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Abreviaturas

ACNS: adenocarcinomas nasosinusales

ACCR: adenocarcinomas colorrectales

CECC: carcinomas escamosos de cabeza y cuello
CENS: carcinomas escamosos nasosinusales

CGH: hibridaciéon genémica comparativa (“Comparative Genomic

Hybridization”)

FISH: hibridacién in situ fluorescente

FN: fosas nasales

IHQ: inmunohistoquimica

ISH: hibridacién in situ

ITAC: variante de adenocarcinoma nasal (“Intestinal Type-AdenoCarcinoma”)
m-CGH: “microarray-CGH”

MLPA: amplificacién multiple de sondas dependiente de ligacién

(“Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”)

MLPA-MS: amplificaciéon multiple de sondas dependiente de ligacién

(“Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”) metilacion especifica
SP: senos paranasales

TA: “tissue array”

TCFs: factor de degradacion de células T

Wnt: ruta Wnt/ -catenina
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Glosario

® Supervivencia global: porcentaje de pacientes vivos en un tiempo
X, independientemente de cudl haya sido la causa de muerte.

® Supervivencia especifica de la enfermedad: porcentaje de
pacientes vivos en un tiempo X, excluyéndose aquellos pacientes
que hayan muerto a causa de otra enfermedad.

® Supervivencia libre de enfermedad: porcentaje de pacientes vivos
que en un tiempo X, no hayan desarrollado recidivas ni metéstasis.

® Mortalidad por tumor: porcentaje de pacientes que mueren como
consecuencia de un tumor X o de las metdstasis derivadas de este.

® Ganancia en m-CGH: aumento en el nimero de copias de un gen
X con respecto a los controles procedentes de individuos sanos; se
define como desviaciones superiores a 0,2 6 mas del log2 de
indices = 0.

= Pérdida en m-CGH: disminucién en el namero de copias de un
gen X con respecto a controles procedentes de individuos sanos; se
define como desviaciones inferiores a 0,2 6 mas del log2 de indices
=0.

= Amplificacién: aumento importante en el nimero de copias de un
gen X con respecto a los controles procedentes de individuos
sanos; se considera amplificacion cuando al menos dos clones
vecinos alcanzan un log2 indice de 1,0 6 mayor.

® Ganancia en MLPA: aumento en el namero de copias de un gen X
con respecto a los controles procedentes de individuos sanos; se
define como ganancia cuando la relaciéon tumor/control es mayor
a 1,2 y la desviacion estandar es > a 1.

= Pérdida en MLPA: disminucién en el nimero de copias de un gen

X con respecto a controles procedentes de individuos sanos; se
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define como pérdida cuando la relacién tumor/control es menor a
0,8 y la desviacion estdndar es <a 1.

Amplificacion: aumento importante en el namero de copias de un
gen X con respecto a los controles procedentes de individuos
sanos; se considera amplificacion cuando la relaciéon
tumor/control es mayor a 2 y la desviacién estandar es > a 1.
Expresion: deteccion de una proteina mediante reacciones de
inmunohistoquimica.

Sobreexpresién: detecciéon de una proteina en mas del 50% de las

células tumorales mediante técnicas de inmunohistoquimica.
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1.1. Introduccion

Los tumores malignos de las fosas nasales (FN) y senos paranasales (SP)
tienen una epidemiologia, histopatologia y caracteristicas clinicas marcadamente
diferentes a las del resto de neoplasias malignas de cabeza y cuello. Se indican
algunos puntos importantes que determinan estas diferencias y que han

contribuido a seleccionar este tema para mi proyecto de investigacion:

1) Por un lado existe gran diversidad de tipos histopatolégicos, aunque
predominan los de origen epitelial, como son el carcinoma escamoso, el
adenocarcinoma y el carcinoma indiferenciado. Otros tumores menos frecuentes
son el neuroestesioblastoma originado en el epitelio olfatorio, el carcinoma
adenoide quistico de las glandulas salivares menores, el linfoma, melanoma,

hemangipericitoma maligno y plasmocitoma.

2) La localizacién nasosinusal, donde tienen su origen, es anatémicamente
compleja (macizo centrofacial), préxima a estructuras de importantes como son los
globos oculares y el cerebro. Este hecho condiciona su comportamiento, desde la
clinica hasta el pronéstico, con repercusién en su tratamiento, al ser éste agresivo,

pudiendo ocasionar serias deformidades estéticas!.

3) Son tumores con baja incidencia/prevalencia y las series recopiladas
suelen tener pocos casos. Sus caracteristicas heterogéneas y su dificil manejo hacen
que los estudios de referencia disponibles, en relaciéon con su clasificacion,
evolucién, prondstico y tratamiento (respuesta, resultados funcionales), sean
esacasos’2. En los dltimos afios la concentracién de pacientes en centros
especializados ha permitido desarrollar técnicas quirtrgicas avanzadas con
extirpaciones mas amplias y seguras, reconstrucciones complejas, asi como

introducir nuevas modalidades de radioterapia.

4) Otra de sus peculiaridades es que, aunque su patogenia es desconocida,

ciertos carcinégenos ambientales como virus y polvo de madera estdn implicados
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en su etiologia. Por el contrario, en su génesis no estarian involucrados los factores
de riesgo clasicos (alcohol y tabaco) que aparecen en el resto de neoplasias de

cabeza y cuello.

5) En la mayoria de las ocasiones, las lesiones se diagnostican en un estadio
avanzado, debido a que ocasionan sintomas inespecificos, similares a los de la
patologia inflamatoria crénica. Por ello, es frecuente que en el momento del
diagnostico se observe invasion de estructuras complejas, como son la érbita y/o

las fosas infratemporal y craneal anterior, cuya reseccién conlleva una alta

morbilidad?.

6) Por todas estas circunstancias el pronodstico de estos tumores es
desfavorable, pues va ligado al control local de la enfermedad y muchas veces no
. . . . . 1 . . . .
es posible el tratamiento con intencién curativa “3. De ahi la importancia que tiene

del diagnéstico precoz.

7) Por ultimo, no se ha establecido un modelo de carcinogénesis progresiva
desde lesiones preinvasivas, ni determinado algtin marcador genético-molecular
en las rutas metabdlicas de su carcinogénesis, que sea capaz de pronosticar esta

progresién y su posterior evolucion.

El presente estudio se realizara sobre adenocarcinomas nasosinusales
(ACNS) de tipo intestinal (ITAC), los cuales deben su nombre a la similitud

histopatolégica con los adenocarcinomas colorrectales (ACCR).

1.2. Adenocarcinomas nasosinusales
1.2.1. Epidemiologia

Las neoplasias nasosinusales son poco frecuentes y representan
aproximadamente el 0,2-0,8% del total de tumores malignos de la especie humana

y el 3-6% de los tumores de cabeza y cuello*45. En las FN y SP se originan gran
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variedad de tipos histologicos tumorales, aunque predominen los de estirpe
epitelial como el carcinoma escamoso (CENS)>67. Los ACNS son menos frecuentes
y representan entre el 8-25% de los tumores malignos nasosinusales8, aunque en

nuestra serie representan la neoplasia mas frecuente de los senos paranasales.

En nuestro medio, la incidencia de ACNS es de 0,19 casos/100.000
habitantes/afio”. El adenocarcinoma es el tipo histolégico més frecuente de los

tumores etmoidales en Europa, siendo el carcinoma escamoso en EEUU.

La localizaciéon habitual, en el 85% de los casos, es la regién etmoidal y la
parte alta de las FN (cornetes superior, medio y meato medio), seguida de seno
maxilar (10%), siendo excepcional en el resto de cavidades sinusales 21011 Las
localizaciones menos frecuentes son mas propias de los pacientes no expuestos al
polvo de la maderal2. No obstante, dada la proximidad de las regiones, en muchas
ocasiones resulta dificil definir el origen exacto de la neoplasia, ya que se suele
presentar en estadios avanzados. Ademds, un ntmero significativo de tumores

afecta a mas de un sitio contiguo en el momento del diagnostico.

La edad de apariciéon se sitda entre los 50-60 afios!®, pero los casos

relacionados con el polvo de madera aparecen a edades mas tempranas’4.

La relaciéon entre sexos es de 4:1 a favor de los varones, probablemente

debido a los factores etiopatogénicos implicados.

Los adenocarcinomas esporadicos afectan mas a mujeres, localizandose en

el seno maxilar y presentando peor prondstico®.

Mientras que en los varones, con la edad, se observa un crecimiento lineal
en la incidencia de las neoplasias nasosinusales, en las mujeres la curva desciende
en torno a la menopausia, para aumentar a partir de los 55 afios". Esto podria
deberse a que la mucosa nasal posee receptores para estrogenos y androgenos,

afectando los cambios hormonales a sus estructuras glandulares.
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1.2.2. Factores etioldgicos

No se conoce suficientemente el mecanismo etiopatogénico del cancer
nasosinusal, aunque si se han descrito diferentes agentes carcinogénicos
implicados en su desarrollo, en especial los agentes fisicos y quimicos. Hay
estudios que relacionan al 40% de tumores nasosinusales con la exposicion a
diversos agentes quimicos ambientales'®. Los trabajadores de la industria de la
madera, piel, textil y aluminio tienen un alto riesgo de desarrollar neoplasias
nasosinusales’®. Es bien conocido en la literatura, que algunos tipos histolégicos,
como el adenocarcinoma, se relacionan con la exposiciéon prolongada al polvo de
maderas duras (roble y haya), mientras que el carcinoma escamoso lo hace con el
polvo de maderas blandas (abeto, pino)'®1718192021.22  Ge estima que los
trabajadores con exposicién profesional al polvo de la madera tienen un riesgo 500
veces superior a la poblacion masculina no expuesta y casi 900 veces mas que la
poblacién general'*2324, Parece que el factor de riesgo reside en la exposicion al
polvo de la madera en si, excluyéndose otros productos quimicos usados en la
industria maderera como abrillantadores, barnices, conservantes, etc?. El riesgo

aumentarfa con la inhalacién de formaldehido, pegamento y disolvente26.27.

El tamafio de las particulas de polvo de madera es importante, ya que las de
menos de 5 pm pasarian a la via respiratoria baja provocando una respuesta
inflamatoria pulmonar?8. Las particulas mayores de 5 pm, transportadas por el
flujo aéreo, quedarian depositadas en la mucosa nasal, provocando una
disminucién del aclaramiento mucociliar. Este hecho favoreceria la persistencia y
contacto prolongado de particulas carcinégenas con la mucosa, ocasionando

hiperplasia del epitelio adyacente y metaplasia escamosa o cuboidea’.

El tiempo de exposicién al carcinégeno suele ser elevado, superior a 30
~ 1 P z . Z
anos*'’. En las revisiones mas amplias se observé que el 90,4% de los ACNS

etmoidales estaban relacionados con la exposicién al polvo de la madera, no
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encontrando esta asociaciébn con los carcinomas escamosos de la misma

localizacién2930.31,

Esta relacion causa-efecto ha hecho que sea una patologia casi exclusiva de
ebanistas y carpinteros, considerdndola enfermedad profesional en paises como

Australia, Alemania, Italia, Inglaterra, Bélgica y Francia®?’.

Aunque algunos autores los han relacionado también con el polvo de cuero
en la génesis de los ACNS y el niquel y tabaco en los CENS?, a diferencia del resto
de CECC, el alcohol y el tabaco no parecen tener un papel importante en el
desarrollo de las neoplasias nasosinusales, sin negar cierta relaciéon

. s 142 ..1524
epidemiolégica*>**32,

1.2.3. Histopatologia

Los ACNS se dividen en dos grandes grupos: ACNS tipo intestinal (ITAC,

“Intestinal Type-AdenoCarcinoma”) y ACNS tipo no intestinal.

Se han propuesto dos clasificaciones para el tipo ITAC:

La primera, propuesta por Barnes®3 divide estos tumores en cinco
categorias: papilar, colénico, s6lido, mucinoso y mixto. La segunda, sugerida por
Kleinsasser y Schroeder34, los divide en cuatro categorias: papilar-tubular de
células cilindricas (PTCC) tipos I-III ( I: bien diferenciado, II: moderadamente
diferenciado y III: pobremente diferenciado), alveolar con células “caliciformes”,

con células en anillo de sello y transicional (Tabla 1).

Tabla I. Clasificacién histopatolégica de los ACNS

Barnes () Kleinsasser and Schroeder %)
Papilar PTCC-I

Colénico PTCC-II
Solido PTCC-III

Mucinoso Alveolar, anillo de sello
Mixto Transicional
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Ambas clasificaciones son correctas pero, por su simplicidad, la OMS

prefiri6 la propuesta por Barnes, describiendo en ella los tipos del siguiente modo:

-Tipo papilar: supone el 18% de los casos. En su histopatologia predomina la
arquitectura papilar con formacién ocasional de gldndulas tubulares. Muestra

minima atipia citologica y son raras las figuras mitoticas.

-Tipo colénico: representa el 40 % de los casos. En él predomina la arquitectura
tabulo-glandular. Son raras las papilas. Aumenta el pleomorfismo nuclear y la

actividad mitética.

-Tipo s6lido: es el 20%. Presenta pérdida de diferenciaciéon con crecimiento
solido, trabecular y formaciones tubulares aisladas. Hay aumento del ntimero de
células cuboideas atipicas con ntcleo vesicular y nucléolo prominente. Importante

pleomorfismo y figuras mitéticas frecuentes.

-Tipo mucinoso (22% en conjunto con los tipo mixto): con dos patrones de

crecimiento.

e Formando islotes sélidos de células con glandulas aisladas, células en
anillo de sello y pequefias papilas, con o sin eje fibrovascular. Presentan
mucina de predominio intracelular y ocasionalmente se observa una
matriz mucomixoide.

e Glandulas grandes, dilatadas revestidas por una capa de células
cuboideas o caliciformes, con grandes lagos de mucina extracelular en
su interior. Estos lagos estdn separados por tractos finos de tejido
conectivo que le dan un aspecto de patrén alveolar.

-Tipo mixto: mezcla de dos o més patrones previamente definidos.

Independientemente del tipo histologico, los ACNS pueden simular
mucosa intestinal normal e incluir vellosidades, células de Paneth,
enterocromafines y musculares de la mucosa®'’. Ejemplos de las histopatologia se

muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Histopatologia de los tipos de ACNS. 1y 2: papilar; 3 y 4: colénico; 5 y 6: sélido; 7 y 8:

mucinoso

Otros procedimientos, que podemos considerar como propios dentro de un
laboratorio de Anatomia Patolégica, como son la inmunohistoquimica (IHQ) o la
hibridacién in situ fluorescente (FISH), no son utilizados de forma habitual en el
diagnostico y solo, ocasionalmente, se emplean en el diagndstico diferencial con

otras neoformaciones nasales. Los ITACs presentan positividad difusa para
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marcadores epiteliales como pancitoqueratina, antigeno epitelial de membrana,
B72.3, Ver-EP4, BRST-1, Leu-M1, HMFG2, CK20 (73%) y CK7 (43-93%)*.
1.2.4. Clinica

Se considera que los tumores nasosinusales de origen epitelial se
encuentran, en sus estadios iniciales, confinados a los espacios 6seos de los SP y de
las FN, por lo que no suelen causar sintomas hasta alcanzar grandes dimensiones.
La clinica aparece cuando se extienden fuera de los limites 6seos o producen

P . . ~ 1432
sintomas obstructivos secundarios a su tamafio*3235,

Dada su clinica inicial silente, se suelen diagnosticar en estadios avanzados

(mas del 50% son T3 y T4)"?

Una rinosinusitis aguda puede ser la primera manifestacion de un tumor
sinusal y debe incitar a un minimo estudio, sobre todo si no evoluciona

favorablemente con el tratamiento®3.

Los sintomas que producen los ACNS se confunden con las enfermedades
inflamatorias crénicas (rinitis, sinusitis) o con los tumores benignos, debido a su
clinica inespecifica de obstrucciéon nasal, rinorrea, epistaxis y anosmia. Por este
motivo es frecuente el diagnoéstico tardio (6-8 meses desde el inicio de la clinica).
Los tumores avanzados invaden la base del craneo, cerebro, 6rbita, cara y cavidad
oral, apareciendo entonces algias faciales, exoftalmos, diplopia, cefaleas, confusion
mental y crisis comiciales. Se debe plantear la sospecha de un tumor nasosinusal

maligno ante la presencia de epistaxis, obstruccién nasal o sinusitis unilateral.

Otra de sus caracteristicas es su baja tendencia a desarrollar metéstasis
linfaticas o a distancia (menos del 5%)*, debido al escaso drenaje linfatico de las
FN y SP, aunque éstas si aumentan cuando invade estructuras adyacentes. En ese
caso, los ganglios retrofaringeos son los mas afectados, seguidos de los

submandibulares y yugulares altos.
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La progresion local de los ACNS hacia la 6rbita produce desplazamiento
superolateral del ojo, proptosis, exoftalmos, edema palpebral, paralisis de los
musculos extraoculares, diplopia y epifora. El periostio de la 6rbita constituye una
barrera resistente a la invasién tumoral, sin embargo la ldmina papirdcea ofrece
poca resistencia a dicha infiltracion. El tumor también puede invadir el etmoides
posterior, el esfenoides y la rinofaringe, progresando desde ahi hacia la base del
craneo, haciéndose intracraneal con sintomas de cefalea, crisis comicial,

alteraciones de la conducta, etc.

1.2.5. Diagnéstico

El factor mas importante para el diagnéstico precoz es la sospecha clinica
ante todo sindrome obstructivo, dlgico o secretor unilateral, que se prolongue en el

tiempo y sea refractario a los tratamientos habituales.

La rinoscopia anterior clasica o actualmente la endoscopia (rigida o flexible)
permiten la valoracion clinica precisa de la neoformacién, que suele ocupar la FN
de forma unilateral. Ante la sospecha de un ACNS hay que tener en cuenta que
estos tumores, como se citd, son mas frecuentes en la regi()n etmoidal, aunque se

han descrito en seno maxilar y excepcionalmente en el esfenoidal y frontal®®*°

Los estudios de imagen son imprescindibles para valorar su extensién y
seleccionar el abordaje terapéutico mas adecuado. La TAC y la RNM son muy
utiles para determinar los limites tumorales, la invasion de zonas adyacentes y la
presencia de metastasis ganglionares, que aunque infrecuentes, cuando ocurren,

son poco accesibles a la exploracion.

La TAC (coronal y axial) tiene ventajas sobre la RNM para ver la invasion
de la o6rbita, FN y base del craneo. Por el contrario, la RNM (coronal, axial y
sagital) es superior a la TAC en el estudio de partes blandas, para diferenciar el
tumor de las secreciones retenidas y del edema peritumoral, asi como para el

estudio del tejido nervioso en la invasiéon perineural y cerebral. Por tanto, es
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conveniente realizar ambos estudios de cara al tratamiento. Ademds, hoy se

recomienda realizar los estudios de imagen antes de la toma de biopsia (Figura 2).

Antes de plantear el tratamiento definitivo es necesario tener una
confirmacién histopatolégica de la naturaleza de la lesiéon y disponer de ese

diagnéstico antes de tomar esa decision.

Figura 2. TAC coronal y axial de un ACNS con afectacién de la fosa nasal e invasién orbitaria

1.2.6. Estadificacién

La clasificacion de los ACNS més utilizada en la clinica es el TNM de la
UICC%. Estd basada en tres pardmetros: extensiéon tumoral (T), afectaciéon de
ganglios linfaticos regionales (N) y presencia de metdstasis a distancia (M), esta
clasificacién ha sido disefiada para todos los tumores de los senos paranasales sin
ser especifica de los ACNS. La informaciéon que aporta el TNM es descriptiva,
pero no resulta muy ttil a la hora de orientar el pronodstico individual. La baja
incidencia de este tipo tumoral impide tener series amplias que aglutinen y

validen esta informacion.

En las tablas II, III, IV, V y VI se muestra la clasificacion de los tumores

nasosinusales malignos®’.
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Tabla II. Clasificaciéon TNM relativa al tumor primario en seno maxilar

Categoria T Tumor primario de seno maxilar

T1 Limitado a mucosa antral sin erosién ni destrucciéon 6sea

T2 Erosién y destruccién ésea incluyendo extensioén a paladar duro y /o meato
medio, excepto extension a pared antral posterior del seno maxilar y lamina
pterigoidea

T3 Invade alguno de los siguientes: hueso de pared posterior del seno maxilar, tejido

subcutaneo, suelo o pared medial de la 6rbita, fosa pterigoidea, seno etmoidal

T4a Invade alguno de los siguientes: contenido orbita anterior, piel de la mejilla,
lamina pterigoidea, fosa infratemporal, ldmina cribiforme, seno frontal o
esfenoidal

T4b Invade alguno de los siguientes: 4pex orbitario, dura, cerebro, fosa craneal media,

nervios craneales exceptuando la rama maxilar del nervio trigémino (V2),
nasofaringe, clivus

Tabla III. Clasificacion TNM relativa al tumor primario de cavidad nasal y seno etmoidal

Categoria T Tumor primario de fosas nasales y seno etmoidal

T1 Tumor limitado a una sublocalizaciéon en cavidad nasal o seno etmoidal sin
invasion 6sea

T2 Dos sublocalizaciones en una localizacion o se extiende invadiendo localizaciones
adyacentes, dentro del complejo nasoetmoidal, con o sin invasién ésea

T3 Invade alguno se los siguientes: pared medial o suelo de la érbita, seno maxilar,
paladar o lamina cribiforme

T4a Invade alguno de los siguientes: contenido de 6rbita anterior, piel de nariz o mejilla,
minima extensién a fosa craneal anterior, ldmina pterigoidea, seno esfenoidal o
frontal

T4b Invade alguno de los siguientes: dpex orbitario, dura, cerebro, fosa craneal media,

nervios craneales excluyendo V2, nasofaringe, clivus
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Tabla IV. Clasificaciéon TNM relativa a las metastasis ganglionares

Categoria N Ganglios linfaticos regionales

NX No se puede asegurar su existencia

NO Ausencia de nédulos metastasicos

N1 Metéstasis en un tnico nédulo linfatico ipsilateral <3 cm

N2a Metastasis en un tinico nédulo linfatico ipsilateral de > 3 cm pero < 6
cm

N2b Multiples nédulos linféaticos ipsilaterales, ninguno > 6 cm

N2c Nodulos linfaticos bilaterales o contralaterales ninguno > 6 cm

N3 Nodulo linfatico de > 6 cm

Tabla V. Clasificaciéon de TNM relativa a las metéstasis a distancia

Categoria M | Metastasis a distancia

MX No se puede asegurar su existencia

MO Ausencia de metéastasis

M1 Presencia de metéstasis
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Tabla VI. Clasificacién por estadios
ESTADIO T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
I T2 NO MO
III T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
IVA T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
IVB T4b Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
IvVC Cualquier T Cualquier N M1

Otra clasificaciéon de los tumores etmoidales, aunque menos difundida, es la

propuesta por el INT (“Clasificaciéon para los tumores malignos de etmoides del

Instituto Nacional Italiano para la cura de los tumores”). Permite clasificar

cualquier tumor etmoidal, independientemente de su histopatologia (Tabla VII) 38.

Tabla VII. Clasificacion INT para tumores malignos de etmoides

Categoria | Tumor primario de fosas nasales y seno etmoidal

T

T1 Tumor que envuelve el etmoides y la cavidad nasal, ocupa la mayoria de las celdas
etmoidales superiores

T2 Tumor con extensién o erosion de la lamina cribosa con o sin erosiéon de la lamina
papirdcea y sin extensién dentro de la 6rbita

T3 Tumor que se extiende hacia la fosa craneal anterior sin extensién intradural, o que se
extiende a dos tercios de la 6rbita, con o sin erosién de la pared anteroinferior del
seno esfenoidal, y/o involucra el seno maxilar, y/o el seno frontal

T4 Tumor con invasién intradural, y/o que se extiende al apex orbitario, seno esfenoidal,
apofisis pterigoides, fosa infratemporal o piel.
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1.2.7. Tratamiento

Actualmente hay dificultad para alcanzar un consenso acerca del
tratamiento 6ptimo de los tumores malignos de FN y SP, por diversos motivos:
reducido ntimero de pacientes, gran variedad histolégica, complejidad anatémica

de la region y frecuente morbilidad asociada a los tratamientos.

Solo en los ultimos afios, las técnicas de cirugia y radioterapia avanzada

. . . 1
han conseguido mejorar los resultados en el manejo de estos tumores".

La terapéutica de eleccion es la cirugia seguida de radioterapia
postoperatoria'. Es muy importante conseguir el control local de la enfermedad,
por lo que debe realizarse la exéresis tumoral con margenes de seguridad

suficientes'?.

Existen varias tendencias dentro del tratamiento quirtrgico. Por un lado
estd la de hacer grandes resecciones, incluyendo la base del craneo o la
exenteracion orbitaria, si se precisan. La otra consiste en realizar una cirugia mas
conservadora y menos agresiva, con la ventaja de generar menos morbilidad y
mejorar la calidad de vida a los pacientes, aunque debe asociarse siempre a otras

terapias complementarias como la radio y quimioterapia.

La técnica quirargica depende de la localizacion y extension del tumor, asi
como de las posibilidades de reconstrucciéon. Existen diversos abordajes
quirﬁrgicoslfm: cirugia endoscopica nasal®, rinotomia lateral, maxilectomia,

abordaje craneofacial y subcraneal40. 41,42,

En algunas ocasiones la cirugia puede ser técnicamente posible, pero el
pronodstico de la enfermedad es tan malo que se desaconseja. Asi, se pueden
consideran irresecables los tumores que invaden el seno cavernoso, ampliamente

el cerebro o ambos nervios 6pticos.

La radioterapia se utiliza la mayoria de las veces tras la cirugia, debido a

que en los tumores avanzados hay escasa posibilidad de controlar con seguridad
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los margenes de reseccién. Algunos autores consideran que debe utilizarse
siempre, al demostrar la presencia de nidos tumorales en la mucosa sana alejada
del tumor#344 Aunque es muy discutible la radioterapia neoadyuvante podria
indicarse en algunos casos seleccionados, previa a la cirugia, para reducir su

agresividad.

La radioterapia administrada de forma aislada no logra buenos resultados,
aunque s6lo se aplica asi en tumores avanzados, donde el pronéstico inicial ya es
desfavorable!. En el caso de tumores no resecables se indicaria de forma paliativa,
valorando posteriormente la posibilidad de un rescate quirdrgico, si lo permite la

disminucion del volumen tumoral.

La presencia de adenopatias en los tumores malignos nasosinusales, como
se ha dicho, es infrecuente e indica un pronéstico infausto’. El tratamiento del
cuello de manera profilactica es controvertido, tanto con cirugia como con

radioterapia.

La quimioterapia se emplea, en la actualidad, s6lo con fines paliativos
debido a los resultados desalentadores obtenidos. Diversos autores proponen el
empleo de nuevos quimioterdpicos, inhibidores selectivos de determinadas dianas
moleculares#®>. Los marcadores biolégicos permitirian seleccionar los pacientes
sensibles a determinados quimioterdpicos y asi reducir la toxicidad del
tratamiento con farmacos ineficaces. Se plantea la posibilidad de emplear farmacos
p53 independientes (taxanos)* e incluso anticuerpos monoclonales frente a
EGFR™. Algunos estudios avalan la utilizacion del desbridamiento quirdrgico y la
utilizacion de 5-FU de forma tépica como una buena opcién terapéutica para el

tratamiento de los ACNS%”.

1.2.8. Pronostico

El pronéstico de estos tumores es malo, con una supervivencia entre el 20-

50% a los 5 afios'%". Se han visto diferencias de supervivencia entre los ACNS
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esporddicos (20-40% a los 5 afios) y los de trabajadores de la madera (50%)%4,

aunque este dato no esta consensuado®.

La supervivencia es mayor en los ACNS tipo papilar y colénico que en los
s6lidos y mucinosos'’. Desciende del 80% al 25% segtin se pasa de categoria T1 a

T4, reduciéndose al minimo cuando hay invasion intracraneal.

La causa principal de mortalidad se debe a la recidiva local, incluso después

de la cirugia de resecciéon amplia, aparentemente resolutiva, estando descritas
. g g 4 . g . L. .

recidivas multiples®*. La recidiva local tiene un pronéstico ominoso cuando afecta

la base de craneo o la fosa craneal anterior y media.

Las metastasis linfaticas y a distancia son excepcionales pero condicionan
un prondstico ominoso. Incluso se han descrito casos con progresion a través del
LCR#. No debemos olvidar la posibilidad de desarrollar un segundo tumor
primario en otras zonas de la mucosa expuestas al mismo carcinégeno. Este hecho

se puede confundir con una recidiva local al no haber un limite anatémico bien

definido.

1.3. Alteraciones genéticas en los adenocarcinomas nasosinusales

No se conoce atun con suficiente profundidad la carcinogénesis de los
ACNS. Los estudios con hibridacion gendémica comparativa (“Comparative
Genomic Hibridation” o CGH) 5051, muestran frecuentes ganancias en las regiones
cromosomicas 1q, 3p, 5p, 7q, 8q, 11q, 12p, 20q y 22, asi como pérdidas en 4q31-
qter, 5ql1-qter, 8p23, 9p, 17p y 18q12-22. Las ganancias de 5p15 y 8924 son igual
de frecuentes en los tumores con escaso nimero de alteraciones como en aquellos
que presentan alto ntimero, lo que indicaria que los genes de estas regiones

alteradas podrian jugar un papel importante en la carcinogénesis tumoral.
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Aunque los ACNS tienen, al igual que los ACCR, frecuentes pérdidas en 8p
y 18q y ganancias en 8q y 20q, las alteraciones en los cromosomas 3 y 5, muy

frecuentes en los ACNS, son casi inexistentes en los ACCR>°™,

Los CENS presentan pérdidas en 3p y ganancias en 11q13, siendo éstas

poco frecuentes en los ACNS’.

En los CENS las amplificaciones de EGFR (11%) y ganancias de HER2 en
relacion con metdstasis ganglionares, invasion local (orbitaria y craneal) y

recidivas precoces, como fue descrito por nuestro grupo’.

Otras alteraciones cromos6émicas descritas en los ACNS tipo ITAC,
mediante microarray-CGH (m-CGH), son las ganancias en las regiones 5pl5,

20q13 y 8g24 y las perdidas en 4q31-qter, 5q 11-qter, 8p 12-pter y 18q 12-2252.

Todas estas alteraciones descritas indican que los ACNS poseen un patrén
propio de ganancias y pérdidas cromosémicas que los diferencia de los CENSy de

los ACCR, a pesar de la semejanza histolégica con estos tltimos.

Esta similitud histopatoldgica ha condicionado que la mayoria de los genes
estudiados en los ACNS se hayan escogido por su implicaciéon con el desarrollo de
los ACCR. Sin embargo, las mutaciones de K-ras en ACNS oscilan entre el 0-15%,
siendo mas altas en los ACCR donde alcanzan el 50%5354. En el caso de TP53, las
mutaciones observadas en ACNS oscilan entre el 18-44%, frente al 75% que
presentan los ACCR%¢. Estos datos génicos discrepantes apoyan lo mencionado

anteriormente a nivel cromosdmico.

La inestabilidad de microsatélites tiene importancia en la carcinogénesis
solo en el 10% de los ACCR. Esta inestabilidad se origina por mutaciones y/o
delecciones en los genes de reparacion de apareamientos erréneos del ADN
(MMR, “mismatch repair”). Los ACCR con inestabilidad de microsatélites
presentan pocas alteraciones cromosémicas y suelen ser diploides®. Estas

caracteristicas son similares a las presentan los ACNS, donde no se ha visto
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inestabilidad de microsatélites ni mutaciones en APC, CTNNBI1 y varios genes del

sistema MMR58.

Otros estudios génicos de interés son los realizados por nuestro grupo,
mediante MLPA, en ACNS. Observamos ganancias en los genes PTP4A3 y PDCD8
(60%), TNRFSF7 (50%), RECQL4 y LMO2 (45%) y pérdidas en BCL2 (70%), IL13
(65%), ABCB1y RB1 (50%), PIK3CA y CDH1 (45%)°.

Como ya se ha comentado, las alteraciones cromosémicas y génicas
descritas nos sefialan que aunque los ACNS y ACCR tienen gran parecido
histopatolégico y presentan alteraciones genéticas similares, otras en cambio son
marcadamente diferentes. Algunos autores sugieren que pudiera tratarse de
diferencias relacionadas con la distinta localizacién tumoral y distintos factores

epidemioldgicos y etiolégicos.

1.4. Ruta Wnt en adenocarcinomas

La ruta Wnt debe su nombre a que el primer organismo en el que se estudio
fue la mosca Drosophila melanogaster, describiendo en ella la proteina “wingless”

que ocasionaba el crecimiento de sus alas al inducir la proliferacion celular.

La ruta Wnt fue descrita por primera vez como una de las vias patogénicas
mas importantes para el desarrollo del ACCR, siendo la otra via descrita la
inestabilidad de microsatélites®®61. Es posible que dada la similar histopatologia
entre los ACNS y los ACCR, ambos tumores compartan las mismas vias de

cancerizacion.

Los estudios moleculares previos parecen descartar la existencia de

inestabilidad de microsatélites en los ACNS62.

La ruta Wnt tiene dos vias principales de senalizacion, la via candnica

implicada en la diferenciacion celular, y la via no canénica implicada en el control
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de la polaridad y movilidad celular. La via canénica Wnt se encuentra
fisiolégicamente activada durante la embriogénesis y la hipoxia, contribuyendo a
la angiogénesis 636465 Se considera que esta accion de regular la homeostasis en las
células adultas es fruto de la activacion de la via a nivel de las células
pluripotenciales®® y se ha descrito también su importancia en el desarrollo
neural®’. La via canénica Wnt se encuentra también activada en los procesos
inflamatorios crénicos, que podrian estar relacionados con la génesis de los ACNS

y ACCR.

Las senales procedentes de la via canénica Wnt son traducidas a receptores
de la familia Frizzled y a receptores LRP5/LRP6, los cuales acttan como co-
receptores de la cascada de sefializacion de la [-catenina. La pB-catenina es una
proteina codificada por el gen CTNNBI, localizado en el cromosoma 3p22, que se
encuentra implicado en la adhesivididad y polaridad celular, asi como en la
transcripcion de varios genes. En ausencia de sefial Wnt la -catenina se une a
APC y Axina, siendo fosforilados por la casein quinasa la (CKla) y por la
glucégeno sintetinquinasa 33 (GSK3p), para ser poliubiquitinizados por PTRCP1 y
BTRCP2 y degradados en el proteosoma® 8, (Figura 3).
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Figura 3. Ruta Wnt/ B-catenina

Cuando la via candénica Wnt se encuentra activada, CKla fosforila la
proteina Dishevelled (DVL), la cual gana afinidad por la proteina Frizzled (FZD)
y de forma secundaria se forma un complejo con LRP5/6-Axina, dando como
resultado la no fosforilacion de la p-catenina, que se acumula a nivel
citoplasmatico y nuclear. La B-catenina a nivel nuclear se une al factor de células
T/factor de desarrollo linfoide (TCF/LEF) y Legless-Pygo para ser los efectores de
esta via candnica de Wnt y transcribir genes como MYC, CCND1, FGF20, DKK1,
WISP1%.

El porcentaje de activacion de la ruta Wnt en los ACCR varia dependiendo
de la génesis del tumor, ya que los ACCR esporadicos presentan una tincién
nuclear de pB-catenina del 81%, mientras que en los tumores derivados de la colitis
ulcerosa los porcentajes de tinciones nucleares positivas para p-catenina

descienden al 48 %¢°.
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El gen APC se localiza en 521 y es uno de los genes clave en el
funcionamiento de la ruta Wnt. Se cree que la hipétesis de “los dos hits”, que
explica la perdida de funcién proteica en genes supresores de tumores por una
mutacion bialélica, no es suficiente para explicar la pérdida de funcién de APC ya
que las proteinas mutadas de APC retienen cierto grado de funcién. Ademas,
muchos ACCR tienen poliploidias que harian necesario la mutacién en més de dos
copias”?.

La pérdida de funcién de APC es uno de los eventos mas tempranos en la
formacion de adenomas colénicos (tumor benigno precursor de carcinoma). Este
gen también contribuye a la migracion y adherencia celular, codificando una
proteina que se une a los fasciculos de microtibulos”!. Una funcién importante de
la proteina APC es inhibir la B-catenina. En ausencia de la sehalizacion Wnt, APC
produce la degradacion de [-catenina impidiendo su acumulaciéon en el
citoplasma, evitando asi que llegue al ntucleo. La inactivaciéon del gen APC
fragmenta el complejo y aumenta los niveles celulares de -catenina que, a su vez,

se traslada al nacleo?2.

Con la pérdida de APC, la célula se comporta como si tuviera una
sefializacion continua de Wnt y existiera un exceso de [-catenina libre. La
importancia de la via de sefalizacion APC/B-catenina es evidente en los ACCR,
donde el 80% de los tumores esporddicos tienen inactivada la proteina APC. El
50% de los canceres sin mutacion APC tienen mutaciones de CTNNBI1. La (-
catenina mutada no es inhibida por APC y migra al nudcleo. La presencia de p-
catenina nuclear se observa en los adenomas de colon con displasia moderada,
sugiriendo que su acumulacién en el nicleo se produce en un estadio inicial de la
carcinogénesis (Figura 4) 73. La pérdida de la expresion de APC también ha sido

detectada en céncer de mama en el 36-50% de los casos’4.
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Figura 4. Modelo de progresién tumoral de los ACCR donde se observa que la mutacién
de APC acontece en estadios tempranos y como la administraciéon de diversos medicamentos

podria frenar la progresion.

E2F1 es uno de los puntos de control de la via canénica Wnt sobre la
transcripcion de pB-catenina/ TCF-LEF en las células humanas’. Esta tltima acciéon
se lleva a cabo mediante la activacion de los genes AXIN1, AXIN2 y SIAHI1. Se
considera que la accion de E2F1 debe estar inhibida en los ACCR para que se
desarrolle de forma completa la actividad oncogénica de la p-catenina (Figura 5).
E2F1 controla la actividad de la P-catenina de manera independiente de APC y
GSK3 y su activacion contribuye a la apoptosis celular.

CDKS8 es un gen que controla tanto de forma directa como indirecta la
actividad de la transcripcion de la B-catenina. Se considera que la forma directa es
la mas importante, siendo capaz de aumentar la transcripcién del complejo p-
catenina/ TCF-LEF en células humanas’®. Su accién indirecta consiste en inhibir

E2F1.
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RB es un gen supresor de tumores que se encuentra inactivado o mutado en
alrededor del 30% de los canceres humanos, pero curiosamente en ACCR no se
encuentra alterado y en muchos casos incluso estd sobreexpresado’6”’. Se
considera que en los ACCR el gen RB acttia como oncogén al inhibir mediante pRB

a E2F1 y de esta forma promover la transcripcién de la B-catenina (Figura 5) 78.

a
Complejo
mediador

Genesdiana
TCF

Magquinaria de
b transcripcion

Genes N
diana TCF

Genesdiana
TCF

Figura 5. Mecanismos de regulacién de la transcripcién de B-catenina. a) Activacién directa
de la transcripcién por CDKS. b) Inactivacion de la transcripcién de B-catenina por E2F1. c)

Inactivacion de E2F1 por CDKS8 y pRB, promoviendo de forma indirecta la transcripcién de los

genes por parte de la B-catenina. (Tomado de 78).
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La E-cadherina no esta involucrada en la via candénica de Wnt, pero se
encuentra intimamente relacionada con la funcién de la B-catenina. La E-cadherina
es codificada por el gen CDH1 ubicado en el cromosoma 16q22.1. Esta proteina se
une a la P-catenina actuando como una proteina de superficie celular que
mantiene la adhesividad intercelular. La adhesividad reducida de las células
cancerosas puede ser el resultado de defectos en el eje cadherina-catenina. Los
defectos de adhesividad celular de la P-catenina son independientes de su papel

como factor de transcripcion.

La disminucién en la expresion de E-cadherina en la superficie celular se ha
descrito en muchos canceres como eséfago, mama, ovario, prostata y colon. La
pérdida de expresion favorece la disgregacion celular y las metastasis. La
expresion reducida de E-cadherina puede ser un efecto secundario de la mutacién
del gen CTNNBI, y su proteina, la B-catenina, se uniria a la porcién intracelular de

las cadherinas favoreciendo su estabilidad.

Al contrario que en los ACCR, en los ACNS se han realizado pocos estudios
de expresiéon IHQ de proteinas relacionadas con la ruta Wnt. En uno de ellos se
estudia la B-catenina en 10 ACNS concluyendo que, a diferencia de los ACCR, la
tincion de membrana es normal, sin acumulacién citoplasmética o nuclear
andmala”. No obstante, otros autores observan sobreexpresién de pB-catenina en la

membrana plasmatica, citoplasma y ntcleo en el 40% de los casos™.

Otra de las proteinas que se ha visto implicada en la via canénica Wnt es
pl6. Esta proteina es un importante supresor de tumores y esta codificada por el
gen CDKN2A, localizado en el cromosoma 9p21. La transcripcién producida por la
activacion de la via Wnt/-catenina suprime la actividad de p16 y contribuye a la

progresion tumoral en melanomas®.

El reciente descubrimiento del papel de la via de la Wnt/p-catenina en un

nimero creciente de neoplasias es un argumento a favor de la investigacion de
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alguna diana terapéutica encaminada a disminuir la transcripcién nuclear de la j3-
catenina®l 82, Existen dos grupos de farmacos con accién anti Wnt/ p-catenina: los
inhibidores tipo moléculas pequefias (AINES y el antagonista de CBP/p-catenina
ICG-001) y los inhibidores biolégicos (anticuerpos, ARN de interferencia,
proteinas recombinantes)®3. La mayoria de los estudios con estos farmacos se
encuentran en la fase preclinica, con excepcién de Celecoxib que ha demostrado

una inhibicién de la via canénica mediante la degradacién de TCFs84 8586,

1.5. Modelo teérico

En este modelo simplificamos y resumimos de forma racional los pasos més
importantes de la via canénica Wnt, incluyendo los genes y proteinas con mayor
interés en dicha via, asi como su efecto facilitador o inhibidor (Figura 6). Sobre este
modelo tedrico sentaremos las bases para formular nuestras hipoétesis y

ordenaremos buena parte de los resultados obtenidos.
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Figura 6. Modelo tedrico de la activacién de la ruta Wnt en ACNS. Los genes y proteinas
que actdan como oncogenes se representan en verde, los genes y proteinas que actan como
supresores en rojo y las proteinas no estudiadas en violeta. Paso 1: interaccién entre E-cadherina y
[-catenina de membrana (si una es + la otra debe ser +). Paso 2: relaciéon entre la expresién de
membrana y nuclear de B-catenina (si una -, la otra +). Paso 3: transcripcién nuclear de C-Myc por
[-catenina (si B-catenina nuclear +, C-Myc +). Paso 4: transcripcién nuclear de CCND1 por p-
catenina (si f-catenina nuclear +, ciclina D1 +). Paso 5: regulacién de la transcripciéon de CDKN2A
por la P-catenina (si P-catenina nuclear +, p1l6 -). Paso 6: control de la expresién nuclear de p-
catenina por E2F1 (si E2F1+, B-catenina nuclear -). Paso 7: control de la expresion de E2F1 por Rb

(si Rb +, E2F1 -). Paso 8: control de E2F1 por CDKS (si CDKS8 +, E2F1 -).
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2. HIPOTESIS
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Los ACNS presentan un patrén histolégico similar a los ACCR y podrian
compartir una etiologia comtn como puede ser la inflamacién crénica. A nivel
genético-molecular la ruta Wnt es una de las mas estudiadas e implicadas en la
carcinogénesis de los ACCR. Por lo tanto, parece interesante conocer el grado de

participacion de la ruta Wnt en los ACNS.

Si pudiésemos determinar los patrones genético-moleculares en los genes y
proteinas de la via canénica de la ruta Wnt en los ACNS, nos podrian servir para

establecer con mayor solidez el grado de similitud o diferencia con los ACCR.

Una vez establecido un grado alto de similitud genético-molecular entre
ambas localizaciones tumorales, podriamos utilizar los avances diagnésticos y
terapéuticos obtenidos hasta la fecha en tumores muy frecuentes y ampliamente
estudiados, como son los ACCR, y poder aplicarlos en tumores poco frecuentes,
de distinta localizacién y menos investigados, pero con alta mortalidad, como son

los ACNS.
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3. OBJETIVOS
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1. Describir los aspectos clinicos més importantes de nuestra serie de ACNS

tipo ITAC.

2. Analizar las alteraciones genético-moleculares relacionadas con la ruta Wnt
en los ACNS, tanto a nivel génico (CDH1, CTNNB1, E2F1, CCND1, RB,
APC, CDKS8, CDKN2A y MYC), como de expresion proteica (E-cadherina, -
catenina, E2F1, Ciclina D1, pRB, CDKS, p16 y C-Myc), por medio de m-
CGH, MLPA, MLPA-MS e IHQ (tissue array).

3. Determinar si los cambios genético moleculares, en particular los de
expresion proteica, son concordantes con lo esperado si la ruta Wnt

estuviese activada en los ACNS.

4. Relacionar las alteraciones genético-moleculares encontradas en la ruta Wnt

con los datos clinico-patolégicos y la supervivencia de los pacientes.

5. Comparar las alteraciones genético-moleculares observadas en los ACNS

con las descritas en los ACCR.
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4. MATERIAL Y METODO
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4.1. Seleccion de pacientes. Disefio del estudio

Se estudiaron un total de 101 pacientes con ACNS, todos ellos tratados en el
Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Central de Asturias
(HUCA). Los pacientes habian sido diagnosticados en dicho centro o en otros, de

donde decidieron el traslado al HUCA para su tratamiento.

Todos los pacientes fueron intervenidos quirtrgicamente con fines
curativos entre 1.981 y 2.008, decidiendo entonces, dependiendo del estadio
tumoral y del resultado de la cirugia, la necesidad o no de recibir tratamiento
complementario con radio o quimioterapia. Ningtn caso fue tratado con radio o
quimioterapia preoperatoria antes de obtener las muestras tisulares. El
seguimiento medio de los pacientes fue de 46 meses con un rango de 5 a 252

meses.

Todos los pacientes tenian un historial clinico completo en el HUCA, asi
como un estudio histopatolégico que confirmaba el diagnéstico de ACNS tipo
ITAC. En todos los pacientes se disponia de material anatomopatolégico suficiente
para realizar alguno de los estudios genéticos o de expresion, segin se expone

posteriormente en el apartado 4.2.

El estudio realizado era de tipo experimental, retrospectivo, con
incorporaciéon sucesiva de nuevos casos segin se iban diagnosticando. La
extraccion del ADN se hizo de forma paulatina hasta que se cerr6 el estudio en

marzo del 2.010 con el total comentado de 101 pacientes.

El ntimero de casos incluidos en cada uno de los procedimientos
realizados dependi6 de diversas circunstancias como eran el momento de
incorporacién al estudio, la cantidad y calidad de la muestra y la prioridad

establecida entre las diversas técnicas. Al final, se realizaron todos los
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procedimientos descritos a 23 pacientes, mientras que los 78 restantes tenian

realizados 1, 2 6 3 experimentos, segtn se detalla en la tabla VIII.

Tabla VIII. Distribucién de los pacientes en las distintas técnicas realizadas

Técnica de estudio Total

m-CGH  MLPA MLPA-MS TA 23
m-CGH MLPA MLPA-MS 7
m-CGH MLPA TA 5
MLPA-MS TA 14

MLPA TA 5

MLPA MLPA-MS TA 1

MLPA MLPA-MS 1

TA 44

MLPA-MS 1

Total 35 42 47 92 101

m-CGH: microarrays CGH; MLPA: Amplificacién maltiple de sondas dependientes de ligacion;
MLPA-MS: Metilacién mediante amplificacion multiple de sondas dependientes de ligacion;

TA:”Tisuue arrays”.

4.2. Recogida de muestras

Las muestras estudiadas procedian de 101 ACNS primarios tipo ITAC. Las

muestras del tumor fueron obtenidas de dos maneras:

1- Muestra en fresco. Se obtuvo tejido tumoral en 57 pacientes durante las
intervenciones quirtrgicas. Esta muestra tumoral tenia un tamafio minimo de 3
mm?3 y procedia de una zona sin necrosis, evitando el tejido sano de los bordes,

con el fin de alcanzar un minimo del 70% de pureza en células tumorales. Una vez
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extraida se almacen6é en RNA-later y posteriormente fue congelada a -80°C. Se

consiguieron 124 muestras en fresco procedentes de los tumores de estos 57 casos.

2- Muestra en parafina. Se obtuvo en 92 casos de los bloques de tejido
parafinado, una vez procesada la pieza para su estudio histopatolégico en el
Servicio de Anatomia Patolégica del HUCA. Para determinar el tejido tumoral en
el bloque, se hizo un corte de 5 p para tincién con hematoxilina-eosina que,
observado al microscopio 6ptico, permiti6 marcar en el porta la zona tumoral y
seleccionarla en los cortes posteriores, evitando la necrosis y el tejido sano

peritumoral.

En 48 pacientes se obtuvieron dos tipos de muestra, la del ADN tumoral
(fresco) utilizada para el estudio del ntiimero de copias de los genes y la de los

bloques de parafina, que empleamos en el estudio de expresion proteica.

Todas las muestras obtenidas, tanto en fresco como en parafina, fueron
utilizadas para los estudios genéticos: microarray-CGH (m-CGH) (35), MLPA (42),
MLPA-MS (47), y de expresion: “tissue array” (TA) y tincion IHQ (92)(Tabla IX).
Las muestras control para la realizacion de la MLPA se obtuvieron de la sangre

periférica de seis individuos sanos.

Tabla IX. Diferentes muestras utilizadas para la realizacién de los experimentos

Técnica m-CGH | MLPA | MLPA-MS |TA |TOTAL

Tipo de tejido
Fresco 35 42 47 0 124

Parafina 0 0 0 92 92
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4.2.1. Extracciéon de ADN

El ADN tumoral se obtuvo a partir del tejido fresco de las 124 muestras. Los
protocolos de extraccion de ADN para todas las muestras se realizaron en base al

uso de columnas de afinidad (QIAamp®, QIAgen, Valencia, CA, USA).

Las muestras tumorales para MLPA y m-CGH se descongelan a
temperatura ambiente en una placa de Petri y, con ayuda de dos bisturis, se
disgregan mecdnicamente, cortdndolas en pequefios fragmentos que son

depositados en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.

A continuacién se realiza el lisado afiadiendo 200 pL del tampoén de lisis
ATL y 20 pL de proteinasa K (concentracion de almacenamiento: 10mg/mL). Se
mezcla bien en un agitador y se deja incubando a 56°C en una placa térmica con
agitacion. Por la tarde se vuelven a afiadir otros 20 pL de proteinasa K, se mezcla

bien y se deja incubando a 56°C toda la noche.

A la mafiana siguiente se afiaden 200 pL de tampén AL, se agita
enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. A continuacién se afiaden
200 pL de etanol absoluto y se agita enérgicamente durante 15 segundos para
precipitar el ADN. Posteriormente se aplica el contenido del tubo de
microcentrifuga a una columna de afinidad (QlAamp®) que se coloca en un tubo
de recolecciéon de 2 mL. La columna y el tubo de recolecciéon se centrifugan
durante 1 minuto a 8.000 rpm y el filtrado es eliminado. Se procede a la
purificacion del ADN afiadiendo sobre la columna 500 pL del tampén AWI,
centrifugando a 8.000 rpm durante 1 minuto. Tras eliminar el filtrado se continta
con un segundo lavado afiadiendo a la columna 500 pL del tampén AW2 y
centrifugando a 14.000 rpm durante 3 minutos. Finalmente, se coloca la columna
de afinidad en un nuevo tubo de microcentrifuga y se afiaden 200 pL de agua
destilada para diluir el ADN de la columna. Se incuba durante 1 minuto y se

centrifuga 1 minuto a 8.000 rpm.
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La concentracién y la pureza del ADN obtenido se determinan midiendo su
absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotémetro NanoDrop 1000
(version 3.1.0), (NanoDrop Technologies Inc.). La absorbancia a 260 nm nos indica
la concentracion de ADN que tenemos en nuestra muestra y la relacion
A260/A280 el grado de pureza de la muestra. Se consideran aceptables purezas

con valores mayores de 1,5 (6ptimo 1,7-1,9).

Mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% se puede comprobar que

la extracciéon de ADN ha sido correcta y que no hay presencia de ARN.

4.3. Microarray de CGH

4.3.1. Fundamento de la técnica

Es una técnica desarrollada en los afios noventa8” que, en la actualidad, esta
muy difundida en los laboratorios de citogenética. Con ella se puede analizar en
un s6lo experimento todo el genoma del tumor y conocer las pérdidas, ganancias o
amplificaciones del material cromosémico. La posibilidad de utilizar ADN
procedente de tejido fresco o congelado, asi como del incluido en parafina, ha
favorecido que diferentes tipos de tumores s6lidos puedan ser estudiados con este

procedimiento®.

En los “microarray-CGH” (m-CGH) el molde sobre el que compiten los
ADNs, marcados con fluorescencia o radioactividad, no son metafases normales,
sino una formacién de clones conocidos de ADN de doble cadena: cDNA (ADN
monocatenario, complementario al ARNm que contiene la secuencia codificante
de un gen) o secuencias cortas de nucleétidos (oligonucleétidos) (“array”)?®. En
todos los casos el material genético que se dispone en el “array” se refiere a un gen
de situacion y caracteristicas conocidas, siendo la informacién generada la que
corresponde a ese gen en la muestra analizada®. Los m-CGH mas extendidos y

utilizados son los dos tipos mencionados (cDNA vy oligos) y los experimentos en



n 3 INSTITUTO

é"- Universidad Q_} (TN Lversimi

= i U\, DE ONCOLOGIA
gy de Oviedo Z3\\V/| DE ONCOLOG

los que se utilizan son, casi exclusivamente, estudios de analisis masivo o global

de la expresion genética”l.929394,

La resolucién de esta técnica puede llegar e incluso superar los 0,5 Mpb y el

andlisis final no requiere del cariotipado, como ocurria con la CGH convencional.

El patrén de hibridacién se revela con un escédner basado en microscopia
confocal, siendo la imagen resultante convertida a valores numéricos. El nivel de
expresion de un gen se reflejaria en el namero de copias de ADN o de ARNm
presentes en la muestra problema, segtn el tipo utilizado, siendo proporcional al

nivel de sefial detectado.

Por medio de los m-CGH se combina la tecnologia de los “array” con la
CGH, realizando la hibridaciéon sobre segmentos de ADN de menor tamafio,
clonados en forma de “Cromosomas Artificiales Bacterianos” o “Plasmidicos”
(BAC o PAC, respectivamente). El nivel de resolucién pasa, por tanto, de
cromosémico a bacteriano o subcromosémico (150 Kb). Los segmentos de ADN
estudiados son secuencias conocidas y localizadas segtn los datos previos del
Proyecto Genoma Humano. Los primeros “array” usados tenian alrededor de
3.000 BAC por Mbp cubriendo el genoma con una resoluciéon de un BAC por
Mbp?s.

Actualmente, mediante m-CGH, como los que se han empleado en este
trabajo, se estudian casi 30.000 genes, practicamente la totalidad de los descritos en

el genoma humano®: %8,
4.3.2. Pasos del experimento

Los m-CGH se realizaron segtn la técnica descrita por Carvalho y cols® y
reproducida posteriormente por Hermsen et al*’. La muestra y el control de ADN
se marcaron de forma diferente. Se hibridaron 300 ng de cada ADN con un 30K
array (60-mer oligo’s, disefiados por Compugen y sintetizados por Sigma-

Genosys), impresos en portas activados de Codelink (Amersham).



INSTITUTO
UNIVERSITARIO
DE ONCOLOGIA

Universidad
de Oviedo

Este “array” contiene 29.134 oligonucleé6tidos que representan unos 28.830
genes diferentes. La hibridacion se realiz6 en dos noches en una camara de
hibridacién especializada (Perkin Elmer HybArray 12™). Las imagenes fueron

obtenidas usando un “Agilent DNA Microarray Scanner”.

La extraccion de los datos y el analisis cuantitativo se realizaron por
“BlueFuse” (BlueGnome, Cambridge, UK). “BlueFuse” es un programa que alinea
sobre plantilla los “spots”, ademas de calcular la intensidad de las sefiales
rojo/verde, y el cociente entre ambas. También evalta desperfectos en los “spots”
y da un valor p de confianza. Valores <0,10 no se usan en la interpretacién (Figura

7).

ADN tumor  ADN normal Analisis imagen

900000C0000D
« 00 00

Figura 7. Esquema de la técnica de m-CGH

El ADN control de mujer sirvié de referencia y control de calidad. Debido a
que todos los tumores provienen de hombres, los clones X normalmente
mostraron pérdidas, mientras que los clones de Y siempre mostraron importantes

ganancias.

4.3.3. Interpretacion de datos

Se realizé una normalizacion estadistica de los indices calculados a partir de

la media de todos los indices. Los gréficos se hicieron con una media variable de



INSTITUTO
UNIVERSITARIO
DE ONCOLOGIA

Universidad
de Oviedo

log2 de indices de 5 clones vecinos. Las ganancias y las pérdidas se definieron
como desviaciones de 0,2 6 més del log2 de indices=0. Se consider6 amplificaciéon
cuando al menos dos clones vecinos alcanzaban un log?2 indice de 1,0 6 mayor

(Figura 8).
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Figura 8. Representacion grafica de un m-CGH donde se muestran los picos de ganancias en los
cromosomas 11,12 y 13

En este proyecto hemos seguido la metodologia utilizada en esos
experimentos para localizar la posiciéon especifica de cada gen y cuantificar el

namero de copias.

4.4, MLPA
4.4.1. Fundamento de la técnica

La MLPA (“Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”) es una
técnica de biologia molecular, relativamente reciente, descrita por Schouten % que
permite amplificar, en un tnico experimento, hasta 42 secuencias distintas de
ADN o ARNm (www.mlpa.com).

Ha sido utilizada de forma exitosa para detectar delecciones vy

amplificaciones de exones completos en genes tan relevantes como BRCA1, MSH?2
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y MLHI o en trisomias como la del cromosoma 21, caracterizar aberraciones
cromosémicas mediante ganancias y pérdidas génicas y cuantificar el ARN

mensajero.

Para su realizacion es necesario disponer de una cantidad minima de &cido
nucleico a estudio (= 20 ng ), un “kit” de oligonucle6tidos complementarios a las
secuencias diana del ADN problema, un termociclador para amplificar mediante
PCR (“Polymerase Chain Reaction”) las sondas hibridadas y un método de
electroforesis en gel o capilar, para separar e identificar los productos amplificados

segln sus diferentes tamafios.

La seleccion de sondas depende del tipo tumoral y existen diversos “kits”
comercializados. Por ello una de las limitaciones de esta técnica es que no dispone
de sondas especificas para cada tipo tumoral, si bien es cierto que podrian

disefiarse a demanda.
En la MLPA destacan dos peculiaridades:

1. Para reconocer las secuencias diana del ADN estudio se emplean dos
oligonucleétidos que hibridan en regiones adyacentes, para posteriormente
unirse por acciéon de un enzima especifico (ligasa termoestable), formando

una cadena tnica, pudiendo entonces ser amplificada mediante PCR.

2. Como todas las sondas cuentan con secuencias idénticas de bases en sus
extremos 3"y 57, basta una pareja tnica de “primers” para su amplificacién

simultanea.

Es necesario precisar que no se amplifican las secuencias diana del ADN
estudio, sino las sondas empleadas para su detecciéon. Cada sonda se constituye
por una secuencia de 50-70 nucleétidos, que es la que participa directamente en la
hibridacién; y por otra “no hibridante”, de longitud variable, disefiada para que

los productos amplificados no coincidan en tamafio, dentro de un rango entre 130-
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482 pares de bases (pb). De ese modo puedan separarse e identificarse mediante

técnicas de electroforesis (Figura 9).

Finalmente, tras analizar los productos de la reaccién mediante un software
informaético, se obtiene un perfil en el que cada producto amplificado genera un
pico de fluorescencia, cuya 4rea es proporcional al nimero de copias de esa

secuencia presentes en el ADN estudio.

PCR Primer PCR Primer
Secuencia Y \( Secuencia X

¥ Secuencias “de relleno”

(diferente para cada sonda)
.

Secuencias hibridantes

5 \( 5’ \< Las 2 partes de cada sonda

hibridan con secuencias

\ adyacentes y se unen por
— —— accion de una ligasa

3 Diana A 5 3 Diana B 5
Todas las sondas hibridas
se amplifican mediante
I_ I_ PCR, con sélo 1 par de
cebadores
5’ 3’ 5’ 3

Figura 9. Bases moleculares de la MLPA

4.4.2. Tipos de sondas

Las mezclas de sondas empleadas se integran en los “kits”: “SALSA P084
HNSCC-1” y “SALSA P005 MLPA”, junto con sus correspondientes tampones y
enzimas (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda). Ente las dos pueden estudiar en
total 59 genes, aunque este trabajo esta centrado en los genes implicados en la ruta

Wnt, por lo que s6lo se describirdn los resultados relacionados con los genes

CTNNB1, CDH1, RB, MYCy CCND1 .
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“SALSA P084 HNSCC-1" fue utilizada para estudiar los genes CTNNBI1 ([3-
catenina), CCND1 (Ciclina D1) y RB (pRB), mientras que “SALSA P005 MLPA”
sirvi6 para estudiar CDH1 (E-cadherina) y MYC (C-Myc).

“SALSA P084” incluye 38 sondas de genes (Tabla X). En la tabla XI se
muestran las 41 sondas de “SALSA P005”. Ambos “kits” son especificos para el
estudio de CECC.

Como ya se ha comentado existen comercializadas mezclas de sondas
P . . . ~ “” 4
segln el tumor que se quiera estudiar, o se pueden disefiar “a la carta”, pero no

hay un “kit” especifico para adenocarcinomas®>100,

Tabla X. Descripcion de las 38 sondas de “SALSA P084”. Longitud de los fragmentos,

nombre de los genes, posicién y localizacién cromosémica.

Longitud Gen Posicién cromosomica (kb) Cromosoma
472 NRAS 01-114.1 01p13.2
283 LMNA 01-151.9 01g21.2
256 IL1A 02-111.4 02914
220 TANK 02-160.6 02g24
154 MLH1 03-036.3 03p22.1
337 MLH1 03-036.3 03p22.1
454 CTNNB1 03-040.5 03p22
166 CASP6 04-110.9 04925
373 IL2 04-123.7 04926
481 MFHAS1 08-008.7 08p23.1
130 CTSB 08-011.7 08p22
184 N33 08-015.5 08p22
445 PTP4A3 08-142.4 089g24.3
418 RECQL4 08-145.8 08qg24.3
202 CDKN2A 09-022.2 09p21
364 Al651963 10-010.9 10p14
463 RENT2 10-012.0 10p14
292 CCND1 11-071.1 11913
229 EMS1 11-071.8 11913
310 IL18 11-113.5 11g23.1
238 IGSF4 11-116.7 11923
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Longitud Gen Posicion cromosémica (kb) Cromosoma
355 BRCA2 13-026.9 13912.3
328 RB 13-043.0 13q14.2
148 DLEU1 13-044.9 13q14.3
400 IGF1R 15-093.2 15q26
301 TP53 (exon 8) 17-008.3 17p13.1
346 TP53 (ex6n 9) 17-008.3 17p13.1
391 TP53 (exdn 10) 17-008.3 17p13.1
409 TP53 (exdn 11) 17-008.3 17p13.1
142 ERBB2 17-039.9 17921.1
319 CDH2 18-025.4 18q11.2
436 MADH2 18-045.3 18g21.1
274 BCL2 18-060.9 18g21.2
247 STK11 19-001.1 19p13.3
265 CDKN2D 19-010.9 19p13
160 BCL2L1 20-030.0 20g11.1
427 PTPN1 20-048.9 20g13.1

Tabla XI. Descripcion de las 41 sondas de “SALSA P005”. Longitud de los fragmentos, nombre de

los genes, posicién y localizacién cromosémica.

Longitud Gen  Posicion cromosémica (kb) Cromosoma
418 BCAR3 01-093.4 01p22.1
328 F3 01-094.2 01p22
472 NRAS 01-114.1 01p13.2
193 IL10 01-202.7 01931
256 IL1A 02-111.4 02q14
220 TANK 02-160.6 02924
265 PIK3CA 03-179.8 03926.3
274 IL13 05-132.4 05g31
154 IL4 05-132.5 05¢31.1
427 CDKN1A 06-036.6 06p21.2
247 MYB 06-135.4 06g22
166 ABCB1 07-085.8 07921
373 FGFR1 08-038.4 08p11.2
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Longitud Gen  Posicion cromosomica (kb) Cromosoma
238 MYC 08-128.8 08g24.12
346 PTP4A3 08-142.4 08qg24.3
211 RECQL4 08-145.8 08qg24.3
202 CDKNZ2A 09-022.18 09p21
463 RENT2 10-012.0 10p14
136 CREM 10-035.2 10p12.1
337 HRAS 11-001.12 11p15.5
436 LMO2 11-034.6 11p13
175 RELA 11-067.1 11913
229 EMS1 11-071.8 11913
445 TNFRSF7 12-006.5 12p13
310 LRMP 12-025.2 12p12.3
355 BRCA2 13-026.9 13q12.3
160 RB 13-043.0 13914.3
148 ABCC4 13-090.2 13932
382 CDH1 16-069.2 16g22.1
391 CRK 17-001.7 17p13.3
142 ERBB2 17-039.9 17g921.1
283 BRCAl 17-043.4 17921
454 TIMP2 17-080.1 17925
319 CDH2 18-025.4 18q11.2
130 BCL2 18-060.9 18g21.3
301 BAX 19-049.8 19913.3
400 STK15/STK6 20-054.6 20q13.3
364 STCH 21-012.4 21911
292 MIF 22-020.9 22011.23
409 PDCDS8 X-126.1 X025
184 uTyY Y-014.8 Yqll

Cada una de las sondas génicas esta formada por dos oligonucleétidos, uno
sintético y otro derivado del vector M13 (Figura 9). El oligonucle6tido sintético

consta de un “primer” en el extremo 5 de 19 nucleétidos (“primer” Y), y una
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secuencia de hibridacién de 21-30 nucle6tidos que se unira a la muestra de ADN
estudio. El oligonucle6tido derivado del vector M13 tiene un tamafio diferente en
cada sonda, gracias a la secuencia de relleno (“stuffer sequence”), de tamafio
variable, que se intercala entre el “primer” de 36 nucleé6tidos situado en el extremo
3" (“primer” X) y la secuencia de hibridacién de 25-43 nucleé6tidos, que se unira a

la muestra de ADN.

Las mezclas de sondas “SALSA P084” y “SALSA P005”contienen también
sondas de control interno (“DNA Quality”, DQ). En la amplificaciéon por PCR
estas sondas control generan productos mas pequefios que los amplificados por
las sondas génicas, que aparecen al inicio de cada perfil de MLPA. El control
interno determina si la calidad y la concentracién del ADN de la muestra son las
necesarias para obtener un resultado 6ptimo. Este control interno estd formado

por dos tipos de sondas:

1- Cuatro fragmentos de ADN que generan productos amplificados de 64,

70,76 y 82 pb (pares de bases), incluso si se omite el proceso de ligacion.

2- Un producto de amplificaciéon de 94 pb dependiente del proceso de
ligaciéon y del ADN de la muestra.

El tamafio de los cuatro picos DQ (64-82 pb), una vez amplificados por PCR,
depende de la cantidad de ADN de la muestra. Seran dificilmente visibles si el
ADN es >100 ng y tendran un tamafio menor que el fragmento amplificado de 94
pb si la cantidad de ADN es de 20 ng aproximadamente. Con estos tamafios de los
picos DQ podemos considerar que la cantidad de ADN es adecuada (=20 ng) y/o

que la reaccion se ha desarrollado en perfectas condiciones (Figura 10).

Si estos 4 fragmentos tienen un tamarfio similar o mayor que el fragmento de
94 pb y los productos de PCR de 130-482 pb, significa que la reaccién de ligacion
ha fallado o que la cantidad de ADN es escasa y los resultados obtenidos no tienen

validez. El tamafio del pico de 94 pb debe ser similar al obtenido por los productos
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amplificados de las sondas génicas y nos sirve de control para saber que el

experimento ha sido satisfactorio (Figura 10).
Al final todos los productos amplificados se separan mediante
electroforesis.

La cantidad relativa de sondas amplificadas refleja el nimero relativo de

copias de la secuencia diana del ADN estudio.
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Figura 10. Calidad del ADN. Si los cuatro primeros picos -control- son mas altos que los picos

del producto de MLPA indica que el ADN de la muestra es insuficiente o bien un fracaso en la

reaccion de ligacion

Para los experimentos de MLPA se utiliz6 ADN control procedente de
sangre periférica de seis individuos sanos y ADN de los tumores primarios. Las

muestras de ADN fueron extraidas segtin los protocolos anteriormente citados.

4.4.3. Pasos del experimento

El primer dia del experimento, el ADN, previamente extraido de cada
muestra (100-200 ng), se desnaturaliza en un termociclador, aplicando un ciclo de

5 minutos a 98°C y enfriando posteriormente a 25°C. Se mezcla el ADN
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desnaturalizado con las 38 sondas de “SALSA P084” y las 41 sondas de “SALSA
P005” y su correspondiente tampoén de hibridacién y se coloca, de nuevo, en el
termociclador en un ciclo Gnico de un minuto a 95°C y 16 horas a 60°C, para que
las sondas hibriden sobre el ADN de la muestra.

El sequndo dia se procede a la ligacion de los dos oligonucledtidos de las
sondas que han hibridado sobre el ADN. Para ello, se afade al tubo de PCR la
mezcla de ligaciéon con el enzima ligasa y su tampoén. Se coloca de nuevo en el
termociclador 15 minutos a 54°C, seguido de 5 minutos a 98°C, y posterior
enfriamiento a 25°C. Una vez ligados los moldes de las regiones, se procede a
preparar la mezcla de tampoén y los “primers” para la PCR, el tampon del enzima
de dilucion y la polimerasa para la amplificacion de las sondas. Todas las sondas
ligadas poseen las mismas secuencias en sus extremos, permitiendo su
amplificacion simultdnea por PCR, utilizando sélo un par de “primers”. Los
oligonucleé6tidos no ligados al ADN de la muestra no serdn amplificados por PCR

y, por tanto, no precisan ser eliminados.

Una vez afiadidos los “primers”, se colocan de nuevo las muestras en el
termociclador y se corre el programa de PCR aplicando 1 minuto a 60°C, 33 ciclos,
(35 ciclos si la concentracion de ADN era muy baja, <30ng/pL), con tres pasos
cada ciclo de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 60 segundos a 72°C,
enfriando finalmente a 4°C. Las muestras son almacenadas a 4°C hasta realizar el

analisis de fragmentos.

Cada sonda da lugar a un producto de amplificacién de tamafio tnico de
entre 130 a 482 pb debido a la diferencia en tamafio de la secuencia relleno. Los
productos amplificados de las sondas se analizan mediante electroforesis capilar.
Para ello mezclamos 2 pL del producto de amplificacién con 10 pL de formamida
y 0,5 uL de marcador interno. La mezcla se desnaturaliza por calor y se somete a
electroforesis capilar en un equipo “ABI Prism 3100” (Applied Biosystems,
Warrington, UK). Los capilares estan rellenos de un polimero que ofrece dificultad

a la migracién, permitiendo separar los fragmentos por su tamafio, corriendo los
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fragmentos més pequefios mas rapido que los grandes. Al final del recorrido hay
un laser y un sistema de captura de la sefial de fluorescencia, que detecta los
distintos productos. Los productos finales seran analizados con el software
“GeneScan v3.7” (Applied Biosystems, Warrington, UK), para determinar su
tamafio por interpolaciéon con fragmentos de tamafio conocido del marcador
interno, cuantificando cada producto segin su intensidad de fluorescencia. Cada

sonda vendré representada por un pico (Figuras 11y 12).

Para relativizar los resultados y que estos sean facilmente interpretables,
se divide el 4rea de cada pico entre la suma de todas las &reas-pico del perfil y se
compara el area-pico relativa de cada producto de amplificacién con su homologa,

dentro de un perfil de control obtenido a partir de ADN de tejido sano.
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Figura 11. Representacion grafica de los 42 productos amplificados por PCR y analizados por

L

electroforesis capilar
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Figura 12. Representacion grafica en la que se puede apreciar una ganancia en APC (A) y en

CDKN2B (B)

4.4.4. Interpretacion de datos

A la hora de interpretar los experimentos de MLPA, dado que algunos
genes se encuentran representados en ambos “kits” (NRAS, CDKN2A, TANK,
PTP4A3, RECQL4, RENT2, RB, CREM, EMS1, ERB2, CDH2 y BCL2) y los
resultados obtenidos no fueron en ocasiones completamente concordantes, se
decidi6é tomar en consideracién el dato mas acorde con lo publicado, asi como los
resultados obtenidos en el experimento de m-CGH.

Para definir la existencia de una ganancia o una pérdida de material génico
en cada una de las sondas génicas de una muestra hay que normalizar los datos
obtenidos. Para ello se calcula la mediana, la desviacion estdndar y el valor
minimo y maximo para las muestras control y para cada una de las muestras de
tumor estudio. La relaciéon entre el valor del tumor y el control se calcula

aplicando las siguientes férmulas:

1) Relacion minima = cociente entre el valor minimo del tumor y el

valor maximo del control.
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2) Relacion maxima = cociente entre el valor maximo del tumor y el valor

minimo del control.

3) Relacién tumor/control = media de la relacién minima y la relacion

maxima.

4) Desviacion estandar de la relaciéon tumor/control = diferencia entre la

relacién tumor/control y la relacién minima.

Con este analisis normalizado se obtiene un diagrama de barras de todas las
sondas génicas del “kit” estudiadas en el ADN tumoral (Figura 13). Cuando la
relacion tumor/control es mayor de 1,2 y la desviacién estandar es >1 se interpreta
como ganancia, si es menor de 0,8 y la desviacién estandar es <1 se interpreta

como pérdida. Por dltimo, si la relaciéon tumor/control es >2 se interpreta como

amplificacion.
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Figura 13. Diagrama de barras del resultado final obtenido por MLPA de un caso de ACNS. Las

barras representan la relacién tumor/control normalizada para cada sonda
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4.5. MLPA de metilacion

Los mecanismos epigenéticos causan modificaciones a nivel del ADN y de
las histonas que se traducen en la falta de expresion de un gen, sin que se
modifique la secuencia codificadora de su ADN. El principal mecanismo
responsable de los cambios epigenéticos es la metilaciéon, la cual se realiza
mediante la adicion de un grupo metilo (-CHs) a una molécula, por acciéon de una

metiltransferasa.

A nivel molecular la metilacién consiste en transferir grupos metilos en
algunas bases de citosinas (C) del ADN, situadas previa y contiguamente a una
guanina (G), en las llamadas islas CpG, las cuales estan presentes en las regiones
promotoras o cerca de ellas. La metilacién aberrante es responsable de la
inactivacién de genes supresores de tumores y estd presente en gran ntimero de
tumores humanos. También pueden ser metilados los productos de los genes, es

decir, las proteinas, regulandose asi su funcién.

4.5.1. Fundamento de la técnica

Una de las principales ventajas de la MLPA de metilacion o MLPA
metilacion especifica (MS), es que permite analizar la metilacién en regiones
promotoras de varios genes supresores en una tnica reacciéon. Utiliza los mismos
fundamentos de las MLPA anteriormente descritos, pero ademés expone el ADN
estudio a una enzima de restriccién sensible a metilaciéon (Hhal). Esta enzima
reconoce y corta las regiones no metiladas, por lo que no se forman picos en los
genes del “kit” utilizado, a menos que dicho gen se encuentre metilado (Figura
14). El “kit” de MLPA-MS permite recoger informacién, en el mismo experimento,
del ntimero de copias de 41 genes, a la vez que determinar el estado de metilaciéon

de 26 de ellos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_metilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Citosina
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Guanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteina
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Figura 14. Bases moleculares de la MLPA-MS. En las figuras superiores se aprecia la exposicion

delADN, que contiene un gen metilado, a la enzima Hhal que no reconoce el ADN. Por tanto se

produce la PCR y se forma un pico (Figura 15). En las figuras inferiores la enzima reconoce un sitio

no metilado, se une al ADN y lo corta, evitando que se lleve acabo la PCR y no se forma el pico

anteriormente descrito

La MLPA-MS se representa de una forma visual, alternando sondas de 15

genes control que siempre se forman, a razén de una sonda control cada dos

sondas de metilacién. Si un gen se encuentra metilado se forma un pico de

reaccion que se considera positivo si es mayor o igual al 60% de los picos controles

cercanos. La magnitud de la reaccion formada se encuentra directamente

relacionada con el nimero de copias metiladas del gen, siendo mayor cuando se

metilan los dos alelos del gen (Figura 15).
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Figura 15. MLPA sin exposicién al enzima Hhal (tira 1)(A) y MLPA-MS (tira 2)(B) en el ADN
control. MLPA sin exposicién al enzima Hhal (tira 1)(C). MLPA-MS (tira 2) (D) donde se ve los
picos formados por la metilacién de APC, RARB y CHFR

4.5.2. Tipos de sondas

Para realizar la MLPA-MS se utiliz6 “SALSA MS-MLPA KIT ME001-C1
Tumor supresor-1”. Mediante este “kit” se realizan dos experimentos por tejido a
estudiar, uno encaminado al estudio de 41 sondas génicas y el otro dirigido a las
26 sondas de metilacion (Tabla XII). En este estudio tienen interés los genes APC'y
CDKN2A que participan en la ruta Wnt. Mediante dicho “kit” se detect6 el

namero de copias de APC y CDKN2A, asi como su metilacion.
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Tabla XII. Descripcion de las 41 sondas de “Salsa MS-MLPA KIT ME001-C1 Tumor supresor-1”. Se
indica la longitud de los fragmentos, nombre de los genes y localizacion cromosémica. Las sondas
resaltadas en negrita y marcadas con el simbolo + en la columna Hhal son en las que se puede

estudiar la metilacion.

Longitud Sonda Salsa MLPA Sitio Hhal Cromosoma
64-70-76-82  Fragmentos Q: calidad ADN; Gnicamente visible si la muestra de ADN es menor a 100ng
88-92-96  Fragmentos D: bajas sefiales en los fragmentos 88 6 96 indican desnaturalizacion incompleta

100* Fragmentos X: fragmento especifico para el cromosoma X
105" Fragmentos Y: fragmento especifico para el cromosoma Y
136 Referencia (CREM) sonda 0981-L00566 10p12.1
142 TIMP3 sonda 2255-L.01968 + 22012.33
148 APC sonda 1905-L0352 + 5022
154 Referencia (PARK2) sonda 3366-L02750 6026
160 CDKN2A sonda 1524-L01744 + 9p21
166 MLH1 sonda 1686-L01266 + 3p22.3
175 Referencia (TNFRSF1A) sonda 0554-L.13516 12p13.31
184 ATM sonda 4044-L03849 + 11923
193 RARB sonda 4040-L01698 + 3p24.2
202 Referencia (MLH3) sonda 1245-L.00793 14924.3
211 CDKN2B sonda 0607-L00591 + 9p21
220 HICI sonda 3804-L00949 + 17p13.3
229 Referencia (PAH) sonda 2334-L01820 12923
238 CHFR sonda 3813-L03753 + 12q24.33
247 BRCAL sonda 5162-L04543 + 17921.31
256 Referencia (BCL2) sonda 0587-L00382 18q21.33
265 CASP8 sonda 2761-L02210 + 2033.2
274 CDK1B sonda 7949-L07730 + 12p13.2
283 Referencia (TSC2) sonda 1832-L.01397 16p13.3
292 PTEN sonda 2203-L08261 + 10923.3
301 BRCAZ2 sonda 4042-L03755 + 13912.3
310 Referencia (CDK®6) sonda 3184-L02523 7921.3
319 CD44 sonda 3817-L01731 + 11p12
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328 RASF1 sonda 2248-L01734 + 3p21.3
337 Referencia (CDH1) sonda 2416-1.01862 16g22.1
346 DAPK1 sonda 1677-L01257 + 9922
355 VHL sonda 3810-L01211 + 3p25.3
364 Referencia (A1651963) sonda 1234-L00781 10p14
373 ESR1 sonda 2202-L01700 + 6g25.1
382 RASSF1 sonda 3807-L02159 + 3p21.3
391 Referencia (KLK3) sonda 0713-L00108 19913.33
400 TP73 sonda 4050-L01263 + 1p36.32
409 FHIT sonda 2201-L01699 + 3pl4.2
418 Referencia (BRCA2) sonda 1617-L01199 13g12.3
427 IGSF4 sonda 3819-1.03848 + 11923
436 CDH13 sonda 7946-L07727 + 16923.3
445 Referencia (TNFRSF7) sonda 0678-L00124 12p13.31
454 GSTP1 sonda 1638-L01176 + 11913
463 MLH1 sonda 2260-L01747 + 3p22.1
472 Referencia (CTNNB1) sonda 3984- L03251 3p21.3
481 Referencia (CASR) sonda 2683-L.02148 3021

4.5.3. Pasos del experimento

Son los mismos que para la MLPA y han sido descritos anteriormente

(Apartado 4.5.3.). No obstante, el proceso se diferencia en que al segundo dia, a la

hora de realizar la reaccién de ligacion de los oligonucleétidos, a la tira 2 se le

agrega el reactivo “ligase 65 enzyme”, que contiene la enzima Hhal. Esta enzima

realizara la reaccion de digestion en las regiones promotoras de los genes no

metilados, por lo que sé6lo se amplificaran los genes si estin metilados.
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4.5.4. Interpretacion de datos

=
-\

INSTITUTO
UNIVERSITARIO
DE ONCOLOGIA

Para interpretar los datos obtenidos en los experimentos de las tiras 1 (sin

Hhal) se utiliza el mismo proceso que en la MLPA cléasica, anteriormente

mencionado (Apartado 4.5.4.), siendo necesario, como es habitual, normalizar los

resultados.

Para interpretar los datos de las tiras 2 (con Hhal) es necesario conocer la

distribucién de las sondas en el “kit” (Tabla XII). Los productos de las tiras B

presentardn en el grafico una distribucién como consecuencia de la mezcla de

sondas para metilacién y las 15 sondas de control que siempre se forman (Tabla

XI). Como ya se ha comentado, esta distribucién es a razén de un control por dos

sondas de metilacién, considerandose que un gen estd metilado cuando el

producto de la sonda corresponde al 60% o mas de los controles adyacentes

(Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Representacion grafica de la MLPA-MS (tira 2) sin que se encuentre metilada ninguna

de las sondas
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Figura 17. Representacion grafica de la MLPA-MS (tira 2) donde se observan metilados los genes
APC (A) y CDKN2A (B)

4.6.“Tissue array”

4.6.1. Fundamento de la técnica

El “tissue array” (TA) es un procedimiento introducido en 1.998 por
Kononen 101, Se trata de una técnica automatizada, que utiliza un instrumento
denominado “tissue arrayer”, para puncionar con agujas de pequefio didmetro
(0,6; 1 6 2 mm) un bloque de parafina y extraer un diminuto cilindro de tejido. Este
tejido se coloca en el bloque de parafina denominado “receptor” en el que se
disponen de forma matricial un gran ntmero de cilindros!??. La técnica permite
realizar, ademas de IHQ, otros procedimientos técnicos como ISH (hibridacién in

situ) y FISH (hibridacién in situ fluorescente).

La principal ventaja del TA es la reduccién significativa de tiempo total
empleado en la realizaciéon de los procedimientos, asi como su menor consumo

de tejido y coste del materiall®.
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Un posible inconveniente es el tamafio reducido de la muestra estudio, que
viene a representar en nuestro caso sélo el 0,3% del tumor. También hay que
tener en cuenta otros inconvenientes de indole técnica como son la rotura del
bloque, su tincién heterogénea, la pérdida de cilindros durante el procesado, la

ausencia de tincion en algtn cilindro y la seleccion incorrecta del tejido.

Para solventar estos inconvenientes es importante que las zonas escogidas
sean representativas del tumor, siendo imprescindible que dichas zonas sean

seleccionadas por un patélogo o siguiendo criterios histopatologicos estrictos

(Figura 18).

1901
HCOVAP

s can conl € identifican las

zZonas correspondientes
en cada bloque

circulos las zonas
mas representativas
de la muestra

Figura 18. Seleccion de una zona para el “tissue array”
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4.6.2. Pasos del experimento

Lo primero que se realiza para la elaboraciéon de los TA es confirmar la
histopatolégica del diagnéstico de ACNS tipo ITAC de los casos seleccionados por
un patélogo del Servicio de Anatomia Patolégica del HUCA.

Una vez confirmado el diagnostico se verifica la existencia de los bloques de

tejidos parafinados y que su cantidad y calidad permita la elaboracion de los TA.

Las zonas representativas de los tumores fueron seleccionadas por dos
patdlogos familiarizados con los ACNS, haciendo tres o mds cores segtn la calidad

del cilindro obtenido evitando zonas de necrosis.

Se realizaron esquemas topograficos en “Word” previos en los que se
disefia la configuracion del TA. Cada esquema contenia el mismo ntmero de
casillas que el TA elaborado y asi se pudo identificar a que pacientes correspondia

cada cilindro.

Para la elaboraciéon de los cilindros se utiliz6 un aparato denominado
“tissue arrayer” (Beecher Instruments, Silver Springs, MD, USA) (Figura 19). Con
este aparato se llevo a cabo la puncion de los bloques de parafina obteniendo cores
de 1 mm. Una vez elaborado el bloque se procedi6 a homogeneizarlo,

calentandolo y enfridndolo, a temperatura ambiente y en nevera, antes de cortarlo.

Este proceso se realizé con la estufa a 60°C durante 12 a 15 minutos, colocandolos

boca abajo sobre un porta objetos. Posteriormente se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y se metieron en la nevera para endurecerlos antes de proceder a

cortarlos.
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Figura 19. “Tissue arrayer” utilizado en la elaboracién de los TA

Los bloques fueron seccionados de forma homogénea, en una sola tanda,
para evitar la pérdida de tejido que supone reorientar el bloque. La seccién de los
cortes fue de 3 p. Para verificar la calidad de los TA se realiz6 una tincién de
hematoxilina-eosina (HE) de control en el primer corte til, la cual se repiti6, con

nuevos cortes control de HE cada 20 secciones (Figura 20).

En el presente estudio se realizé un bloque de TA de 2 x 2,5 cm con pocillos
de tumor de 1 mm separados por 1,5 mm. En total 87 pocillos por bloque y un

total de 93 casos ttiles repartidos en dos bloques de TA (Figura 21).

FRESNOQ

Figura 20. Tincién control de HE en las secciones de los “tissue array”



& INSTITUTO
Universidad 2 UNIVERSITARIO
de Oviedo > /}1 4 DE ONCOLOGIA

Figura 21. Bloques de “tissue array”de 2 x 2,5 cm con 87 cores por bloque

4.6.3. Interpretacion de datos

Para dar como valido y poder interpretar cada TA se siguieron las normas
. . 102
descritas por los creadores de la técnica
- Todos los tumores muestrados deben estar representados en las secciones, o
al menos en un ntimero superior al 90%.
- Los cilindros, una vez seleccionados, deben estar intactos o si se ha perdido
alguno, debe estar representado al menos el 50% del caso.

- Siel nimero de casos perdidos fuera superior a 3 se repité el TA.

4.7. Inmunohistoquimica (IHQ)

4.7.1. Fundamentos de la técnica

La IHQ es un procedimiento histopatolégico basado en el uso de un anticuerpo
especifico, previamente marcado mediante un enlace quimico con una enzima,
que puede transformar un sustrato en visible sin afectar la capacidad del
anticuerpo, para formar un complejo con el antigeno. Este complejo antigeno-
anticuerpo es aplicado a una muestra de tejido orgéanico, correctamente fijada e

incluida en parafina, mediante la utilizacién de alguna de las técnicas especificas


http://es.wikipedia.org/wiki/Histopatolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
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(peroxidasa antiperoxidas, fluoresceina, etc). Asi, el complejo puede ser localizado
e identificado dentro de las muestras tisulares o citolégicas a estudiar, logrando
obtener marcadores antigénicos caracteristicos de distintas lineas de diferenciacion

y funcionalismo celular, con lo que se determina el tipo de célula en la muestral®:.
4.7.2. Pasos de la técnica

Los tejidos fijados en formol e incluidos en parafina se cortan en secciones
de 3 pm que son adheridas a portas siliconizados (Dako® 52024), dejando en estufa

a 56-58° C al menos 2 horas y hasta 18 horas como maximo.

Después, se realiza el desparafinado de las muestras con Xilol, hidratando
con alcoholes de graduacién decreciente. A continuacién, se efectta el
desenmascaramiento antigénico con una solucién recuperadora de antigenos en el
Ptlik de Dako® a 95° C durante 20 minutos, manteniendo las preparaciones dentro
de la solucién recuperadora de antigenos hasta que baje la temperatura a 60° C.

Posteriormente, se colocan las preparaciones en un recipiente que contenga un

buffer de lavado.

A partir de este paso, la técnica se realiza en el inmunotefiidor “Autostainer
plus” (Dako®). En primer lugar se introducen las muestras en un buffer de lavado
y en una solucién bloqueante de peroxidasa durante 5 minutos. Se afiade el
anticuerpo monoclonal primario dirigido hacia la proteina que deseamos detectar

durante un tiempo variable, segtn el tipo de anticuerpo utilizado.

La inmunodeteccion fue realizada con el sistema “EnVision Plus anti-
mouse” empleando como substrato el cromoégeno diaminobenzidina

(DakoCytomation).

Un paso clave para que los resultados sean reproducibles, comparables y de
una calidad 6ptima, es la eleccion del método de deteccion. En nuestro estudio, se
ha utilizado el sistema de polimeros de dextrano “EnVision™ Plus (PDE)”

(Dako®). El sistema EnVision™ Plus es una técnica de tincién reciente desarrollada
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en dos pasos en la que al anticuerpo primario le sigue un polimero conjugado.
Este polimero de alto peso molecular es el dextrano, al que se conjugan de manera
covalente un gran nimero de moléculas del enzima (por ejemplo la peroxidasa de
rdbano) y del anticuerpo secundario. Este sistema aumenta la sensibilidad, lo que
permite incrementar las diluciones del anticuerpo primario y produce menos

fondo que las técnicas tradicionales de avidina-biotina.

En el siguiente y ultimo paso se contrasta la preparacion mediante
hematoxilina durante un minuto. Tras la tincién, las preparaciones se deshidratan

mediante alcoholes de graduacién ascendente y se montan con un cubreobjetos.

4.7.3. Tipos de reactivos

Como se ha comentado anteriormente nuestro estudio se dirigi6 a la
deteccion de las proteinas E-cadherina, B-catenina, p16, CDKS, pRb, E2F1, Ciclina
D1 y C-Myc, por lo que se utilizaron en cada caso los siguientes reactivos que se
muestran en la tabla 13. En las figuras 22 a 29 se exponen ejemplos de cada

inmunotinciéon.

Tabla XIII. Caracteristicas de los inmunorreactivos

Ac primario | pH (SRA) Dilucién | Incubacién | Clon Referencia | Proveedor
E-cadherina | alto (x10) 1/50 20 minutos | NCH-38 M3612 Dako
p-catenina 9(x10) 1/200 25 minutos | B-catenina-1 | M3539 Dako

p-16 9(x10) 1/40 30 minutos | E6H4 Mp16INK4a | CINtec
E2F1 6 1/100 20 minutos c-20 S5C-193 Santa Cruz
CDKS8 6 1/50 30 minutos c-19 SC-1521 Santa Cruz
Rb 6 1/50 30 minutos | c-15 SC-50 Santa Cruz
CyclinD1 9 1/100 20 minutos | DCS-6 5C-20044 Santa Cruz
C-Myc 9 1/40 20 minutos | 9E10 5C-40 Santa Cruz

SRA: solucién recuperadora de antigenos basada en proteinasa K
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Figura 22. IHQ de E-cadherina a 4X (A) y 20X (B) en donde se detecta inmunotincion en cinco de

los cores. En la figura B de observa la tincién positiva en la membrana para E-cadherina

Figura 23. IHQ de p-catenina a 20X en donde se detecta inmunotincién positiva en

la membrana (A) y a nivel nuclear (B).
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Figura 24. IHQ de p16 a 4X (A) y 20X (B) aumentos en donde se detecta inmunotincién positiva a
nivel nuclear en dos de los cores (A). En la figura B se observa la tincién positiva a nivel nuclear en

un caso seleccionado

Figura 25. IHQ de E2F1 a 4X (A) y 10X (B) en la que se detecta inmunotincién positiva a nivel
nuclear en todos los cores (A). En la figura B se observa la tincién positiva a nivel nuclear en un

caso seleccionado
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Figura 26. IHQ de CDKS8 a 4X (A) y 20X (B) en la que no se detecta inmunotincién en ninguno de
los cores (A). En la figura B se observa la tincién positiva en el 25% de las células a nivel nuclear en

un caso seleccionado
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Figura 27. IHQ de pRb a 4X (A) y 20X (B) en la que se detecta inmunotincién en todos los cores
(A). En la figura B se observa la tincién positiva en mas del 75% de las células a nivel nuclear en un

caso seleccionado
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Figura 28. IHQ de ciclina D1 a 4X (A) y 20X (B) en la que se detecta inmunotincién a nivel nuclear
en cinco de los seis cores (A). En la figura B se observa la tincion positiva entre el 25 y el 50% de las

células a nivel nuclear en un caso seleccionado

Figura 29. IHQ de C-Myc a 4X (A) y 10X (B) en la que se detecta inmunotincién a nivel nuclear en
los seis cores (A). En la figura B se observa la tincion positiva entre el 25 y el 50% de las células a

nivel nuclear en un caso seleccionado

4.7.4. Interpretacién de datos

Los resultados de la IHQ fueron valorados por dos patélogos familiarizados

con la morfologia de los ITACs, sin el conocimiento de datos clinico-patolégicos.
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Las tinciones fueron clasificadas de forma separada, discutiendo aquellos casos en

que la valoracion fue discordante para llegar a un consenso.

Se utilizaron escalas de medida semicuantitativa que valoraron sobre todo el
porcentaje de células tefiidas y en menor medida la intensidad de tincién, tanto a
nivel de la membrana citoplasmatica como en el ntucleo. Estas escalas para los

distintos inmunorreactivos estudiados se representan en las tablas XIV y XV.

Tabla XIV. Escala de valoracién de la inmunotinciéon para E-cadherina y p-catenina

Ac primario | Lugar de tincion Intensidad de tincién

Negativa Positiva débil | Positiva

E-cadherina | Membrana

p-catenina Membrana

Ntcleo

Tabla XV. Escala de valoracién de la inmunotincién para p16, E2F1, CDKS, pRb, Ciclina D1y C-
Myc

Ac primario | Lugar de tincién Intensidad de tincién

Negativa | <25% | 25-50% | 50-75% | >75%

p16 Nucleo
E2F1 Ntcleo
CDKS8 Ntcleo
pRb Ntcleo

Ciclina D1 Ntcleo

C-Myc Ntcleo

4.8. Descripcién de variables

Las variables clinico-patolégicas que se seleccionaron y estudiaron fueron

las siguientes:
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Edad (afios)

Género (masculino o femenino)

Habito tabaquico (si y no)

Consumo habitual de alcohol (siy no)

Exposicién a polvo de madera (si y no)

Tiempo de exposicion al polvo de la madera (afios)
Tipo histolégico (papilar, colénico, s6lido y mucinoso)

Estadio TNM (1, 11, 111, IV)

X e N o ok LW b=

Invasién intracraneal (si y no)

—
e

. Radioterapia postoperatoria (si y no)

—_
—_

. Presencia de recidiva (si y no)

—
N

. Presencia de metastasis (si y no, lugar)

—
W

. Tiempo libre de enfermedad (en meses)

—
=~

. Supervivencia global (en %)

—
Qa1

. Supervivencia especifica de enfermedad (en %)

16. Supervivencia libre de enfermedad (en %)

17. Estado del paciente (vivo sin tumor, muerto por tumor, muerto
por otra causa)

18. Mortalidad por el tumor (si y no, %)

19. Tiempo de seguimiento ( media, minimo y maximo)

Las variables génicas definidas por m-CGH fueron: pérdida, ganancia y
amplificacion de la regién cromosémica codificadora de los genes CDHI,
CTNNB1, CDKN2A, APC, E2F1, RB, CDK8, MYC, CCND1. Un valor de 1 para la
relacion de fluorescencia verde/roja seria normal, un valor inferior a 0,8 indicaria

pérdida, mayor de 1,2 ganancia y mayor de 2, amplificacién.

Las variables génicas obtenidas con MLPA fueron: pérdida, ganancia y
amplificacién de los genes CDH1, CTNNB1, CDKN2A, RB, CCND1, MYC, con

valores similares a los de m-CGH.
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Las variables génicas obtenidas con MLPA-MS fueron la presencia o

ausencia de metilacion en los genes CDKN2A y APC.

Las variables de expresion proteica mediante el empleo de los TA
valoraron la inmunotincion para E-cadherina (membrana) y [-catenina
(membrana y nuclear), ambas clasificadas como positiva, positiva débil o negativa.
Para p16, E2F1, CDKS, pRb, Ciclina D1 y C-Myc se valoré la tincién nuclear con
una escala de rangos que iban desde la ausencia de expresion, expresion entre 1-
25%, entre 25-50%, entre 50-75% y de mas del 75%, considerandose como

sobreexpresion cuando las células tefiidas eran mas del 50%.

4.9. Analisis estadistico

Las ganancias y pérdidas génicas (m-CGH y MLPA), la metilacién (MLPA-
MS) y la expresion proteica (IHQ), asi como las variables clinico-patolégicas, han
sido analizadas estadisticamente mediante el programa informatico SPSS
(“Statistical Package for Social Science”), versiéon 12.0 para Windows (SPSS® Inc.
Illinois, EE.UU).

La asociacion de variables cualitativas se llevé a cabo mediante la prueba de
correlaciéon y? de Pearson o la prueba del estadistico exacto de Fisher. El nivel de

significacion se fij6 para una p <0,05.

Para estimar la supervivencia se utilizaron las curvas Kaplan-Meier,
comparando las distribuciones de supervivencia mediante la Prueba del
Logaritmo del Rango « Log-Rank Test». Los valores con una p <0,05 fueron

considerados significativos.

Se realiz6 un estudio multivariante para determinar las variables que de
forma independiente influian sobre la supervivencia, realizando la regresién de

Cox mediante el método hacia adelante (“Razén de verosimilitud”RV).
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Por dltimo, llevamos a cabo un estudio de concordancias/discordancias
entre los pasos establecidos en nuestro modelo tedérico para la ruta Wnt. Este
estudio se realizé en cada caso, comprobando si las proteinas que facilitaban o
inhibian el paso siguiente eran concordantes con lo observado en las variables de
expresion  proteica, calculando estos resultados en porcentajes de
concordancia/discordancia. Es un recurso cualitativo que permite intuir si la ruta
Wnt sigue una determinada direccién y es compatible con lo esperado si estuviese
activa, aunque no debemos obtener de su interpretacion el caracter de
significacion estadistica. Establecemos tres grados de concordancia, teniendo en
cuenta que el azar estaria en torno al 50+5%. Asi, el primero (bajo) es cuando el
nivel de concordancia con lo esperado se sitta entre 255% y <65%, el segundo
(intermedio) entre 265% y <75% y el tercero (alto) cuando es 275%. De igual modo
el caracter discordante se clasific6 en tres grados: bajo (255% y <65%), intermedio

(265% y <75%) y alto (275%).
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5.RESULTADOS
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5.1. Aspectos clinico-patolégicos
5.1.1. Datos descriptivos de los ACNS

5.1.1.1.  Aspectos clinico-patologicos
En los 101 pacientes que componian el grupo completo de ACNS tipo ITAC

de nuestro estudio observamos las siguientes caracteristicas:

La edad media al diagnoéstico fue de 65 afios (mediana: 66; moda: 64), con
un rango de 40 a 92 afios. El género de los pacientes fue mayoritariamente
masculino, 99 de los 101 casos (98%). En relacion a los habitos téxicos 54 pacientes
(53,5%) eran fumadores, mientras que 52 (51,5%) consumian de forma habitual

alcohol y 44 (44%) tenian los dos habitos (Figura 30).

La exposicion laboral al polvo de madera estaba presente en 81 pacientes
(80,2%), con un tiempo medio de exposiciéon de 31 afos (mediana: 35 afios, moda
50 afios) y un rango entre 1 y 60 afios (Figura 30). En 48 pacientes (47,5%) la

exposicion al polvo de madera era de mas de 30 afios.

No
90 /
80 -

70 -

60 -
50 -

40 -
30 -
20 -
10 A

Madera Tabaco Alcohol

Figura 30. Factores externos de riesgo en los ACNS (n=101)
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El subtipo histolégico de los ACNS tipo ITAC fue de 46 colénicos (45,5%),
27 mucinosos (26,7%), 13 papilares (12,9%), 13 solidos (12,9%) y 2 (2%) casos que

no pudieron ser clasificados en ninguno de estos subtipos (Figura 31).

No

50 ~
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25 1
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10 -

> vy
0 T T T T T

Papilar Colénico Sélido Mucinoso Notipificado

Figura 31. Clasificacién de los ACNS segtin el subtipo histolégico

La clasificacion por estadios de los ACNS fue de 28 en estadio I (27,7%), 13
en estadio II (12,9%), 35 en estadio III (33,6%), 12 en estadio IVa (11,9%) y 13 en
estadio IVb (12,9%) (Figura 32).

No
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Figura 32. Clasificacién de los ACNS segtin el estadio
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Al estudiar la invasién intracraneal encontramos que 18 pacientes (17,8%)

la presentaban al diagnostico.

Tras la cirugia, 65 pacientes (65,3%) recibieron tratamiento complementario
con radioterapia (16 pacientes estadio I (57% estadios I), 7 pacientes estadio II
(54%), 23 pacientes estadio III (70%), 8 pacientes estadio IVa (67%) y 11 pacientes
estadio IVb (85%)). El resto de pacientes a los que no se administré tenian tumores

en estadios precoces o fallecieron antes de recibir dicho tratamiento.

Tras el tratamiento inicial y durante el seguimiento 47 pacientes
presentaron recidivas (46,5%) y 17 (16,8%) metastasis, 7 de estos pacientes
desarrollaron conjuntamente recidivas locales y metastasis (Figura 33). El lugar
anatémico donde més se presentaron las metastasis fue el cerebro (58%), seguido

por el hueso (25%), ganglios linfaticos (17 %), higado (8%) y pulmoén (8%).

No

50 ~
45
40 o
35
30 A
25
20 A
15 -
10 -+

Recidivas Metdstasis

Figura 33. Casusas de fallo en el tratamiento en los pacientes con ACNS

El tiempo libre de enfermedad desde que se intervino quirtrgicamente al
paciente hasta que presenté una recidiva fue de 19 meses con un rango de 1-173
meses. El tiempo medio desde la intervencion hasta el desarrollo de la metastasis

fue de 8 meses con un rango de 1-16 meses.
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El estado final de los pacientes fue que 44 fallecieron por causa del tumor
(43,6%), 15 fallecieron por otras causas (14,8%) y los 42 restantes (41,6%) seguian

vivos, libres de tumor, al final del seguimiento (Figura 34).

No

40 -
35 -
30
25 7
20 -
15 A
10 A

Vivo sin tumor Muerto por tumor Muerto por otra
causa

Figura 34. Evolucion final de los pacientes con ACNS

La supervivencia global de los pacientes fue del 42,5% a los 5 afios de

seguimiento (Figura 35).
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Figura 35. Supervivencia global de los pacientes con ACNS
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La supervivencia especifica de enfermedad fue del 50,2% a los 5 afios de

seguimiento (Figura 36).
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Figura 36. Supervivencia especifica de la enfermedad de los pacientes con ACNS

La supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios de seguimiento fue de

36% (Figura 37).
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Figura 37. Supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con ACNS
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El seguimiento medio de los pacientes fue de 46 meses con un rango de 5 a

252 meses.

5.1.2. Relaciones de las variables clinico-patoldgicas con la supervivencia

en los ACNS

5.1.2.1.  Supervivencia especifica y variables clinico-patologicas

Por su especial trascendencia clinica se relaciona la supervivencia especifica

de enfermedad con el resto de variables clinico-patolégicas.

Al estudiar la supervivencia especifica segin el subtipo histolégico,
encontramos mayor supervivencia para los subtipos papilar y colénico al
compararlos con el s6lido y mucinoso, de forma estadisticamente significativa

(p=0,001; figuras 38 y 39).

10 e Papilar (n=13)
L v—ﬁ——l - et -+~ —+

0,8 I8
LIT. Coldnico (n=46)

0,4 I Mucinoso (n=27)

Sdolido {(n=13)

Supervivenciaacumulada

T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tiempo en meses

Figura 38. Supervivencia especifica en relacion con el subtipo histolégico (n=99)
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Figura 39. Supervivencia especifica en relaciéon con el subtipo histolégico agrupado (n=99)

Al estudiar la supervivencia especifica segin el estadio tumoral,

encontramos mayor supervivencia para los estadios precoces, que desciende

considerablemente en los estadios IVa y IVb, alcanzando esa diferencia valores

significativos (p=0,001; figuras 40 y 41).
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Figura 40. Supervivencia especifica en relacién al estadio (n=101)
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Figura 41. Supervivencia especifica en relacién al estadio agrupado (n=101)
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Al estudiar la supervivencia especifica ente los pacientes con invasion
intracraneal, encontramos una peor supervivencia en los pacientes que la
presentaban, siendo esa diferencia estadisticamente significativa (p=0,001; figura

12).
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Figura 42. Supervivencia especifica en relacién a la invasion intracraneal (n=101)

Al estudiar la supervivencia especifica en los pacientes con recidiva y
metastasis, encontramos una peor supervivencia en los pacientes que las
presentaban, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,001; figuras

43,44 y 45).
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Figura 43. Supervivencia especifica en relacién al desarrollo de recidivas (n=101)
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Figura 44. Supervivencia especifica en relacién al desarrollo de metastasis (n=101)
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Figura 45. Supervivencia especifica en relacién al desarrollo de recidivas o metastasis (n=101)

No se encontr6 relacion estadisticamente significativa entre la supervivencia
especifica de la enfermedad y el tiempo de exposiciéon al polvo de madera, ser
fumador, consumir alcohol o haber recibido tratamiento complementario con

radioterapia.

5.1.2.2.  Supervivencia libre de enfermedad y variables clinico-patologicas

Se relaciona a la supervivencia libre de enfermedad con el resto de las

variables clinico-patolégicas.

Al estudiar la supervivencia libre de enfermedad segin el subtipo
histolégico, encontramos una mayor supervivencia para los subtipos papilar y
colénico al compararlos con los sélidos y mucinosos, de forma estadisticamente

significativa (p=0,001; figuras 46 y 47).
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Figura 46. Supervivencia libre de enfermedad en relacion con el subtipo histolégico (n=98)
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Figura 47. Supervivencia libre de enfermedad en relacién con el subtipo histolégico agrupado

(n=98)

Al estudiar la supervivencia libre de enfermedad segtin el estadio tumoral,
encontramos que conforme avanzaba el estadio disminuye la supervivencia libre

de enfermedad, de forma estadisticamente significativa (p=0,001; figuras 48 y 49).
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Figura 48. Supervivencia libre de enfermedad en relacién con el estadio (n=101)
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Figura 49. Supervivencia libre de enfermedad en relacién con el estadio agrupado

(n=101)
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Al estudiar la supervivencia libre de enfermedad entre los pacientes con
invasion intracraneal, encontramos peor supervivencia en los que la presentaban,

siendo esa diferencia estadisticamente significativa (p=0,001; figura 50).
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Figura 50. Supervivencia libre de enfermedad en relaciéon con la invasién intracraneal (n=101)

No se encontr6 relacion estadisticamente significativa entre Ia
supervivencia libre de enfermedad y el resto de las variables clinico-patoldgicas

estudiadas.

5.1.3. Andlisis multivariante de las variables clinicas que influyen en la

supervivencia

5.1.3.1.  Supervivencia especifica de la enfermedad

Se realiz6 un andlisis multivariante para determinar las variables que
influyen de forma independiente en la supervivencia especifica de la enfermedad.
Se estudiaron las variables estadio tumoral, dicotomizada como estadios I-III
versus IV, subtipos histolégicos dicotomizados como bien diferenciados (papilares
y colbnicos) wversus poco diferenciados (s6lidos-mucinosos), la invasién
intracraneal y la administracién de radioterapia postoperatoria, que resultaban

significativas en el estudio univariante.
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Mediante este andlisis multivariante se identificaron dos variables que de
forma independiente predicen menor supervivencia especifica de la enfermedad,

como son el estadio tumoral y el subtipo histolégico (Tabla XVI).

Tabla XVI. Andlisis multivariante para determinar el mal prondstico (regresién de Cox mediante el

método hacia delante RV)

Variable RR IC (95%) P
Estadio IV 4,7 2,4-9,3 p=0,001
Poco diferenciados | 3,1 1,6-6,4 p=0,002

RR: Riesgo relativo, IC: intervalo de confianza

5.1.3.2.  Supervivencia libre de enfermedad

Se realiz6 un andlisis multivariante para determinar las variables que
influyen de forma independiente en la supervivencia libre de enfermedad. Se
estudiaron las variables estadio tumoral, dicotomizada como estadios I-III versus
IV, subtipos histolégicos dicotomizados como bien diferenciados (papilares y
colénicos) versus poco diferenciados (sélidos-mucinosos), la presencia de invasiéon
intracraneal y la administracién de radioterapia postoperatoria, que resultaban

significativas en el estudio univariante.

Mediante este andlisis multivariante se identificaron dos variables que de
forma independiente predicen una menor supervivencia libre de enfermedad,

como son el estadio tumoral y el subtipo histolégico (Tabla XVII).
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Tabla XVII. Analisis multivariante para determinar el mal pronéstico (regresién de Cox mediante

el método hacia delante RV)

Variable RR IC (95%) P
Estadio IV 3,5 1,9-6,7 p=0,001
Poco diferenciados | 2,0 1,1-3,5 p=0,024

RR: riesgo relativo, IC: intervalo de confianza

5.2. Aspectos genéticos

5.2.1. Datos descriptivos de los ACNS

El estudio genético de los pacientes con ACNS tipo ITAC se llevé a cabo
mediante el andlisis del nimero de copias de los genes para detectar la presencia
de ganancias, pérdidas o amplificaciones. Se utilizaron dos técnicas: los m-CGH y

la MLPA.

5.2.1.1.  Microarray-CGH

La técnica de m-CGH se realiz6é en muestras en fresco de 35 pacientes para

valorar los genes CDH1, CTNNB1, E2F1, CCND1, RB, APC, CDKS8, CDKN2A y

MYC, todos ellos relacionados con la ruta WNT.

En 29 de los 35 pacientes (82,9%) se detect6 al menos una anomalia en el

nimero de copias de los genes anteriormente descritos.

Se detectaron pérdidas en los genes de la via canénica Wnt en 20 ocasiones

(Tabla XVIIl y figura 51).

El gen APC fue el que presenté mayor nimero de pérdidas (17,1%) seguido

por CDKN2A (11,4%). No se detectaron pérdidas en E2F1 ni en CCND1.
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Tabla XVIIIL. Pérdidas en los genes de la ruta Wnt detectadas mediante m-CGH

Gen N° Pérdidas | Porcentaje (%)
APC 6 17,1
CDKN2A 4 11,4
CTNNB1 3 8,6
CDH1 2 5,7
RB 2 5,7
CDKS8 2 5,7
MYC 1 29
E2F1 0 0
CCND1 0 0
No 6
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Figura 51. Pérdidas en los genes de la ruta Wnt (m-CGH)

Se detectaron ganancias en los genes de la via canénica Wnt en 47 ocasiones

(Tabla XIX y figura 52).
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El gen E2F1 fue el que presenté mayor nimero de ganancias (40%) seguido

por MYC (37,1%). No se detectaron ganancias en APC.

Tabla XIX. Ganancias en los genes de la ruta Wnt detectadas mediante m-CGH

Gen N° Ganancias | Porcentaje (%)
E2F1 14 40
MYC 13 37,1
CDKN2A 6 15,1
CTNNBI1 5 14,3
CCND1 5 14,3
CDH1 2 5,7
RB 1 29
CDK8 1 29
APC 0 0
No 14
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Figura 52. Ganancias en los genes de la ruta Wnt (m-CGH)
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No se detecté ninguna amplificacion en los genes de la via anteriormente

descritos.

5.2.1.2. MLPA

La técnica de MLPA (“SALSA P084” y “SALSA P005”) se realiz6 en
muestras en fresco de 42 pacientes para los genes CDH1, CTNNB1, CCND1, RB,
APC, CDKN2A y MYC.

En 36 de los 42 pacientes (86%) se detecté al menos una anomalia en el

nimero de copias de los genes anteriormente descritos.

Se detectaron pérdidas en los genes de la via canénica Wnt en 60 ocasiones

(Tabla XXy figura 53).

El gen APC fue el que presenté mayor ntimero de pérdidas (48,8%) seguido
por CDKN2A (37%) y CDH1 (26,2%). No se detectaron pérdidas en RB ni en MYC.

Tabla XX. Pérdidas en los genes de la ruta Wnt detectadas mediante MLPA

Gen N° Pérdidas | Porcentaje (%)
APC 23 48,9
CDKN2A 17 37
CDH1 11 26,8
CCND1 6 14,3
CTNNB1 3 7,3

RB 0 0

MYC 0 0
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Figura 53. Pérdidas en los genes de la ruta Wnt (MLPA)

Se detectaron ganancias en los genes de la via canénica Wnt en 42 ocasiones

(Tabla XXI y figura 54).

El gen MYC fue el que presenté mayor ntiimero de ganancias (31%) seguido

por RB (28,6%) y CCND1 (21,4%). No se detectaron ganancias en CDH1.

Tabla XXI. Ganancias en los genes de la ruta Wnt detectadas mediante MLPA

Gen N° Ganancias | Porcentaje (%)
MYC 13 31

RB 12 28,6
CCND1 9 214
CTNNB1 5 11,9
CDKN2A 3 6,5

APC 2 4,3
CDH1 0 0
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Figura 54. Ganancias en los genes de la ruta Wnt (MLPA)

Se detectaron dos amplificaciones en APC (4,8%) y en CDKN2A (4,8%),
respectivamente. No se detectaron mas amplificaciones en el resto de los genes de

la via anteriormente descritos.

5.2.1.3. MLPA-MS

La técnica de MLPA-MS (“SALSA MS-MLPA KIT ME(001-C1 Tumor
supresor-1”) se realizé en 47 pacientes para los genes APC y CDKN2A.

Se detect6 metilacién en APC en 2 ocasiones (4,3%), pero no se observo

ninguna en CDKN2A.

5.2.2. Relaciones génicas

Se establecieron relaciones entre las variables génicas y el resto de variables
estudiadas. Iremos describiendo las relaciones significativas observadas entre

dichas variables.
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Relacion de las variables génicas con las clinico-histopatologicas

Encontramos que la ganancia de CTNNBI y la pérdida de APC tienen una

relacion estadisticamente significativa con las variables clinico-histolégicas:

subtipo histolégico, estadio e invasion intracraneal, que a su vez guardan relaciéon

con la supervivencia especifica y la supervivencia libre de enfermedad, tanto en el

analisis univariante como en el multivariante (Tabla XXII y figura 55).

Tabla XXII. Relaciones significativas entre las variables génicas y las clinico-histolégicas

Variables Subtipo Estadio IV Invasién Mortalidad
_ Clinico- | hijstolégico intracraneal | por el tumor
histologicas (mucinoso/sé6lido)
Si No Si No Si No ) No
Génicas
Ganancia 5/21 0/19 4/11 | 2/30 | 4/10 |2/31 |6/6 15/35
CTNNB1
(MLPA) p=0,049 p=0,035 p=0,024 |  p=0,024
Pérdida 14/22 7/23 | 10/13 | 12/33 | 9/11 | 13/35|15/22 | 10/24
APC
(MLPA) p=0,038 p=0,021 p=0,015 p=0,071

Test estadisticos: Chi cuadrado o prueba exacta de Fischer (cuando el valor de alguna de
las casillas era < a 5)

Supervivencia acumulada

4=

Sin ganancias (n=35)

Con ganancias

(n=6)

T T T T

Tiempo en meses

T L T
8 o 108

.

Figura 55. Supervivencia especifica de la enfermedad y ganancias en CTNNB1 por MLPA (n=41)
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Encontramos relaciones estadisticamente significativas en los genes CDKN2A,

APC, CCND1, CTNNB1, CDKS8, RB y CDHI. Todas ellas se detallan en la tabla

XXHI.
Tabla XXIII. Relaciones entre las variables génicas entre si. Sélo se exponen
las estadisticamente significativas
Variables Ganancia Pérdida APC Metilacién Pérdida Ganancia Ganancia
CDKN2A (MLPA) APC CDKN2A RB CCND1
.. (m-CGH) (MLPA-MS) (m-CGH) (MLPA) (m-CGH)
Génicas , , .
Si No Si No Si No Si No Si No Si No
Ganancia 5/16 | 0/14
CTNNB1
Ganancia 2/7 0/28
CDKS8
(m-CGH) p=0,035
Ganancia 4/7 4/28
RB
(MLPA) p=0,033
Pérdida 4/6 | 3/29 | 5/15 | 0/13 4/7 | 2/28
APC
(m-CGH) p=0,009 p=0,044 p=0,009
Pérdida 1/3 | 0/32
CDH1
(m-CGH) p=0,005
Ganancias 3/7 2/27
CCND1
(MLPA) 0,023
Pérdida 22 | 745 | 8/17 | 1729 | 479 | 2/21
CDKN2A
(MLPA) p=0,033 p=0,001 p=0,049
Ganancias 3/3 | 8/43
CDKN2A
(MLPA) p=0,011

Test estadisticos: Chi cuadrado o prueba exacta de Fischer (Cuando el valor de alguna de
las casillas era < a 5)
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5.3. Expresion proteica

5.3.1. Datos descriptivos de los ACNS

Se realizaron un total de 92 estudios de IHQ, aunque el porcentaje de
tinciones ttiles varia en cada tipo de inmunotincién, debido a que algunos cores se
perdieron, otros no tenian tumor o los TA estaban plegados y su valoracién no era
fiable.

Se realizaron 92 inmunotinciones para E-cadherina (el total de las muestras
(93,5%), mientras que 6 (6,5%)

parafinadas), de las que fueron positivas 86

presentaron tincién positiva débil, no observando tinciones negativas.

Al estudiar la pB-catenina se obtuvieron 90 casos ttiles, de los cuales 68
(75,6%) presentaron una expresion positiva a nivel de membrana, mientras que 16
(17,8%) fueron positivos débiles y s6lo 6 (6,7%) fueron negativos. Al estudiar la
expresion de la P-catenina a nivel nuclear, 63 (70%) fueron negativos y 27 (30%)

fueron positivos.

En la tabla XXIV y en la figura 56 se muestran los valores de la

inmunotincién para E-cadherina y p-catenina.

Tabla XXIV. Valoracién de las inmunotinciones de E-cadherina y B-catenina

Proteina E-cadherina -catenina | p-catenina
membrana | nuclear
Grado tincién N° (%) N° (%) N° (%)
Positivo 87 (93,5 | 68 (756) | 27 (30)
Positivo débil 6 (6,5) 16 (17,8) 0 ©)
Negativo 0 0) 6 (67) 63 (70
Total 93 (100) | 90  (100) | 90 (100)
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Figura 56. Valoracién de las inmunotinciones de E-cadherina y p-catenina

Al estudiar p16 encontramos que fue una tincién tutil en 60 casos, de los
cuales 40 (66,7%) fueron positivos y 20 (33,3%) negativos. Las tinciones positivas
se catalogaron como 20 inmunotinciones (33,3%) entre 1-25% de las células
tefiidas, 13 (21,7%) entre el 25-50% y 7 (11,6%) entre el 50-75%. No hubo tinciones

en mas del 75% de las células.

Al estudiar E2F1 se obtuvieron 87 casos ttiles, de los cuales 66 (75,9%)
fueron positivos y 21 (24,1%) negativos. Las tinciones positivas se catalogaron
como 37 tinciones (42,5%) entre el 1-25% de las células tefiidas, 16 (18,4%) entre el
25-50%, 10 (11,5%) entre el 50-75% y 3 (3,4%) con tinciéon en mas del 75% de las

células.

Al estudiar CDK8 se obtuvieron 89 casos ttiles, de los cuales 47 (52,8%)
fueron positivos y 42 (47,2%) negativos. Las tinciones positivas se catalogaron
como 42 tinciones (47,2%) entre el 1-25% de las células tefiidas, 3 (3,4%) entre el 25-

50% y 2 (2,2%) con tincién en més del 75% de las células.

Al estudiar pRb se obtuvieron 89 casos ttiles, de los cuales 88 (98,9%)

fueron positivos y 1 (1,1%) negativo. Las tinciones positivas se catalogaron como 4
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tinciones (4,5%) entre el 1-25%, 10 (11,2%) entre el 25-50%, 15 (16,9%) entre el 50-
75% y 59 (66,3%) con tincion en mas del 75% de las células.

Al estudiar Ciclina D1 se obtuvieron 86 casos ttiles, de los cuales 48
(55,8%) fueron positivos y 38 (44,2%) negativos. Las tinciones positivas se
catalogaron como 35 tinciones (40,7 %) entre el 1-25%, 10 (11,6%) entre el 25-50%, 1
(1,2%) entre el 50-75% y 2 (2,3%) con tincion en mas del 75% de las células.

Por dltimo, al estudiar C-Myc se obtuvieron 89 casos ttiles, de los cuales 87
(97,8%) fueron positivos y 2 (2,2%) negativos. Las tinciones positivas se
catalogaron como 35 tinciones (39,3%) entre el 1-25%, 25 (28,1%) entre el 25-50%,
17 (19,1%) entre el 50-75% y 10 (11,2%) con tincion en mas del 75% de las células.

Todos estos datos obtenidos por IHQ de las proteinas estudiadas se

representan en la tabla XXV y en la figura 57.

Tabla XXV. Valoracién de las inmunotinciones de p16, E2F1, CDKS, pRb, Ciclina D1 y C-Myc

Proteina | pl6 E2F1 | CDK8 | pRb | CiclinaD1 | C-Myc
Tincion Ne (%) | Ne (%) [N (%) [ Ne (%) | Ne (%) [ N° (%)
Negativo 20 21(241) | 42(472) | 1(1,1) | 38(442) | 2(22)

(33,33)
Positivo 40 66 (75,9) | 47 (52,8) | 88(98,9) | 48 (55.) 87
(66,66) (97,8)
1-25 % 20 37(425) | 42(472) | 445 | 35(407) 35
(33,33) (39,3)
25-50% 13 21,7) | 16 (184) | 3(34) | 10(1L,2) | 10 (1L6) 25
(28,1)
50-75% * 7(116) | 10115 | 0(0) |15(169) | 1(1.2) 17
(19,1)
>75%* 0 334 | 222 [59663) | 2(23) 10
(11,2)
Total 60 (100) | 87 (100) | 89 (100) | 89 (100) | 86 (100) | 89 (100)

*250% se considera sobreexpresion
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Figura 57. Valoraciéon de las inmunotinciones de p16, E2F1, CDKS, pRb, Ciclina D1y C-Myc

5.3.2. Relaciones en la expresion proteica

Se establecieron relaciones entre las variables de expresion proteica y el
resto de variables estudiadas. Iremos describiendo las relaciones significativas

observadas entre los diversos grupos estudiados.

5.3.2.1. Relacion de las variables de expresion proteica con las clinico-

histopatoldgicas

La sobreexpresiéon de CDKS8 y Ciclina D1 tiene una relacién significativa, en
el andlisis univariante, con la supervivencia especifica (Figuras 58 y 59). La
expresion nuclear de -catenina en los subtipos histolégicos papilares y colénicos
tiene una relacion significativa, en el andlisis univariante, con la supervivencia
especifica (Figura 60), mientras que la ausencia de expresiéon de E-cadherina lo
hace con los subtipos s6lidos y mucinosos. En la tabla XXVI se muestran estas

relaciones.
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subtipos papilares y colénicos (n=50)

Tabla XXVI. Relaciones estadisticamente significativas entre la expresién proteica y las variables

_
]
i
]

Tiempo en meses

clinico-histolégicas

Variables
Clinico-patolégicas

Expresion

Subtipo histolégico
(mucinoso/sélido)

Mortalidad
tumor

Si No

Si

E-cadherina
(ausencia de expresion en
membrana)

5/36 1/57

p=0,031

-catenina
(ausencia de expresion en
membrana)

6/34 | 0/56

p=0,005

CDKS8
(sobreexpresion)

2/2

p=0,001

Ciclina D1
(sobreexpresion)

3/3

p=0,007

Expresion de p-catenina
nuclear (papilares-colénicos)

6/32

p=0,017

Test estadisticos: Chi cuadrado o prueba exacta de Fischer (Cuando el valor de alguna de
las casillas era < a 5)
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Los pacientes que expresaban [-catenina a nivel nuclear se distribuian de

manera homogénea en los diferentes estadios (33%, 17%, 38% y 23% en los

estadios I-IV respectivamente). La expresion nuclear de [3-catenina era mayor en

las variedades mas diferenciadas, 36% en los papilares y colénicos y 20% en los

solidos y mucinosos (p=0,159).

Los pacientes que expresaban p16 tenian una supervivencia especifica de la

enfermedad menor, aunque sin alcanzar valores significativos (p=0,133).

5.3.2.2.

Relacion de las variables de expresion entre si

Encontramos relaciones estadisticamente significativas en las proteinas E-
cadherina, p-catenina, pRb, CDKS, Ciclina D1, E2F1 y C-Myc. Todas ellas se
detallan en la tabla XXVII.

Tabla XXVII. Relaciones entre las variables de expresion proteica entre si. S6lo se exponen las

relaciones estadisticamente significativas

Variables

expresion

E-cadherina
negativa

p-catenina (m)
positiva

CDKS8
sobreexpresion

PRb
sobreexpresion

E2F1
sobreexpresion

CDKS8
Expresion <25%

Si No

Si No

Si No

Si No

Si No

Si No

p-catenina
no expresion

5/22  1/68
p=0,003

PRb débil

4/15 2/72
p=0,007

B-catenina (n)
expresion

25/27 2/22
p=0,016

4/5 23/83
p=0,029

Ciclina D1
sobreexpresion

1/2 1/83
p=0,047

43/48 26/36
p=0,048

2/11  0/72
p=0,016

E2F1
sobreexpresion

2/2 10/83
p=0,018

C-Myc
sobreexpresion

26/72 1/15
p=0,031

PRb
sobreexpresion

59/65 13/21
p=0,004

E2F1
positiva

60/66 12/20
p=0,003

m: membrana citoplasmatica, n: nticleo. Test estadisticos: Chi cuadrado o prueba exacta de Fischer
(cuando el valor de alguna de las casillas era < a 5)

La expresion de [-catenina a nivel nuclear se relacionaba con la

sobreexpresion de C-Myc (p=0,087) y con los que sobreexpresaban Ciclina D1

(p=0,093), aunque sin alcanzar significacion estadistica.
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5.3.2.3. Relacion de las variables de expresion proteica con las variables

génicas

Encontramos que la expresiéon de las proteinas Ciclina D1, pl6 y E-
cadherina tienen una relaciéon estadisticamente significativa, en el analisis
univariante, con las alteraciones génicas en CTNNB1, APC, CDKN2A y CDKS8. En

la tabla XXVIII se muestran estas relaciones.

Tabla XXVIII Relaciones entre las variables de expresion proteica y las génicas. Sélo se exponen

las relaciones estadisticamente significativas

Variables CTNNBI1 APC CDKN2A | CDKS
P ganancia pérdida pérdida pérdida
Génicas (MLPA) (m-CGH) (m-CGH) | (m-CGH)
Expresion Si No Si No | Si [ No | Si | No
Ciclina D1 5/5 12/29
(no expresién) p=0,044
pl6 3/4  3/20 4/6 2/18
(no expresion) p=0,035 p=0,018
E-cadherina 1/1 0/32
(no expresion) p=0,030

Test estadisticos: Chi cuadrado o prueba exacta de Fischer (cuando el valor de alguna de
las casillas era < a 5)

5.3.3. Anidlisis multivariante de las variables genéticas y de expresion que

influyen en la supervivencia especifica de la enfermedad

Se realiz6 un andlisis multivariante para determinar las variables génico-
moleculares (génicas y de expresiéon) que influyen de manera independiente en la
supervivencia especifica de la enfermedad, utilizando aquellas variables que en el
andlisis univariante se hayan relacionado de forma estadisticamente significativa
sobre la supervivencia. Se estudiaron las ganancias en CTNNBI1 dicotomizadas

como presentes o ausentes, la sobreexpresion de CDK8 y de Ciclina D1.

Mediante este analisis multivariante se identificaron dos variables que de
forma independiente predicen menor supervivencia especifica de la enfermedad,

como son la sobreexpresion de CDK8 y la ganancia en CTNNB1 (Tabla XXIX).
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Tabla XXIX. Andlisis multivariante para determinar el mal pronéstico (regresiéon de Cox mediante
el método hacia delante RV), siendo significativo para la sobreexpresién de CDKS8 y la ganancia en

CTNNB1
Variable RR IC (95%) P
Sobreexpresion 18,7 1,8-196,0 p=0,014
de CDKS8
Ganancia en 7,0 2,2-22,8 p=0,001
CTNNBI1

RR: riesgo relativo, IC: intervalo de confianza

5.4. Concordancias y discordancias de las variables de expresiéon en

los ACNS

El anélisis de concordancia y discordancia en las variables de expresion en
la ruta Wnt de los ACNS ha sido realizado segun los pasos del modelo tedrico
expuesto en la introduccién (Apartado 1.5). Utilizamos para ello la expresion de
las proteinas de cada paso de la via candnica, que acttian bien facilitando o
inhibiendo el paso siguiente. Por tanto, utilizaremos las técnicas de IHQ que son
las que han estudiado mas casos de la muestra de ACNS y que determinan los
efectores finales de los distintos pasos de la via. Se ha analizado cada paso
expuesto en el modelo tedrico teniendo en cuenta la expresiéon de su proteina,

como se muestra en la figura 6.

Se establecieron tres grados de concordancia y, de forma similar, otros tres

de discordancia:
e (Grado alto: concordancia o discordancia en 275% de los casos.

e Grado intermedio: concordancia o discordancia entre 265% y <75%

de los casos.
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e Grado bajo: concordancia o discordancia entre 255% y <65% de los

casos.

5.4.1. Andlisis de concordancias entre E-cadherina y p-catenina

Representa el paso 1 del modelo teérico (Figura 6). En él se observa la
relacion entre la expresion de las proteinas de membrana citoplasmatica E-
cadherina y P-catenina, las cuales interactian promoviendo la adhesividad

celular.

Lo esperado es una regulacién positiva, es decir si la primera tiene una
forma de expresiéon la otra deberia ser similar. La relacién se considera
concordante cuando entre las dos proteinas se guarda esta proporcion. Asi, si E-
cadherina es positiva, B-catenina debe ser positiva o si E-cadherina es negativa, -
catenina deberia serlo también. La relaciéon se considera discordante cuando

ocurre lo contrario de lo esperado entre ambas proteinas.

Asi el 94% de los casos fue concordante y el 6% discordante,

estableciéndose un grado de concordancia alto (Tabla XXX).

5.4.2. Andlisis de concordancias entre f-catenina de membrana y nuclear

Representa el paso 2 del modelo tedrico (Figura 6). En él se observa la
relacion entre la expresion de la proteina [-catenina en la membrana
citoplasmatica y a nivel nuclear. Este paso indica que cuando la ruta Wnt se
encuentra activa la (-catenina atraviesa la membrana y migra al ndcleo para
promover la transcripcién celular.

Lo esperado es una regulacion negativa, es decir cuando aumenta una
disminuye otra. La relacién se considera concordante cuando la mayor expresion
nuclear se asocia con disminucién en la expresiéon de membrana y viceversa. La
relaciéon se considera discordante cuando la expresion es similar entre ambas

proteinas, bien ambas negativas o positivas.
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El 69% de los casos fue concordante y el 31% discordante, estableciéndose

un grado de concordancia intermedio (Tabla XXX).

5.4.3. Andlisis de concordancias entre f-catenina y C-Myc

Representa el paso 3 del modelo tedrico (Figura 6). En él se observa la
relacién entre la expresion de las proteinas -catenina a nivel nuclear y C-Myc. En
este paso se relaciona el control de la transcripcién de C-Myc por la B-catenina
nuclear. El gen MYC es un protooncogén que acttia facilitando la proliferacién
celular, la expresion de B-catenina nuclear promueve la transcripcién del gen y la
expresion de C-Myc a nivel nuclear.

Por tanto, lo esperado es una regulacioén positiva, es decir si la primera tiene
una forma de expresion la otra deberia ser similar. La relacién se considera
concordante cuando entre estas dos proteinas se guarda esta proporcién. Asi, si -
catenina nuclear es positiva, C-Myc debe ser positiva o si p-catenina nuclear es
negativa, C-Myc deberia serlo también. La relacion se considera discordante
cuando ocurre lo contrario de lo esperado entre ambas proteinas.

El 42% de los casos fue concordante y el 58% discordante, estableciéndose

un grado de discordancia bajo (Tabla XXX).

5.4.4. Andlisis de concordancias entre Ciclina D1 y p-catenina

Representa el paso 4 del modelo teérico (Figura 6). En él se observa la
relacién entre la expresion de las proteinas f-catenina a nivel nuclear y Ciclina D1.
En este paso se muestra el control de la transcripcion de CCND1 por la p-catenina
nuclear. El gen CCND1 es un protoncogén que codifica la Ciclina D1, proteina que
promueve la proliferacion celular. La -catenina nuclear facilita la transcripcién de
CCND1 y la expresion de Ciclina D1 a nivel nuclear. Por tanto, lo esperado es una
regulaciéon positiva, es decir si la primera tiene una forma de expresion la otra
deberia ser similar. La relacién se considera concordante cuando entre estas dos
proteinas se guarda esta proporcién. Asi, si B-catenina nuclear es positiva, Ciclina

D1 debe ser positiva o si p-catenina nuclear es negativa, Ciclina D1 deberia serlo
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también. La relacién se considera discordante cuando ocurre lo contrario de lo

esperado entre ambas proteinas.

El 61% de los casos fue concordante y el 39% discordante, estableciéndose

un grado de concordancia bajo (Tabla XXX).

Tabla XXX. Andlisis de concordancia/discordancia segtn los pasos del modelo tedrico establecido

para el estudio de la ruta Wnt en los ACNS tipo ITAC

E-cadherina | p-catenina p-catenina | p-catenina p-catenina | p-catenina E2F1 E2F1

[-catenina (paso 2) C-Myc Ciclina D1 p16 E2F1 PRb CDK8

(paso 1) (paso 3) (paso 4) (paso 5) (paso 6) (paso 7) (paso 8)
Nivel M M/N N N N N N N
Regulacién + - + + - - - -
Concordancia 94% 69% 42% 61% 59% 51% 64% 71%
Discordancia 6% 31% 58% 39% 41% 49% 36% 29%
Grado fie Concor. Concor. Discor. Concor. Concor. | Indiferente | Concor. | Concor.
concordancia Alto Intermedio bajo bajo bajo Bajo Interme

dio

M: membrana citoplasmatica; N: ntcleo; Concor: concordante; Discor: discordante

5.4.5. Andlisis de concordancias entre p-catenina y p16

Representa el paso 5 del modelo teérico (Figura 6). En él se observa la

relacion entre la expresion de las proteinas p-catenina a nivel nuclear y p16.

En este paso se muestra el control negativo de la transcripcion de CDKN2A

por la [-catenina nuclear. El gen CDKN2A, considerado un gen supresor de

tumores, transcribe la proteina pl6 que actta regulando el ciclo celular. La f-

catenina nuclear inhibe la transcripcién de CDKN2A y de esta forma la expresion

de p16 a nivel nuclear. Por tanto, lo esperado es una regulaciéon negativa, es decir

si la primera tiene una forma de expresion la otra deberia tener la contraria. La

relacion se considera concordante cuando entre estas dos proteinas se guarda esta
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proporcion. Asi, si B-catenina nuclear es positiva, pl6 debe ser negativa o si p-
catenina nuclear es negativa, pl6 deberia ser positiva. La relaciéon se considera

discordante cuando ocurre lo contrario de lo esperado entre ambas proteinas.

El 59% de los casos fue concordante y el 41% discordante, estableciéndose

un grado de concordancia bajo (Tabla XXX).

5.4.6. Anilisis de concordancias entre E2F1 y B-catenina

Representa el paso 6 del modelo tedrico (Figura 6). En él se observa la
relacién entre la expresion de las proteinas E2F1 y 3-catenina a nivel nuclear.

En este paso se muestra el control negativo de la transcripcién nuclear de p-
catenina por E2F1. E2F1 es considerado un gen supresor de tumores y codifica la
proteina del mismo nombre. E2F1 inhibe la transcripcién de la p-catenina nuclear.
Por tanto, lo esperado es una regulaciéon negativa, es decir si la primera tiene una
forma de expresién la otra deberia tener la contraria. La relacion se considera
concordante cuando entre estas dos proteinas se guarda esta proporcién. Asi, si
E2F1 es positiva, p-catenina nuclear debe ser negativa o si E2F1 es negativa, -
catenina nuclear deberia ser positiva. La relacion se considera discordante cuando

ocurre lo contrario de lo esperado entre ambas proteinas.

El 51% de los casos fue concordante y el 49% discordante, por lo que no se

establece grado de concordancia/discordancia (Tabla XXX).

5.4.7. Andlisis de concordancias entre E2F1 y pRb

Representa el paso 7 del modelo teérico (Figura 6). En él se observa la
relacién entre la expresion de las proteinas E2F1 y pRb a nivel nuclear.

En este paso se muestra el control negativo de E2F1 por pRb. La proteina
PRb es considerada como “oncogén”, ya que inhibe a E2F1 y, por tanto, promueve
la transcripciéon de la B-catenina nuclear. Asi, lo esperado es una regulacion
negativa, es decir si la primera tiene una forma de expresion la otra deberia tener

la contraria. La relacién se considera concordante cuando entre estas dos proteinas
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se guarda esta proporcién. Asi, si pRb es positiva, E2F1 debe ser negativa o si pRb
es negativa, E2F1 deberia ser positiva. La relacion se considera discordante cuando

ocurre lo contrario de lo esperado entre ambas proteinas.

El 64% de los casos fue concordante y el 36% discordante, estableciéndose

un grado de concordancia bajo (Tabla XXX).

5.4.8. Anilisis de concordancias entre E2F1 y CDK$8

Representa el paso 8 del modelo tedrico (Figura 6). En él se observa la
relacion entre la expresion de las proteinas E2F1 y CDKS a nivel nuclear.

En este paso se muestra el control negativo de E2F1 por CDK8. CDKS8 es
considerada como “oncogén”, ya que actta inhibiendo a E2F1 y, por tanto,
promoviendo la transcripcion de la p-catenina nuclear. Asi, lo esperado es una
regulacion negativa, es decir si la primera tiene una forma de expresion la otra
deberia tener la contraria. La relacién se considera concordante cuando entre estas
dos proteinas se guarda esta proporcion. Asi, si CDKS8 es positiva, E2F1 debe ser
negativa o si CDKS es negativa, E2F1 deberia ser positiva. La relacién se considera

discordante cuando ocurre lo contrario de lo esperado entre ambas proteinas.

El 71% de los casos fue concordante y el 29% discordante, estableciéndose

un grado de concordancia intermedio.

En la tabla XXX se resumen las concordancias y discordancias observadas
entre las proteinas de la ruta Wnt cuando se agrupan en los pasos establecidos del
modelo tedrico. Los valores completos obtenidos en el andlisis de

concordancias/discordancias se muestran en Anexos (Tabla XXXIII).
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6.DISCUSION
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6.1. Justificacion

Este trabajo de investigacion ha sido impulsado por diversos motivos, pero
podemos resumirlos en dos. Por un lado el ntmero relativamente alto de
pacientes con ACNS recopilados en la serie, debido a que el Servicio de
Otorrinolaringologia del HUCA es centro de referencia nacional para el
tratamiento de tumores de base de craneo. Por otra parte, la puesta en
funcionamiento dentro del ITUOPA de un laboratorio de biologia molecular
especifico para nuestra especialidad, donde trabajan en estrecha colaboracién

clinicos e investigadores basicos.

Durante afios se han ido recogiendo muestras y puesto a punto técnicas,
consolidando la linea de investigacion en ACNS. Los escasos articulos publicados
en la biologia molecular de estos tumores, algunos de ellos surgidos en nuestro
propio grupo, han sido un nuevo impulso afiadido que ha hecho posible el

proyecto actual.

Como se ha comentado en la introduccién, la similitud histopatolégica
entre los ACCR y los ACNS tipo ITAC, nos ha hecho pensar que puedan
compartir una misma ruta de cancerizacién. Ademas, en ambos tumores se ha

adjudicado como agente etiologico un papel importante a la inflamacion crénica.

En los ACCR se han encontrado dos formas principales de cancerizacion
como son la inestabilidad de microsatélites y la ruta Wnt/-catenina. Nosotros
hemos estudiado y publicado recientemente que la inestabilidad de microsatélites
no se esta presente en los ACNS®, por lo que el estudio de la ruta Wnt/ 3-catenina

parecia un camino interesante para intentar aclarar la génesis de los ACNS.
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6.2. Aspectos clinico-patolégicos

En sus aspectos descriptivos las variables clinico-patoldgicas estudiadas en
los 101 pacientes concuerdan, en general, con los rasgos descritos en otras series
publicadas de ACNS**>°, La mayoria de los pacientes fueron diagnosticados
alrededor de la sexta década de la vida, de forma similar a las series referidas en la

literatural®.

Como era de esperar la mayoria de los pacientes con ACNS tipo ITAC
habian tenido exposicién laboral al polvo de la madera (80%)™ """
exposicion laboral fue de forma prolongada, con una media de 31 afios, hecho que

ya habia sido descrito como principal agente causal en estos tumores*°.

Los antecedentes de tabaco y alcohol, que en los ACNS no se relacionan de
manera causal, aunque si estan epidemiolégicamente asociados, se encontraban

presentes en el 54 y 52% de nuestros casos"*.

En cuanto a la histopatologia més frecuente de los ACNS hemos observado
que la mayoria (46%) eran del subtipo colénico, seguidos en frecuencia por los
mucinosos, sélidos y papilares, hecho también recogido en la mayoria de las series

1234911

publicadas™*"" .

Los pacientes se diagnosticaron en estadios tumorales avanzados (Il y IV)
en el 58% los casos, al igual que lo referido por otros autores “** hecho explicable

por la clinica silente en estadios precoces.

La mayor parte de los pacientes (65,3%) recibi6 tratamiento con
radioterapia postoperatoria, como se realiza en otros centros y se recoge en otras

. . 101
publicaciones'®*.

Los fracasos en el tratamiento fueron debidos, casi siempre, a las recidivas

locales, presentes en el 47%, y a las metastasis en el 17% de los casos.
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La supervivencia global de los pacientes de nuestra serie fue del 43% a los 5
afios con una supervivencia especifica a 5 afios de 50,2%, cifras muy similares a las

. B . . . 133044 45
recogidas en la mayoria de las series occidentales publicadas™>™""™.

En las relaciones entre las variables clinico-patoldgicas entre si encontramos
valores estadisticamente significativos entre supervivencia e histopatologia,
siendo mayor en los subtipos papilar y colénico que en el mucinoso y sélido. Esto
concuerda con los datos publicados por otros autores''*?, excepto por que los de

tipo s6lido tuvieron peor prondstico que los mucinosos.

La supervivencia es mayor, como cabria esperar, en los estadios precoces,

observando, una caida en la supervivencia desde el 80% en estadios I y II, a menos

del 20% en estadios IV2*%,

Otro dato que influy6 en la supervivencia de forma significativa fue la
invasion intracraneal, como también habian publicado otros autores®***,
Nosotros observamos que su presencia tiene un prondstico ominoso, ya que sélo el
15% de los pacientes que la presentaban al diagndstico seguian vivos a los 5 afios,

comparado con el 60% de los que no la tenian.

Como ya se menciond, las principales causas de fallo en el tratamiento de

. q- L, . 84 . .
los ACNS fueron las recidivas locales y las metastasis®*. Ambas situaciones se
relacionan en nuestro estudio, de forma significativa, con una menor

supervivencia (p=0,001).

Por dltimo, nuestro estudio no muestra que la radioterapia postoperatoria
aumente la supervivencia de forma significativa (p=0.878). Se debe tener en cuenta
que nuestros resultados podrian estar sesgados, ya que los casos con estadios mas

avanzados son aquellos donde con mas frecuencia se indica dicho tratamiento.

La supervivencia libre de enfermedad, entendida como la proporcién de
pacientes vivos que no desarrollan recidivas o metéstasis disminuifa de forma

significativa en los pacientes con subtipos histolégicos sélidos y mucinosos
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(p=0,001), con estadio IV (p=0,001) e invasion intracraneal (p=0,001), como también

. . 31016
ha sido publicado por otros autores™ .

6.3. Aspectos genético-moleculares

La oncogénesis es un proceso complejo, no bien conocido, y en el que se
acumulan multiples alteraciones genéticas, que pueden ser detectadas mediante

técnicas de biologia molecular.

A lo largo de los afios, dada la alta incidencia de patologia oncolégica, se
han hecho multiples esfuerzos para tratar de dilucidar las alteraciones genéticas

implicadas en su desarrollo.

En los CECC los factores clinico-patolégicos (localizacién tumoral,
diferenciaciéon histolégica, TNM), utilizados habitualmente como factores
pronosticos, parecen mejorables, hecho que condicionaria también las estrategias

terapéuticas actualmente utilizadas.

Los ACNS se relacionan de forma evidente con factores de riesgo como es la

exposicién al polvo de la madera, pero no con el tabaco y el alcohol, mas tipicos de

los CEC(C32,

La similitud histopatolégica con los ACCR nos hace suponer que puede
haber alteraciones genéticas parecidas, aunque también diferencias, que merece la
pena estudiar. En los ACNS no se han descrito modelos genéticos de progresion,
como en los CECC105,106 y ACCR1!Y, por la dificultad para demostrar lesiones

preinvasivas en FN y SP, o bien por su ausencia real.

Para el estudio de la ruta Wnt/ -catenina hemos combinado varias técnicas,
basadas en estudios genéticos (m-CGH, MLPA, MLPA-MS) y de expresiéon (IHQ
con TA).
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Vamos a llevar esta discusion en los distintos pasos que componen la ruta
Wnt, de acuerdo a los procedimientos empleados, agrupando el gen y la proteina

por él codificada.

- El gen CDH1 (16q22.1) codifica la proteina E-cadherina que uniéndose a
la B-catenina participa en la adhesiéon celular. CDH1 es considerado un gen
supresor de tumores y se encuentra mutado en gran nimero de neoplasias de

origen gastrointestinal.

En nuestro estudio se observaron por m-CGH pérdidas o ganancias del gen
en solo el 5,7% (Figuras 51 y 52). Sin embargo, por MLPA se encontraron pérdidas
génicas en el 27% (Tabla XX). Estas alteraciones génicas no se corresponden con la
expresion de E-cadherina, ya que ésta era positiva en la membrana citoplasmaética
en el 93,5% (Tabla XXIV). Aunque no advertimos que la disminucién de la
expresion de E-cadherina influyera sobre la supervivencia, la disminuciéon de
expresion a nivel de membrana se relacionaba de forma significativa (p=0,031) con
el subtipo histolégico sélido y mucinoso, que si influyen (Tabla XXVI). Estos tipos
histologicos son formas menos diferenciadas de los ACNS y, por tanto, deberian

tener peor prondstico, como nosotros hemos observado también.

Una caracteristica del subtipo mucinoso es el hecho de que en la
histopatologia de este tumor se forman nidos celulares rodeados de lagos de
mucina, siendo probable que se pierdan las uniones intercelulares. Este hecho
puede justificar su mal prondstico al hacerlos mas proclives a desarrollar

metastasis.

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulaciéon positiva
(94% de los casos) entre los niveles de E-cadherina y p-catenina de membrana
citoplasmaética, demostrando asi que la expresion proteica de estas proteinas va de

la mano, presentando un grado alto de concordancia (Tabla XXX).



- & INSTITUTO
; é"- Universidad 2 / UNIVERSITARIO
A=/ de Oviedo ULV, e oncoLociA

En los ACCR las alteraciones en el complejo E-cadherina-p-catenina son
indicadores de menor supervivencia, posiblemente por favorecer el desarrollo de
metéstasis'®. En los CECC, nuestro grupo ha publicado que la disminucién de
expresion de E-cadherina predice la presencia de metastasis linfaticas en
carcinomas epidermoides supragléticos'?, siendo un marcador independiente

para su desarrollo!10.

-El gen CTNNBI1 (3p22) codifica la proteina B-catenina que tiene un papel
esencial dentro de la ruta canénica Wnt, siendo su expresion nuclear el principal
indicador de activacion de esta ruta. La proteina estd activa durante la

organogénesis e interviene como factor de transcripcién génica en los ACCR”",

En nuestro estudio se observaron, por m-CGH, pérdidas (8,6%) y
ganancias (14,3%) de CTNNBI1 (Figuras 51 y 52; Tabla XVIII, XIX). Al estudiarlo
por MLPA encontramos también un ntmero similar de pérdidas (7,1%) y
ganancias (11,9%) (Tablas XX y XXI). La expresion proteica de P-catenina a nivel
de la membrana citoplasmatica era positiva en el 75,6%, débil en el 17,8% y estaba
ausente en el 6,7% (Tabla XXIV). La pérdida de expresion de B-catenina a nivel de
la membrana era mas frecuente en los ACNS sélidos y mucinosos que en los
papilares-colénicos (p=0,05), (Tabla XXVI). Ademas, la f-catenina se expresaba a

nivel nuclear en el 30% de los casos.

Las ganancias en CTNNBI se relacionaban de forma significativa con las
variables clinicas de mal prondstico, como los subtipos histolégicos sélidos y
mucinosos, el estadio avanzado (IV) y la presencia de invasion intracraneal (Tabla
XXI). Los pacientes con ganancias en CTNNBI tenian menor supervivencia
especifica (p=0,024), (Figura 55). Los pacientes con ACNS bien diferenciados
(papilares y colénicos) con expresion de p-catenina nuclear tenian peor
supervivencia especifica de enfermedad que los pacientes con variedades bien

diferenciados que no la expresaban (p=0,017), (Figura 60).
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Un hecho llamativo es que al estudiar la expresion proteica a nivel nuclear
de la B-catenina, descrito como el principal indicador de la activacién de la ruta
Wnt/B-catenina, esté presente en el 30%, con una relacién significativa con la
expresion de [-catenina de membrana citoplasmatica (p=0,016), (Tablas XXIV y
XXVII).

Ademas, la ausencia de expresion de [P-catenina nuclear se relacionaba
también de forma significativa con la ausencia de expresiéon de E-cadherina a nivel

de la membrana citoplasmatica (p=0,003).

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulaciéon negativa
(69% de los casos), (Tabla XXX), y por tanto con un grado de concordancia
intermedio, entre la -catenina nuclear y de membrana citoplasmatica, hecho que
contrasta con lo descrito en ACCR, donde la menor expresiéon de membrana se

relaciona con una expresion nuclear de la proteinall1112,

En ACCR la expresion nuclear de P-catenina estd presente desde los
estadios tempranos’®, aunque su expresién aumenta con la agresividad del tumor.
Asi, se observa en el 15 % de los adenomas, 33% de los tumores con invasion
mucosa, 35% con invasién de lamina propia y 63% con invasiéon de la serosalls.
Estos datos contrastan con los resultados obtenidos en los ACNS, donde la
distribucion era homogénea en los diferentes estadios. La expresiéon nuclear de f3-
catenina era mayor en las formas diferenciadas, siendo positiva en el 36% de los

papilares-colénicos y en el 20% de los s6lidos-mucinosos.

La expresion nuclear de P-catenina ha sido poco estudiada en los ACNS.
Hemos encontrado sé6lo dos referencias que la citen, en una no se describen
alteraciones en su expresién (serie de 10 casos)’® y en otra presentan expresion
intranuclear en el 40% (8 de 20 casos)5 8 Curiosamente, la conclusion de este Gltimo
estudio fue que la ruta Wnt no parece ser importante en los ACNS. Nosotros
consideramos que la expresion nuclear de -catenina en el 30% de los ACNS es un

indicador de activacion de la ruta y puede explicar en parte la similitud
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morfolégica con los ACCR. El porcentaje de expresion que hemos obtenido a nivel
nuclear es inferior al descrito en los ACCR esporéadicos (80%), pero proximo al de
los ACCR originados desde la enfermedad inflamatoria intestinal (48%)%. Este
hecho podria indicar que ACNS y ACCR comparten la inflamacién crénica como
agente etiol6égico, haciendo que ambos tumores tuviesen semejanza a nivel

genético-molecular.

Aunque el subtipo histolégico papilar y colénico tienen mejor prondstico
que el solido y mucinoso, los que expresaban [-catenina nuclear tenian menor
supervivencia especifica de enfermedad (Figura 60). Este hallazgo también fue
descrito en los ACCR originados desde la enfermedad inflamatoria intestinal,
donde la expresiéon nuclear de [-catenina es considerada un evento tardio y

confiere peor prondsticoll4.

-El gen APC (5q22.2) que codifica la proteina APC es uno de los principales
genes reguladores de la ruta Wnt/p-catenina y se le considera un gen supresor.
Una de sus funciones es unirse a la p-catenina y favorecer su degradaciéon en el
proteosoma, evitando que llegue al ntcleo y transcriba los genes que conducen a
la diferenciacién celular. Al perder la funcién de APC, la célula se comporta como

si tuviera activada la via canénica Wnt y por tanto la transcripcion génica.

En nuestro estudio encontramos por m-CGH pérdidas (17,1%) del gen
(Tabla XVIII y Figura 51), atn més manifiestas con MLPA (48,9%), (Figura 51 y
tabla XX). Observamos metilaciéon en s6lo dos casos (4,1%). Los pacientes con
pérdidas de APC en la MLPA se relacionaban de forma significativa con el subtipo
histolégico soélido y mucinoso, el estadio avanzado (IV) y la presencia de invasion
intracraneal (Tabla XXII). La supervivencia especifica de la enfermedad era menor,
aunque sin alcanzar valores significativos (p=0,071)(Tabla XXII). La pérdida en
APC estudiada por MLPA tenia una relacién significativa con la obtenida con m-
CGH (p=0,044). También observamos que la pérdida de APC tenia una relaciéon
significativa con la ganancia de CTNNBI1 (p=0,045), (Tabla XXIII).
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No hemos estudiado las mutaciones de APC ni su expresién proteica
debido a que la IHQ de esta proteina presenta algunas dificultades técnicas y es
dificil de interpretar. Ademas, estd descrito en la bibliografia que las mutaciones
de APC mantienen cierto grado de funcién en la proteina’, siendo probable que
sean mas frecuentes en los ACCR esporddicos, donde la proteina APC esta
inactivada en el 80% de los casos”. Las metilaciones en el promotor de APC son
comunes en los ACCR, estando presentes hasta en un 70%115, aunque las pérdidas
génicas son menos frecuentes en el 26%116. Nosotros s6lo observamos metilaciéon
de APC en dos casos (4%) de ACNS, siendo probablemente un mecanismo poco

importante en la pérdida de funcién del gen.

Un hallazgo encontrado que sugiere la activaciéon de la ruta Wnt en ACNS
es la relacion entre las pérdidas de APC con las ganancias en CTNNBI. Este altimo
gen codifica la B-catenina, que como hemos indicado es la proteina que interviene
en casi todos los pasos de la ruta Wnt. Asi, parece consistente que la pérdida del
principal gen supresor de la ruta se relacione con la ganancia del principal
oncogén, como se muestra en la Figura 6. No obstante, al no realizar el estudio de
expresion de la proteina, APC no se propuso para establecer las

concordancias/discordancias en los pasos de la via canénica Wnt.

-El protoncogén MYC (8q24) codifica la proteina C-Myc que actta
estimulando la proliferacion celular y el paso de la fase GO/G1 a S. Este gen se
encuentra alterado en gran variedad de neoplasias, estimando que uno de cada
siete pacientes fallecidos por cancer en EEUU tiene cambios en la expresién de C-

Myc.

En los ACCR la expresion nuclear de P-catenina promueve la transcripcion

de C-Myc y estimula la proliferaciéon y diferenciacién celular.

Nosotros encontramos que con m-CGH las pérdidas en MYC sélo se
observan en el 2,9%, no habiendo ningtn caso en el estudio con MLPA (Tabla

XVIII). Por el contrario, las ganancias eran del 37,1% con m-CGH y del 30,4% con
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MLPA (Tablas XIX y XXI). La expresién proteica de C-Myc fue positiva en el 97,8%

de los casos con sobreexpresion en el 30,3% (Tabla XXV).

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulacioén positiva
(42% de los casos), y por tanto un grado de discordancia bajo, entre los niveles de

B-catenina nuclear y la expresion de C-Myc (Tabla XXX).

Existen mualtiples mecanismos que pueden inducir la sobreexpresion de una
proteina entre ellos la amplificacién. Sin embargo, la amplificaciéon de MYC en
ACNS es un hecho infrecuente segin ha publicado nuestro grupo >, aunque ha
sido descrita en el 36% por otros autores®. Como cabria esperar si la expresién de
C-Myc se viese influenciada por la f-catenina, tendria que haber relaciéon entre la
expresion de estas proteinas. Nosotros encontramos cierta relaciéon, aunque sin
alcanzar valores significativos (p=0,087), hecho que podria explicar en parte su

sobreexpresion.

En los ACCR la sobreexpresiéon de C-Myc es alta (58%; definida como
inmunotincién positiva en >30% de las células) y aumenta con la agresividad del
tumor, desde el 24% en adenomas hasta el 64% en carcinomas con invasiéon de la
serosa'”®. En los ACNS, utilizando el concepto de sobreexpresion anteriormente
descrito, el porcentaje seria también del 58% y demuestra la similitud entre la

expresion proteica de C-Myc entre los ACNS y los ACCR.

-El gen CCND1 (11q13.2) codifica la proteina Ciclina D1 que forma parte
del complejo Cdk4 y Cdké, cuya actividad es necesaria para la transcripcion de
G1/S en el ciclo celular. La transcripcién nuclear de la p-catenina provoca la

transcripcion de la Ciclina D1 y por tanto la diferenciacién celular®.

Nosotros, con m-CGH, no observamos pérdidas para CCND1, pero si las
obtenemos en el 14,3% con MLPA (Tabla XX). Las ganancias con m-CGH fueron
del 14,3% y del 21,4% con MLPA (Tablas XIX y XXI). La expresion proteica de
Ciclina D1 fue positiva en el 55,8 % con sobreexpresion en el 3,5% (Tabla XXV).
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Los pacientes con ganancias en CCND1 estudiadas por m-CGH tenian una
relacién significativa con las ganancias obtenidas con MLPA (p=0,048), (Tabla
XXII). La pérdida de expresion de Ciclina D1 se relaciona con la ganancia en
CTNNB1 detectada con MLPA (p=0,044), (Tabla XXVIII). Los pacientes con
sobreexpresion de Ciclina D1 presentaban peor supervivencia especifica de

enfermedad(p=0.007) (Figura 59).

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulaciéon positiva
(61% de los casos), y por tanto con un grado de concordancia bajo, entre los

niveles de [-catenina nuclear y la expresién de Ciclina D1 (Tabla XXX).

La amplificacién de CCND1 en ACNS es infrecuente®*>", por lo que deben
existir otros mecanismos para explicar la expresién proteica observada en nuestra
serie. Uno de estos mecanismos podria ser la transcripcion de Ciclina D1 mediada
por B-catenina nuclear. Aunque no observamos relacién significativa entre ambas
proteinas (p=0,093), los dos pacientes con sobreexpresiéon de Ciclina D1 tenian

inmunotinciones positivas para [-catenina nuclear.

En ACCR se ha descrito sobreexpresiéon de Ciclina D1 en tumores con
inestabilidad de microsatélites!17.118, y asi su expresion no depende tnicamente de
la pB-catenina nuclear, pudiendo existir en los ACNS otras vias que expliquen la

expresion positiva de ciclina D1 sin expresion nuclear de p-catenina.

En los ACCR la sobreexpresion de Ciclina D1 va desde el 28% al 55% 17118

cifras superiores a las descritas por nosotros en ACNS.

Hemos encontrado que la alta expresion de Ciclina D1 era una variable de
mal pronoéstico(p=0,007)(Figura 59), al igual que en los ACCR, donde también se
relaciona la sobreexpresion de Ciclina D1 con menor supervivencia especifica de la

enfermedad119.120,

-El gen CDKN2A (9p21) codifica las proteinas p16 y pl4 que favorecen la

funcién de pRb y p53, respectivamente. Es un gen supresor de tumores con
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participacion en el control del ciclo celular, regulando las funciones de RB y TP53.
Es importante destacar que la mutacién de CDKN2A es la alteracion més frecuente

en el CECC y la segunda, tras TP53, en todo el organismo.

Las alteraciones en CDKN2A (mutacién, deleciéon, metilacion del
promotor...) favorecen la carcinogénesis por anomalias en pl6 y/o pl4. El gen
juega un papel importante en las etapas precoces de la carcinogénesis de cabeza y
cuello 121122, observando ademds que las proteinas codificadas por él disminuyen

su expresion en el cancer de faringe y laringe!?3.

Nosotros, con m-CGH, encontramos pérdidas de CDKN2A en el 11,4% y
ganancias en el 15,1% (Tabla XVIII y XIX; Figuras 51 y 52); mientras que con
MLPA las pérdidas son del 37% y las ganancias del 6,5% (Tablas XX y XXI). No
observamos metilacién en ningtin caso. Se encontré una expresion positiva de p16

en el 66,7% con sobreexpresion en el 11,6% (Tabla XXV).

La pérdida de CDKN2A estudiada por m-CGH se relaciona de forma
significativa con las pérdidas del mismo gen estudiadas por MLPA (p=0,001),
(Tabla XXIII). Ademas, con m-CGH, también se relacioné la pérdida de CDKN2A
con la de APC (p=0,009) y otros genes (Tabla XXIII).

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulaciéon negativa
(59% de los casos), y por tanto un grado bajo de concordancia, entre la expresion

de B-catenina nuclear y la de p16 (Tabla XXX).

Aunque no se encontré metilacién en ninguno de los 47 casos estudiados
por nosotros, si se observa en el 20% de los ACCR®, incluso en la mucosa “sana”

proxima al tumor!?4.

Como cabria esperar si la ruta Wnt estuviese activa en los ACNS, deberian
existir relaciones intervariables que apoyen esta hipétesis. En nuestro estudio
llama la atencién que la pérdida de CDKN2A se relaciona con la pérdida de otros

genes supresores de tumores, como el APC. Asi, encontramos relacién significativa
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entre la pérdida de APC con la falta de expresion de p16 (p=0,035), (Tabla XXVIII).
Por otro lado también observamos que la pérdida de CDKN2A se relaciona con la
falta de expresion de p16 (p=0,018), hecho que ya se habia confirmado en tumores

de estirpe diferente, como los CECC!?® y los mesoteliomas!?.

En ACCR se ha demostrado positividad muy alta para p16, llegando hasta el
98% de los casos!'?’. Esta sobreexpresion de pl6 aumenta segiin avanza el estadio
de la enfermedad, desde el 10% en adenomas hasta el 35% en adenocarcinomas
con invasién de la serosa'’. En nuestro estudio la positividad de p16 fue algo

menor (66%), en probable relacién con la activacion de la ruta Wnt®.

En los ACCR, la baja expresiéon de pl6 se relaciona con invasién linfética,
agresividad local, menor grado de diferenciacién y peor prondstico®'?’128, No
obstante, en nuestro estudio las alteraciones de CDKN2A y pl6 no mostraron
relaciones significativas con la supervivencia (global y especifica), aunque los

pacientes con expresion de pl6 tenian menor supervivencia especifica (p=0,133).

La sobreexpresion de pl6 se suele asociar en la bibliografia a variables
clinico-evolutivas de mal pronéstico, explicando esta asociacién por la capacidad
del tumor de proliferar, superando el control negativo que hace p16 en la fase G1-
S. Ademas, se ha asociado esta sobreexpresion a las alteraciones en la via RB129.130,
En nuestro estudio la asociacién entre la sobreexpresiéon de pl6 y la menor
supervivencia especifica de enfermedad nos hace suponer que, en este subgrupo
de pacientes, el tumor ha conseguido superar el bloqueo de la proliferaciéon

ejercido por p16.

- El gen E2F1 (20q11.22) es un factor de transcripcién que codifica la
proteina E2F1, encargada de regular la transiciéon entre la fase G1-S del ciclo
celular. Posee la capacidad de promover la proliferacion celular mediante la
activacion de genes dianas implicados en la sintesis de ADN, el control del ciclo
celular y la regulaciéon de protooncogenes!3l. Ademads, puede inducir apoptosis

mediante acciones antiproliferativas p53 dependientes o independientes!32. Por
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tanto, segin el tipo tumoral, ha sido implicado como oncogén (mama, tiroides,
pulmén y pancreas)!33134135 o gen supresor (ACCR y carcinomas esofagicos

derivados de es6fago de Barret)136.137,

En ACCR se considera un gen supresor de tumores que impide la
transcripcion nuclear inducida por la -catenina. Se piensa que en los ACCR, para
que se lleve a cabo la transcripciéon, debe perderse por completo la funcién de
E2F1. El gen se encuentra controlado por otros genes supresores de tumores como

son RB y CDK8 que inhiben su funcién’.

Nosotros, con m-CGH, no encontramos pérdidas de E2FI, aunque si
ganancias en el 40% (Figura 52 y Tabla XIX). Se observé expresion positiva de
E2F1 en el 76% de los casos con sobreexpresion en el 14,9% (Tabla XXV). Los
pacientes con sobreexpresion de E2F1 se relacionaban con los que tenian

sobreexpresion de Ciclina D1 (p=0,016).

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulaciéon negativa
(1% de los casos), y por tanto no hemos podido establecer un grado de
concordancia/discordancia, entre los niveles de f-catenina nuclear y la expresion

de E2F1 (Tabla XXX).

Las ganancias de E2F1 en ACNS son similares a las descritas en ACCR en
donde alcanzan el 25% de los casos!38. En los ACCR se observé sobreexpresion de
E2F1 en el 25%, en relacion con apoptosis y baja tasa de replicacién®*’, indicando
su funcién como supresor de tumores. En los ACNS no hay estudios publicados
sobre el papel de dicho gen/proteina en su carcinogénesis. La alta tasa de
expresion proteica que hemos detectado (76%) puede ser debida al intento de
frenar la transcripcién y replicacion celular induciendo la apoptosis, aunque no

hemos confirmado estos datos con el estudio de la proliferaciéon (Ki67).

El que no haya relacion entre la expresion de E2F1 con las variables clinico-
histolégicas y de supervivencia apoya la hipétesis de que, posiblemente, la

pérdida de funcién de E2F1 sea un evento temprano en la carcinogénesis, propio
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del desarrollo tumoral, pero sin valor pronéstico al no implicarse en los

mecanismos de invasion y metéstasis.

- El gen RB (13q14.2) codifica la proteina pRb. Se considera un gen supresor
de tumores en la mayoria de los cadnceres humanos, pero en los ACCR la proteina
se encuentra sobreexpresada y actta como oncogén’®”’. El mecanismo de accién
por el que pRb activa la carcinogénesis es inhibiendo a E2F1, promoviendo asi la

transcripcién dependiente de B-catenina’.

Nosotros, con m-CGH, encontramos pérdidas de RB en el 5,7% y ganancias
en el 2,9% (Figuras 51 y 52); mientras que con MLPA no se observan pérdidas y las
ganancias son del 28,6% (Tabla XXI). Se encontré una expresién positiva de pRb

en el 98,9% con sobreexpresion en el 83,2% (Tabla XXV).

Las ganancias en RB detectadas con MLPA se relacionan de forma
significativa con las pérdidas en CDKN2A detectadas por MLPA y m-CGH
(p=0,049; p=0,033), (Tabla XXIII). La sobreexpresion de pRb se relaciona también,
de forma significativa, con la sobreexpresiéon de Ciclina D1, C-Myc y la expresion

positiva de E2F1 (Tabla XXVII).

En el modelo teérico propuesto hemos encontrado una regulacion negativa
64% de los casos), or tanto con un grado bajo de concordancia, entre los
yp & J

niveles de pRb nuclear y la expresiéon de E2F1 (Tabla XXX).

Las ganancias de RB son comunes en los ACCR, estando presentes en un
1/3 de los casos®*139, Nosotros observamos que los ACNS, al estudiarlos con

MLPA, presentaban ganancias en el 28,6%, valor muy similar.

RB se considera el prototipo de gen supresor en gran nimero de tumores,
siendo preciso que pierda su funciéon y se exprese para que proliferen las células
tumorales!0. En el colon, de forma paradéjica, se ha visto sobreexpresiéon de pRb
en el 87% de los pélipos que desarrollan ACCR™!. Esta sobreexpresion proteica se

ha tratado de explicar por la formacién de una proteina mutada, resistente a la
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degradacioén y carente de funcién, similar al mecanismo de sobreexpresién de p53

142,

Pese a estas consideraciones hay autores que proponen a RB como oncogén
en los ACCR'. La protefna pRb tiene la funcion de bloquear el ciclo celular
inhibiendo el paso de la fase G1/S. Cuando pRb se encuentra hipofosforilada
bloquea la accién del factor de transcripcion E2F1, considerado un supresor de
tumores al favorecer la apoptosis. La Ciclina D1 puede fosforilar a pRb haciendo
que libere E2F1143. La Ciclina D1 se encuentra a su vez controlada por pl6 que

inhibe su actividad144.

Estos datos se han contrastado en algunos estudios realizados en ACCR
donde se suprime la actividad de pRb mediante un AS-RB. Se observa que la
pérdida de expresion de hasta el 70% en pRb se acompafia de menor expresiéon de
Ciclina D1, disminucién de la actividad CDK, de la proliferacién celular y de un
aumento de apoptosis mediada por E2F1. Asi, se concluye que pRb actta

indirectamente como oncogén al frenar la apoptosis**’.

Uno de los hechos que apoya el posible papel de pRb como oncogén en los
ACNS es que existen relaciones significativas entre la sobreexpresion de pRb y los
productos de la transcripcion de la B-catenina, como son C-Myc y Ciclina D1.
Desafortunadamente la IHQ es positiva tanto en las formas fosforiladas como no
fosforiladas de pRb**', no siendo util para determinar la funcién que esta
sobreexpresion proteica tiene en la ruta Wnt. Los pacientes con sobreexpresion de
PRb se relacionaban de forma significativa con los que expresan E2F1, sugiriendo

que pRb se encuentra unida a E2F1 y por tanto bloquea su accién.

- El gen CDKS8 (13q12.3) codifica la proteina CDKS8 que en la ruta Wnt
promueve la transcripcion de la P-catenina mediante un doble mecanismo. La
forma directa, la més importante, activa la transcripcién génica de la (-catenina

nuclear; la forma indirecta es por inhibicién de E2F17°.
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Nosotros, con m-CGH, encontramos pérdidas de CDKS8 en el 57% vy
ganancias en el 2,9% (Figuras 51 y 52). Se observé una expresion positiva de CDK8

en el 52,8 % con sobreexpresion en el 2,2% (Tabla XXV).

Las ganancias en CDKS, detectadas mediante m-CGH, se relacionan con las
pérdidas de CDKN2A detectadas mediante m-CGH (p=0,035). La sobreexpresion
de CDK8 se relaciona con la sobreexpresion de Ciclina D1 y E2F1 (p=0,047;
p=0,018), (Tabla XXVII). La expresion de CDK8 en mas del 25% de las células se
relaciona con la expresiéon nuclear de [B-catenina (p=0,029), (Tabla XXVII). La
pérdida en CDKS8 estudiada por m-CGH se relaciona con la ausencia de expresion
de E-cadherina (p=0,030), (Tabla XXVIII). Los pacientes con alta expresion de
CDKS8 tenian menor supervivencia especifica de la enfermedad (p=0,001), (Tabla

XXVI).

En el modelo tedrico propuesto hemos encontrado una regulacion negativa
(71% de los casos), y por tanto un grado de concordancia intermedio, entre los

niveles de CDKS8 nuclear y la expresiéon de E2F1 (Tabla XXX).

Las ganancias que observamos en los ACNS (2,9%) son muy bajas respecto
a las descritas en ACCR (60%)’®, donde las ganancias y amplificaciones de CDK8
se relacionan con la sobreexpresion proteica. Pese a estos valores bajos de
ganancias, la expresion de CDKS estaba presente en el 52,8% de los ACNS, cifra
algo inferior al 70% descrito en ACCR. En ACNS, al igual que lo publicado en
ACCR™, la sobreexpresion de CDKS8 se relaciona con menor supervivencia
especifica de enfermedad (Figura 58), quizd debido a que su expresion celular

implica mayor capacidad para proliferar.

En ACCR la expresion nuclear de CDKS se relaciona de forma significativa
con la expresiéon nuclear de -cateninal46147, al controlar la transcripciéon de los

genes activados por la $-catenina.

Nosotros observamos relaciéon entre los pacientes que expresan CDKS8 en

mas del 25% de las células y la expresion nuclear de B-catenina (p=0,029).
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Como cabria esperar al promover la transcricion de la [3-catenina a nivel
nuclear, CDK8 mantiene relacién con los otros genes que transcribe [-catenina.
Asi, encontramos relacion entre la sobreexpresion de CDKS8 y la sobreexpresion de
Ciclina D1, hecho que apoya la activaciéon de la ruta Wnt en ACNS. Hemos
observado que la ganancia en CDK$ se relaciona con la pérdida en CDKN2A. Esta
relacién entre ganancia de oncogén y pérdida de gen supresor, también apoya la

hipétesis de que la ruta Wnt esta activada en los ACNS.

La sobreexpresion de CDKS8 se relaciona también con la sobreexpresién de
E2F1. Se sugiere asi que en los ACNS, CDKS8 activa la ruta Wnt mediante la
transcripcion de genes dependientes de la P-catenina nuclear, siendo menos

probable que inhiba E2F1.

Una vez debatidos e interpretados los resultados obtenidos de forma
pormenorizada, en cada gen y proteina, esta discusién no seria completa, y no
podria concluirse, si antes no hacemos unos comentarios sobre la ruta Wnt desde
una perspectiva global en la carcinogénesis y progresion de los ACNS. En este
sentido juega un papel importante el esquema propuesto en nuestro modelo
tedrico, donde una determinada proteina condiciona la activacién o inhibicién de

otra en el siguiente paso de la via canénica Wnt.

En primer lugar hay que considerar la expresién de la pB-catenina en los
ACNS, ya que en otras localizaciones tumorales, como los ACCR, estd proteina
tiene un papel imprescindible en la activaciéon de la ruta Wnt. La expresion de p-
catenina a nivel nuclear estaba presente en el 30%, con mayor porcentaje en
papilares-colénicos (36%) que en sélidos-mucinosos (20%), pero muy inferior a la
descrita en los ACCR (80%). Esto indica que probablemente un 30-40% de los
ACNS bien diferenciados utiliza la ruta Wnt en su carcinogénesis/progresion

tumoral.

Los pasos de la ruta Wnt, esquematizados en nuestro modelo teérico, que

presentan algtin grado de concordancia: alta (paso 1), intermedia (pasos 2y 8) y
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baja (pasos 4, 5y 7), son mas que aquellos indiferentes (paso 6) o con discordancia
baja (paso 3), (Tabla XXX). Si distintos pasos de la ruta Wnt se ven reflejados en
nuestro estudio, probablemente esta tendencia indique que la ruta sea utilizada en

un grupo considerable de ACNS, mas atin si en 4 de ellos interviene la 3-catenina.

No obstante, hay que suponer que no todos los ACNS siguen esta via de
cancerizaciéon, pues un marcador esencial en la ruta Wnt como es la [(-catenina
nuclear so6lo se expresa en 1/3 de los casos. Por tanto, parece 16gico y necesario
centrar y dirigir los estudios hacia determinados subtipos histol6gicos de ACNS
con expresion de B-catenina nuclear, con el fin de que las tendencias marcadas se

acentuen.

6.4. Similitudes y diferencias clinico-patolégicas y genético-

moleculares entre los ACNS y los ACCR

Por dltimo, para finalizar la discusién, resumimos en las tablas XXXI y
XXXII las principales similitudes y diferencias clinico-patolégicas y genético-
moleculares encontradas entre los ACNS de nuestra serie y lo publicado para los

ACCR.

Los ACNS, a diferencia de los ACCR, son tumores poco frecuentes en cuya
génesis se ha involucrado al polvo de madera, aunque comparten a la inflamacion
crénica como posible agente etiolégico comun. Los ACNS, al igual que los ACCR,
presentan tipos histol6gicos poco diferenciados y de peor prondstico como son los
mucinosos. Los estadios al diagnéstico tienen una distribucién de frecuencias
similar, aunque con distinta escala de graduacién, no obstante en los ACCR hay
establecido un “screening” para el diagnéstico precoz de las lesiones preinvasivas
precursoras. A pesar de que en muchos paises se realizan cribados para la

deteccién precoz de los ACCR, mas del 50% de estas neoplasias se diagnostican en
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estadios C y D de Dukes, dato similar a lo que ocurre en los ACNS donde el 59%

de los casos son estadios IIl y IV.

La cirugia es el arma terapéutica fundamental en ambos tipos de tumores,
aunque en los ACCR estd muy introducida la quimioterapia, mientras que en los
ACNS es habitual la utilizaciéon de radioterapia complementaria. El motivo de este
proceder es mejorar el control local en los ACNS con radioterapia, mientras que en

los ACCR la quimioterapia adyuvante pretende reducir las micrometéstasis.

El pronéstico de ambas neoplasias es similar, aunque algo més favorable en
los ACCR. Los fallos en el tratamiento se deben a las recidivas locales en los ACNS
y a las metastasis en los ACCR. No se pude asegurar el motivo del mejor
pronostico de los ACCR respecto a los ACNS, pero habria que tener en cuenta
aspectos positivos como la posibilidad de hacer diagnodsticos precoces por medio
del “screening” y al uso de la quimioterapia de forma protocolizada. No obstante,
como aspectos negativos que se oponen a esta hipétesis estaria el mayor ntimero

de metastasis desarrolladas por los ACCR (Tabla XXXI).
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Tabla XXXI. Similitudes/ diferencias clinico-patolégicas entre los ACNS y ACCR

Caracteristica ACNS ACCR Refe- Comentario
clinico-patologica rencia
Incidencia 0,19/105 h/afio 53/105 h/afo 148 Los ACCR son muy frecuentes mientras
que los ACNS son raros
Polvo de madera S No 20 El polvo de madera ! aclaramiento
mucociliar y favorece inflamacién crénica
Inflamacién St St 25 Hay ACCR originados en la enfermedad
inflamatoria intestinal
Histopatologia Mucinoso (27%). | Adenocarcinoma. 149 Las variedades histolégicas son similares
Solido (13%). Mucosecretor en ACCR y ACNS. Buen pronéstico los
Colénico (47 %). (anillo sello). papilares y peor en los mucinosos
Papilar (13%) Mucinoso.
Adenoescamoso
Diferenciaciéon BD:60%;PD:40 % | BD 75%; PD 25% 150 Predominio de las formas diferenciadas
en ambos tumores
Estadios I. 28%, II. 13% | B1:12%, B2:18% 149 En ACCR se hace “screening” que detecta
II: 33%, IV: 26% | C1:22%,C2:29% estadios precoces y lesiones preinvasivas.
D:19% (Dukes) Ambos tumores suelen dar clinica cuando
estan en estadios avanzados
Tratamiento Cirugia s6la o + | Cirugia séla (I) o + | 151 El tratamiento de eleccion en ACNS y
radioterapia quimioterapia (I, ACCR es la cirugia. La alta tasa de
III). metéstasis ocultas en ACCR justifica
Radioterapia si quimioterapia adyuvante si estadio II o
enfermedad superior
residual, bordes + o
ganglios +
Evolucion: Recidivas 47 % Recidivas 10% 152 En ACCR la causa del fracaso terapéutico
recidivas/ Metéastasis 17 % Metastasis 50% son las metastasis; en ACNS las recidivas
metastasis locales
Supervivencia Global: 50,2% Global: 60% 153,154 | Mejor pronodstico en ACCR. Los estadios
especifica 65% en I-111 90%: local precoces tienen alta supervivencia en
10% en IV 70%: locorregional ambas neoplasias
11%: metastasis

En cuanto a su perfil genético molecular los ACNS se parecen a los ACCR
en que la pérdida de expresion de E-cadherina se relaciona en ambos tumores con

variables de mal pronéstico.

El porcentaje de activacion de la ruta Wnt, determinado por la expresion
nuclear de B-catenina, es menor en los ACNS que en los ACCR. Ademas, en los
ACNS, la expresion es similar en los diferentes estadios, mientras que en los

ACCR es un evento temprano, propio de los estadios precoces, que aumenta



n 2 INSTITUTO
é"- Universidad % (TN Lversimi
W de QOviedo 2\ | DE ONCOLOGIA

segln progresa el estadio tumoral. Pese a ello el perfil de expresion es similar al

descrito en los ACCR con origen en la enfermedad inflamatoria intestinal.

En el gen APC la principal diferencia de los ACNS con respecto a los ACCR
es que su metilacion en los ACNS es un fenémeno poco frecuente en relacién a la
alta frecuencia observada en los ACCR. No obstante, en ambas localizaciones

tumorales predominan las pérdidas génicas.

C-Myc tiene valores de sobreexpresion similares entre los ACNS y los
ACCR, relaciondndose en ambos tumores su sobreexpresion con la expresion

nuclear de la B-catenina.

Ciclina D1 presenta unos valores de sobreexpresion menores en los ACNS
respecto a los ACCR, pero en ambos tumores se comporta como una variable

molecular de mal pronéstico.

La proteina p16 tiene unos valores de expresion y sobreexpresién menores
en los ACNS que en los ACCR, pero en ambas neoplasias la expresion de pl6 se

relaciona con un peor pronostico.

Por el contrario, los valores de expresion y sobreexpresion de E2F1 en los

ACNS son mayores a los descritos en ACCR.

En pRb los valores de sobreexpresiéon son similares, con indicios de que

actia como oncogén en ambas neoplasias.

En CDKS los valores de expresion y sobreexpresion son inferiores en los
ACNS respecto a lo publicado en ACCR, aunque en ambas neoplasias su

sobreexpresion es una variable molecular que indica mal pronéstico (Tabla XXXII).
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Tabla XXXII. Similitudes/ diferencias genético-moleculares de la ruta Wnt entre los ACNS y ACCR

Caracteristica ACNS ACCR Refe- | Comentario
genético-molecular rencia
CDH1/E-cadherina 4 expresion en relacion | 1 expresién en 104 Marcador de mal
con subtipo mucinoso relacién con peor pronéstico en ambos
prondstico tumores
CTNNB1/ 4 expresion (m): 24,5%. | { expresion (m): 80%. | 6 Los ACNS son similares
p-catenina Expresion + (n): 30%. Expresion + (n): 80%, alos ACCR derivados de
> expresion en en EII: 48%. EIL
diferenciados. Expresion (n) evento Marcador mal pronéstico
Peor prondstico en precoz. (n) en ACCR derivados
diferenciados con Peor pronéstico en EII de Ell y en ACNS
expresion (n) con expresién (n) diferenciados
APC Pérdidas: 48,9%. Pérdidas: 26,1%. 73,115, Marcador mal prondstico
Metilacion: 4,1%. 4 expresion: 80%. 116 (pérdidas) en ACNS.
Relaciéon con ganancias | Metilacion: 70% Escasa metilacion en
de CTNNBI1 ACNS, muy frecuente en
ACCR.
Apoya ruta Wnt: relacién
pérdida principal gen
supresor con ganancia
principal oncogén
MYC/C-Myc Expresion: 98%. Sobreexpresién 58 % 13 Alta expresion y similar
Sobreexpresion: 30% en ambos tumores.
(58% si=30% células). Apoya ruta Wnt: relacién
Relacién con expresion de sobreexpresion con
nuclear de B-catenina expresion [-catenina (n)
CCND1/Ciclina D1 Expresion: 55,8%. Sobreexpresion: 28- 17117 | Marcador de mal
Sobreexpresion: 3,5%. 55%. pronéstico en ambos
Relacién con mal Relacién con mal tumores
prondstico prondstico
CDKN2A/p16 Expresion: 66,7 %. Expresion: 98%. 69,113 Marcador de menor
Sobreexpresion: 11,6%. | Sobreexpresion: 35%. supervivencia en ambos
No hay metilacién Metilacién: 20% tumores
E2F1/E2F1 Ganancias: 40%. Ganancias: 25% 131138 | En ACCR la expresién de
Expresion: 76%. Expresion: 25% E2F1 indica buen
Sobreexpresion:14,9 % prondstico ({ replicacion
e induce apoptosis)
RB/pRb Ganancias: 28,6%. Ganancias: 33%. 132139, | Sobreexpresién similar.
Expresion: 98,9%. Sobreexpresiéon: 87%. | 141 Accién de oncogén en
Sobreexpresion: 83,2%. | Oncogén implicado ACNS en relacién con
Relacién con productos transcripciéon
sobreexpresion de de B-catenina (n): C-Myc
C-Myc y Ciclina D1 y Ciclina D1
CDKS8/CDK8 Ganancias: 2,9%. Ganancias: 60%. 76,145, La sobreexpresion es
Expresion: 52,8%. Expresion: 70%. 145 marcador de mal
Sobreexpresion: 2,2%. Relacion con mal prondstico en ambos
Relacién con mal pronostico tumores
prondstico

m: membrana, n: ntcleo, EII: enfermedad inflamatoria intestinal

Una vez establecida la comparacién entre los ACNS y los ACCR, podemos

concretar que en sus aspectos clinico-patolégicos ambas localizaciones tumorales
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tienen unas caracteristicas comunes muy marcadas, propias quiza de una etiologia
e histopatologia similar, aunque con diferencias puntuales, en probable relacion
con su diferente localizacion. Asi, marcarian un distinto perfil clinico entre los
ACNS (invasién local, peor pronoéstico) y los ACCR (metéastasis, mejor prondstico).
Estas diferencias, en cierto modo contradictorias, podrian estar condicionadas por
algunos hechos clinicos, como son los programas de diagndstico precoz y el uso de
la quimioterapia de forma protocolizada en los ACCR. El mayor avance realizado
en los ACCR, respecto a los ACNS en estos dos aspectos, podria deberse ha sido
debido a que al tener mayor incidencia ha contado con mayores recursos
destinados a la prevencion e investigacion de terapéuticas mas eficaces. No
obstante, en los ACNS podrian realizarse acciones similares, sobre todo teniendo

en cuenta que se originan en una poblacién de riesgo muy concreta.

El perfil genético molecular similar apoya la posible etiologia relacionada
con la inflamacién crénica, aunque con algunas peculiares en cada tipo tumoral,
matizadas por los agentes etiolégicos concretos y la localizaciéon anatémica, que
condicionan sus caracteristicas clinico-patolégicas especificas. Desde el punto de
vista general los cambios genético-moleculares observados en los ACNS tienen
similitud, salvo en algunos aspectos puntuales, ya comentados, con lo observado

en los ACCR, aunque estos altimos suelen tener valores mas altos.
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7.CONCLUSIONES
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De la interpretacion de los nuestros resultados y de su discusién obtenemos

las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los pacientes con ACNS tipo ITAC han tenido exposicién crénica al polvo de
madera en el 80% de los casos. El subtipo histolégico mas frecuente fue el
colénico (48%). El tratamiento quirdrgico con radioterapia posterior obtuvo
una supervivencia especifica del 50%. Los fracasos terapéuticos se deben a la
alta tasa de recidivas locales (47%) y en menor medida a las metastasis (17%).
La invasién intracraneal estd presente en el 18% de los casos. Una peor
supervivencia se relacionaba de forma significativa con el subtipo histolégico
solido/mucinoso, el estadio IV, la invasion intracraneal, las recidivas y las
metastasis. El estudio multivariante, en relaciéon al peor prondstico, resultd
significativo para el estadio IV y los subtipos histologicos poco diferenciados.
Los cambios génicos mas frecuentes observados por m-CGH fueron las
pérdidas en APC (17%), CDKN2A (11,4%), CTNNB1 (8,6%) y las ganancias en
E2F1 (40%), MYC (37%), CDKN2A (15%), CINNB1 (14%) y CCND1 (14%).

Los cambios génicos mas frecuentes observados por MLPA fueron las pérdidas
en APC (49%), CDKN2A (37%), CDH1 (26,8%) y las ganancias en MYC (31%),
RB (29%) y CCND1 (21%). S6lo hubo amplificaciones en APC y CDKN2A (5%),
siendo las metilaciones en APC muy escasas (4%).

La expresion proteica fue positiva para E-cadherina (100%), pRb (99%), C-Myc
(98%), B-catenina de membrana citoplasmatica (93%), E2F1 (76%), p16 (67 %),
Ciclina D1 (56%), CDKS8 (53%) y p-catenina nuclear (30%). La sobreexpresion se
observo en pRb (83%), C-Myc (30%), E2F1 (15%) y p16 (12%).

Diversas variables génicas y de expresion implicadas en la ruta Wnt estan
relacionadas entre si, de forma significativa, como son los genes CTNNBI,
CDHI1, APC, CDK8, CDKN2A y RB, junto a las proteinas E-cadherina, p-
catenina, Ciclina D1, pRb, CDKS8, E2F1 y C-Myc.

Los grados de concordancia/discordancia observados en los pasos establecidos

en la ruta Wnt tenian un grado alto de concordancia entre E-cadherina/{-
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catenina de membrana, grado intermedio entre (-catenina de membrana/{3-
catenina nuclear y E2F1/CDKS, y grado bajo entre p-catenina/Ciclina D1, {3-
catenina/pl6 y E2F1/pRb. Sélo B-catenina/C-Myc mostraba discordancia en
grado bajo.

7) La supervivencia se relacion6 de forma significativa con la ganancia CTNNB1 y
la pérdida de APC. Ambos genes se relacionan también con el subtipo
mucinoso/s6lido, el estadio IV y la invasién intracraneal. El estudio
multivariante resulté significativo para la ganancia de CTNNBI1 en relacién al

mal prondstico.

8) La supervivencia se relacion6 de forma significativa con la sobreexpresién de
CDKS, Ciclina D1 y p-catenina nuclear en los subtipos diferenciados. La falta
de expresion en la membrana citoplasmaética de E-cadherina y p-catenina se
relacion6 con el subtipo mucinoso/so6lido. La sobreexpresion de CDKS8 fue

considerada de mal pronoéstico en el estudio multivariante.

9) Los ACNS comparten con los ACCR similitudes génicas y de expresiéon en
puntos clave de la ruta Wnt, como son las pérdidas de APC, las ganancias en
E2F1 y RB; ademas de cambios en la expresion de las proteinas p-catenina
nuclear, Ciclina D1, p16 y en la sobreexpresion de C-Myc y pRb, sugiriendo

una carcinogénesis relacionada.

10) Al contrario de lo observado en ACCR en los ACNS son infrecuentes la
metilacion de genes supresores (APC, CDKN2A), la ganancia de CDKS8 y la

expresion nuclear de B-catenina en estadios precoces.
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El estudio realizado presenta una serie amplia de pacientes con ACNS,
analizados por diversas técnicas genético-moleculares (m-CGH, MLPA, MLPA-
MS, TA-IHQ). Se obtiene asi gran ntimero de variables clinico-histolégicas, génicas
y de expresion, éstas altimas ajustadas a los pasos de una ruta compleja como es la
Wnt. Hemos tratado de ser rigurosos y exhaustivos en todos los procedimientos
realizados, sin embargo, en un paso crucial como es la expresién de APC no se han
podido obtener resultados satisfactorios en la IHQ. Por ese motivo se prescindié
de APC en el estudio de expresion y en el andlisis de concordancia, aunque si se
estudié con m-CGH, MLPA y MLPA-MS. Por tanto, parece obvio que uno de los
proéximos proyectos sea estudiar la expresion proteica de APC con un anticuerpo

seguro y eficaz, ademéds de hacer un anélisis especifico de sus mutaciones.

Un resultado llamativo fue la sobreexpresién de genes supresores en la ruta
Wnt, que en neoplasias distintas a las de colon habian sido implicados como
oncogenes. Seria interesante estudiar la proliferacion (Ki67), con el fin de aclarar si
la sobreexpresion proteica se debe a que el tumor ha superado el freno del gen

supresor, o si en los ACNS funcionan verdaderamente como oncogenes.

A tenor de lo observado parece adecuado concretar el estudio de la ruta
Wnt-p-catenina a los ACNS de tipo colénico, que son los mas frecuentes y donde
parece estar mds implicada dicha ruta. Se podrian confirmar asi las tendencias

observadas en sus distintos pasos.

Recientemente se han desarrollado farmacos anti Wnt que podrian testarse
in vitro (lineas celulares) e in vivo (modelos animales) en ACNS que expresen [-

catenina nuclear, con el fin de verificar su posible utilidad terapéutica.

Por dltimo, se ha de sefialar que en los ultimos afios se han publicado
numerosos articulos relacionados con la ruta Wnt, describiendo nuevos genes y
proteinas que interaccionan y regulan sus pasos. Asi, la accion sinérgica del gen
PTEN sobre el APC actta como un gen supresor de tumor, inhibiendo la

activacion de la via WNT'%. Es obligado incorporar su estudio a nuestra serie de
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ACNS, con el fin de describir su implicacion y su posible utilidad en el control de

estas neoplasias.
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Tabla XXXIII. Concordancia y discordancia entre las proteinas de ruta Wnt en los ACNS tipo ITAC
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57 C D C D D C C C
58 C C D - C D C C
59 C C D C D D C D
60 C C D D D D C C
61 C C D D D C C C
62 C C D C D C D C
63 C C D C C D C D
64 C C D C C D C D
65 C D C D C C C C
66 C D C D C C C C
67 C D D D D C C C
68 C C D D D D C C
69 C D C D - C C C
70 C C C C - D C C
71 C D C D - C D C
72 C C C C - C D C
73 C C D C - D C D
74 C C C C - D C C
75 C C C D - D C D
76 C D C D - C C C
77 C D C D - D C C
78 C C D C - D C C
79 C D D C - D D D
80 C C D C - D C C
81 C C C C - D C C
82 C C D C - D C D
83 C C D C C D C C
84 C D D D D D C C
85 - - - - - - - -
86 C C C C - C D C
87 C D C C - D D D
88 C D D D - C C C
89 C C C C - D D D
90 C C D C - D C D
91 D D C C - D C C
92 C D C C - D C C
93 C C D C - C D C
94 - - - - - - -
95 - - - - - - - -
96 - - - - C - C -
97 C D C C - C C C
98 C D D D - C D D
99 C C D C - D C C
100 C C C C - D C C
101 C C C C - D C C
Total 90 90 86 84 56 84 87 85
C=94% C=69% C=42% C=61% C=59% C=51% C=64% C=71%
D=6% D=31% D=58% D=39% D=41% D=49% D=36% D=29%
G=CA G=CI G=DB G=CB G=CB G=no hay G=CB G=CI

C: concordancia, D: discordancia, -: datos no disponibles.
Grado (G): alto (A): 275%; intermedio (I): 265% y <75%, bajo (B): 255% y <65%



