementar asi el tiempo de circulacién
(Drummond et al., 1999). Sin embargo, a dia de hoy, la principal justificacién de la aprobacion de
estas estructuras ha sido su habilidad para atenuar la toxicidad relacionada con el farmaco (como
cardiomiopatia, depresion medular, alopecia o nauseas), mas que para mejorar la eficacia
antitumoral. Doxil es el primer nanotransportador aprobado por la FAD y se usa en el tratamiento del
sarcoma de Kaposi mediado por VIH, en el cancer de mama metastasico y en el cadncer de ovario (Lee
et al., 2015).

En un estudio llevado por el grupo de Calixto, se evalud la potencial actividad antitumoral de
liposomas PEGilados cargados de cisplatino en cuatro pacientes con carcinoma escamoso de la
cavidad oral. Los resultados mostraron que los efectos inhibitorios del crecimiento de las
nanoparticulas cargadas de cisplatino fueron significativamente menores que los del cisplatino libre.
Sin embargo, las cascadas de las caspasas 3y 7, las cuales son activadas por el estimulo del cisplatino,
inducian una liberacién del citocromo c por la mitocondria y llevaban inevitablemente a la apoptosis
de las células cancerigenas. Otro dato importante obtenido de este estudio revelaba que la
nefrotoxicidad, un efecto adverso crucial del tratamiento con cisplatino, era mucho menor cuando
éste iba cargado en nanoparticulas que cuando se administraba libre. Por ello, se puede concluir que
estas nanoparticulas son tan eficaces como el cisplatino libre en el carcinoma oral de células
escamosas, pero con mucha menor toxicidad renal (Calixto et al., 2014).
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Figura 13. Estructura de un liposoma. Los liposomas son transportadores de fdrmacos coloidales que consisten en una
bicapa fosfolipidica que encierra un nucleo acuoso. Los componentes hidrofilicos pueden transportarse en el nicleo acuoso,
mientras que los componentes lipofilicos pueden incorporarse entre las bicapas lipidicas. En la superficie de los liposomas,
pueden anclarse diferentes particulas que se dirigen a las células de interés. Para evitar la respuesta inmune, la superficie
de los liposomas se carga con un polimero llamado glicol polietileno. De este modo se protege la carga, que podrd ser
distribuida a las células diana (Jurj et al., 2017).

Sistemas hibridos

Constituyen una mezcla entre liposomas y polimeros. Los componentes implicados en el disefio del
sistema hibrido presentan caracteristicas interesantes para su uso potencial en la terapia del cancer.
El nucleo del sistema hibrido consiste en un polimero biodegradable hidrofébico que permite la
encapsulacién de farmacos hidrosolubles y una liberacion continua. Para incrementar el tiempo de
circulacién en el torrente sanguineo y evitar la respuesta del sistema inmune, el sistema hibrido est3
cubierto por una cubierta hidrofilica. Entre el ndcleo hidrofdbico y la parte hidrofilica, el sistema tiene
una monocapa lipidica que previene la difusién de fdrmacos encapsulados y reduce la penetraciéon
de agua en las nanoparticulas (Prabhu et al, 2015).

Hu y colaboradores (2010) han sintetizado un sistema de distribucién dirigida basado en
nanoestructuras conjugando el anticuerpo anti-antigeno carcinoembrionario (CEA) con un polimero
lipidico, que tiene como diana las células pancreaticas cancerigenas con el antigeno CEA
hiperexpresado. Estas nanoparticulas hibridas se componen de un nucleo polimérico y una cubierta
externa basada en PEG. El estudio in vitro demostré un efecto aumentado del agente
guimioterapéutico cuando era transportado por nanoparticulas dirigidas en comparacion a cuando
era transportado por nanoparticulas no dirigidas (Hu et al., 2010).

Los sistemas hibridos disefiados a partir de metales nobles son agentes anticancerigenos
prometedores para ser usados en métodos diagndsticos y terapéuticos.

3.3.4 Sistemas poliméricos
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Dendrimeros

Los dendrimeros son sistemas sintéticos poliméricos novedosos que han visto mejoradas sus
propiedades fisicas y quimicas debido a su caracteristica estructura tridimensional. Poseen un
tamafio, forma y peso molecular bien definidos y son emergentes en el campo de la nanomedicina
debido a su alta solubilidad, polivalencia y biocompatibilidad (Pandita et al., 2014).

Los compartimentos en el interior de las estructuras dendriticas pueden ser modificados para
incorporar farmacos hidrofébicos e hidrofilicos. Los grupos terminales pueden ser modificados para
acoplar anticuerpos y sustancias bioactivas al mismo tiempo que se evita la miscibilidad, reactividad
y solubilidad (Tripathy & Das, 2013).

Tienen la capacidad de interaccionar con las membranas, organulos celulares y proteinas. Ademas,
los dendrimeros con superficie catidnica tienden a interaccionar con la bicapa lipidica, facilitando el
aumento de la permeabilidad y la consiguiente distribucién intracelular de los agentes (Jurj et al.,
2017). Sin embargo, en el caso de los dendrimeros catidnicos con alta densidad de carga, la
interaccién con la membrana podria resultar en una disrupcién de su integridad y la salida de
importantes componentes intracelulares que terminarian causando muerte celular y toxicidad
(Kesharwani et al., 2014). Dicha toxicidad asociada a los dendrimeros catidnicos se puede prevenir
modificdandolos con moléculas neutras (Kesharwani et al., 2014).

Los dendrimeros, que pueden ser funcionalizados con varios dominios diana como 4acido fdlico,
péptidos, anticuerpos monoclonales o grupos glucidicos (Pandita et al., 2014). La presencia de
multiples grupos terminales de superficie en los dendrimeros permite la conjugaciéon de farmacos y
realizar modificaciones para optimizar la biodistribucion, establecer la dosis terapéutica o la
liberacién controlada de farmaco desde el interior, mediante escision quimica o enzimatica (Tripathy
& Das, 2013).

Sulfikkarali y colaboradores (2013) investigaron los efectos antitumorales en la cavidad bucal de las
nanoparticulas (copolimeros de acrilato) cargadas con naringenina (NARNPs). La naringenina (NAR)
tiene una accién farmacoldgica prometedora, sin embargo, presenta una baja biodisponibilidad oral,
lo que constituye un importante obstaculo. Los resultados del estudio revelaron que las NARNPs
tienen efectos antitumorales mayores que la NAR libre. Este hecho puede que sea debido a que las
nanoparticulas cargadas con NAR pueden llegar a los lugares del tumor mediante el efecto EPR,
debido al hecho que la vasculatura del tejido tumoral es porosa con un endotelio permeable. De este
modo se consigue incrementar y mantener las concentraciones del farmaco dentro de las células a
lo largo del tiempo, lo cual conlleva una mayor eficacia antitumoral comparado con la NAR libre
(Sulfikkarali et al., 2013).

Nanoparticulas de albumina

Las primeras nanoparticulas poliméricas disefiadas para el tratamiento del cdncer fueron las
elaboradas a base de albumina. Damascelli y colaboradores (2003) evaluaron la efectividad de la
infusion arterial de paclitaxel incorporado en nanoparticulas basadas en albumina humana, para ser
usado como quimioterapia de induccién antes del tratamiento definitivo del cancer de lengua
avanzado. Las nanoparticulas de albdmina son formulaciones atractivas porque incorporan una
significativa cantidad de fdrmaco en la matriz de la particula debido a los multiples sitios de union al
farmaco que presentan.

Por otro lado, el paclitaxel causa severas reacciones alérgicas cuando es administrado de forma
intravenosa. Damasceli et al (2003) demostraron que la infusion arterial de paclitaxel en
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nanoparticulas de albumina es reproducible y efectiva, evitando las reacciones alérgicas provocadas
por las formulaciones comerciales disponibles.

Otro ejemplo de las posibles aplicaciones de los polimeros en este dmbito lo pusieron de manifiesto
Yu y colaboradores (2008), que evaluaron los efectos anticancerigenos de nanoparticulas PEGiladas
(copolimeros de poli-b-Polibenzil-L-Glutamato) cargadas con timidina kinasa del virus herpes simple
(HSV-TK). HSV-TK es un buen gen inductor de la apoptosis, pero su transferencia en el tumor es critica.
Sin embargo, los resultados del estudio demostraron que las nanoparticulas cargadas con el gen
poseen una capsula, protegiendo asi el DNA, y una eficacia mayor de transferencia del gen, liberando
el DNA gradualmente. Todo ello sugiere que puedan servir en futuras aplicaciones clinicas como
transportadores de genes (Day et al., 2008).
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4. CONCLUSIONES

El tratamiento de HNSCC se ajusta continuamente al conocimiento cientifico. Encontrar marcadores
capaces de predecir la respuesta a los protocolos de quimiorradiacion, y de este modo personalizar
el tratamiento individual de cada paciente es fundamental.

Por otro lado, al haberse observado que los tumores relacionados con el HPV tienen un prondstico
mas favorable en comparacién con los tumores HPV negativos en estadio similar, se ha sugerido la
necesidad de emplear modalidades de tratamiento menos intensas, con el objetivo de disminuir la
morbilidad asociada al tratamiento.

La introduccion de la terapia anti-EGFR es la primera de las modalidades de tratamiento biolégicas
en verse aplicada en la clinica, y hace primordial el desarrollo de métodos efectivos para seleccionar
los tumores sensibles a anti-EGFR.

Ademads, deberia prestarse una mayor atencién al tratamiento de los “fields” precancerosos para
prevenir recurrencias locales y segundos tumores primarios.

La identificacion de las aberraciones genéticas, epigenéticas y metabdlicas junto con las técnicas mas
tradicionales de diagndstico, estadificacion y prondstico serviran para determinar la estrategia
individual de tratamiento. La terapia dirigida aumentara la demanda de biomarcadores mas
predictivos ademds de HPV, EGFR y la mutacidon de TP53. Es probable que estos marcadores necesiten
ser combinados con el estadiaje convencional, el tabaco y otros factores clinicos para el desarrollo
de un tratamiento dptimo personalizado.

Dentro de las nuevas técnicas de diagndstico y tratamiento del cancer, en concreto del HNSCC, tiene
un papel especialmente importante la nanomedicina. Como ya se ha visto, su objetivo principal es
reemplazar los farmacos quimioterapéuticos altamente invasivos o no especificos con agentes
dirigidos con potencial en la deteccidn, diagndstico, distribucidn dirigida y liberacién controlada de la
carga terapéutica. Para mejorar la estabilidad de las moléculas terapéuticas y disminuir la
inmunogenicidad no especifica, son requeridas modificaciones quimicas de la superficie. Ademas, las
modificaciones bioquimicas ofrecen también un gran potencial, incrementando la potencia vy
disminuyendo los efectos fuera de la célula diana.

Los ejemplos de ensayos clinicos con resultado favorable que han sido citados a lo largo del trabajo
dan una idea de los potenciales beneficios que la nanomedicina podria tener al ser aplicada en el
ambito clinico.

Se puede concluir que, en un futuro cercano, oncélogos y pacientes se beneficiardn de las ventajas
de la nanotecnologia, que permitird mejorar los resultados terapéuticos a coste reducido. Por el
momento los estudios clinicos en el campo de la nanotecnologia se han centrado en el cancer oral,
pero se prevé la aplicacién de esta técnica en otros ambitos como la odontologia, con nuevos
métodos tanto de identificacidon del cancer como de personalizacion del perfil terapéutico de cada
paciente (Hull, Farrell, & Grodzinski, 2014).

Como la mayoria de los avances cientificos que han revolucionado la medicina en las ultimas décadas,
la nanomedicina aplicada al tratamiento del cancer necesita madurar antes de alcanzar su pleno
impacto. Son necesarios mas estudios para llevar los conceptos de nanotecnologia a la practica clinica,
y para determinar las dosis adecuadas vy la liberacién ideal desde estos sistemas para el tratamiento
de los diferentes canceres, cada uno con sus particulares mecanismos moleculares y celulares.
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