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relacion entre VPH y peor supervivencia global y especifica (p=0,048), vy en 0% CEN,
observando diferencia entre todos los grupos (p<0,001).

Conclusiones: En nuestro estudio se ha visto una mayor expresion de la proteina p16 en
lesiones benignas (Pl), descenso en PI-CEN y minima expresion en CEN, relacionando la
pérdida de expresion con el desarrollo de recidivas en Pl y con un mayor estadio tumoral en PI-
CEN. Por tanto, podria tratarse de un marcador de mal pronédstico en estos pacientes. La
expresion de p53 se relacioné con la presencia de metastasis ganglionares en CEN. La
mutacion de EGFR en el exén 20 es habitual en estas lesiones, siendo mas frecuente en PI-
CEN y Pl que en CEN. No se hallaron mutaciones en KRAS. Estos hechos podrian ser
importantes en el futuro de cara al tratamiento con nuevas terapias dirigidas. La infeccién por
VPH fue baja en PI, no pareciendo tener un factor determinante en su etiologia al menos en
nuestra area geografica, pero aumenta su expresiéon en PI-CEN, mostrando que si puede estar
implicada en su transformacién maligna.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction and objective: Inverted papilloma (IP) is the most frequent benign sinonasal
tumor. Despite its benign histology, it exhibits an aggressive behavior due to its tendency
towards recurrence (IPr) and malignant transformation, especially towards sinonasal squamous
cell carcinoma (SCC). Malignant transformation can occur in two ways: synchronously with IP
(IP-SCCs) or metachronously (IP-SCCm). The aim of this study was to evaluate human
papillomavirus (HPV) infection and genetic and protein alterations in a sample composed of IP,
malignant inverted papillomas (IP-SCC), and SCC, in order to define a progression model and
determine its possible prognostic value.

Material and Methods: We conducted a retrospective study of surgically treated patients at the
Haospital Universitario Central de Asturias with diagnoses of IP, IP-SCC, and SCC. We analyzed
a total of 116 samples (49 IP, 15 IP-SCC, and 52 SCC) carresponding to 102 patients. We
analyzed p16, p53, pEGFR and EGFR proteins expresion by immunihistochemistry (IHQ),
EGFR (exon 20) and KRAS (exon 2) mutations, TP53, CDKN2A, and EGFR genes copies, as
well as HPV infection using polymerase chain reaction (PCR).

Results: p16 expression was 92% in IP, decreasing in patients with recurrences (p=0,021),
42% in IP-SCC, with more advanced stages showing negative expression (p=0,030), and 14%
in SCC. p16 expression was higher in IP than IP-SCC (p<0,001), and higher in IP-SCC tan SCC
(p=0,024). Moreover, IP that subsequently presented IP-CENm expressed less p16 than the
rest of the IP (p=0,050). p53 expression was positive in 57% of IP, 67% of IP-SCC, and 69% of
SCC. In SCC, p53 was related to the N+ category (p=0,013). pEGFR expresiéon was 57% in IP,
50% in IP-SCC, and 37% in SCC. It was higher in IP than in SCC (p=0,038). EGFR expresién
was 88% in IP, 67% in IP-SCC, obtaining a relationship between its expression and a higher
disease-free survival (p=0.01), and 40% in SCC. The expression was higher in IP than in IP
SCCs (p=0,036) and in SCC (p<0,001). EGFR was mutated in 41% of Pl, 55% of IP-SCC, and
7% of SCC (p=0,030). No KRAS mutations were found. Loss of copies of CDKN2A was present
in 5% of IP, 33% of IP-SCC (50% of IP-SCCm), and 23% of SCC. EGFR gain was observed in
11% of IP, 29% of IP-SCC (67% of IP-SCCs), and 19% of SCC. No alterations in TP53 copy
number were observed in IP, but loss was present in 17% of IP-SCC (50% of IP-SCCs), and 5%
of SCC. VPH infection was detected in 6% of IP, 46% of IP-SCC, with a relationship between
VPH and worse overall and specific survival (p=0,048), and 0% of SCC, showing a difference
between all groups (p<0,001).




{ e (

Conclusions: In our study, a higher expression of the p16 protein was observed in benign
lesions (IP), decreasing in IP-SCC and showing minimal expression in SCC, with the loss of
expression being related to the development of recurrences in IP and a higher tumor stage in
IP-SCC. Therefore, it could be a marker of poor prognosis in these patients. The expression of
p53 was related to the presence of lymph node metastasis in SCC. EGFR mutation in exon 20
is common in these lesions, being more frequent in IP-SCC and IP than in SCC. No mutations
were found in KRAS. These findings could be important in the future for treatment with new
targeted therapies. HPV infection was low in IP, and did not seem to have a determining factor
in its etiology, but its expression increases in IP-SCC, showing that it may be involved in its
malignant transformation.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISJ()N ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGIA MOLECULAR
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1. INTRODUCCION
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La trasformacién y progresién neopldsica en la mucosa nasosinusal siguen siendo una
incoégnita al tratarse de procesos poco conocidos, al contrario de lo que ocurre en otras zonas
anatomicas como el cérvix uterino, la laringe glética y la mucosa intestinal. Este
desconocimiento estd condicionado por la baja incidencia de las lesiones nasosinusales y la
clinica anodina que producen, siendo dificil establecer los sucesivos pasos de estos fendmenos.
No obstante, se han ido acumulando evidencias cientificas que apoyan la transformacién y
progresion del papiloma invertido (P1) nasal hacia el cdncer escamoso nasosinusal (CEN). Tratar
de comprobar esta suposicidn ha sido el impulso que nos ha llevado a desarrollar este trabajo

de investigacion.

En esta introduccidn se van a exponer los aspectos clinicos e histopatoldgicos mas importantes
de Pl y CEN, para posteriormente establecer el perfil genético-molecular que los define y

diferencia.

1.1. Papiloma Invertido (PlI) y Cancer Escamoso

Nasosinusal (CEN)

Los tumores nasosinusales humanos contrastan al presentar amplia variedad de tipos
histopatoldgicos en el reducido espacio anatémico del que se originan. En la Tabla 1 se expone
una clasificacion donde se evidencia su diversidad (1,2). Se destaca el Pl por ser el tumor
benigno en el que se ha visto con mas frecuencia transformaciéon maligna, y el CEN por ser el

tumor maligno mas frecuente.
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Tabla 1. Clasificacién adaptada de los tumores de las fosas nasales y senos paranasales
segun la OMS (2)

Tumores epiteliales malignos
- Carcinoma escamoso (CEN)
- Carcinoma linfoepitelial
- Carcinoma indiferenciado
- Adenocarcinoma
- Carcinoma de tipo salivar
- Tumores neuroendocrinos
Tumores epiteliales benignos
- Papilomas nasosinusales: invertido (Pl), oncocitico, exofitico.
- Adenomas de tipo salivar
Tumores de tejidos blandos
- Malignos: fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, etc.
- “Borderline” y con bajo potencial de malignizacion: fibromatosis desmoide, tumor
miofibrobldstico inflamatorio, hemangiopericitoma, etc.
- Benignos: mixoma, leiomioma, hemangioma, etc.
Tumores dseos y cartilaginosos
- Malignos: condrosarcoma, osteosarcoma, cordoma.
- Benignos: tumor de células gigantes, condroma, osteoma, condroblastoma, etc.
Tumores hematolinfoides
Tumores neuroectodérmicos
Tumores de células germinales

Los papilomas se han clasificado segun su patron de crecimiento en: oncociticos, exofiticos e
invertidos (3), surgiendo este ultimo en el epitelio Schneideriano de origen ectodérmico (4,5).
La OMS define el Pl como “tumor epitelial benigno compuesto por epitelio respiratorio
columnar o ciliado bien diferenciado, con un grado variable de diferenciacién escamosa” (6).
Asi, el Pl es un tumor de origen epitelial clinicamente benigno, pero con una capacidad
infiltrativa local debido al crecimiento invertido del epitelio hacia el tejido subyacente, ademas

de tendencia a la recidiva y potencial malignizacién (7-10).

En el otro extremo de la transformacién neopldsica estd el CEN, neoplasia maligna epitelial
originada en el epitelio mucoso de las cavidades nasales y senos paranasales, caracterizado por
la proliferacidn de estructuras epiteliales no glandulares. Puede ser de dos tipos: queratinizado
y no queratinizado. Este tumor tiene caracteristicas clinicas diferentes al resto de carcinomas
escamosos de cabeza y cuello (CECC). Su localizacion centrofacial y la proximidad a la drbita,
fosa infratemporal y base del craneo, hacen que su tratamiento sea dificil y complejo, con una

elevada morbimortalidad (1,11).
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1.1.1. Epidemiologia

Los tumores nasosinusales son poco frecuentes, con una incidencia de 0,6-2 casos por 100.000
personas y afio (12), siendo los tumores benignos el 60% y los malignos el 40% restante (Tabla
1) (13). Entre los tumores benignos destacan los de origen epitelial, sobre todo el papiloma.
Esta considerado el tumor benigno mas frecuente de esta zona, entre el 0,4-4,7% del total de

los tumores nasosinusales (5,11,14,15), siendo el Pl el subtipo mas frecuente (70%) (10,16).

La incidencia de Pl varia segun las series entre 0,6-2,3 casos por 100.000 habitantes y afio,
aunque podria estar infradiagnosticado, por su clinica anodina y confundirse con otras
patologias nasosinusales benignas, especialmente la poliposis nasosinusal (2,17,18). Afectan
principalmente a varones (ratio 2-5/1) entre 50 y 60 afios (10,19), siendo infrecuentes en la

infancia (10,11,19).

Los tumores malignos nasosinusales representan el 0,2-0,8% de todas las neoplasias malignas
y el 3% de los tumores malignos de cabeza y cuello. Su incidencia es baja en la mayoria de las
poblaciones, siendo menor a 1,5 casos por cada 100.000 habitantes y afio en varones. Esta
incidencia es mas alta en determinadas regiones de Japdn, China e India. El CEN es la
tumoracién maligna nasosinusal mas frecuente (50-80%) (1,11,20) y afecta también mas a
varones (ratio 2-5/1) entre 50-60 afios, de forma paralela a la distribucion de los PIl. Hay
autores que describen un descenso en su incidencia en los ultimos afios. Su localizacidon

predominante es el seno maxilar y la fosa nasal (1).

1.1.2. Etiologia y oncogénesis

Las causas que originan Pl y CEN no estan bien establecidas. Se han implicado en su desarrollo
factores ambientales (exposicién a toxicos inhalados, humo de tabaco, contaminacion, serrin
de madera, industria textil y quimica (Ni, As, formaldehido)), alergia, pdlipos nasales o
infecciones previas, aunque no hay una clara relacién causa-efecto (2,10,19). El tabaco, factor

etiolégico demostrado en CECC, no juega un papel importante en el desarrollo de CEN (2,21).

La inflamacidn podria contribuir a la oncogénesis en sujetos expuestos a determinados agentes
industriales. Esta relacion se apoya en que factores relacionados con la inflamacidn crénicay la
oncogénesis, como NFkB (factor de transcripcion nuclear kB) o COX2 (ciclooxigenasa 2), estan

elevados en CEN, pero esta relacién no ha sido demostrada en todos los estudios (1).

En el desarrollo del Pl y su transformacién a CEN se estd dando mucha importancia a la posible

implicacion de virus como el de Epstein-Barr (VEB) y el del papiloma humano (VPH) (10,19). El
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VEB esta involucrado en el desarrollo de los tumores de la nasofaringe, pero no se ha

comprobado que en Pl sea un factor etioldgico a considerar (18,19).

El VPH, por el contrario, se considera un factor etiolégico de primer orden, demostrando tasas
de infeccién variables entre 0-72% (4). Esta disparidad se debe al empleo de diferentes
técnicas de diagndstico y a la variabilidad geografica en las tasas de infeccion (19). Se ha
demostrado también una fuerte relacién con tumores de orofaringe, cavidad oral y de la

mucosa genital (22).

VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, tiene un diametro de 50-55 nanémetros, carece
de envoltura y posee una cdpside icosaédrica. El genoma viral esta compuesto por ADN
circular bicatenario (aproximadamente 7.900 pb) que se organiza en tres regiones: precoz (E),
tardia (L) y no codificante (Figura 1). En la superficie del viridon se encuentran determinantes
antigénicos conformacionales especificos, identificando asi mas de 100 subtipos de VPH,

siendo el 6, 11, 16 y 18 los mas relacionados con la transformacién maligna (22).

Noy
.
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|5 4000 f
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma de VPH. Se pueden ver las regiones codificantes

precoz (E), tardia (L) y las no codificantes.

Muchos estudios han relacionado la presencia del VPH y la apariciéon de PI, pero no se ha
demostrado si la infeccién es imprescindible para su desarrollo y crecimiento. Hay autores que
defienden que la infeccion por VPH es necesaria para el inicio del Pl, pero no para su
mantenimiento o desarrollo, de forma que se ha visto que la tasa de infeccién podria
descender a medida que avanza el estadio tumoral (14,23). Los subtipos 16 y 18 tienen
caracteristicas oncogénicas y son capaces de inmortalizar queratinocitos (22,24). Aumentan su
tasa de deteccion si se asocia a algun grado de displasia o CEN sincrénico (PI-CENs), pudiendo
considerarse un evento precoz en la transformacion maligna (10,18,19,24), no solo en el tracto

nasosinusal, también en orofaringe, cavidad oral y mucosa genital (23,25).
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La actividad oncogénica de VPH se debe a los productos de expresién de los genes precoces E6
y E7. La proteina E6, considerada una oncoproteina, forma complejos con la proteina
supresora de tumores p53, induciendo su ubiquitinacién y degradacion por el proteosoma
(22,25). Es un hecho bien conocido que p53 regula el crecimiento celular y la supresion
tumoral, por lo que su pérdida altera el ciclo celular, promueve la aparicion de mutaciones, la
inestabilidad cromosdmica vy facilita la transformacién tumoral (25,26). E6 aumenta ademas la
transcripcidn y expresion de EGFR (factor de crecimiento epidérmico), y junto a la proteina E5

contribuye a su reciclaje (27,28).

La oncoproteina E7 forma complejos con las proteinas hipofosforiladas del gen Rb que regulan
negativamente el crecimiento celular al bloquear su ciclo. Asimismo, E7 se une a p130y p107,

proteinas relacionadas con Rb, que regulan la transicion entre sus distintas fases (22,25).

E6 y E7 afectan también a la expresion de otras proteinas relacionadas con las vias de p53 y
Rb, como son Ciclina D1, y CDKIs (quinasas inhibidoras dependientes de ciclina): p21, pl6 y
p27. Ciclina D1 estimula la fosforilacion de Rb mediante asociacién con CDKls, mientras que
pl6 se une a las CDKIs 4 y 6, bloqueando su asociacién con ciclina D1. La mutacién inactivadora
o la delecién del gen supresor CDKN2A, que codifica la proteina p16, originaria un aumento de

factores de transcripcidn y proliferacion celular (29).

Por su parte, las proteinas E1 y E2 regulan la replicacion del ADN virico y la expresién de los
genes en las células transformadas y en aquellas infectadas que no se estdn replicando (25). En
la regidn tardia, los genes L1 y L2 codifican la proteina principal y las secundarias de la capside,

que sélo se expresan en células epiteliales escamosas diferenciadas (22).

1.1.3. Localizacién y clinica

La localizacion mas frecuente de Pl es la pared lateral de las fosas nasales (80%), seguido del
seno maxilar y en menor frecuencia el etmoides, aunque puede afectar a todos los senos
paranasales (4,10,13). En casos avanzados invade la érbita, nasofaringe, oido medio y puede
extenderse intracranealmente (4), afectando a mas de una localizacién y haciendo dificil
establecer su origen (17). Es con mayor frecuencia unilateral, aunque se han descrito lesiones

bilaterales (5%) y multicéntricas (18,24).

Su clinica es inespecifica, con sintomas similares a otras patologias nasosinusales benignas y
malignas (18). Los sintomas mas frecuentes son la obstruccién nasal unilateral, seguida por
epistaxis y rinorrea acuosa (13,17), con una evolucién de meses o afios (18). Otros sintomas

como epifora, proptosis, diplopia, cefaleas o algias faciales son menos frecuentes, indicativos
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de lesidén avanzada que afecta a la érbita o a la base del craneo (17). En 23% de los casos Pl es
asintomatico y se diagnostica de forma casual durante una exploracién o con técnicas de

imagen realizadas por otro motivo (19).

CEN tiene una sintomatologia similar a Pl, presentando sintomas neuroldgicos, diplopia y
proptosis en estadios avanzados. La falta de especificidad en la clinica demora el diagndstico,
que acostumbra a hacerse en estadios avanzados de la enfermedad (1,30). Se observan
metastasis linfaticas en el 20% de los pacientes (1), aunque las metdstasis a distancia son

infrecuentes (21).

1.1.4. Diagnostico
En la historia clinica se deben recoger antecedentes y factores de exposicidon ambientales, asi
como los sintomas y el tiempo de evolucidén. La exploracién endoscépica y las técnicas de

imagen son imprescindibles y orientan, siendo el diagnéstico definitivo histopatoldgico (18).

Diagndstico endoscdpico
En Pl se observa una lesidn polipoidea, blanquecina o grisdcea, generalmente unilateral, con
aspecto papilomatoso, que protruye desde la pared lateral nasal (Figura 2). En CEN la lesidn

suele tener un aspecto irregular, sangrante y/o necrética (6,17).
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Figura 2. A: imagen endoscopica de PI, que puede ser confundido con un pdlipo inflamatorio. B: pieza macroscopica

tras la reseccion, se observa la coloracion blanquecina y el aspecto cerebriforme tipico.

En PI el diagnéstico diferencial se hara con la poliposis nasal inflamatoria y otros tumores
benignos nasosinusales, estesioneuroblastoma, linfoma y resto de tumores malignos, incluido

CEN (Tabla 1) (31).
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Diagndstico por imagen

Se utilizan la tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia nuclear magnética (RNM),
para valorar la extension de la lesidén y su configuracion tridimensional, con el fin de establecer
su relacién con estructuras vecinas (Orbita y base del craneo) (17,19). La tomografia por
emision de positrones (PET-TC) en el diagndstico de Pl se estd iniciando, pero su uso no se ha

extendido aun en la rutina clinica (18).

Los hallazgos de la TAC en PI son inespecificos, similares a los encontrados en los pdlipos
inflamatorios. Se observa una opacificacién unilateral, en ocasiones bilateral, de la fosa nasal y
de los senos paranasales afectados, con densidad de partes blandas, realce heterogéneo tras la
administracion de contraste y calcificaciones en el 20% (18,19,31,32) (Figura 3A). Hay
remodelacion ésea en el 43%, con adelgazamiento y desplazamiento sobre todo en la pared
medial del seno maxilar o de la ldmina papirdcea, a diferencia del CEN, donde hay erosién o

reabsorcion éseas (18,24,31) (Figura 3B)

Se ha visto relacidn entre el origen del Pl y la presencia de hiperostosis focal en la TAC, lo que

podria predecir su origen (31,33).

La TAC define bien las partes dseas, lo cual le confiere ventaja respecto a la RNM, siendo
imprescindible para la planificar la cirugia (32). Su limitacion es la dificultad para diferenciar las

zonas inflamatorias circundantes a la lesidn, sobreestimando su tamafio y extension (19).

Figura 3. TACs en proyeccion coronal. A: Se observa una ocupacién de fosa nasal, celdillas etmoidales y seno maxilar

izquierdos por una masa de partes blandas. B: Ocupacidn de fosa nasal izquierda y seno maxilar izquierdo por masa

de partes blandas que provoca desplazamiento y adelgazamiento de las paredes, sin erosion de las mismas.

La RNM en Pl muestra una masa con aspecto cerebriforme, hipodensa o isodensa en T1, e

hiperdensa en T2, con realce moderado y heterogéneo tras la administraciéon de contraste, sin

27



el realce periférico tipico de las lesiones inflamatorias (31,34) (Figura 4). La pérdida de este

aspecto cerebriforme es sospechosa enfermedad maligna concomitante (35).

Figura 4. RNM en proyeccion coronal. Ocupacion de fosa nasal y seno maxilar izquierdos, con sefial hipointensa en
T1 (A) e hiperintensa en T2 con realce heterogéneo tras administrar de contraste (B).

La RNM aporta mejor definicion que la TAC en la extension de la lesidn y la invasidon de tejidos
blandos proximos (6rbita, endocraneo), siendo util en casos avanzados (34). Ademas diferencia
Pl de mucoceles y pdlipos inflamatorios (18,31,34). Es util como diagndstico precoz de lesiones
malignizadas, ya que se ha visto un patrén de bandas alternas hiper e hipointensas en

secuencias T2 y T1 con contraste, a diferencia de Pl (36).

En CEN también estaria indicada la TAC y RNM, para definir la extension del tumor y la invasion
de areas proximas (1,37). La TAC con contraste intravenoso es la técnica inicial mas adecuada.
Permite diferenciar el tumor del tejido inflamatorio circundante, asi como definir la afectacion
o erosién désea y la extensidon a estructuras vecinas. Se presenta como una imagen sdlida, con
realce moderado de contraste, y destruccidon ésea local, al contrario que Pl o mucocele, en los
que se ve expansién o desplazamiento Oseo. Esta imagen es caracteristica, pero no

patognomaonica (38) (Figura 5A).

La RNM en CEN es superior a la TAC para valorar la extension vecina, especialmente a base de
craneo, intracraneal y orbitaria al diferenciar mejor el tejido inflamatorio peritumoral (34). Se
observa una imagen de intensidad intermedia, en secuencias T1 y T2, aunque en T2 la seiial
puede ser mas intensa (38) (Figura 5B). Se ha visto que utilizando determinados algoritmos de

RNM se podria predecir la respuesta de CEN al tratamiento (39).
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Figura 5. TAC corte coronal (A) en el que se ve masa originada en etmoides izquierdo con reabsorcion de pared

medial orbitaria. RNM corte coronal y secuencia T1 (B) en el que se aprecia la misma lesidn, viéndose que a pesar

de la erosidn en la pared orbitaria, no existe invasion de partes blandas (grasa o contenido orbitario).

El uso de la PET-TC con *®F-fluorodeoxiglucosa (PET/CT 8FDG) en Pl y CEN permite observar
areas con elevado metabolismo de glucosa, sobre todo en lesiones malignas, aunque no de
manera especifica, ocurriendo también en otras lesiones benignas como poliposis, y procesos
infecciosos. En Pl el aumento de actividad metabdlica puede indicar enfermedad maligna
concomitante, pero no es un hallazgo especifico (18), por lo que las lesiones hipercaptantes no
implican necesariamente malignidad (40). El PET-TC podria tener interés en CEN,
principalmente en lesiones avanzadas, sospecha de recidiva o persistencia tumoral (1,37). Hay
que tener en cuenta que pacientes tratados recientemente pueden presentar aumento del
metabolismo en la base del crdneo que se mantiene en el tiempo, no habiéndose determinado

aun el plazo de tiempo para poder interpretar ese hallazgo (41).

Diagndstico histoldgico
Es imprescindible tanto en Pl como en CEN, para confirmar el diagndstico e indicar el

tratamiento (17).

En Pl se observa una hiperplasia epitelial que se invierte e introduce sobre el estroma,

manteniendo integra la membrana que lo separa del epitelio (11,18,42) (Figura 6).

La celularidad epitelial permite establecer diversos tipos histolégicos: escamoso, transicional y

columnar. La actividad mitética se limita a la zona basal y parabasal, con infiltracién de

29



neutréfilos, a diferencia de los pdlipos inflamatorios donde predominan eosinéfilos (4). El
estroma subyacente puede variar de denso y fibroso a laxo y mixoide, con cambios

inflamatorios tanto crénicos como agudos y areas de fibrosis y edema (43).

Se pueden observar cambios tisulares indicativos de infecciéon por VPH, como son la presencia
de coilocitos, disqueratosis, papilomatosis, hiperqueratosis, acantosis y paraqueratosis. La
coilocitosis es el efecto citopatico mas comun, siendo patognomodnico de las lesiones asociadas

a VPH, como también se ha visto en el cancer de orofaringe (44).

El Pl puede coexistir con poliposis nasosinusal (20-50%), siendo frecuentes los diagndsticos
falsos negativos, por la escasa muestra de la biopsia. En muchos casos el diagndstico definitivo

se hara tras el estudio completo de la pieza quirurgica (19,24).

Pueden coexistir con el PI distintos grados de displasia, carcinoma in situ y CEN. La invasidn
linfovascular, elevado indice mitdtico, mitosis atipicas, desmoplasia, invasién ésea, descenso
de neutrdfilos y eosindfilos, hiperqueratosis, hiperplasia epitelial escamosa, disqueratosis,
maduracién paraddjica o aumento de la expresion de Ki67, deben hacernos sospechar CEN
asociado, que puede estar presente en partes de la muestra (Figura 7), obligando al andlisis

histopatoldgico exhaustivo (2,45).
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Figura 6. Histopatologia de Pl. Hematoxilina-eosina, a 4x (A) y 10x (B). Se observa la caracteristica

inversion del epitelio en el estroma subyacente, manteniendo la integridad de la membrana.
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Figura 7. Histopatologia de PI-CENs. Hematoxilina-eosina a 1x (A), 4x (B). En A podemos ver el bloque

histolégico completo. En B el detalle donde se muestra la coexistencia de una zona con caracteristicas

de Pl (arriba), y otra con caracteristicas de CEN (abajo).

CEN esta constituido por trabéculas o nidos de tamafio variable, formadas por células similares
a las de epitelios planos poliestratificados, con un grado de atipia citolégica variable, aunque
en general suele ser intensa (alto grado) (Figura 8). Puede presentar queratinizacion e invasion
de tejidos circundantes segln el grado de extension tumoral (46), de forma que actualmente
se distingue entre CEN queratinizante y CEN no queratinizante (47). El grado de diferenciacion
es también variable, existiendo tumores bien diferenciados, moderadamente diferenciados,
pobremente diferenciados e indiferenciados. En el CECC la diferenciacidn histoldgica predice a

menudo el comportamiento bioldgico, incluyendo la diseminacidn locorregional o a distancia,
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y por tanto el pronéstico. En general, los tumores poco diferenciados van a ser mas agresivos

gue los bien diferenciados (48).
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Figura 8. Histopatologia de CEN. Hematoxilina-eosina, a 4x (A) y 20x (B). Se observa en detalle los

caracteristicos nidos o trabéculas que componen la histologia tipica del tumor.
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1.1.5. Estadificacion
El sistema mas utilizado para estadificar Pl fue propuesto por Krouse y se basa en su
localizacién y extensién radioldgica, asi como en su posible transformacién maligna (Tabla 2)

(49).

Tabla 2. Clasificacion del Pl propuesta por Krouse (2000) (49)

I Sin signos de malignidad
Lesién limitada a la cavidad nasal
Ninguna extension sinusal ni extrasinusal

Il Sin signos de malignidad
Lesion del complejo osteomeatal, seno etmoidal, pared medial o superior del
seno maxilar, con o sin extensidn hacia cavidad nasal

I Sin signos de malignidad
Lesion de paredes inferior, lateral, anterior o posterior del seno maxilar, del
seno esfenoidal o del seno frontal

v Sin signos de malignidad pero con extension extrasinusal
Con signos de malignidad

Esta clasificacion es sencilla y reproducible, aunque esta apoyada en series pequefias con Pl
malignizados que deberian clasificarse aparte. Ademas, las tasas de recidiva en estadios | y I

son similares, cuestionando su diferencia (18,19,50).

Cannady propuso un nuevo sistema de clasificacién y prondstico (Tabla 3), separando PI en
tres grupos, considerando exclusivamente la localizacién y extensidn (50). Esta clasificacién se
adapta a las técnicas de cirugia endoscdopica y muestra diferencias entre los grupos en cuanto a

tasas de recidiva (31).

Tabla 3. Clasificacion de los Pl propuesta por Cannady (2007) (50)

A Confinado a cavidad nasal, seno etmoidal o maxilar medial

B Compromiso de cualquier pared de seno maxilar, o de senos frontales o
esfenoidales

C Extension extranasosinusal

En CEN la estadificacion se basa en el sistema TNM, siendo T la extensién del tumor primario
(Tablas 4 y 5), N la afectacion ganglionar linfatica (Tabla 6) y M las metdstasis a distancia (Tabla

7). Segun estas tres categorias se obtiene la clasificacién de CEN en estadios (Tabla 8) (2).
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Tabla 4. Clasificacion TNM del CEN. Tumor primario (T) (seno maxilar)

TX Tumor primario no se puede evaluar

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor limitado a la mucosa de seno maxilar sin erosién ni destruccion ésea

T2 Tumor que causa erosidn o destruccién ésea incluyendo extensidn a paladar duro
y/o meato medio, excepto extension a la pared posterior del seno maxilary
apofisis pterigoides

T3 El tumor afecta uno de los siguientes: hueso de la pared posterior del seno
maxilar, tejido subcutaneo, suelo o pared medial obitaria, fosa pterigoidea,
celdillas etmoidales

T4 Enfermedad local moderadamente avanzada o muy avanzada

T4a Enfermedad local moderadamente avanzada
El tumor invade el contenido orbitario anterior, piel de la mejilla, apd&fisis
pterigoides, fosa infratemporal, ld&mina cribosa, senos frontal o esfenoidal

T4b Enfermedad local muy avanzada

El tumor invade uno de los siguientes: dpex orbitario, duramadre, cerebro, fosa
craneal media, otros nervios craneales ademas de la rama maxilar del nervio
trigémino (V2), nasofaringe o clivus

Tabla 5. Clasificacion TNM del CEN. Tumor primario (T) (cavidad nasal y celdillas etmoidales)

TX Tumor primario no se puede evaluar

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor limitado a una sublocalizacién, con o sin invasion désea

T2 Tumor que afecta a dos sublocalizaciones en una sola regién o que invade una
region adyacente etmoidal, con o sin invasién dsea

T3 Tumor que invade el suelo o la pared medial de la érbita, seno maxilar, [ldmina
cribosa o paladar

T4 Enfermedad local moderadamente avanzada o muy avanzada

T4a Enfermedad local moderadamente avanzada
Tumor que invade cualquiera de las siguientes regiones: contenido orbitario
anterior, piel de la mejilla, minima extensidn a la fosa craneal anterior, apdfisis
pterigoides, senos frontal o esfenoidal

T4b Enfermedad local muy avanzada

El tumor invade uno de los siguientes: apex orbitario, duramadre, cerebro, fosa
craneal media, otros nervios craneales ademas de la rama maxilar del nervio
trigémino (V2), nasofaringe o clivus
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Tabla 6. Clasificacion TNM del CEN. Ganglios linfaticos regionales (N)

NX Los ganglios linfaticos regionales no se pueden evaluar

NO Sin metdstasis en ganglios linfaticos regionales

N1 Metadstasis en un Unico ganglio ipsilateral, de 3 cm o menor de dimensién
maxima, y enfermedad extranodal (EEN) negativa

N2a Metadstasis en un Unico ganglio ipsilateral mayor de 3 cm pero menor de 6
cm de dimensién mdaxima, y EEN negativa

N2b Metadstasis en multiples ganglios ipsilaterales, no mayores de 6 cm y con
EEN negativa

N2c Metadstasis en ganglios bilaterales o contralaterales, no mayores de 6 cmy
EEN negativos

N3a Metadstasis en un ganglio mayor de 6 cm y EEN negativo

N3b Metadstasis en cualquier ganglio con EEN positivo

Tabla 7. Clasificacion TNM del CEN. Metastasis a distancia (M)

MX Las metdstasis a distancia no se pueden evaluar
MO Ausencia de metastasis a distancia
M1 Presencia de metastasis a distancia

Tabla 8. Estadios TNM del CEN

Estadio T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Il T1-2 N1

T3 NO-1 MO
Estadio IVA T1-3 N2

T4a NO-2 MO
Estadio IVB T4b Cualquier N MO

Cualquier T N3
Estadio IVC Cualquier T Cualquier N M1

1.1.6. Tratamiento

En el caso del PI, pretende eliminar de forma completa la lesién para prevenir su recidiva y/o
posible transformacion maligna. El tratamiento clasico es la cirugia, aunque también se puede
emplear la radio y quimioterapia, particularmente en casos malignizados y/o en recidivas

(10,19,50,51).
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Cirugia

Se indica en todos los PI, excepto en pacientes inoperables por motivos médicos (10,24). La
técnica quirurgica se ha ido modificando, desde técnicas abiertas (rinotomia lateral) que
presentaban mayor morbilidad y secuelas estéticas y funcionales (24), a técnicas para reducir
las cicatrices faciales (“degloving” y cirugia externa minimamente invasiva como el Caldwell-

Luc) (52).

En la actualidad las cirugia externa se ha visto claramente superada por la cirugia endoscopica
(10,24,52,53), que ademas de reducir los dafios estéticos y funcionales, presenta menor tasa
de recidiva que las técnicas abiertas (12% vs 17%) (54). La recidiva se reduce ain mas si
después de resecar el Pl se fresa, extirpa o cauteriza el hueso subyacente (55). El tratamiento
de eleccidn en la recidiva sigue siendo la cirugia, con criterios similares a los del Pl primario. La
cirugia endoscopica permite ademas extirpar recidivas de Pl previamente tratado con cirugia
abierta (10,24), cuando se asocia a displasia o se maligniza (tanto en CEN sincrénicos como

metacronicos) (18).

En CEN la opcion terapéutica mas utilizada es la reseccion quirdrgica completa, con los mismos
criterios que en PI, pero se tiende a ser mads radical y a asociar radioterapia complementaria. El
tratamiento debe ser personalizado segun el estado general del paciente, la extension tumoral
y los tratamientos previos (1). Es imprescindible el control local con margenes de seguridad
suficientes, que suelen estar comprometidos por las caracteristicas anatémicas y la afectacién
de estructuras vitales. Los abordajes quirurgicos dependen de la localizacién tumoral, la
extensién y la necesidad de realizar técnicas reconstructivas. Al igual que ocurre en el Pl, la
cirugia endoscépica minimamente invasiva cada vez tiene mayor indicacién, ya que reduce la

morbilidad y las complicaciones postquirurgicas, consiguiendo una supervivencia similar (1,2).

Radio y quimioterapia

La radioterapia es una alternativa terapéutica controvertida en pacientes con Pl sin signos de
transformacidon maligna, ya que el beneficio es dudoso y aumentan las complicaciones, entre
ellas la aparicién de segundos tumores radioinducidos. Actualmente se defiende como
tratamiento de Pl en tres circunstancias: presencia de CEN asociado, recidiva multiple, y
contraindicacién de la cirugia, bien por el estado general del paciente o por el tamafio de la

lesién que la hace inoperable (19,56).

En CEN la radioterapia es un tratamiento complementario a la cirugia, especialmente en

estadios avanzados, en caso de margenes quirdrgicos afectos y cuando no sea posible la
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reseccion completa por invasidn de zonas vitales. Podra ser indicado como tratamiento Unico o

asociada a quimioterapia en pacientes inoperables o tumores irresecables (1,15,21,56).

Sobre el uso de quimioterapia en monoterapia hay pocos estudios. Se empled el 5-
Fluorouracilo tépico como tratamiento adyuvante a la cirugia, para reducir la tasa de recidiva
en resecciones incompletas o cuando no fue posible extirpar o fresar el hueso subyacente,
sobre todo en las lesiones de la |[dmina cribosa o en las paredes laterales del seno frontal,

lugares de dificil acceso quirurgico (57).

La indicacién clasica de quimioterapia en CEN es el tratamiento paliativo de tumores
localmente avanzados o metastdsicos, cuando se agotan otros tratamientos o estan
contraindicados. Recientemente ha crecido el interés por este tratamiento, sobre todo por el

uso de terapias dirigidas (1), como se ha propuesto en otros tumores nasosinusales (58).

Por otro lado, en los ultimos afios se estd estudiando el papel de la quimioterapia como
tratamiento neoadyuvante, con resultados prometedores, ya que puede disminuir el riesgo de
recidiva local y metdstasis a distancia. En estadios avanzados podria mejorar el control local

permitiendo preservar estructuras como la drbita (59).

1.1.7. Prondstico

La evolucién del paciente con Pl una vez tratado contempla tres situaciones. En primer lugar,
que la enfermedad cure y no se vuelva a manifestar, hecho esperado al tratarse de una lesion
benigna. No obstante, la lesidon puede recidivar o, lo que es peor, sufrir una transformacion
maligna. Debido a estas dos circunstancias se recomiendan hacer un seguimiento minimo de 3-
5 afos (19), sugiriendo algunos autores un seguimiento de por vida (60). La trascendencia de
estas dos caracteristicas: recidiva y transformacién maligna, ha sido el principal motivo que ha

impulsado esta investigacion.

Recidiva

Se han publicado tasas de recidiva local y locorregional de hasta el 78% en series antiguas
(45,61), aunque estudios mas recientes presentan menor porcentaje (15-20%) (62,63). La
recidiva puede aparecer desde pocos meses hasta muchos afios después de la primera cirugia,
ocurriendo la mayoria en los dos primeros (10,24). La recidiva en el primer afio de seguimiento
se debe considerar como persistencia tumoral o tumor residual por reseccidon incompleta,
siendo esta la causa mas frecuente de “recidiva” precoz (24,57). Esta situacién ocurre con

mayor frecuencia cuando el tumor primario se origina en zonas anatdmicas de dificil acceso,
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como el seno frontal y el suelo o la pared lateral del seno maxilar (45,64). Es importante la
eleccién del abordaje quirdrgico, observando menores tasas de recidiva con cirugia
endoscdpica (54), especialmente si ademds se trata el hueso subyacente con cauterizacion,

escision o fresado (55).

Otro factor que condiciona la aparicion de la recidiva es el estadio o extensién del PI,
aumentando la tasa de recidiva hasta el 51% en el estadio Ill de Krouse (65). Sin embargo,
otros autores no vieron diferencia en la tasa de recidiva en los diferentes estadios de Krouse,
sugiriendo que el factor mas importante para prevenirla es la reseccion completa en un primer

tiempo (61).

Otros factores implicados de mal prondstico para las recidivas incluyen la edad temprana al
diagndstico, el sexo femenino y la exposicién a tabaco o téxicos industriales (solventes

organicos) (66—68).

La histopatologia también se ha relacionado con la recidiva y entre sus hallazgos se incluyen la
ausencia de pdlipos inflamatorios o la presencia de hiperqueratosis, hiperplasia epitelial
escamosa, aumento del indice mitdtico y aneuploidia, aunque no son patognomadnicos

(45,64,69).

Por ultimo, hay marcadores moleculares predictores de recidiva como la sobreexpresion de
PLUNC (clon proteico palatino, pulmonar y del epitelio nasal), C/EBPa (“CCAAT/enhancer-
binding protein Alpha”), CK10, Ki67 y HIF-1a (Factor inducible por hipoxia 1a), pérdida de
expresion de CK14 (keratina celular 14 basal) y la elevacidn sérica de SCCA (antigeno del cancer
escamoso) que desciende tras la cirugia y cuyo incremento podria ser util en el seguimiento

(64,68,70-74).

Transformacién maligna

Es otra caracteristica de Pl que condiciona su prondstico (24,75). Puede ocurrir hasta en el 27%
de los casos (5,76), aunque hay autores que sélo la han visto en el 7% (10). Su incidencia es de
0,33 casos por millén de habitantes por afio (42), siendo mas frecuente en varones de edades

avanzadas (8).

La transformacion maligna mas frecuente en Pl es hacia el CEN, aunque también se han
descrito, con menor frecuencia, otros carcinomas: mucoepidermoide, indiferenciado,
verrucoso, de células transicionales y de célula pequeiia, asi como diferentes adenocarcinomas

(2,5,18).
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Hay lesiones preinvasivas como la metaplasia escamosa y la displasia de la mucosa nasal que
pueden preceder al desarrollo de CEN (2), habiendo constatado en ocasiones la presencia de

un Pl previo (1).

El CEN asociado a PI (PI-CEN) puede darse de dos maneras: 1) Sincrdnica, coexistiendo ambos
al mismo tiempo (simultdneo) o, como maximo, durante los 6 primeros meses tras el
diagndstico de PI. 2) Metacrdnica, cuando el CEN surge pasados los 6 meses tras el diagndstico
de PI. Es mas frecuente el CEN sincrénico (PI-CENs) que el metacrénico (PI-CENm) (8% vs 3%)

(5,42).

El diagnodstico histopatoldgico y el perfil inmunohistoquimico del PI-CEN no esta del todo
definido (5). En PI-CENs, el area tumoral del CEN es muy variable (10-95%), incluso pueden
verse anatdmicamente separadas, y se seguiria considerando PI-CENs (42,77). Por este motivo,
una biopsia parcial podria no incluir el area transformada, dando diagndsticos erréneos, siendo

necesario el estudio minucioso de la pieza quirurgica completa (Figura 7) (5).

Se han estudiado varios factores predisponentes para la transformacidon maligna. Hay autores
que defienden el papel activo del VPH en dicha transformacidn, aunque la mayoria de estudios
no han logrado resultados significativos. Se piensa que la infeccidon por VPH podria ser una
etapa precoz en esta transformacion, siendo necesarios cambios genéticos o epigenéticos
iniciales para disparar el proceso. Posteriormente la progresién pasaria por pasos intermedios

de displasia hasta concluir en CEN (5,78,79).

Los marcadores moleculares y séricos que se han relacionado con la transformacién maligna
de Pl son las mutaciones de TP53, el aumento de la expresion de EGFR, TGFa (factor de
crecimiento transformante) y desmogleina, junto a la disminucidon en la expresion de E-
Cadherina y B-Catenina (45,69,80,81). Se ha visto alteracidon en las proteinas de la via de
sefializacion Wnt (82) y de factores proinflamatorios como la ciclooxigenasa 2 (COX2) (83), la
presencia en suero del SCCA (74) o la expresion elevada de Ki67 (84). Algunos de ellos se han
propuesto como posibles marcadores del seguimiento y diagndstico de la transformacién

maligna de PI (64), aunque ninguno esta extendido en la practica clinica.

Los principales factores clinicos predictores de mal prondstico respecto a la transformacién
maligna serian la edad, el estadio avanzado, los PI-CENm en comparacion con los PI-CENs (76)
y la ausencia de pélipos nasales (45). La tasa de supervivencia global a los 5 afios se sitla en

torno al 50-75% (76,85).
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Por otro lado, el prondstico de un CEN establecido o diagnosticado de novo es muy pobre, con
una supervivencia a 5 afios entre 30-50% (1). Las recidivas locales son la primera causa de
muerte, siendo mejor el prondstico cuando se localiza en las fosas nasales respecto a los senos
paranasales, porque el diagndstico es mas precoz. La clasificacién T, la afectacidon de base de
craneo anterior, la extensién orbitaria y la recidiva local son los principales factores de mal

prondstico en CEN (21).

1.2. Estado actual

Se van a considerar los aspectos moleculares y genéticos referentes a Pl y su relacién con la

transformacién maligna hacia CEN para que sirvan de base al desarrollo de la investigacion.

Existen diferentes teorias que pretenden explicar el proceso de transformacion maligna de PI.
Hay autores que consideran Pl una lesién preinvasiva de CEN, mientras que otros los suponen
procesos independientes. Califano, autor de prestigio por sus propuestas de modelos de
progresion en CECC, observd que Pl es una lesion monoclonal, aunque no tiene el perfil
fenotipico clasico de una lesidn precursora, ni posee alteraciones genéticas asociadas con la
transformacidon maligna, a diferencia de otras lesiones preinvasivas (6). Lawson defiende que la
progresion de Pl a displasia y CEN es secundaria a otros eventos, como la infeccién VPH de alto
grado tras el desarrollo del PI, y/o la integracion del genoma viral (14). Por el contrario, Udager
demostré que Pl es una lesion preinvasiva tras detectar las mismas mutaciones de EGFR en P,
PI-CENs y PI-CENm (86). Por tanto, no existe consenso respecto a si PI-CEN es una lesion que
aparece tras un proceso de transformacion maligna, o si Pl y CEN son lesiones independientes
y coincidentes en el tiempo. A esta controversia se afiade que tanto Pl como CEN son
patologias poco frecuentes y las series recopiladas tienen un nimero limitado de casos, siendo

los datos publicados muy variables.

Destacamos y detallamos los aspectos con especial trascendencia en el proceso de

transformacidn maligna, algunos de ellos ya mencionados.

En primer lugar, vamos a considerar las alteraciones genéticas y su expresion proteica en PI, PI-

CEN y CEN de novo en relacién con la infeccién VPH.
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VPH, como ya se ha comentado, es uno de los factores mas defendidos y estudiados en el
desarrollo de Pl y su transformacién maligna, aunque su papel sigue sin estar claro, debido a
unas tasas de infeccion muy variables y dependientes de la regidn geografica, asi como de la
técnica de deteccidn utilizada en cada serie (87). Se ha visto de manera directa que VPH esta
relacionado con proteinas de la proliferacion y ciclo celular, entre las que se encuentran p53
como proteina supresora de tumores, las CDKI como p16 y los receptores de la familia C-erbB
como EGFR, tal como se ha descrito anteriormente. Como ya se comentd, la tasa de infeccidn
por VPH en Pl es muy variable (0-100%), siendo en general menor en los CEN (20-30%) (16,88—
91). El subtipo mas frecuente encontrado en CEN es el VPH 16, al igual que en otros CECC (92).
Los autores que defienden el papel oncogénico de VPH en la transformacién de Pl a PI-CEN, se
apoyan en que su tasa de deteccidn aumenta en estos ultimos (14). Sin embargo, la mayoria
de los estudios muestran resultados dispares, con una tasa de infeccion en PI-CEN entre O-

100% (16,80,93), habiendo trabajos donde es menor en PI-CEN que en Pl (94).

Otro aspecto a considerar de la infeccidon VPH es su posible valor prondstico, tanto en Pl como
en CEN, como ha ocurrido en otros CECC, particularmente en el cancer de orofaringe. En esta
localizacién la deteccion del virus (VPH+) suele darse en pacientes jévenes y se considera de
buen pronéstico, hasta el punto en el que se ha modificado la ultima clasificacién TNM (95).
Algunos autores han descrito también esta tendencia en CEN, de forma que los pacientes
VPH+ son mas jovenes y con mejor prondstico, con mayor supervivencia libre de enfermedad

(89,94).

p16 (INK4a) es una proteina supresora tumoral, codificada por el gen CDKN2A (inhibidor 2A de
kinasa dependiente de ciclina, también llamado MTS-1 o p16™¥4), localizado en el locus 9p21.
Se considera el gen mas frecuentemente mutado en CECC tras TP53 (96). Pertenece a la familia
INK4, de la que forman parte otras proteinas similares (p15, p18, p19) y se relaciona con la
familia CIP/KIP, que incluye p21, p27 y p57. Su funcién es, mediante inhibicion de CDKI,
impedir la fosforilacion de la proteina supresora Rb, regulando negativamente el ciclo celular
en fase G1 y por tanto deteniendo la proliferacion celular (97). También participa en la
regulacién de la via p53, estando asi relacionada con las dos principales vias de regulacién del
ciclo celular (96). La mutacién o delecién de CDKN2A produciria una proteina mutada que
inactivaria la ruta Rb, actuando también sobre p53, pudiendo provocar una reduccion en la
expresion de p16 y una regulacién al alza del ciclo celular. Se relaciona ademas con VPH debido
a que la oncoproteina viral E7 también regula al alza pl16 por inactivacion de pRb y la

correlacién reciproca entre ambos, siendo p16 utilizada como marcador indirecto de infeccidn
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por VPH de alto riesgo en CECC, especialmente en tumores orofaringeos (98-100). Esta
relacion VPH+ y sobreexpresion pl6 se ha visto en tumores nasosinusales, aunque con menor
consenso, cuando la expresion de pl6 es fuerte (>70%) (96,101,102), no obstante, otros

autores niegan su utilidad como marcador de infeccion en esta localizacion (99,103).

Se ha demostrado mayor expresion pl6 en Pl respecto a PI-CEN, sugiriendo que dicha
expresion no se pierde en el desarrollo del Pl, sino que es durante el proceso de
transformacién maligna cuando p16 se inactiva. En otros CECC no relacionados con VPH, la
pérdida de expresién de p16 es una de las alteraciones mds comunes, reforzando la teoria de

que la progresiéon a malignidad de Pl comparte con ellos una via comun (104).

EGFR es un receptor de superficie celular cuyo gen se localiza en el locus 7p12. Su nombre se
debe a “epidermal growth factor receptor” o receptor del factor de crecimiento epidérmico.
Forma parte de la familia de receptores de crecimiento c-erbB integrada por cuatro miembros:
c-erbB-1, c-erbB-2/neu/HER2, c-erbB-3/HER3 y c-erbB-4/HER4, que poseen un dominio

intracelular con actividad tirosina-kinasa (TK) (105).

Al unirse a su ligando produce una homo o heterodimerizacidon con fosforilacion de los
dominios intracitoplasmaticos que activa y estimula la cascada de transduccién por medio de
proteinas con actividad TK (RAS/RAF/MAPK, STAT y PI3K). Estas proteinas estan involucradas
en vias relacionadas con la actividad neopldsica (transformacién, proliferacion, diferenciacion,

adhesién, migracion y apoptosis) (106,107).

Las mutaciones del gen que provoquen su sobreexpresién aumentaran la sintesis de ADN y la
proliferacién celular, incrementando el riesgo oncogénico. Las mutaciones EGFR estan

presentes en el 30% de los tumores malignos epiteliales, donde se incluyen los CEN (108).

EGFR se sobreexpresa por dos mecanismos: 1) Aumento en su sintesis (desregulacion de p53,
polimorfismos genéticos y, con menos frecuencia, amplificacion). 2) Disminucion de los
fendmenos de “downregulation”. Hay relacién entre la mutacién de EGFR y su expresion
proteica con la infeccion por VPH. El oncogén viral E5 activa EGFR y su via de sefializacion

mitogénica, mientras que E6 aumenta su expresion de manera directa (27,28,105,109).

EGFR se expresa en muchos tumores malignos y particularmente en CECC (108). Son
numerosos los estudios publicados en los ultimos afios que han relacionado EGFR con CEN,
especialmente las mutaciones en el exdn 20 (110). Se ha visto que EGFR presenta mayor
nimero de mutaciones en Pl (90%) y en PI-CEN (77%) respecto a los CEN de novo (6-44%)

(86,105,109,111). Por eso parece tener un papel importante en el desarrollo del PI, pero no en
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la transformacidn de Pl a PI-CEN (112). En PI-CEN se demostrd que la mutacion EGFR era

independiente y excluyente de la infeccién por VPH (113).

Otros autores han demostrado mayor expresion de EGFR en Pl en comparacidn con la mucosa
sana y los pdlipos inflamatorios, pero sin establecer diferencias entre PI-CEN y CEN (104,114).
En CEN se ha visto que la sobreexpresién EGFR (40-89%) se asocia a mayor tasa de recidiva

local y a menor tiempo libre de enfermedad (92,105).

Por todo lo anteriormente indicado EGFR es marcador de mal prondstico de la lesién que lo
expresa, aunque podria ser diana de terapias dirigidas como Gefitinib y Erlotinib, habiéndose
estudiado en el carcinoma colorrectal y en CECC (105,115). No obstante, la expresion de EGFR
no ha sido demostrada como marcador predictivo de respuesta a terapias dirigidas,
proponiéndose otros marcadores, incluido pEGFR (forma fosforilada de EGFR) (107), aun no

estudiado en patologia nasosinusal.

Hay que tener en cuenta que la terapia con anti-EGFR puede tener resistencias si se asocia con
mutacidén del oncogén K-RAS (115). La mutacidn K-RAS se ha demostrado en el 3,5% del CECC,
pero no en Pl, PI-CEN y CEN, aunque si se han visto en CEN asociados a papiloma oncocitico

(114-117).

TP53 es un gen supresor tumoral cuyo locus se localiza en 17p13. Es el gen mas
frecuentemente mutado en tumores malignos y actia en los mecanismos de proliferacion
celular y apoptosis regulando el punto de control T1 del ciclo celular. La inactivacién de TP53
se produce por la pérdida de heterocigosidad o por una doble mutacién (112). Se codificaria
asi la proteina mutada p53 que se expresaria en CECC, en el que estd incluido el CEN
(5,118,119). En condiciones normales p53 es un regulador negativo del crecimiento celular,
pero la proteina mutada promueve el crecimiento tumoral debido a la pérdida de su funcién
reguladora. Diversos autores han observado sobreexpresion de p53 en PI-CEN y CEN en
comparacién con Pl (72,104,119,120). El 50% de los CEN tienen alterada su expresion (92),

relacionando su mutacién y por tanto sobreexpresion con la transformacién maligna (72,112).
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2. HIPOTESIS-MODELO
TEORICO



48



Conocidos los antecedentes y el estado actual del problema, sintetizamos el modelo tedrico

sobre el que plantearemos nuestra hipétesis.

Por un lado, tenemos a PI nasosinusal, que es una lesién benigna cuya aparicidon estaria
condicionada a la exposicién a distintos agentes ambientales no claramente definidos entre los
que destaca la infeccidon por VPH. El curso evolutivo de Pl tras su tratamiento puede ser (Figura
9): 1) Resolucidn de la enfermedad. 2) Aparicién de recidivas (PIr). 3) Desarrollo de distintos
grados de displasia y transformacion maligna (PI-CEN). PI-CEN se podria presentar de dos
formas: 1) CEN con antecedentes de Pl con menos de 6 meses entre ambos o simultaneos
(sincrénicos o PI-CENSs). 2) CEN con antecedentes de Pl ya tratado previamente con mas de 6
meses de diferencia entre ambos (metacronico o PI-CENm). Por ultimo, tenemos CEN de novo,

donde no existe constancia de Pl previo o no se ha podido demostrar.

Figura 9. Modelo tedrico en la progresién y transformacion maligna de PI. A la izquierda de la imagen
vemos PI, con sus tres posibles evoluciones a lo largo del tiempo: hacia Plr, hacia PI-CENs o hacia PI-
CENm. El VPH, y las mutaciones EGFR en el exdn 20 podrian ser causantes de aparicién de la Pl o de
progresion maligna. En los PI-CENm podrian existir alteraciones en p16 o p53 en la lesidn benigna (PI)
que promovieran el desarrollo del futuro CEN. Las alteraciones en pl16, p53 o EGFR podrian ser

secundarias a una infeccidn previa por VPH o representar dos rutas de evolucién distintas.
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Sobre este modelo planteamos la siguiente hipétesis:

“Es probable que la integracién del genoma del VPH en las células de la mucosa nasal altere los
genes y proteinas implicados en el ciclo y crecimiento celular (p16, p53, EGFR), facilitando la
progresion hacia un tumor maligno. Si estas alteraciones se detectasen en una lesidn benigna
(PI), se podria establecer la secuencia del proceso de transformacién y progresiéon tumoral
para contribuir al diagndstico precoz del tumor maligno (CEN). Por otro lado, la actividad de
estas proteinas, especialmente en el caso de EGFR, también puede ser alterada por
mutaciones en los genes que las codifican, por lo que podria establecerse una secuencia

I”

independiente en la progresién tumora
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3. OBIJETIVOS
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El objetivo general que se ha fijado en este trabajo es profundizar en el conocimiento de los
factores que intervienen en el proceso de transformacidon y progresién neopldsica que
acontece en la mucosa nasosinusal, teniendo en cuenta sus caracteristicas clinicas,

histopatoldgicas, de expresidn proteica y genético-moleculares.
Para ello se han fijado los siguientes objetivos especificos operativos:

1. Describir los aspectos clinico-patoldgicos con mas trascendencia que definen nuestra
serie de pacientes con diagndstico de PI, PI-CEN (PI-CENs y PI-CENm) y CEN.

2. Reconocer los perfiles de expresidn de las proteinas p16, p53, pEGFR y EGFR.

3. Identificar mutaciones en los genes EGFR y KRAS.

4. Establecer el perfil genético-molecular de ganancias y pérdidas en los genes CDKNZ2A,
TP53y EGFR.

5. Determinar la prevalencia de infeccién por VPH en los subtipos de alto y bajo riesgo
oncolégico.

6. Relacionar los aspectos clinico-patoldgicos, la infeccion VPH, la expresion proteica, las
alteraciones genético-moleculares y la presencia de mutaciones, con el fin de
establecer patrones que indiquen la transformacion y progresién neoplasica y el

prondstico de los pacientes.
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4. MATERIALY METODO
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4.1. Caracteristicas del estudio.

Se realizé6 un estudio retrospectivo y descriptivo en pacientes diagnosticados y tratados
quirargicamente de PI nasosinusal, PI-CEN y CEN en el Servicio de Otorrinolaringologia (ORL)
del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), entre enero de 1989 y diciembre de
2014. El estudio fue aprobado por el Comité Etico Institucional del HUCA y por el CEIC Regional
del Principado de Asturias (07/16 para CICPF16008HERM y 2020.048 para FIS PI19/00191). El
consentimiento informado se obtuvo de todos los pacientes al firmar la autorizacién quirdrgica
y consentir el uso del material biolégico para investigacién. Los procedimientos realizados

siguieron las normas éticas de la declaracién del Helsinki.

4.2. Seleccidon de pacientes

Se recogieron un total de 102 pacientes con lesiones nasosinusales que se distribuyeron en
tres grupos: 39 PI, 11 PI-CEN y 52 CEN. Todos ellos fueron intervenidos quirdrgicamente con fin
curativo. La busqueda se realizé en los archivos del registro de tumores del HUCA y en el libro
de quirdfano del servicio de ORL. Las muestras histopatolégicas estudiadas fueron obtenidas
durante esa primera cirugia. En los pacientes con recidivas de PI (PIr) se indicd cirugia de
rescate que también se realizd en los tumores malignos cuando fue técnicamente posible,
completando el tratamiento con radioterapia y/o quimioterapia si estaban indicadas, bien de

forma complementaria o paliativa.

Los datos clinicos e histopatoldgicos de la muestra de pacientes se resumen en las tablas 9

y10.

Los sujetos estudiados debian cumplir los siguientes criterios: 1) Disponer de acceso a una
historia clinica bien documentada, con un seguimiento minimo de 12 meses o hasta el
fallecimiento del paciente. 2) Tener un diagndstico histopatoldgico de la pieza quirdrgica que
se corresponda con PI, PI-CEN o CEN, realizado por un patélogo experimentado en cabeza y
cuello. 3) Disponer de muestras tisulares en 6ptimas condiciones y en pacientes que no habian

recibido quimio o radioterapia antes de su obtencién.
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Tabla 9. Descripcidn de las variables clinico-patoldgicas en Pl (N=39)

PIn n (%) PIr n (%) Total PI n (%)

27 (69) 12 (31) 39 (100)
Sexo
Varén 17 (63) 7 (58) 24 (61)
Mujer 10 (37) 5(42) 15 (39)
Edad*

64 (36-81) 59 (28-85) 62 (28-85)
Clinica
Obstruccidn nasal 26 (96) 11 (92) 37 (95)
Rinorrea 9 (33) 5(42) 14 (36)
Epistaxis 4 (15) 1(8) 5(13)
Algias faciales 2(7) 1(8) 3(8)
Otros sintomas 4 (15) 1(8) 5(13)
Localizacion
Fosa nasal 11 (41) 5(42) 16 (41)
Seno maxilar 9 (33) 4 (33) 13 (33)
Seno etmoidal 5(19) 1(8) 6 (16)
Seno frontal 2(7) 2(17) 4 (10)
Lado
Derecho 10 (37) 4 (33) 14 (36)
Izquierdo 17 (63) 7 (59) 24 (61)
Ambos 0 1(8) 1(3)
Estadio de Krouse
I 9(33) 3(25) 12 (31)
Il 15 (56) 5(42) 20 (51)
1] 3(11) 4 (33) 7 (18)
Tipo de cirugia
Abierta 2(7) 4 (33) 6 (15)
Endoscopica 25 (93) 8(67) 33 (85)

* Media y rango

El % se redondea a nimero entero
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Tabla 10. Descripcién de las variables clinico-patolégicas en PI-CENS (n=11) y CEN (n=52)

PI-CENs n (%) PI-CENmn (%) Total PI-CENn (%) CENn (%)

7 (64) 4 (36) 11 (100) 52 (100)
Sexo
Varén 3 (43) 1(25) 4 (36) 37 (71)
Mujer 4 (57) 3(75) 7 (64) 5(29)
Edad *

55 (22-73) 72 (52-82) 61 (22-82) 66 (42-92)
Clinica
Obstruccidn nasal 7 (100) 1(25) 8(73) 23 (44)
Rinorrea 2 (29) 4 (100) 2 (18) 15 (29)
Epistaxis 2 (29) 4 (100) 2 (18) 15 (29)
Algias faciales 4 (57) 4 (100) 8(73) 35 (67)
Otros sintomas 4 (57) 3(75) 7 (64) 22 (42)
Localizacion
Fosa nasal 1(14) 1(25) 2 (18) -
Seno maxilar 4 (57) 3(75) 7 (64) 42 (81)
Seno etmoidal 2 (29) 0(0) 2 (18) 10 (19)
Seno frontal 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
Lado
Derecho 3(43) 2 (50) 5 (45,5) 25 (48)
Izquierdo 3(43) 2 (50) 5 (45,5) 27 (52)
Ambos 1(14) 0(0) 1(9) 0(0)
TNM (T)
T1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
T2 1(14) 1(25) 2 (18) 5 (10)
T3 3 (43) 0(0) 3(27) 16 (31)
T4a 3(43) 1(25) 4(37) 23 (44)
T4b 0(0) 2 (50) 2 (18) 8 (15)
TNM (N)
NO 5(71) 3(75) 8(73) 41 (79)
N1 2 (29) 1(25) 3(27) 8(17)
N2 0(0) 0(0) 0(0) 2 (4)
TNM (M)
MO 7 (100) 4 (100) 11 (100) 52 (100)
M1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Estadio tumoral
Estadio | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Estadio Il 1(14) 1(25) 2 (18) 5 (10)
Estadio lll 3(43) 0(0) 3(27) 15 (29)
Estadio IVa 3(43) 1(25) 4 (37) 24 (46)
Estadio IVb 0(0) 2 (50) 2 (18) 8 (15)
Tratamiento
Cirugia abierta 5(71) 3(75) 8(73) 43 (83)
Cirugia endoscépica 2 (29) 1(25) 3(27) 9(17)
Radioterapia 6 (86) 3(75) 9(82) 40 (77)
Quimioterapia 0(0) 0(0) 0(0) 2 (4)

*Media y rango, el % se redondean a nimero entero
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4.3. Recogida de muestras

Las muestras tisulares fueron obtenidas de la pieza quirdrgica una vez extirpada la lesidn. Se
excluyeron los pacientes tratados previamente con quimio-radioterapia. Para realizar los
estudios todas las muestras de tumor primario fueron obtenidas a partir de muestras
tumorales incluidas en bloques de parafina, una vez procesada la pieza para su estudio

histopatoldgico en el servicio de Anatomia Patoldgica.

En total se recogieron 112 muestras de los 102 pacientes, debido a que en algunos se analizé

mas de una muestra por paciente.

El trabajo de laboratorio se realizé en el Laboratorio del grupo de Oncologia de Cabeza y Cuello

del Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA).

4.4. Procedimiento inmunohistoquimico

Para proceder a este estudio se elaboraron bloques de tissue-array con 87 pocillos que fueron
tefiidos por inmunohistoquimica (IHQ). Detallamos a continuacién todos los pasos seguidos en

el procedimiento.

4.4.1. Técnica de los tissue-array.

Seleccion de las zonas a muestrear.

Los bloques de tejido parafinado correspondientes a las 112 muestras se cortaron en secciones
de 3 um y tifieron de manera habitual con hematoxilina-eosina (H-E). Las laminillas tefiidas
correspondientes a cada bloque fueron revisadas por un patélogo, que seleccioné al menos 3

areas representativas que se marcaron con circulos de 1 mm de didmetro.

Elaboracion del tissue-array

El nimero de muestras por bloque y su tamafio se determinaron segun el nimero de casos, el
didmetro de las agujas perforadoras y la distancia entre las perforaciones. Cada bloque de
tissue-array media 2 x 2,5 cm, con pocillos de 1Imm de didmetro, siguiendo las instrucciones
técnicas del proveedor del aparato. Cada bloque constaba de 87 pocillos y 29 muestras.
Extraidos los cores de tejido de 1mm de diametro de las areas representativas marcadas, se

colocan en el bloque receptor, segin el esquema previamente definido. Completado este
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proceso se homogeneiza el bloque en la estufa a 60°C durante 12-15 minutos, colocandolo
boca abajo sobre un portaobjetos y nunca directamente sobre el metal. Se deja enfriar a
temperatura ambiente, introduciéndolo en la nevera para endurecerlo antes de proceder a

cortarlo.

El esquema topografico del tissue-array se representa en una tabla de Word que dispone de
tantas casillas como cilindros del tejido. En cada casilla se coloca el nimero de biopsia,
pudiendo especificar la topografia y morfologia del tumor. En la figura 10 se resume el proceso

de elaboracién de los tissue-array.

20 % ® 4
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Figura 10. Resumen del proceso de elaboracion del tissue-array. Tras analizar un patdlogo las laminillas
teflidas con H-E de cada muestra tumoral, se seleccionan 3 secciones de 1Imm que se colocan en el
bloque receptor segliin un esquema topografico previamente establecido (121).

Secciones del bloque
La matriz del tissue-array se corta en secciones de 3 um. El primer corte util se tifie con H-E de
control. En el caso de necesitar mas de 20 secciones por bloque, se hace un nuevo control con

H-E.

Si las secciones no se van a utilizar de inmediato, los portaobjetos deben cubrirse con una fina

capa de parafina y guardarse refrigerados en una caja en la nevera a -3°C.

4.4.2. Técnica inmunohistoquimica

Las secciones parafinadas de 3um de los tissue-arrays se adhieren a los portas siliconizados

(DakoCytomation), que se dejan en la estufa a 56-58°C un minimo de 2 horas y un maximo de
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18. Posteriormente se realiza el desparafinado de las muestras con xilol e hidratacién con
alcoholes de graduacién decreciente. A continuacién, se efectia el desenmascaramiento
antigénico con una solucién recuperadora de antigenos en el Ptlink de Dako a 95°C durante 20
minutos, manteniendo las preparaciones dentro de la solucién recuperadora de antigenos
hasta que la temperatura baja a 60°C. Finalizado el proceso se colocan las preparaciones en un

recipiente con un buffer de lavado.

A partir de este paso, la técnica se realiza en el inmunotefiidor Autostainer plus de
DakoCytomation. 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, segun
el tipo de anticuerpo utilizado. La inmunodeteccién fue realizada con el sistema de polimeros
de dextran EnVision Plus (PDE) “anti-mouse”, empleando como substrato el cromdégeno

diaminobenzidina (DakoCytomation).

El sistema EnVision Plus es una técnica de tincién en dos pasos en la que al anticuerpo primario
le sigue el polimero conjugado de alto peso molecular dextrano, al que se unen de manera
covalente un gran nimero de moléculas de enzima (peroxidasa de rabano) y del anticuerpo
secundario. El sistema aumenta la sensibilidad y permite incrementar las diluciones de

anticuerpo primario, con menos fondo que las técnicas tradicionales de avidina-biotina.

Por ultimo, se contrasta la preparacion mediante hematoxilina durante un minuto y luego se
deshidrata mediante alcoholes de graduacién ascendente, colocando al final un cubreobjetos

(Figura 11).

Mediante esta técnica se estudid la expresidon de 4 proteinas: pl6, p53, pEGFR y EGFR. Se
consiguié realizar la técnica en las 116 muestras de p53, pl6 y pEGFR, sin embargo en 11
muestras no se pudo realizar EGFR debido a que algunos casos no tenian representacidon
suficiente en los TMA por ser de un grosor menor, no pudiendo obtener cortes suficientes para

realizar en ellos las técnicas IHQ.

La bateria de anticuerpos utilizados en la IHQ se presenta en la tabla 11.
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Figura 11. Resultado final del TMA después de realizar los cortes, adherirlos al porta siliconizado,
realizar la tinciéon con H-E y afiadir el anticuerpo para su estudio IHQ. A la izquierda, imagen completa

del portaobjetos. A la derecha, detalle de las distintas muestras incluidas.

Tabla 11. Anticuerpos utilizados en la IHQ

Anticuerpo  Tipo pH Dilucidn Minutos Clon (laboratorio)
incubacién

pl6 Murino 9 Prediluido 30 E6H4 (VentanaRoche,
Glostrup, Dinamarca)

p53 Murino 9 1:10 15 DO-7 (Dako, Glostrup,
Dinamarca)

pEGFR Murino 9 Prediluido 30 D7A5 (Cell signalling
technology, Cambridge,
Reino Unido)

EGFR Murino 9 1:10 30,5 2-18C9 (Dako, Glostrup,
Dinamarca)

4.4.3. Interpretacion

Los resultados obtenidos por IHQ fueron valorados por dos investigadores independientes que
desconocian los datos clinico-patolégicos de la muestra. Cuando existian discrepancias se
resolvieron mediante la evaluacién conjunta utilizando un microscopio de visualizacion

multiple.
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En la tabla 12 se esquematizan los criterios seguidos para cuantificar la expresion,
considerando que la inmunotincién fue positiva con >10% de extension. En el caso de pl6 se
consideré ademads un punto de corte >70% de las células, siendo considerado este grado 3 de
tincidn predictor de infeccién por VPH en otros trabajos publicados (96,101,102). Para evaluar
la expresidon de pl16, independientemente de su relacién con VPH, se utilizé la graduacién

general que consideraba positiva la inmunotincidn >10% de la extensién celular.

Tabla 12. Tipo de tincidn considerada positiva y cuantificacién

Anticuerpo Tipo de tincion Cuantificacién de la expresion

pl6 Citoplasmatica Negativa: <10% extension
Grado 1: 10-30% extension
Grado 2: 30-70% extension

Grado 3: >70% extension*

p53 Nuclear Negativa: <10% extension
Grado 1: 10-30% extension
Grado 2: 30-70% extension

Grado 3: >70% extension

pEGFR Membrana citoplasmdtica con o Negativa: <10% extensién
sin tincidn del citoplasma Grado 1: 10-30% extension
Grado 2: 30-70% extension

Grado 3: >70% extension

EGFR Membrana citoplasmatica con o Negativa: <10% extension
sin tincidn del citoplasma Grado 1: 10-30% extension
Grado 2: 30-70% extension

Grado 3 : >70% extension

*Posible predictor de infeccion VPH.

En la figura 12 se muestran ejemplos de las inmunotinciones para las proteinas estudiadas.
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Figura 12. Microfotografias de inmunotincion para p16, p53,

EGFR y pEGFR
citoplasmatica positiva para p16 en Pl (A) y CEN (B). Tincion nuclear positiva para p53 en PI (C) y CEN (D).
Tincién citoplasmatica y membranosa positiva para EGFR en Pl (E) y CEN (F). Tincion citoplasmatica y

membranosa positiva para pEGFR en Pl (G) y CEN (H).

4.5. Extraccion del ADN

El ADN se extrajo de las muestras parafinadas con el kit QIAmp DNA Mini KIT (Quiagen GmbH,
Hilden, Alemania), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y utilizando un

protocolo previamente publicado (21).
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De las muestras incluidas en parafina se obtienen 3 cortes de 50 um. También se hizo un corte
de 5 um que se tifid con H-E con el fin de observar la muestra al microscopio 6ptico y
seleccionar la zona tumoral mas pura, evitando contaminaciones por necrosis, tejido y células
sanas como linfocitos y fibroblastos. Segln esta seleccién se realiza una microdiseccion en los

tres portas de 50 um, recogiendo el material en un tubo de microcentrifuga.

El primer paso consiste en desparafinar la muestra. Para ello se incuba la muestra en 1 mL de
xilol a 55°C durante 10 minutos, centrifugando a 14.000 rpm otros 10 minutos para eliminar
los restos de parafina. Repetimos dos veces mds la incubacién con xilol y a continuacién
afadimos 1 mL de metanol, incubando la muestra 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron 2 ciclos de centrifugacion a 14.000 rpm durante 10 minutos a
45°C descartando el sobrenadante. Afiadimos 1 mL de etanol absoluto, agitamos bien y
centrifugamos a 14.000 rpm otros 5 minutos. Tras decantar el sobrenadante, dejamos secar al

aire el tejido depositado en el fondo del tubo de microcentrifuga.

A continuacién, se aflade 1 mL de tiocianato sédico, 1M para limpiar el ADN vy, tras mezclar
bien en un agitador, se deja incubando toda la noche a 37°C en una placa térmica con
agitacién. A la mafiana siguiente se centrifugan los tubos durante 5 minutos a maxima
velocidad y se decanta el sobrenadante. Seguidamente se aflade 1 mL de PBS para lavar y
eliminar los restos de tiocianato sddico de los tubos, se mezcla bien, se centrifuga y se decanta
el sobrenadante. Tras repetir una vez mas este lavado con PBS, los tubos son centrifugados de

nuevo para retirar el PBS que pudiera quedar retenido en el tejido.

Una vez limpia y desparafinada la muestra, se disgrega mecdnicamente cortandola en

pequefios fragmentos que son depositados en un tubo de microcentrifuga de 1,5mL.

Posteriormente se realiza el lisado afiadiendo 200 pL del tampdn de lisis ATL (QIAmp tissue
extraction kit, Qiagen) y 20 puL 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 agitacién.
Por la tarde se vuelven a afadir otros 20 uL de proteinasa K, se mezcla bien y se deja

incubando a 56°C toda la noche.

A la mafana siguiente se afiaden 200 puL de tampdn AL (Qiagen), se agita enérgicamente y se
incuba a 70°C durante 10 minutos. Se anaden 200 uL 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 recoleccion de 2 mL. La columna y el tubo de recoleccion se centrifugan durante 1

minuto a 8.000 rpm vy el filtrado es eliminado. Posteriormente se procede a la purificacion del
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ADN aiiadiendo sobre la columna 500 pL del tampén AW1, centrifugando a 8.000 rpm durante
1 minuto. Tras eliminar el filtrado se continda con un segundo lavado afadiendo a la columna
500 pL del tampdén AW2 y centrifugando a 14.000 rpm durante 3 minutos. Se coloca la
columna de afinidad en un nuevo tubo de microcentrifuga y se afaden 200 uL de agua
destilada para eluir el ADN de la columna. Se incuba durante 1 minuto y se centrifuga 1 minuto

a 8.000 rpm. Finalmente el ADN se almacena a 4°C.

La concentracién y la pureza del ADN obtenido se determinan midiendo su absorbancia a 260y
280 nm en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (versién 3.1.0), (NanoDrop Technologies
Inc.). La absorbancia a 260 nm nos indica la concentracién de ADN que tenemos en nuestra
muestra y la relaciéon 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 extraccién de

ADN ha sido correcta.

4.6. Técnica de PCR

Por medio de secuenciacidn directa se comprobd la presencia de mutaciones en los exones 20
de EGFR y 2 de KRAS (codones 12 y 13). Se decidid investigar solo estas regiones ya que la
mayoria de mutaciones activadoras ocurren en ellas, aunque también se han descrito en los

exones 18, 19y 21 de EGFR y en el exdn 3 de KRAS (122,123).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica utilizada para amplificar el ADN
utilizando secuencias cortas de ADN o cebadores para seleccionar y amplificar parte del
genoma. Los cebadores utilizados para la secuenciacion de EGFR y KRAS se muestran en la

tabla 13.

La amplificacion se llevd a cabo en el termociclador Simpliamp Thermal Cycler VXA24811 en

condiciones estandar.

Tabla 13. Cebadores utilizados para la secuenciacién de EGFR vy

KRAS

EGFR Exon 20 Fw CCCTGTGCTAGGTCTTTTG

EGFR Exon 20 Rv GTCTTTGTGTTCCCGGACAT
KRAS Exon 2 Fw TACTGGTGGAGTATTTGATAGTG
KRAS Exon 2 Rv CTGTATCAAAGAATGGTCCTG
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Las condiciones utilizadas para realizar la PCR fueron las siguientes:

- EGFR exdn 20: (5min/95°C + (15" 95°C/30” 57°C/1min 72°C) x 35 ciclos + 7min/72°C +
4°C).

- KRAS exoén 2: (5min/95°C + (30" 95°C/45” 60°C/1min 72°C) x 30 ciclos + 7min/72°C +
4°C).

Los productos de PCR se purificaron con Exo-BAP Mix (EURx Ltd, Gdansk, Polonia) de acuerdo
con las especificaciones del fabricante, y se analizaron mediante secuenciacién Sanger
utilizando el ABI PRISM 3100 y el Analizador Genético 3730 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EEUU).

4.7. Técnica de MLPA

4.7.1. Fundamento de la técnica

La Amplificacién de Sondas Dependiente de Ligandos o MLPA (“Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification”) permite la deteccidon de cambios en el nimero de copias de hasta 50
secuencias diana diferentes de ARN o ADN en la misma reaccidn, sin que se precisen cultivos
celulares o células vivas. Se utiliz6 ADN extraido de muestras tumorales parafinadas segun el

protocolo anteriormente descrito (105).

Para este experimento se utilizd6 ADN control procedente de ganglios linfaticos de sujetos

sanos y ADN de los tumores primarios.

Cada una de las sondas de MLPA esta formada por dos oligonucledtidos, uno sintético y otro
derivado del vector M13. El oligonucledtido sintético esta formado por un “primer” en el
extremo 5 de 19 nucledtidos (“primer” Y) y por una secuencia de hibridaciéon de 21-30
nucledtidos que se unira a la muestra de ADN. El oligonucledtido derivado del vector M13
tiene un tamafo diferente en cada sonda, que varia gracias a una secuencia de relleno

I "

(“stuffer sequence”) de diferentes tamafios que se intercala entre el “primer” de 36
nucledtidos, situado en el extremo 3’ (“primer” X) y la secuencia de hibridacién de 25-43

nucledtidos que se unira a la muestra de ADN (Figura 13).
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Figura 13. Bases moleculares de la MLPA.

La mezcla de sondas de cada “kit” contiene ademas sondas de control interno llamadas DQ
(“DNA Quality”). En la amplificacién por PCR estas sondas control generan productos mas
pequefios que los amplificados por las sondas de genes. El control interno determina si la
calidad y concentracion del ADN de la muestra son las necesarias para obtener un resultado

Optimo. El control interno esta formado por dos tipos de sondas:

1- Cuatro fragmentos de ADN que generan productos amplificados de 64, 70, 76 y 82
pares de bases (pb), incluso si se omite el proceso de ligacion.
2- Un producto de amplificacién de 94 pb dependiente del proceso de ligacion y del ADN

de la muestra.

El tamafio de los cuatro picos del control interno (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 aproximadamente 50 ng. Si estos 4 fragmentos tienen un tamaio similar o mayor que el
fragmento de 94 pb y los productos de PCR de 130-482 pb, significa que la reaccidn de ligacidon
ha fallado o que la cantidad de ADN es escasa y los resultados obtenidos no tienen validez. El
tamanfio del pico de 94 pb debe ser similar al obtenido por los productos amplificados de las
sondas de genes y nos sirve de control para afirmar que el experimento ha sido satisfactorio

(Figura 14).

71



[ |
H' l Wi ng. DNA ( W 10 ng. DNA
|

| !l\ W\' I‘

Loy
MY J [ [k ]\‘\r\j’UuﬂlJ

| ;
LH Aeiss) Ul"\,_, JUJ uim

AT AT
0| |

\ * l | | ?1 ! !
l JULAJILJMMJ \J A, {\_, TV L erﬁ‘}\Jk_‘J' J’

Figura 14. Calidad el ADN. Si los cuatro primeros picos -de control- (picos 1, 2, 3, 4) son mas altos que los
picos del producto de amplificacién de 94 pb (pico 5) el ADN de la muestra es insuficiente o bien hay

fracaso en la reaccién de ligacion.

4.7.2. Protocolo 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 desnaturalizado con las sondas del “kit” y su
correspondiente tampdn de hibridacidon y se coloca, de nuevo, en el termociclador en un ciclo
Unico de un minuto a 95°C y 16 horas a 60°C para que las sondas hibriden sobre el ADN de la
muestra.

El segundo dia se procede a la ligacion de los dos oligonucledtidos de las 56 sondas que han
hibridado sobre el ADN. Para ello, se afiade al tubo de PCR la mezcla de ligacion con el enzima
ligasa y su tampdn y 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 56 regiones,
se procede a preparar la mezcla de tampdn y los “primers” para la PCR, el tampdn del enzima
de dilucién y la polimerasa para la amplificacién de las 56 sondas. Todas las sondas ligadas
poseen las mismas secuencias en sus extremos, permitiendo su amplificacién simultanea por
PCR utilizando sélo un par de “primers”. Los oligonucleétidos no ligados al ADN de la muestra

no seran amplificados por PCR y, por tanto, no precisan ser eliminados.

Una vez anadidos 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 en caso de que la

concentracion de ADN fuese muy baja: inferior a 30 ng/ul) con tres pasos cada ciclo de 30
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segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 60 segundos a 72°C, y 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 Unico 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 uL del producto de
amplificacion 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 migraciéon permitiendo separar los fragmentos por su tamafo, corriendo los
fragmentos mas pequefios mas rapido que los grandes. Al final del recorrido hay un laser y un
sistema de captura de la sefial de fluorescencia que permite detectar los distintos productos.
Estos productos finales seran analizados con el software “GeneScan v3.7” (Applied Biosystems,
Warrington, UK), que permite determinar su tamafo por interpolacién con distintos
fragmentos de tamafio conocido del marcador interno y cuantificar cada producto segun su
intensidad de fluorescencia. Cada sonda vendra representada por un pico. La sefal relativa de
cada sonda se define dividiendo la medida del drea de cada pico entre la suma de todas las

areas de todos los picos de sondas de una muestra.

4.7.3. Sondas empleadas

Se utilizo el “kit” SALSA p105-D2 Glioma-2 (MCR-Holland, Amsterdam, Holanda), que contiene
56 sondas (incluyendo 10 de referencia y 4 como control interno). Este kit permite la deteccion
de copias aberrantes de EGFR (7p11.2) utilizando 11 sondas especificas, ademas de detectar
copias aberrantes de PDGFRA (4q12), CDKN2A (9p21.3), PTEN (10923.31), TP53 (17p13.1),
CDK4-MIR26A2-MDM?2 (12q14-q15) y NFKBIA (14q13.2), EGFRvIII (variante activa de EGFR con

deleccién en los exones 2-7).

4.7.4. Interpretacion

Para definir la ganancia o pérdida de material genético en cada una de las sondas de una
muestra hay que normalizar los datos obtenidos. Para ello se calcula la mediana, desviacién
estandar y valor minimo y maximo para las muestras control y para cada una de las muestras
qgue queremos estudiar. La relacion entre el valor del tejido estudio y el control se calcula

aplicando las siguientes férmulas:
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1. Relacién minima = cociente entre el valor minimo del tejido estudio y el valor maximo
del control.

2. Relacién maxima = cociente entre el valor maximo del tejido estudio y el valor minimo
del control.

3. Relacién tumor/control = media de la relaciéon minima vy la relacion maxima.

4. Desviacion estandar de la relacién tejido estudio/control = diferencia entre la relacion

tejido estudio/control y la relaciéon minima.

Con este analisis formalizado se obtiene un diagrama de barras de las sondas estudiadas en el
ADN tumoral. Si la relacidn tejido estudio/control es mayor de 1,25 y la desviacidon estandar es
>1 se interpreta como ganancia, si es menor de 0,8 y la desviacién estandar es <1 se interpreta
como pérdida. Por ultimo, si la relacion tejido estudio/control es >2 se interpreta como

amplificacidn.

4.8. Virus del Papiloma Humano (VPH)

La calidad del ADN obtenido fue comprobada mediante amplificacién de B-globina con PCR
(cebador  directo  5-ACACAACTTGTGTGTTCACTAGC-3° 'y  cebador reverso 5'-
CAAACTTCATCCACGTTCACC-3’).

Se realizé la PCR con cebadores MY11/GP6 (dirigidos al fragmento L1 de VPH) para detectar un

amplio espectro de genotipos VPH.

Se tomaron 25 pl de mezcla de reaccion que contenia 1x tampdn de PCR, 2 mmol/L de MgCl2,
50 umol/L de cada desoxinucledsido, 0,5 umol/L de cebadores directos y reversos, 10 pl de
muestra de ADN y 1 U de polimerasa Tag (Promega Biotech |berica SL Madrid, Espafa), por
perfil térmico de 35 ciclos: desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, hibridacion a 55°C
durante 30 segundos y extensién a 72°C durante 1 minuto, con una desnaturalizacién inicial a

94°C durante 5 minutos y una extension final a 72°C durante 10 minutos.

Los fragmentos de ADN amplificados de aproximadamente 200 pb se identificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio. Todas las muestras positivas
para el fragmento L1 se analizaron mediante hibridacién utilizando sondas especificas para

cada subtipo VPH (Tabla 14).
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Tabla 14. Sondas especificas por subtipo VPH
Subtipo VPH  Sonda de hibridacién especifica

VPH 6 MY12: 5'CATCCGTAACTACATCTTCCA-3'

VPH 11 MY13: 5'-TCTGTGTCTAAATCTGCTACA3'
VPH 16 MY14: 5'-CATACACCTCCAGCACCTAA-3'

VPH 18 WD74: 5'GGATGCTGCACCGGCTGA-3'

VPH 31 WDB128: 5'TTGCAAACAGTGATACTACATT-3'
VPH 33 MY16: 5'CACACAAGTAACTAGTGACAG-3'
VPH 35 5'-CTGCTGTGTCTTCTAGTGA-3'

VPH 39 5'ATAGAGTCTTCCATACCTTC-3'

VPH 45 MYB69: 5'ATACTACACCTCCAGAAAAGC-3'
VPH 51 5'-TGCTGCGGTTTCCCCAA-3'

VPH 52 5'-GAATACCTTCGTCATGGC-3'

VPH 56 5'-TGTCTACATATAATTCAAAGC-3'

VPH 58 SANTI58: 5'TGAAGTAACTAAGGAAGGTACA-3'
VPH 66 5'-AGCTAAAAGCACATTAACTAA-3'

VPH 68 5'CTGAATCAGCTGTACCAAT-3'

4.9. Descripcion de las variables

En el estudio realizado se seleccionaron las siguientes variables clinico-patoldgicas:

- Edad (anos).
- Sexo (hombre, mujer).
- Sintomas al diagndstico: obstruccidn nasal, algias faciales, epistaxis, rinorrea, otros.
- Localizacion tumoral: fosa nasal, seno maxilar, etmoides, seno frontal, seno esfenoidal.
- lateralidad: izquierdo, derecho, ambos.
- Estadio de Krouse para PI: I, 11, III.
- Estadio TNM para PI-CEN y CEN: I, II, IlI, IVa, IVb.
e CategoriaT:T1,T2,T3,T4a, T4b
e (Categoria N: NO, N1, N2.
e (Categoria M: MO, M1.
- Tratamiento complementario: radioterapia, quimioterapia.
- Supervivencia libre de enfermedad.
- Supervivencia global y supervivencia especifica para tumor.
- Estado del paciente (vivo, muerto por tumor, muerto por otra causa, vivo con

recidiva).

Las variables de expresién IHQ para pl16, p53, pEGFR y EGFR, fueron la positividad o

negatividad de tincidn, siendo considerada positiva una tincion membranosa, citoplasmatica o
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nuclear en funcion del anticuerpo utilizado. Se consideraron tincién negativa, y tincién positiva
(>10%), considerando dentro de la positividad tres grados de extensiéon (1 a 3); en pl6,

particularmente el grado 3 (>70%).

Las variables génicas estudiadas por PCR fueron la presencia o ausencia de mutaciones

activadoras en EGFR y KRAS.

Las variables génicas estudiadas por MLPA fueron la pérdida o ganancia de EGFR, CDKN2a y

TP53. La relacién tejido estudio/control se interpreta como ganancia si es mayor de 1,2 y su
desviacion estandar es > 1, como pérdida si es menor de 0,8 y su desviacion estandar < 1, y

como amplificacidn cuando la relaciéon tumor/control es > 2.

Las variables relacionadas con VPH fueron la presencia o ausencia de infeccién por los distintos

subtipos, oncogénicos (subtipos 16 y 18) y no oncogénicos (subtipos 6, 11, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58, 66, 68) de VPH.

4.10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico sobre las distintas variables estudiadas se realizd con el programa
informatico SPSS (“Statistical Package for Social Science”), versién 27 para Windows (SPSS®

Inc. lllinois, EE.UU.).

La asociacion de caracteres cualitativos se llevé a cabo mediante la prueba de correlacidn %2
de Pearson o la prueba del estadistico exacto de Fisher. El nivel de significacién se fijé para una

p <0,050.

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 p <0,050 fueron considerados significativos.
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5. RESULTADOS
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5.1. Aspectos clinico-patologicos

Se describen todas las caracteristicas clinico-patolégicas de los 102 pacientes estudiados. Para

ello diferenciamos grupos de pacientes con PI, PI-CEN y CEN.

5.1.1. Caracteristicas de Pl

Se incluyeron 39 pacientes con diagnéstico de Pl: 27 con PIn (PI no recidivante), y 12 con PIr (PI
recidivante). En los pacientes con recidivas y varias muestras, se tomd como referencia la

muestra mds antigua. Las variables clinico-patoldgicas de este grupo se resumen en la tabla 9.

En el grupo de pacientes con Pl predominan los varones (61,5%), tanto en el subgrupo Pln
(63%) como en PIr (58,3%). No se observé diferencia significativa en la distribucion por sexos

entre ambos subgrupos (p=0,784).

La edad media al diagnéstico fue 62,5 anos y la mediana 64 afios, con un rango entre 28-85
anos y desviacidn tipica de 14,75. La edad al diagndstico de PIr fue ligeramente menor que la

de PIn, sin diferencia significativa.

El sintoma mas habitual fue la obstrucciéon nasal, presente en el 95%, seguida por rinorrea
(36%), epistaxis (13%), ademds de otros sintomas menos frecuentes. No se observd diferencia

entre los subgrupos de PI.

La localizacion mas frecuente fue la fosa nasal (41%) y la menos el seno frontal (10,3%). Se
observd mayor tendencia en el complejo nasosinusal izquierdo (61,5%), con lesiones

bilaterales en un paciente (2,6%).

El estadio de Krouse mas frecuente fue el 1l (51,3%), seguido del | (30,8%) y el lll (17,9%). Esta
tendencia se mantuvo en ambos subgrupos. La poliposis nasosinusal era un antecedente

presente en 5 pacientes (12,8%). La tasa de recidiva en nuestra serie fue 30,7%.

El tratamiento realizado en todos los casos fue exclusivamente quirdrgico, con predominio de
la técnica endoscoépica (84,6%). La cirugia abierta se realizé con mayor frecuencia en el grupo
PIr (33,3% vs 7,4%), alcanzando valor significativo (p=0,038). Todas las cirugias abiertas se

realizaron en los 10 primeros afios del estudio.

El 31% de los pacientes con PI presentaron recidivas (Plr) y el 69% no (PIn). El tiempo libre de
enfermedad fue de 213,9 meses (12-279), con una supervivencia libre de enfermedad de 97%

en el primer afio y 74% a los 5 afios (Figura 15).
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Figura 15. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con PI.

No se observé diferencia significativa entre el tiempo libre de enfermedad y el sexo (p=0,341).
El tiempo libre de enfermedad fue 85 meses en el estadio Ill de Krouse y de 227,6 y 232,9
meses para los estadios | y Il respectivamente, alcanzando diferencias significativas (p=0,023)
(Figura 16). Si analizamos solo los estadios | y I, no se observan mas recidivas en el segundo

(p=1,000), ni existe diferencia entre ambos grupos en el tiempo libre de enfermedad

(p=0,991).
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Figura 16. Tiempo libre de enfermedad en los pacientes con Plr seguin el estadio de Krouse (p=0,023).

Las recidivas fueron mas frecuentes en el seno frontal respecto a las otras localizaciones,

aunque sin alcanzar una diferencia significativa (p=0,321).

Al tratarse de una patologia benigna ningln paciente fallecié a causa de la enfermedad, por lo

gue no se muestra el andlisis de supervivencia global ni especifica.

5.1.2. Caracteristicas de PI-CEN

Se incluyeron 11 pacientes con PI-CEN: 7 con PI-CENs y 4 con PI-CENm. Las variables clinico-

patoldgicas de este grupo se resumen en la tabla 10.

En PI-CEN, tanto en el subgrupo PI-CENs como en PI-CENm, predominan las mujeres, sin

alcanzar diferencia significativa.

La edad media de PI-CEN fue 60,91 anos y la mediana 65 afios, con un rango comprendido
entre 22-82 afios y una desviacion tipica de 17,39. La edad media fue superior en PI-CENm

respecto a PI-CENs sin alcanzar diferencia significativa (p=0,122).

La obstruccion nasal y las algias faciales fueron los sintomas mas habituales (72,7%). Las algias
faciales fueron mas frecuentes que en Pl, alcanzando valor significativo (p<0,001). Se
observaron ademads otros sintomas indicativos de estadios avanzados o enfermedad maligna
en 63,6% de los pacientes (exoftalmos, taponamiento ético, fistula oroantral, edema facial o
nédulo cervical), alcanzando diferencia significativa con Pl (p<0,001). No hubo diferencia

significativa entre los subgrupos PI-CENs y PI-CENm.

La localizacién mas frecuente correspondié al seno maxilar (63,6%), seguida por la fosa nasal y

el etmoides.

La categoria T predominante fue T4a (36,4%) seguida de T3 y finalmente T2 y T4b. Ningln caso
era T1 al diagndstico. Se vieron metastasis linfaticas (N+) en 3 pacientes (27,3%) y ninguno

presentd metastasis a distancia (MO0).

En cuanto al grado de diferenciacién tumoral, 5 (45,5%) eran poco diferenciados, 2 (18,2%)

moderadamente diferenciados y 4 (36,4%) bien diferenciados.

Todos fueron intervenidos quirdrgicamente, la mayoria con cirugia abierta y recibieron

radioterapia complementaria el 81,8%.

En 10 pacientes (91%) hubo recidiva del tumor. La supervivencia libre de enfermedad fue 36%

en el primer afio y 9% a los 5 afios (Figura 17).
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Figura 17. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con PI-CEN.

La supervivencia global fue 82% al afio y 9% a los 5 afios (Figura 18). Todos los pacientes
murieron a causa de la enfermedad, por lo que los datos de supervivencia global y

supervivencia especifica se equiparan.
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Figura 18. Supervivencia global en los pacientes con PI-CEN.
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No se observd relacidn significativa entre la supervivencia libre de enfermedad vy la
supervivencia global con las variables clinico-patolégicas sexo, estadio y localizacién del tumor,
quiza por el reducido nimero de casos en este grupo. Se observé que los pacientes con mas de
70 anos presentaban una supervivencia libre de enfermedad de 12,2 meses, siendo 47,2 meses

en los menores de 70 aios, aunque esa diferencia no alcanzé valor significativo (p=0,077).

5.1.3. Caracteristicas de CEN

Se incluyeron 52 pacientes con diagndstico de CEN de novo (sin antecedente de Pl ni Pl

simultaneo). Este apartado se resume en la Ultima columna de la tabla 10.

En el grupo CEN, al contrario que en PI-CEN, predominan los varones (71,2%). La edad media
fue 66,12 afios, con una mediana de 66 y un rango entre 42-92 afios. La media de edad,

superior en este grupo, mostro diferencia significativa respecto a PI-CEN (p=0,025).

Los sintomas mas habituales fueron las algias faciales (67,7%), seguido de obstruccion nasal
(45,2%), epistaxis y rinorrea (29%). Otros sintomas menos frecuentes fueron la aparicion de
fistula oroantral o edema facial (12,9% ambos), hiposmia, exoftalmos (6,4% ambos) vy fistula

cutdnea (3,2%).

Todos los pacientes tenian diagndstico histopatoldgico de carcinoma escamoso con diferente

grado de diferenciacion (44,2% poco, 38,5% bien y 17,3% moderadamente diferenciado).

En la clasificacion TNM la mayoria tenian una categoria T avanzada en el momento del
diagnéstico (T3: 30,8%; T4a: 44,2%; T4b: 15,4%), superior a la del grupo PI-CEN, tanto en
categoria T como en estadio global (Ill-IV) (90,4% vs 82%). Las metdstasis linfaticas (N+) se

presentaron en 21%, valor similar al PI-CEN.

Todos los pacientes fueron intervenidos quirdrgicamente, predominando la cirugia abierta,
aunque en los Ultimos afios ya se utilizd la técnica endoscépica (9 casos, 17,3%). En 40
pacientes (76,9%) se hizo tratamiento complementario con radioterapia, y a 2 de ellos (3,8%)

se les administré también quimioterapia.

No se realizd tratamiento complementario postquirdrgico a 10 pacientes debido al estadio

inicial de la lesion, recidiva precoz o éxitus postoperatorio, por ese orden.

Durante el seguimiento de los pacientes con CEN se observd recidiva en 43 (82,7%). La

supervivencia libre de enfermedad fue 31% al afio y 8% a los 5 afios (Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con CEN.

Se observd una relacion significativa (p=0,025) entre la supervivencia libre de enfermedad y la
categoria T (Figura 20), diferencia que se mantiene si dividimos la categoria en precoz (T1y T2)
y avanzada (T3, T4a y T4b) (p=0,050) (Figura 21). Esta diferencia también se constaté con la
categoria N (p=0,039) (Figura 22) y con el estadio global (p=0,021) (Figura 23). No se observo
relacidn significativa entre el tiempo libre de enfermedad con edad, sexo o grado de

diferenciacidn histolégica.
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Figura 20. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con CEN segun la categoria T (p=0,025).
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Figura 21. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con CEN segun la categoria T precoz (T1y

T2) y avanzada (T3, T4a y T4b) (p=0,050).
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Figura 22. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con CEN segun la categoria N (p=0,039).
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Figura 23. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con CEN segun el estadio (p=0,021).
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La supervivencia global fue 61,5% al afio y 13% a los 5 afios (Figura 24), y la supervivencia
especifica 65% al afio y 17% a los 5 afios (Figura 25). La principal causa de muerte fue la

recidiva locorregional.
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Figura 24. Supervivencia global en los pacientes con CEN.
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Figura 25. Supervivencia especifica para tumor en los pacientes con CEN.
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Se observdé menor supervivencia global cuanto mas avanzada era la categoria T al diagndstico
(p=0,057) (Figura 26), pero sin relacion con la categoria N (p=0,239), ni con el estadio tumoral

(p=0,061).
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Figura 26. Supervivencia global en los pacientes con CEN segun la categoria T (p=0,057).

No se obtuvo relacidn entre la supervivencia global y otras variables clinico-patolégicas como

sexo, grado histoldgico y localizacién tumoral.

5.2. Analisis de expresion proteica

En los 102 pacientes incluidos en el estudio se analizaron 116 muestras, ya que algunos tenian
mas de una. En la tabla 15 se presentan las proteinas estudiadas con IHQ en los tres grupos de

pacientes.

Tabla 15. Muestras analizadas con IHQ por cada grupo de pacientes

p53 pl6 pEGFR EGFR
Pl (n=39) 49 49 49 47
PI-CEN (n=11) 15 15 15 6
CEN (n=52) 52 52 52 52
Total (n=102) 116 116 116 105
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5.2.1. Expresién en Pl

Expresion de p53
Se analizaron 49 muestras correspondientes a los 39 pacientes, 27 del subgrupo PIn y 22 del

Plr.
Todas las muestras en las que se estudio p53 fueron adecuadas.

Se observd expresion positiva de p53 en 28 muestras (57,1%), siendo 23 (46,9%) grado 1, 4
(8,2%) grado 2 y 1 (2%) grado 3.

Si separamos las muestras de los subgrupos Pln y Plr, p53 tuvo expresion en 15 Pin (55,5%) y

en 13 PIr (59,1%), no existiendo diferencia significativa entre ambos (p=0,804).

No se observé relacion entre la expresién de p53 y las variables clinico-patoldgicas estudiadas,

el estadio tumoral ni la supervivencia libre de enfermedad (p=0,810).

Expresion de p16
Todas las muestras fueron adecuadas para su estudio.
Se vio expresidon de pl16 en 45 muestras (91,8%), siendo 5 (10,2%) grado 1 de extensién, 23

(46,9%) grado 2 y 17 (34,7%) grado 3, este ultimo se corresponderia con >70% de extension

celular.

Todas las muestras Pln expresaron pl6 en algun grado (100%), mientras que la expresion se

redujo a 18 (81,8%) en PIr, siendo esta diferencia significativa (p=0,021).

Se observé una fuerte relacion entre la expresidon de pl6 y la supervivencia libre de
enfermedad, de forma que las muestras negativas se correspondian con pacientes que

presentaron recidivas precoces (p<0,001) (Figura 27).

Si tenemos en cuenta solo la extensidn mayor del 70% o grado 3, se mantiene la tendencia

aunque se pierde significacién estadistica (p=0,354).

No se observé relacién significativa entre la expresion de p16 y el resto de las variables clinico-

patoldgicas estudiadas.
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Figura 27. Tiempo libre de enfermedad de los pacientes con Pl segun la expresién de p16 (p<0,001).

Expresion de pEGFR

Todas las muestras fueron adecuadas para su estudio.

Se vio expresion de pEGFR en 28 muestras (57,1%), siendo 13 grado 1 (26,5%), 12 grado 2
(24,5%) y 3 grado 3 (6,1%).
No se observd diferencia significativa en la expresion entre Pln y Plr, siendo positiva en 16 PIn

(59,2%) y 12 PIr (54,5%) (p=0,740).

No se observd relacion significativa entre la expresion de pEGFR y las variables clinico-

patoldgicas estudiadas, ni con la supervivencia libre de enfermedad (p=0,722).

Expresion de EGFR

Hubo 2 muestras que no fueron adecuadas para el estudio por lo que se estudiaron 47.

Se vio expresidon de EGFR en 43 muestras (87,8%), siendo 25 (51%) grado 1, 13 (26,5%) grado 2
y 5(10,2%) grado 3.

No se observd diferencia significativa en la expresion de EGFR entre PIn y Plr, siendo positivas
en 26 PIn (96,3%) y 17 PIr (85%) (p=0,170), ni tampoco se vio relacién con las variables clinico-

patoldgicas estudiadas, ni con la supervivencia libre de enfermedad.
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5.2.2. Expresién en PI-CEN

En este apartado se analizaron 15 muestras, 8 de PI-CENs, y 4 muestras de PI-CENm. Se
dispuso ademds de 2 PI previos al CEN, asi como una muestra de metastasis ganglionar de un
paciente PI-CENm, que se analizaran por separado respecto al grupo PI-CEN al final del

apartado.

Expresion de p53
Todas las muestras fueron aptas para el estudio con p53, analizando 8 muestras PI-CENs y 4 PI-

CENm.

Se observd expresidn positiva para p53 en 8 (66,7%), siendo 1 (8,3%) grado 1, 3 (25%) grado 2
y 4 (33,3%) grado 3.

Si separamos las muestras de los subgrupos PI-CENs y PI-CENm, p53 fue positiva en 5 (62,5%)
PI-CEN y en 3 (75%) PI-CENm, no observando entre ambos diferencia significativa (p=0,665).

Si se vio relacién significativa entre la expresién de p53 y la diferenciacién tumoral, expresando
positividad el 100% de los tumores bien diferenciados (p=0,015). Los pacientes con recidivas

expresaban p53 en mayor porcentaje, aunque sin obtener diferencia significativa (p=0,140).

La supervivencia libre de enfermedad, supervivencia global y supervivencia especifica fueron
mayores en los pacientes p53 negativos respecto a los positivos, pero sin alcanzar valores

significativos (p=0,561, p=0,547 y p=0,547 respectivamente).

No se vio relacion entre la expresidon de p53 con el resto de variables clinico-patoldgicas

estudiadas.

Se analizaron por separado 3 muestas: 1 metdstasis ganglionar de un paciente PI-CENm, que
fue p53 positiva+ (igual que el tumor primario) y 2 muestras de Pl de pacientes que

posteriormente presentaron un PI-CENm, expresando p53 una muestra (50%).

Expresion de p16

Todas las muestras fueron adecuadas para el estudio con p16.

Se observd expresion positiva en 5 (41,7%) muestras, 1 (8,3%) grado 1, 2 (16,7%) grado 2 y 2
(16,7%) grado 3.

En PI-CENs, hubo positividad en 2 muestas (25%) y en PI-CENm en 3 (75%), aunque esta

diferencia no resulté significativa (p=0,098). Sin embargo, si tomamos como punto de corte la
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expresion del 70%, el 50% de los PI-CENm fueron positivos, mientras que todos los PI-CENs

fueron negativos, siendo esta diferencia significativa (p=0,028).

Se observa una relacién significativa entre la falta de expresién de p16 y la obstruccién nasal
(p=0,026), diferencia que se acentua al tener en cuenta el punto de corte >70% (p=0,011). Se
vio también relacién significativa entre la expresién de pl6 y la categoria T en ambos
subgrupos, con categoria T y estadio TNM mas avanzados en los tumores que no expresaban
pl6 (p=0,030 en ambos). Esta significacion se perdia si teniamos en cuenta el >70% de

extension (p=0,187).

No se observé relacién entre la expresion de pl6 con la supervivencia libre de enfermedad
(p=0,929), supervivencia global (p=0,525) y especifica (p=0,525), ni con el resto de variables

clinico-patoldgicas estudiadas.

La metdstasis cervical analizada fue p16 positiva >70%, concordante con el tumor primario del
paciente. De los 2 Pl analizados que posteriormente presentaron PI-CENm, 1 expresaba pl6

(50%).

Expresion de pEGFR

Todas las muestras fueron adecuadas para el estudio de pEGFR.
Se vio expresién de pEGFR en 6 (50%), 4 (33,3%) con grado de extension 1,y 2 (16,7%) grado 2.

La expresién de pEGFR fue positiva en 5 PI-CENs (62,5%) y en 1 PI-CENm (25%), sin que esa

diferencia resultase significativa (p=0,221).

Las algias faciales fueron mas frecuentes en tumores pEGFR negativos (p=0,026). No se vio

relacidn con el resto de variables clinico-patoldgicas estudiadas ni con la supervivencia.

La metastasis cervical analizada fue pEGFR negativa, igual que el tumor primario. Ambos PI

previos a PI-CENm fueron pEGFR negativos.

Expresion de EGFR
Solo se pudieron analizar 6 muestras con EGFR (5 PI-CENs y 1 PI-CENm). Se observé expresion

de EGFR en 4 muestras (66,7%), 2 con un grado de extensién 1y 2 grado 2.

No se observo diferencia significativa en la expresién de EGFR entre PI-CENs (60%) y PI-CENm

(100%) (p=0,439).
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Las muestras EGFR positivas fueron mas frecuentes en el seno maxilar (p=0,014). Se vio
relacidn significativa con la supervivencia libre de enfermedad, teniendo mejor prondstico
aquellas muestras EGFR positivas (p=0,018) (Figura 28), pero no con la supervivencia global y
especifica (p=0,224). Dado el reducido nimero de pacientes que componen este subgrupo

estos datos deben ser interpretados con cautela.

B} IHQ
10— p=0018 EGFR

—I1Positivo
—TNegativo

08

06

04

Supervivencia acumulada

02

n=4
n=2
0o

o 5 10 15 20

Tiempo libre de enf en meses

Figura 28. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes PI-CEN segun la expresidon de EGFR

(p=0,018).

No se encontrd relacién entre la expresién de EGFR con el resto de las variables clinico-

patoldgicas estudiadas.

No se pudo analizar EGFR en |la metdstasis cervical ni en los 2 Pl previos a PI-CENm.

5.2.3. Expresion en CEN

Se analizaron 52 muestras correspondientes a los 52 pacientes.

Expresion de p53
Todas las muestras fueron validas para el estudio de p53. Se observé expresidon de p53 en 36

muestras (69,2%), 12 (23%) grado 1, 12 (23%) grado 2y 12 (23%) grado 3.
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La expresién de p53 mostraba relacién con la categoria N, con inmunotincion positiva en 10
muestras (100%) con N1 y N2 y en 26 (61%) con NO, alcanzando esta diferencia valor
significativo (p=0,045), haciéndose mayor esa diferencia al considerar la categoria como N

positiva o N negativa (p=0,013).

No se vio relacidon entre la expresion de p53 y el resto de variables clinico-patoldgicas
estudiadas, incluido el grado de diferenciacién histoldgica, supervivencia libre de enfermedad

(p=0,846), supervivencia global (p=0,431) y especifica para tumor (p=0,446).

Expresion de p16

Todas las muestras fueron adecuadas para su estudio.

Se comprobd la expresion positiva de p16 en 7 (13,5%) muestras, 1 (1,9%) grado 2y 6 (11,5%)
grado 3. Por tanto, si consideramos positivas las muestras con extension mayor del 70%, el

porcentaje de positividad se reduce al 11,5%.

Se observa una relacién significativa entre las muestras pl16 positivas y el menor grado de
diferenciacidon tumoral (p=0,050), aunque sin guardar relacién con el estadio tumoral ni con el

resto de variables clinico-patolégicas.

No se vio relacién entre la expresién de p16 y la supervivencia libre de enfermedad (p=0,968),

global (p=0,259) y especifica (p=0,379).

Expresion de pEGFR

Todas las muestras fueron adecuadas para el estudio.

Se vio expresion de pEGFR en 19 (36,5%) muestras, 6 (11,5%) grado 1, 10 (19,2%) grado 2y 3
(5,8%) grado 3.

No se vio relacion entre la expresion de pEGFR y ninguna de las variables clinico-patoldgicas
estudiadas, aunque la tasa de positividad era del 42% en pacientes con recidiva frente a 11,1%

de los que no la presentaron, sin que esta diferencia fuese significativa (p=0,082).

El prondstico fue ligeramente mejor en pacientes pEGFR negativos, sin observar relacion
significativa entre la expresion de pEGFR y la supervivencia libre de enfermedad (p=0,298),

global (p=0,334) y especifica (p=0,202).
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Expresion de EGFR

Todas las muestras fueron vélidas para el estudio.
Se vio expresién de EGFR en 21 (40,4%) muestras.

No se vio relacién entre la expresion EGFR y las variables clinico-patoldgicas estudiadas. EGFR
se expresé mas en pacientes N+ (63%) respecto a los NO (34,1%), sin que esa diferencia

resultase significativa (p=0,077).

El prondstico era ligeramente mejor en pacientes EGFR negativos, sin observar relacion
significativa entre la expresién de EGFR y la supervivencia libre de enfermedad (p=0,179),

global (p=0,125) y especifica (p=0,095).

5.2.4. Comparacion de expresion proteica entre los grupos
En la tabla 16 se resumen los datos obtenidos en las muestras estudiadas con IHQ para las
proteinas p53, p16, pEGFR y EGFR. Posteriormente se expone la relacidon entre la expresion de

dichas proteinas en los tres grupos de pacientes.

Tabla 16. Resumen de resultados obtenidos por IHQ en todas las muestras

Pl PI-CEN CEN

Pln Pir Total PI PI-CENs  PI-CENm Total PI-CEN  CEN

(n27) (%) (n22) (%)  (n49) (%) (n8) (%)  (n4) (%) (n12) (%) (n52) (%)
p16+ 27 (100) 18(81,2) 45 (91,8) 2 (25) 3(75) 5 (41,7) 7 (13,5)
p53+ 15 (55,5) 13(59,1) 28(57,1) 5(62,5)  3(75) 8 (66,6) 36 (69,2)
pEGFR+  16(59,2) 12 (54,5) 28(57,1) 5(62,5)  1(25) 6 (50) 19(36,5)
EGFR+  26(963)!  17(857)>  43(87,8) 3 (60)* 1(100)3 4 (66,7)6 21 (40,4)

'h=27, 2n=20, 3n=47, *n=5, °n=1, ®n=6.

Expresion de p53
La expresion de p53 no mostrd diferencia significativa comparando las muestras en los tres

grupos de pacientes, con expresion de 57,1% en Pl, 50% en PI-CEN y 69,2% en CEN (p=0,439).

Tampoco se vio diferencia significativa entre Pl y PI-CEN (p=0,548), entre PI-CEN y CEN
(p=0,863), ni entre Pl y CEN (p=0,208).
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Expresion de p16

La expresion de p16 mostrd diferencia significativa entre los tres grupos de pacientes, siendo
de 91,8% en Pl, 41,7% en PI-CEN y 13,5% en CEN (p<0,001). Esta diferencia se mantenia,
aunque con menor fuerza, si se considera como positividad el grado 3 de extensién (>70%),

con 34,6% en Pl, 20% en PI-CEN y 11,5% en CEN (p=0,010).

La diferencia fue significativa si comparamos los grupos Pl y PI-CEN (p<0,001), aunque se
perdia al tener en cuenta solo la extension grado 3 (p=0,227). También encontramos diferencia
significativa entre la expresién PI-CEN y CEN (p=0,024), perdiéndose al tomar como referencia
el grado 3 de extensién (p=0,628). La diferencia fue significativa al comparar Pl y CEN

(p<0,001), manteniéndose con la extension grado 3 (p<0,001).

Por ultimo, si comparamos el grupo Pl (n=49), con los Pl de los pacientes que posteriormente
presentaron PI-CENm (n=2), la expresion de p16 es mayor en el primer grupo (91,8%) respecto

al segundo (50%), siendo esta diferencia significativa (p=0,050).

Expresion de pEGFR
La expresién de pEGFR fue 57,1% en Pl, 47,6% en PI-CEN y 36,5% en CEN. No se observé

diferencia significativa cuando se comparan los tres grupos de pacientes (p=0,116).

No se observan diferencias entre Pl y PI-CEN (p=0,655), ni entre PI-CEN y CEN (p=0,389),

aunque si se alcanza valor significativo entre Pl y CEN (p=0,038).

Expresion de EGFR
La expresion de EGFR fue 87,8% en Pl, 66,7% en PI-CEN y 40,4% en CEN. Esta diferencia entre

los tres grupos de pacientes fue significativa (p<0,001).

Se observo diferencia de expresidn entre Pl y PI-CEN, sin alcanzar valor significativo (p=0,071),
al igual que entre PI-CEN y CEN (p=0,218). Si se observo diferencia significativa entre Pl y PI-
CENs (p=0,036) y entre Pl y CEN (p<0,001), pero no entre Pl y PI-CENm (p=0,761).

Analizando la muestra completa, se vio relacidn significativa entre la expresién de EGFR y la de
PEGFR (p=0,002). Si analizamos por grupos, en el grupo Pl se mantiene esta relacién (p=0,020),

pero no en PI-CEN (p=0,221), ni en CEN (p=0,172).
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5.3. Aspectos genéticos

Vamos a referirnos por un lado al anilisis de las ganancias/pérdidas en el nimero de copias
para los genes TP53, CDKN2A y EGFR con MLPA, para continuar con el estudio de las
mutaciones en EGFR y KRAS.

5.3.1. Andlisis de ganancia/pérdida de TP53, CDKN2A y EGFR

Se analizaron con MLPA las ganancias y pérdidas génicas de TP53 y CDKN2A en 47 muestras
(19 PI (6 PIny 13 Pir), 6 PI-CEN (2 PI-CENs y 4 PI-CENm) y 22 CEN); y de EGFR en 57 muestras
(19 PI (6 PIny 13 Pir), 7 PI-CEN (3 PI-CENs y 4 PI-CENm) y 31 CEN).

Se demostrd pérdida de TP53 en 2 muestras (4,2%) y de CDKN2A en 8 muestras (17%), pero sin

observar ganancias en dichos genes. Se confirmé ganancia de EGFR en 10 muestras (17,5%).

Desglosamos estos resultados seguln el grupo de estudio.

Ganancia/pérdida de TP53, CDKN2A y EGFR en Pl

Se analizaron 19 muestras de Pl (6 PIny 13 PlIr).

Se demostré pérdida de CDKN2A en 1 muestra del subgrupo PIn (16,6%). EGFR presentd
ganancia en dos muestras (10,5%), una del subgrupo PIn y otra del PIr. No se observaron

pérdidas ni ganancias en TP53.

Entre los subgrupos Pln y Plr no se observé diferencia significativa en ganancias y pérdidas de

EGFR y CDKN2A.

La supervivencia libre de enfermedad fue mayor en el paciente con pérdida de CDKN2A, pero
sin alcanzar valor significativo (p=0,446), al igual que en los pacientes con ganancias en EGFR

(p=0,358).

No se observd relacion entre la pérdida y las ganancias en CDKN2A y EGFR con el resto de

variables clinico-patoldgicas estudiadas.

Ganancia/pérdida de TP53, CDKN2A y EGFR en PI-CEN
Se analizaron 6 muestras de PI-CEN (2 PI-CENs y 4 PI-CENm) con TP53 y CDKN2A y 7 muestras
(3 PI-CENs y 4 PI-CENm) con EGFR.
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Se observé pérdida de TP53 en una muestra de PI-CEN (16,6%), perteneciente a PI-CENs (50%),
y pérdida de CDKN2A en dos muestras PI-CEN (33,3%), del subgrupo PI-CENm (50%).

En PI-CENs observamos ademas ganancia EGFR en dos muestras (66,6%).

No se vio relacion entre ganancia/pérdida génica y las variables clinico-patoldgicas estudiadas,
ni tampoco entre los subgrupos PI-CENs y PI-CENm en el nimero de copias de TP53 (p=0,121)
y CDKN2A (p=0,221). Si se observd diferencia significativa en el nimero de copias de EGFR,
siendo su ganancia mas frecuente en PI-CENs (66%) que en PI-CENm (0%) (p=0,050). No se
vieron diferencias significativas entre las ganancias/pérdidas génicas y la supervivencia libre de

enfermedad, global y especifica.

Ganancia/pérdida de TP53, CDKN2A y EGFR en CEN
Se analizaron 22 muestras para TP53 y CDKN2A y 31 muestras para EGFR.

Se observé pérdida de TP53 en 1 muestra (4,5%) y de CDKN2A en 5 muestras (22,7%). No se
observé ganancia ni amplificacion en ninguna de ellas. EGFR presentd ganancia en 6 muestras

(19,3%).

No se vio relacion entre la pérdida/ganancia de TP53, CDKN2A y EGFR vy las variables clinico-
patoldgicas estudiadas, a excepcidon de la ganancia en EGFR que era mas frecuente en

pacientes con categoria N + (44%) en comparacién con los N - (9%) (p=0,024).

No se observé relacion entre las alteraciones de TP53, CDKN2A y EGFR con la supervivencia

libre de enfermedad, global y especifica.

Relacién entre ganancias/pérdidas de TP53, CDKN2A y EGFR y los grupos de pacientes

Los resultados de los tres grupos de pacientes se resumen en la tabla 17.

La pérdida en TP53 fue mas frecuente PI-CEN (16%) que en CEN (4,5%) y Pl (0%), aunque sin

alcanzar diferencias significativas (p=0,210).

La pérdida de CDKN2A fue también mas frecuente en PI-CEN (30%), seguida de CEN (22,7%) y
menos en Pl (5,2%), aunque si comparamos los tres grupos esta diferencia no fue significativa

(p=0,174).

La ganancia en EGFR se observé en 28,5% de PI-CEN, 19,3% de CEN y 5,2% de P, sin alcanzar

tampoco diferencia significativa (p=0,521).
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En todas estas relaciones debe tenerse en cuenta el limitado nimero de muestras con

alteraciones MLPA que se comparan.

Tabla 17. Resultados de MLPA para TP53, CDKN2A y EGFR.

PI PI-CEN CEN

Pin Plr Total PI-CENs PI-CENm Total CEN
(n=6) (%)  (n=13) (%) (n=19) (%) (n=3)(%) (n=4)(%) (n=7)(%) (n=31) (%)

Pérdida - - - 1*(50) - 12(166)  1°(4,5)
TP53

Ganancia - - - - - - -
TP53

Pérdida 1(16,6) - 1(5,2) 2 (50) 22(33,3) 53(22,7)

CDKN2A

Ganancia - - - - - - -
CDKNZ2A

pérdida - - - - - - -
EGFR

Ganancia 1(16,6) 1(7,6) 2(10,5) 2 (66,6) - 2(28,5) 6(19,3)
EGFR

n=2, 2n=6, 3n=22.

Relacion entre ganancias/pérdidas de TP53, CDKN2A y EGFR con la expresion proteica

Si comparamos los datos de TP53, CDKN2A y EGFR con las proteinas que expresan dichos
genes (p53, p16 y EGFR) observamos que la pérdida TP53 fue similar en muestras p53 positivas
(3,2%) respecto a p53 negativas (6,2%) (p=0,626).

La pérdida CDKN2A fue mas frecuente en muestras p16 negativas (22,2%) que en p16 positivas

(10%), aunque sin alcanzar un valor significativo (p=0,270).

No se observé relacién entre la ganancia EGFR con la expresion EGFR (p=0,814) ni pEGFR

(p=0,415).
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5.3.2. Analisis de mutaciones en EGFR y KRAS
Se analizd la mutacién KRAS en 76 muestras (12 PIn, 13 PlIr, 7 PI-CENs, 4 PI-CENm y 40 CEN). La
mutacion EGFR se analizd solo en 42 muestras (9 Pln, 8 PIr, 4 PI-CENs, 7 PI-CENm y 14 CEN),

debido al agotamiento del ADN en el resto de las muestras.

Mutaciones EGFR en PI
En las 17 muestras de Pl analizadas se observo mutacion de EGFR en 7 (41,2%), 4 (44,4%) en

PIny 3 (37,5%) en PIr, sin diferencia significativa entre ambos subgrupos (p=0,772).

No se vio relacion entre la presencia o ausencia de mutacién EGFR y las variables clinico-

patoldgicas estudiadas ni con el tiempo libre de enfermedad (p=0,973).
No se observd relacion de la mutaciéon EGFR con la expresion de p53, p16, pEGFR y EGFR.

La mutacién EGFR fue mas frecuente en las muestras VPH + de alto riesgo (100%) respecto a

las VPH - (33,3%), aunque la diferencia no fue significativa (p=0,078).

No se observé relacidn entre la mutacion de EGFR y las ganancias/pérdidas génicas, ya que

ninguna muestra mutada presentd alteraciones en MLPA.

Mutaciones de EGFR en PI-CEN

De las 11 muestras de PI-CEN (7 PI-CENs y 4 PI-CENm) se observé mutacidon EGFR en 6 (54,5%):
4 PI-CENs (57,1%) y 2 PI-CENm (50%), sin diferencia significativa entre ambos subgrupos
(p=0,819).

No se observé relacién significativa entre la presencia de mutacion EGFR y las variables clinico-
patoldgicas estudiadas. Los pacientes con recidiva presentaron mutacidon EGFR en el 60%, sin
poder demostrarla en los que no la tuvieron, aunque la diferencia no fue significativa
(p=0,251). La supervivencia libre de enfermedad, global y especifica fueron mayores en los
pacientes sin mutacidon EGFR, sin alcanzar tampoco valores significativos (p=0,235, p=0,109 y

p=0,109 respectivamente).

La mutaciéon EGFR se observd con mas frecuencia en las muestras con expresion pEGFR
negativa- (83,3%) (p=0,036). No se vio relacién entre la mutaciéon EGFR y la expresion de EGFR,

p16, p53, infeccidon VPH, ni con las ganancias/pérdidas génicas.
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Mutaciones de EGFR en CEN

En las 14 muestras de CEN analizadas se observé mutacion EGFR en un caso (7,1%).

No se vio relacién con ninguna de las variables clinico-patoldgicas estudiadas, ni con la
supervivencia libre de enfermedad (p=0,376), global (p=0,725) y especifica (p=0,820). Tampoco
con la expresién de p16, p53, EGFR, pEGFR, infeccion VPH, ni con las ganancias/pérdidas

génicas.

Comparacién de mutaciones de EGFR entre los grupos de pacientes
Si comparamos los tres grupos de pacientes (PI, PI-CEN y CEN), observamos una diferencia
significativa en cuanto a la presencia de mutacidon EGFR, siendo mas frecuente en PI-CEN

(54,5%) seguido de Pl (41,2%) y CEN (7,1%) (p=0,030).

Si comparamos PI-CEN con CEN, la diferencia aumenta (p=0,009), mientras que si lo hacemos

entre Ply PI-CEN, la diferencia pierde significacion (p=0,488).

En la tabla 18 se resumen los resultados obtenidos para la mutacién EGFR en todos los grupos.

Tabla 18. Mutaciones de EGFR en todos los grupos.

Pl PI-CEN CEN

PI PIr Total PI-CENs PI-CENm  Total CEN
(n9) (%) (n8) (%) (n17) (%) (n7) (%) (n4) (%)  (n11) (%) (n14) (%)

Mutacién 4 (44,4) 3(37,5) 7(41,2)  4(57,1) 2 (50) 6(545)  1(7,1)
EGFR

Relacion entre la mutacion de EGFR y la expresion proteica en todos los grupos

Se observo relacién entre la presencia de mutacidn EGFR y la expresidon negativa de pEGFR
(p=0,047). No se vio relacién con la expresién de EGFR (p=0,418), p53 (p=0,813) y p16
(p=0,190).

Relacién entre la mutacion de EGFR y la infeccién por VPH en todos los grupos
Se vio relacién entre la mutacion EGFR y VPH+ (p=0,007). Si separamos por subtipos VPH, se
relaciona con la infeccién VPH de alto riesgo (p=0,004), pero no con los VPH de bajo riesgo

(p=0,651).
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Relacién entre la mutacion de EGFR y el numero de copias EGFR

No se vio relacién entre la mutacion EGFR y la ganancia de numero de copias de EGFR
(p=0,105).

Mutaciones de KRAS

No se encontraron mutaciones KRAS en ninguna de las 76 muestras analizadas.

5.4. Infeccion por Virus del Papiloma Humano

Se estudio la infeccidon por VPH en 93 de las 115 muestras: 36 PI (20 PIny 16 Plr), 11 PI-CEN (7
PI-CENs y 4 PI-CENm) y 46 CEN. VPH fue positivo (+) en 7 (7,5%) de las 93 muestas, con

subtipos de alto riesgo en 4 (4,3%), y de bajo en las 3 (3,2%) restantes.

5.4.1. VPH en PI

Se demostré VPH en 2 (5,5%) de las 36 muestras, siendo ambas VPH 16 y pertenecientes al

grupo Pln, aunque sin obtener diferencia significativa con Plr (p=0,193).

No se vio relacién entre VPH 16 + con las variables clinico-patolégicas ni con el estadio de
Krouse. Se vio tendencia a mayor tiempo libre de enfermedad en los pacientes sin infeccion

por VPH, aunque no resulto significativo (p=0,340).

5.4.2. VPH en PI-CEN

Se demostré infeccion VPH en 5 (45,5%) de las 11 muestras, siendo 2 (18,2%) por VPH 16 y las
3 (27,3%) restantes por VPH 42, VPH 56 y VPH 61. No se vio diferencia significativa en la
expresion de VPH + entre PI-CENs (43%) y PI-CENm (50%) (p=0,819). En PI-CENs los subtipos
hallados fueron VPH 16, 42 y 61, mientras que en PI-CEN se encontraron VPH 16 y 56 (Tabla
19).

No se observé relacion entre la expresién de VPH vy las variables clinico-patoldgicas, aunque
todas las muestras VPH + correspondian a categorias T (p=0,154) y estadios TNM (p=0,154)

avanzados. Ningun caso VPH + presenté metastasis ganglionares (N+) (p=0,064).

En PI-CEN con VPH + se observé menor supervivencia libre de enfermedad, pero sin alcanzar

diferencia significativa (p=0,071). Esta diferencia se hacia significativa al considerar sélo los
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subtipos de bajo riesgo (p=0,007) (Figura 29), y perdia la significacién con el de alto riesgo (VPH

16) (p=0,835). Se vio relacién entre VPH + y peor supervivencia global y especifica (p=0,048)

(Figura 30), perdiendo significacion de ambas si separamos los subtipos de alto (p=0,148) y

bajo (p=0,247) riesgo oncogénico.
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Figura 29. Supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con PI-CEN segun la infeccién por VPH de

bajo riesgo oncogénico (p=0,007).
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Figura 30. Supervivencia global y especifica para enfermedad en pacientes con PI-CEN segun la infeccidn

por VPH (p=0,048).
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5.4.3. VPH en CEN

Ninguna de las 46 muestras de CEN resulté positiva para VPH.

5.4.4. Comparacion de infeccion por VPH entre los grupos
En la tabla 19 se resumen los datos obtenidos en las 93 muestras con el estudio de infeccién

por VPH en los grupos de pacientes.

Tabla 19. Resumen de infeccién por VPH en todas las muestras

PI PI-CEN CEN
PI PIr Total PI-CENs PI-CENm  Total CEN
(n20) (%)  (n16) (%) (n36) (%) (n7) (%) (n4)(%)  (n11) (%) (n46) (%)

VPH16 2 (10) - 2 (5,5) 1(14,3) 1(25) 2(182) -

VPH42 - - - 1(14,3) - 1(9,1) -

VPH56 - - - - 1(25) 1(9,1) -

VPH61 - - - 1(14,3) - 1(9,1) -

La infecciéon por VPH fue 5,5% en PIl, 45,5% en PI-CEN y 0% en CEN, alcanzando diferencia
significativa (p<0,00). Entre Pl y PI-CEN la diferencia fue significativa (p=0,001), manteniéndose

en los VPH de bajo riesgo (p=0,001), pero se pierde en el de alto riesgo (p=0,189).

Si comparamos PI-CEN y CEN, la diferencia fue también significativa (p<0,001), tanto en el

serotipo de alto riesgo (p=0,003) como en el de bajo riesgo (p<0,001).

5.4.5. Relacién entre VPH y la expresion de p53, p16, pEGFR y EGFR

La mayoria de las muestras VPH + fueron p53 positivas (86%) (p=0,223) y p16 positivas (57%)
(p=0,362), aunque ninguna con una expresion >70% (limite inferior predictivo de infeccién
VPH), pEGFR negativas (86%) (p=0,110) y EGFR positivas (75%) (p=0,573), sin alcanzar estas

tendencias valores significativos en ninguna de las proteinas estudiadas.

Si separamos la infeccién por VPH de alto y bajo riesgo oncogénico, las muestras VPH de alto
riesgo fueron p53 positivas (100%) (p=0,129), p16 positivas (50%) (todas <70% de expresién)
(p=0,704), pEGFR negativas (100%) (p=0,076) y EGFR positivas (100%) (p=0,164). Las muestras
con VPH de bajo riesgo fueron p53 positivas (66%) (p=0,937), p16 positivas (66%, todas <70%
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de expresidén) (p=0,355), pEGFR negativas (66%) (p=0,731), y a diferencia de las de alto riesgo,

EGFR negativas (100%) (p=0,202), aunque en esta ultima relacion sdélo se analizé una muestra.

Resumiendo, se observa que la infecciéon VPH tiene un perfil de sobreexpresidn para p53, p16
(<70%) y EGFR, mostrando negatividad para pEGFR, aunque sin alcanzar significacion
estadistica, posiblemente por el escaso porcentaje de infeccion VPH en las muestras

estudiadas.
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6. DISCUSION
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6.1. Justificacion

Pl es el tumor benigno nasosinusal mas frecuente, aunque puede presentar un
comportamiento agresivo, con alta tasa de recidivas y posibilidad de transformaciéon maligna.
Algunos autores han sugerido que Pl es la lesidn preinvasiva de CEN, ratificando este dato al
observar los dos procesos en el mismo paciente, incluso de manera simultanea en la muestra
de tejido tumoral (Figura 7A). A pesar de las evidencias clinicas y patoldgicas que indican esa
progresion, se desconocen las etapas del proceso de transformaciéon maligna en los PI, écudles
son los factores predisponentes?, éiqué lesiones tienen mas riesgo de recidivar y/o
transformarse?...Todas estas cuestiones han sido en esencia los motivos que me han

impulsado a desarrollar esta investigacion.

Utilizamos una muestra heterogénea de pacientes, integrada por tres grupos que podrian
representar las secuencias del proceso de transformacidn/progresion sobre los que hicimos
diferentes valoraciones clinico-histopatoldgicas, génicas y de expresion, estimando

especialmente la significacién etioldgica de VPH.

Se van a discutir los resultados obtenidos siguiendo este esquema, contrastandolos con los

datos publicados con una mayor evidencia.

6.2. Aspectos clinico-patoldgicos

En relacién a la muestra estudiada hay que considerar que tanto Pl como CEN son lesiones con
baja incidencia, siendo necesario utilizar periodos muy largos de tiempo para recoger un

numero suficiente de pacientes y muestras que aporten datos de interés.

La poblacién estudiada de 102 pacientes con lesiones nasosinusales, distribuidos en tres
grupos (39 PI, 11 PI-CEN y 52 CEN), puede considerarse amplia, completa y representativa,
similar en nimero a otras series publicadas como la de Udager et al (50 PI, 20 PI-CEN y 20 CEN)
(86), la de Sahnane et al (18 PI, 19 PI-CEN y 12 CEN) (93) o la de Rooper et al (30 PI, 7 Pl con
displasia, 16 PI-CEN (14 PI-CENs y 2 PI-CENm) y 7 CEN) (124). Esta uUltima es una excepcion a las

anteriores, ya que en general no se diferencia entre PI-CENs y PI-CENm.
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En el grupo Pl predominan los varones sobre las mujeres, con una ratio de 1,6:1 que es algo
menor a lo publicado (2-5:1). La media de edad fue de en 62,5 afios, similar a lo presentado en

otras series (10,11,19).

Las caracteristicas clinicas mas frecuentes como el sintoma de obstruccidn nasal, la localizacién
en fosa nasal y seno maxilar, el estadio Il de Krouse, asi como el resto de aspectos clinico-

patoldgicos coinciden con lo publicado por otros autores (13,17).

Las recidivas se observaron en 30% de los pacientes, algo mas que lo publicado en otras series
(61,125), aunque las tasas de recidiva son muy variables, entre 0-78% (42). Debe tenerse en
cuenta que esto puede deberse a un sesgo en la seleccidn de los pacientes, ya que no se
realizé de forma consecutiva y se derivaron al centro pacientes con recidivas previas. La
supervivencia libre de enfermedad en nuestra serie fue menor en estadios mds avanzados, en
concordancia con otros trabajos previos (49,65). Llama la atencién que aunque si existe una
disminucién del tiempo libre de enfermedad significativa al pasar del estadio Il al lll, no
observamos esta diferencia entre los estadios | y Il. Esto ya ha sido descrito por autores

previos, siendo uno de los defectos sefialados del sistema de estadificacidon de Krouse (50,65).

En el grupo PI-CEN, predominan las mujeres con una ratio de 1,75:1. Este dato contrasta con
publicaciones previas en las que prevalecian los varones (8), aunque hay autores que observan
mayor numero de mujeres (126). La edad media era de 61 afios, ligeramente inferior a la de PI.
Es posible que el reducido nimero de pacientes de este grupo pueda condicionar la precisién

de los datos obtenidos.

La obstruccién nasal fue el sintoma mas frecuente al diagndstico junto con las algias faciales,
observando ademas numerosos sintomas indicativos de enfermedad extensa, siendo este dato
coincidente con lo publicado (17). La localizacién mas frecuente fue el seno maxilar y la mayor
parte de los pacientes se diagnosticaron en estadios avanzados, con una tasa de recidiva del
91%, siendo la supervivencia a los 5 afios del 9%, datos peores a los recogidos en la bibliografia
(127). Hay que considerar el reducido nimero de pacientes de este grupo y que la mayoria se
diagnosticaron con categoria T3-4 (82%) y estadio tumoral Ill-IV (84%), justificando el peor
prondstico. De manera muy general, si tenemos en cuenta el nimero total de CEN y los que
tenian el antecedente previo de PI, podemos decir que 17,4% de los pacientes con CEN habian

sido diagnosticados con anterioridad de PI.
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En el grupo CEN, predominan los varones con una ratio de 2,5:1. La edad media fue 66,12
afios, superior a los otros grupos, y significativamente mayor respecto al grupo PI-CEN,
sugiriendo una etapa mdas avanzada en la progresidn. Estos datos son concordantes con
estudios previos (93,113). La localizacion mds frecuente sigue siendo el seno maxilar, como

también ha sido descrito en la bibliografia (1).

La mayoria de los pacientes de nuestra serie se diagnosticaron en etapas avanzadas de la
enfermedad, con valores ligeramente superiores a los del grupo PI-CEN en la categoria T3-4 y
estadio tumoral IlI-IV (90,4%), porcentajes mas altos que los publicados (128). Hay que tener
en cuenta que el HUCA es centro de referencia para el tratamiento de esta patologia, y a él se
derivan pacientes de otras areas geograficas, especialmente en estadios avanzados. Esto
también explica que el 83% de los pacientes con CEN hayan presentado recidivas, porcentaje
elevado en relacidn a revisiones previas (129), y que la supervivencia especifica a los 5 afios
sea de s6lo 17%, peor a lo publicado (20). Se pudo constatar una relacion significativa entre la
categoria T y el estadio tumoral con la supervivencia, en consonancia con lo observado por

otros autores (21,105).

Hemos visto una alta tasa de cirugias abiertas en los pacientes con CEN, sobre todo en los 15
primeros afios del estudio, invirtiéndose esta tendencia hacia la cirugia endoscdpica en la
ultima década. Los motivos que condicionaron el abordaje quirudrgico se explican por el alto
numero de pacientes en estadios avanzados que requirieron cirugia agresiva y reconstructiva.
Las técnicas quirurgicas se han ido modificando, haciéndose mas conservadoras, sobre todo
desde la introduccidn de cirugia endoscépica, con similares resultados oncoldgicos y mejor

funcionalidad y estética, como publican también otros autores (1).

6.3. Aspectos de expresion proteica y genéticos

En los ultimos afios se ha impulsado la investigacidn y se han publicado muchos trabajos sobre
las alteraciones genéticas que caracterizan los Pl y los CEN, pero los datos obtenidos hasta el
momento proporcionan una informacion limitada y en ocasiones contradictoria. A
continuacién se comentan los hallazgos en cuanto a la expresién proteica con IHQ, presencia
de mutaciones en los genes EGFR y KRAS, asi como alteraciones en el nimero de copias de los

genes TP53, CDKN2A y EGFR.
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6.4.1. Expresion proteica de pl16 vy alteraciones en CDKN2A en PI, PI-CEN y
CEN

En el grupo Pl encontramos una elevada expresion de p16 (91,8%), mayor en el subgrupo Pln
(100%) que en el PIr (81,8%), siendo esta diferencia significativa, habiendo ademads relaciéon
con la supervivencia libre de enfermedad. A la vista de este resultado p16 podria ser predictor
de recidiva cuando pierde su expresion. Otros autores obtienen también una expresién alta en
PI, menor de lo observado por nosotros, con valores entre 82-88% (99,130). En otros estudios
no se observd esta relacién, quizds por no especificar el punto de corte en el grado de
extensidn (131). Cohen et al si comprobaron la relacidén entre recidivas y pérdida de expresion

de p16, tomando como positivas solo las extensiones de >70% (102).

En el grupo PI-CEN p16 estaba sobreexpresada en 41,7% de las muestras (25% en PI-CENs y
75% en PI-CENm), siendo esta diferencia significativa cuando consideramos positiva la
extension >70%. En la bibliografia previa referente a p16 no se distingue entre PI-CENs y PI-

CENm, por lo que no podemos contrastar nuestros resultados.

En nuestro estudio se observé una relacién significativa e inversa entre la expresion de pl16 vy el
estadio tumoral de los PI-CEN, a menor expresion mayor estadio y, por tanto, peor prondstico.
Asi, la pérdida de expresion de pl6 podria interpretarse como marcador prondstico y de

crecimiento tumoral.

La diferencia en la expresidn de pl6 entre Pl y PI-CEN resulté también significativa,
coincidiendo con otros articulos publicados donde se sugiere que la pérdida de expresidn no se
produce durante la formacién de PI, sino en la progresidon hacia displasia y transformacion
maligna (104,124,131,132). Esa misma pérdida de expresidén de p16, con valor significativo, la
hemos observado al comparar el grupo Pl con muestras de Pl de pacientes que posteriormente
desarrollaron un PI-CENm, indicando que la pérdida de p16 podria ayudar a reconocer Pl con
potencial maligno. Como ya se ha comentado, no hay referencias previas que comparen estos

dos tipos de muestras, por lo que no podemos contrastar nuestros datos.

En el grupo CEN se vio expresiéon de p16 en 13,5%, porcentaje similar a lo publicado (133). Se
vio relacidn entre la mayor expresién de p16 y el menor grado de diferenciacidon tumoral, sin

encontrar relacion con otras variables clinico-patoldgicas.

En nuestro estudio ha quedado bien reflejado el descenso progresivo de expresién de pl6
entre los tres grupos, con una expresién maxima en Pl, intermedia en PI-CEN y minima en CEN,
siendo significativas las diferencias entre los tres grupos. Otros autores han observado

también que la expresién de p16 desciende de manera progresiva desde las lesiones benignas,
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la aparicidn de displasia, hasta el tumor maligno, aunque no de manera tan evidente como
nosotros (99). En un estudio donde se comparaba la expresién de p16 en PI, PI-CEN y CEN, se
vio una expresién maxima en Pl, descenso en PI-CEN, y aumento en CEN respecto a PI-CEN
(124). En otros trabajos en CEN se vio también relacién entre la pérdida de expresion de pl6y
la aparicidn de recidivas y disminucidn de la superivivencia libre de enfermedad (102), aunque

nosotros no observamos estas relaciones.

Recopilando todos nuestros datos y cotejandolos con los de la bibliografia podemos sefialar
gue la pérdida de expresion de pl6 estaria relacionada con peor prondstico, tanto en lesiones
benignas como malignas, actuando como predictor de recidivas en Pl e indicando tumores mas

avanzados en PI-CEN.

Hay que destacar también la diferencia encontrada entre los Pl y aquellos Pl que
posteriormente malignizaron hacia PI-CENm, resaltando aun mas la importancia de p16 como

marcador de potencial maligno y su posible utilidad en la practica clinica.

En nuestro estudio no se analizé la presencia de mutaciones en CDKN2A, aunque publicaciones
recientes han demostrado mutaciones inactivantes en PI-CEN del 33-42% (112,134), lo que

podria explicar la pérdida de expresién proteica de p16 respecto a los PI.

En el grupo PI-CEN se demostré pérdida en el nimero de copias CDKN2A en 33,3%, mientras
que se vio en el 16,6% del grupo PI. CDKN2A es el gen mas mutado en tumores humanos
después de TP53, incluido el CECC (96). En estudios previos también se vio pérdida en el
numero de copias de CDKN2A en porcentaje similar, observando en muestras pareadas de Ply
PI-CEN que solo existia pérdida en el nimero de copias en el segundo. Las alteraciones en
CDKNZ2A podrian considerarse, junto con las alteraciones en TP53, un evento precoz en la

transformacién maligna (134).

En el grupo CEN se vio pérdida en el nUmero de copias CDKN2A en 22,7%. Nuestros datos
permiten comprobar que la pérdida en el nimero de copias es mas frecuente en tumores
malignos (PI-CEN y CEN) respecto a los PIl. En estudios previos se ha visto que la mayoria de los
tumores malignos (72,4%) mostraban alteraciones en el nimero de copias de CDKNZ2A, y el
96,6% tenian alteraciones en CDKN2A o TP53, aunque no incluyeron en el estudio pacientes

con diagndstico de Pl (134).
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El gen CDKN2A es el gen mas frecuentemente inactivado en algunos tumores como el
melanoma, y aparece también en otros tumores sélidos. La funcidn principal de p16,
codificada por CDKN2A es, a través de CDK4 y CDK6, impedir la fosforilacién de la proteina Rb,
regulando negativamente el ciclo celular y deteniendo la proliferacién celular, por lo que
inhibidores de CDK4/6 se podrian utilizar para restaurar esta via de control celular (97,135). En
concreto, se utilizan Palbociclib, Ribociclib y Abemaciclib (135). Estos farmacos todavia no
estan estudiados ni tienen indicaciéon den CEN ni PI-CEN, pero podrian en un futuro ser una

diana terapéutica.

6.4.2. Expresion proteica de p53 y alteraciones en TP53 en PI, PI-CEN y CEN
En el grupo PI la proteina p53 estaba sobreexpresada en 57% de las muestras, siendo este
valor ligeramente superior en Plr (59,1%) respecto a PIn (55,5%), sin alcanzar diferencia
significativa, no pudiendo relacionar su sobreexpresidn con la recidiva. Este resultado estd en
consonancia con otras publicaciones en las que no se vio relacion entre p53 y la recidiva de las
lesiones (132). Hay que tener en cuenta que el estudio IHQ de p53 puede tener limitaciones ya
gue no existe anticuerpo especifico para la isoforma mutada de la proteina, sino que reacciona
con ambas (mutada y salvaje). Sin embargo, la acumulacidon de p53 hasta niveles detectables

por IHQ suele asociarse con mutaciones del gen (99,136).

En el grupo PI-CEN la expresion de p53 aumento ligeramente (66,7%) respecto al grupo Pl, sin
alcanzar diferencia significativa. Otros autores si observan diferencia entre esos dos grupos,
con mayor expresion de p53 en PI-CEN que en PI, sugiriendo que p53 podria relacionarse con
la progresiéon hacia PI-CEN, e incluso que podria ayudar a reconocer Pl con riesgo de
progresidon (79,104). Por contra, otros autores afirman que no existe relacién entre la

expresion de p53 y los cambios displasicos que ocurren en la mucosa nasal (132).

En el grupo CEN la expresién de p53 fue 69,2%, sin diferencia significativa con los grupos
anteriores, al contrario de lo publicado por otros autores que si la observaron, con falta de
expresion en Pl y aumento progresivo en PI-CEN y CEN (99,119,120). No obstante, nuestro
estudio si demostré en CEN que la sobreexpresion de p53 se relaciona con la categoria N,

factor de mal prondstico. No se ha descrito con anterioridad esta relacion.
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En el grupo PI no se encontraron alteraciones en el nimero de copias TP53.

En el grupo PI-CEN se observod la pérdida en el nimero de copias TP53 en 16% de las muestras

estudiadas.

En el grupo CEN se observo pérdida en el nimero de copias TP53 en 4,5%. No se observaron

diferencias significativas al comparar los valores obtenidos entre los grupos estudiados.

Se ha comentado ampliamente que la mutacion TP53 es la alteracidon génica mads frecuente en
tumores humanos. Otros autores han observado tasas elevadas de dicha mutacién en CEN (33-
100%), asi como en PI-CEN, pero no en el Pl asociado, sugiriendo que puede ser un evento
precoz en la transformacién maligna de Pl a PI-CEN (134). No hemos podido obtener
bibliografia que analice TP53 con MLPA en tumores nasosinusales, por lo que no podemos
contrastar nuestros datos. En nuestro estudio no se ha analizado la presencia de mutaciones

en TP53.

6.4.3. Expresion proteica de EGFR y pEGFR vy alteraciones en EGFR en PI, PI-
CENY CEN

En el grupo Pl se demostrd expresidon de pEGFR en 57,1% de PI, con un porcentaje similar en

PIn (59,2%) y PIr (54,5%). EGFR se expreso en 87,8%, sin observar tampoco diferencias entre

los subgrupos Pln (96,3%) y Plr (85%), no encontrando relacién con las recidivas, como

observaron otros autores (137). Los datos publicados con anterioridad son muy dispares, con

tasas de positividad de EGFR en Pl entre 20-80% (104,114,137). No hay publicaiones respecto a

pPEGFR que permitan contrastar nuestros resultados.

En el grupo PI-CEN la proteina pEGFR estaba sobreexpresada en 50%, mas en PI-CENs (62,5%)
que en PI-CENm (25%), aunque la diferencia no fue significativa, probablemente debido al
reducido numero de pacientes de este grupo. EGFR se expresé en 66,7% de los PI-CEN, sin
diferencias entre subgrupos (60% en PI-CENs y 100% en PI-CENm). La expresidon de EGFR se
relaciond con la supervivencia libre de enfermedad en PI-CENs, teniendo mejor prondstico los
tumores que la expresaban. No hemos encontrado en la bibliografia referencias especificas de
EGFR ni de pEGFR en PI-CEN, por lo que no se pudieron contrastar nuestros datos con los de

otros autores.
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En el grupo CEN, se vio expresion de pEGFR en 36,5%. Esta expresidon aumentaba en pacientes
con recidivas respecto a los que no las tuvieron (42% vs 11,1%), aunque sin valor significativo.
Se vio expresiéon de EGFR en el 40,4% de las muestras, porcentaje similar a publicaciones
previas (105). Se obtuvo un valor préximo a la significacion al relacionar su sobreexpresiény la
presencia de metdstasis ganglionares, como también fue descrito por otros autores (105). En
otros trabajos se relaciond la expresion de EGFR en tumores de seno maxilar con su recidiva
(138). En otra localizacién del CECC, como es el cancer de orofaringe, se vio que los pacientes
EGFR negativos tenian mejor supervivencia global, aunque sin encontrar relacién con la
expresion de pEGFR (139). Otros autores siguiendo la linea de cancer oral relacionaron la
expresion de pEGFR con peor supervivencia especifica y libre de enfermedad (140). Como ya se
ha comentado, no hay publicaciones que estudien la expresion de pEGFR en patologia

nasosinusal.

Contrastando todos los datos obtenidos en nuestro estudio con lo hasta ahora publicado se
puede interpretar que la expresién de EGFR y pEGFR en CEN tiene interés prondstico, aunque

seria necesario ampliar el nimero de pacientes para confirmar las tendencias observadas.

No se observaron diferencias en la expresidon de pEGFR entre los distintos grupos de pacientes.
Por el contrario, si observamos diferencia en la expresion de EGFR entre los tres grupos, entre
Pl y PI-CENs y entre Pl y CEN, estando mas sobreexpresado en lesiones benignas. Esto
contrasta con una publicacién previa donde la expresién de EGFR en Pl era 80%, en PI-CENs
100% y en PI-CENm 90%, con diferencias significativas entre grupos, pero mostrando mas

positividad en lesiones malignizadas (114).

Los resultados obtenidos en la expresidon de EGFR son por tanto contradictorios, y deben ser
corroborados en posteriores investigaciones, mas teniendo en cuenta que 11 muestras de

nuestro estudio no fueron adecuadas.

En el grupo Pl la mutacion EGFR se demostrd en 41%, siendo menos frecuente en pacientes
con recidivas, sin relacién significativa. El porcentaje de mutaciones es algo menor al recogido
en estudios previos, entre 72-100% (86,93,109). Las mutaciones observadas en nuestro
estudio fueron mas frecuentes en pacientes con infeccion VPH de alto riesgo, sin alcanzar
valores significativos. Esta relacion contrasta con lo publicado por otros autores, que
observaron relacién negativa entre las mutaciones EGFR y la infeccidon VPH, tanto en Pl como
en PI-CEN (113). Se ha descrito que la ausencia de mutacion EGFR en Pl podria ser predictor de

malignizacién (93), pero nosotros no hemos podido contrastar esta afirmacion.
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En el grupo PI-CEN se observé mutacion EGFR aproximadamente en la mitad de las muestras
de PI-CEN, al igual que en sus subgrupos. La mutacién EGFR ha sido estudiada en muchos tipos

de tumores ya que su proteina sobreexpresada podria utilizarse como diana terapéutica (110).

Los articulos publicados hasta la fecha han demostrado tasas de mutacidn mayores a las
observadas por nosotros. Asi, se ha observado mutacion EGFR en 88% Pl y 77-80% PI-CEN,
detectando mutaciones idénticas en muestras pareadas de ambos grupos, estableciendo asi
un posible modelo de progresidon (86,125). Nuestro estudio no ha podido demostrar la

concordancia en las mutaciones EGFR en muestras pareadas.

En esta misma linea otros autores observan una tasa de mutacién en PI-CEN del 72%,
sugiriendo que esta alta tasa indica un patrén molecular diferente al de otros CECC (134). Sin
embargo, en otros estudios la tasa de mutacidn EGFR en PI-CEN baja al 30%, afirmando que los

pacientes con Pl no mutado tienen mayor probabilidad de desarrollar PI-CENm (93).

En el grupo CEN se observé mutacion EGFR en 7,1% de las muestras, existiendo diferencia
significativa respecto al grupo PI-CEN. Resultados similares han sido descritos con anterioridad,
observando mutacién EGFR en 83-93% de PI-CEN y en 6-30% de CEN (109,111), localizdndose
sobre todo en el exén 20 en PI-CEN (93,111).

El estudio de las mutaciones en EGFR en estos tumores ha ganado importancia en los ultimos
afios debido al desarrollo de la medicina de precisidon y personalizada, y de farmacos cuya

diana son estas alteraciones.

Nosotros hemos analizado la mutacién EGFR en el exdn 20 por ser la localizacion mas
frecuente en PI-CEN y CEN (86,109). En el cancer de pulmdén no microcitico se ha comprobado
que esta mutacién se relacionaba con resistencia a tratamiento con inhibidores reversibles de
tirosina quinasa (TKI) como Gefitinib y Erlotinib, a diferencia de los que portan mutaciones en
el exén 19 (110), y los estudios previos en CEN han mostrado resultados limitados. En este
sentido otros autores publicaron el efecto producido por Gefitinib y Erlotinib (TKI reversibles) y
Neratinib, Afatinib y Dacomitinib (TKI no reversibles) en lineas celulares de PI-CEN, observando
mejor respuesta con el segundo grupo de farmacos (109), lo que podria explicarse por la
elevada prevalencia de esta mutacidon. Por otro lado, nuevos tratamientos como el
Amivantamab y el Mobocertinib se han aprobado en el cancer de pulmdn no microcitico con

mutaciones en el exdn 20 de EGFR (141).
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La presencia en nuestra investigacion de la mutacidn EGFR en la mitad de los PI-CEN y en
menor medida en los CEN, serd una linea a investigar en el futuro con el fin de complementar

el tratamiento y mejorar el prondstico de los pacientes.

Para nosotros es llamativa la relacién inversa entre la mutacidon EGFR y la expresion de pEGFR,
sugiriendo que la fosforilacién y activacién de EGFR puede ocurrir por diferentes vias. Se ha
descrito que si la mutacién EGFR afecta al exdn 19 provoca dimerizacién y autofosforilacién de
la proteina sin necesidad de ligando (142), mientras que si afecta al exén 20 produce un
cambio en la conformacién proteica que induce una sefial de activacion independiente de la

dimerizaciéon y autofosforilacién (143), apoyando nuestro hallazgo.

6.4.4. Alteraciones en KRAS

No hemos observado mutacion de KRAS. La presencia de esta mutacion es considerada un
predictor de mala respuesta a terapias anti-EGFR. En la mayoria de estudios previos tampoco
se ha podido encontrar dicha mutaciéon (109,115,116), aunque algun autor si ha podido
demostrarla en PI-CEN (134) y también se ha descrito en CEN asociado a papiloma oncocitico
(117,125). La ausencia de mutacién KRAS podria ser indicativo de buena respuesta a la terapia
con farmacos anti-EGFR, como otros autores han senalado en los carcinomas nasosinusales,

estando ausentes en CEN y siendo muy escasas en adenocarcinomas nasosinusales (115).

En otros tumores como el carcinoma colorrectal, donde la mutacién en KRAS es mas frecuente,
se estudia la mutacién en pacientes susceptibles de tratamiento con terapias anti-EGFR (115).
Sin embargo, en CEN dado que se ha demostrado una baja prevalencia de estas mutaciones,

no parece necesario su analisis de rutina.

6.4. Infeccion por VPH

Encontramos infeccidn por VPH en el 7,5% de las muestras estudiadas.

En el grupo PI se demostro infeccion VPH en el 5,6%, todos los casos del subtipo VPH16 y en el

subgrupo PIn, sin relacién por tanto con el desarrollo de recidivas aunque con tendencia a
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menor tiempo libre de enfermedad. La tasa de infeccién observada es muy baja, encontrando
en la bibliografia datos muy dispares al respecto, entre 0-100% (91,103,124,130). Este hecho
puede deberse a la variabilidad geografica en la prevalencia del virus, asi como a la diversidad
de métodos de deteccidon utilizados. En una serie publicada de Pl en Espafia y Polonia, se vio
que en la cohorte espafiola la tasa de infeccién por VPH era de 4,3% y 6,1% en la polaca, todos

por VPH 11 (144).

No esta claro en nuestro entorno que la infeccion VPH tenga un papel activo en la progresion
de la enfermedad, como otros autores también afirman. En un estudio, aunque observaron
una tasa de infeccion del 100% en PIl, todas las células infectadas presentaban muy baja
actividad transcripcional, sin poder establecer relacion con progresidn, recidiva y
transformacion maligna (87). La baja tasa de infeccidn observada por nosotros podria indicar
qgue VPH no tiene un papel activo como factor etioldgico, como otros autores sostienen (28),
aunque cabria interpretar también que su papel etiolégico podria estar limitado a un reducido

subgrupo de pacientes.

En el grupo PI-CEN se encontré VPH en el 45,5%, estando representados en este subgrupo
todos los subtipos estudiados (Tabla 20), y siendo la infeccidén por VPH de alto riesgo en el 18%
de los pacientes. VPH es mas frecuente en PI-CENm (50%) que en PI-CENs (43%), sin alcanzar
diferencia significativa. Ademas, se observd que los pacientes con infeccion VPH no
presentaban metdstasis ganglionares (N-), sin alcanzar valores significativos. Sin embargo, la
supervivencia libre de enfermedad fue menor en VPH+ de bajo riesgo oncogénico, y la
supervivencia global también era peor en pacientes VPH+ considerando todos los subtipos.
Estos datos son contradictorios, ya que aunque existe relaciéon entre infeccion VPH y menor
supervivencia, la presencia de metastasis ganglionares indica una tendencia contraria al ser un
factor de mal prondstico. A la vista de estos datos podemos decir que los PI-CEN con VPH+
parecen tener peor prondstico, pero son necesarios estudios con mayor nimero de pacientes

para confirmar esa tendencia.

Se encontré diferencia significativa en la infeccion VPH entre Pl y PI-CEN al considerar todos los
subtipos de VPH y al analizar por separado los subtipos de bajo riesgo, no observando esa

diferencia en los subtipos de alto riesgo.

En los ultimos afos se han publicado varios metaanalisis que indican la posible asociacion
entre infeccion VPH y transformacion maligna en Pl. Hay que tener en cuenta, como ya se

indico en el apartado anterior, que muchos articulos no diferencian entre subtipos de bajo y
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alto riesgo, y la técnica de deteccién de VPH varia de unos estudios a otros (16,145). Por el
contrario, otros autores han demostrado una reduccidn en las tasas de infecciéon por VPH en PI

con displasia respecto a Pl que no la presentaban (130).

En el grupo CEN no se encontrd ningun caso con infeccién por VPH, siendo la diferencia con PI-
CEN significativa, tanto para subtipos de bajo como de alto riesgo. Las tasas de infeccion VPH
en CEN publicadas son variables, con valores que oscilan entre 20-45% (94,102,124),
incluyendo estudios en los que se estudid VPH biolégicamente activo (124). En una serie
amplia que nos sirve de referencia compuesta por 770 CEN se observé VPH en 31,7% (89). El
subtipo predominante es VPH 16, con una tasa de infeccién muy superior en CEN respecto a PI
y PI-CEN (94). Este ultimo dato esta en contradiccion con lo observado por nosotros, con 46%

de infeccién en PI-CEN y ningun caso en CEN.

En nuestro estudio las muestras VPH + mostraban tendencia a presentar un patron de
expresion p53+, pl6+, pEGFR- y EGFR+, pero sin relacién significativa con ninguna de las
proteinas estudiadas. La falta de relacién es especialmente llamativa entre pl6 (tincién
nuclear) y VPH, relacidn por otro lado ampliamente aceptada en CECC como orofaringe, o en
cérvix uterino (146), pero no en la localizacidn nasosinusal, confirmando asi nuestros
resultados (99,103). Otros autores apuntan también en esta direccidén observando una tasa de
infeccién VPH de 5% con expresion pl6 de 69% y 100%, en Pl y epitelio respectivamente,
concluyendo que p16 es un marcador indirecto érgano-especifico de la infeccién por VPH, y no
deberia aplicarse en Pl (103,130,144). No obstante, hay estudios que discrepan de esta

observacién y si le atribuyen una fuerte relacién (94,102,124).

Debemos tener en cuenta, como deciamos al principio de este apartado, la gran variabilidad
geografica del VPH. En una revision en la que se estimé la prevalencia de infeccién VPH en
distintos paises europeos, se vio que Espafia se encuentra dentro de los paises con menor
prevalencia (menor al 3% para subtipos de alto riesgo en Espafia y Grecia en comparacién con
mas de un 15% en Dinamarca, Reino Unido, Irlanda, Francia y Bélgica) (147). En estudios
previos publicados en el norte de Espafia sobre prevalencia de VPH en CECC, se vio también
una tasa de infeccién muy inferior que en otras areas geograficas: 3,2% en cancer orofaringeo,
1,6% en laringeo e hipofaringeo, aunque es cierto que la tasa de infeccién ha sufrido un

incremento en las ultimas décadas (100,148). En otro estudio mas reciente se vio que los

122



tumores de orofaringe atribuibles a infeccién por VPH eran menos frecuentes en el sur de
Europa con respecto a zonas del centro y norte, y menos aun que en Norteamérica, aunque se

habian incrementado en los Ultimos anos (149).

Por otro lado, la variabilidad en los métodos de deteccion hace que la disparidad en los datos
observados sea aun mayor. La presencia de ADN de VPH, utilizada en la mayoria de estudios,
no indica necesariamente la presencia de un virus bioldgicamente activo, por lo que no se
puede asumir su contribucion al desarrollo o progresién tumoral. En cambio, el andlisis de la
expresion de ARN de VPH en forma de oncogenes E6/E7 parece ser una prueba mas fiable para
establecer la relaciéon entre VPH y cancer (148). Se ha visto incluso en estudios
norteamericanos que la tasa de deteccion de VPH de alto riesgo activo (ISH de E6/E7) en Pl y
PI-CEN fue del 0% en ambos grupos, a pesar de ser un area geografica con mayor prevalencia

de infeccién (124).
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PERSPECTIVAS



126



7.1. Limitaciones

La muestra estudiada con tres grupos de pacientes es amplia y representa las fases del proceso
basico de transformacidon maligna (PI, PI-CEN y CEN), modelo que ya ha sido utilizado por otros
autores. No obstante, esta serie no es adecuada para obtener valores epidemioldgicos de
incidencia/prevalencia ya que tiene algunos sesgos. En primer lugar, es posible que buen
numero de Pl se hayan diagnosticado y tratado en otros hospitales de nuestra comunidad, ya
qgue se suelen confundir con otros procesos benignos frecuentes, como la poliposis
nasosinusal, no teniendo constancia del Pl hasta la confirmacion histopatoldgica. Por tanto,
esos pacientes no van a ser contabilizados en nuestra serie y la incidencia real probablemente
sea mas alta. Por otro lado, el HUCA recibe la totalidad de CEN de la comunidad, a los que se
afaden otros procedentes de comunidades limitrofes, remitidos al HUCA por ser centro de
referencia para tumores de base de craneo. En el caso de los PI-CEN el dato de su incidencia es
mas proximo a la realidad, ya que el antecedente de Pl consta en la historia, bien sea de la
comunidad asturiana o venga de fuera. Hay que tener en cuenta que en la mayoria de las
ocasiones, salvo que el paciente sea del area sanitaria de Oviedo, las muestras del Pl previo no
estan clasificadas y almacenadas en el banco de tumores del HUCA, dependencia de donde
proceden todas las muestras analizadas. Por ese motivo no se han podido estudiar todos los Pl

pareados del grupo PI-CEN.

Otro factor limitante de este trabajo es que algunas inmunotinciones no se pudieron realizar.
Nos referimos particularmente al estudio de la proteina EGFR en la que se excluyeron 11
muestras debido a la imposibilidad para obtener cortes histolégicos viables en los TMA de
algunos pacientes. El agotamiento del material histopatoldgico no permitié realizar los
estudios genéticos y de VPH en todas las muestras, siendo un factor limitante para conocer la

presencia de mutaciones y la prevalencia real de infeccién por VPH.

Otra limitacion en el estudio de VPH es la técnica de deteccidn, ya que en este caso se realizd
mediante PCR del ADN viral. Como se comentd en la discusidn, dicha técnica no aporta
informacidn sobre la actividad VPH, por lo que tendrian mas valor técnicas que analicen la

expresion de ARN, como la deteccion de la expresiéon de mRNA de los genes E6/E7.

Por ultimo, en este estudio no se analizd la presencia de mutaciones en el gen CDKN2A como

posible causa de la reduccion de expresién de p16 en PI-CEN y CEN.
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7.2. Perspectivas

Los tumores estudiados en este trabajo son poco frecuentes y, aunque nuestro centro es
referencia en el tratamiento de estas lesiones, las series resultantes son siempre pequeias
para establecer conclusiones fidedignas. Por ello, una perspectiva interesante seria la creacion
de una red de bancos de tumores, utilizando los mismos protocolos y técnicas diagndsticas,

para ampliar el tamafio muestral, tanto en esta patologia como en otras poco frecuentes.

Por otro lado, en la era de la medicina personalizada y de precisidn, conocer las alteraciones
genéticas y moleculares de estos tumores, y la posible implicacién de otros factores como el
VPH en su patogénesis, permitiria incrementar el arsenal terapéutico disponible. Hay que
considerar que los CEN se suelen diagnosticar en estadios avanzados y su prondstico es malo,
con pocas posibilidades de tratamiento curativo. Ademas, la cirugia puede provocar secuelas
importantes, tanto estéticas como funcionales. Posiblemente en un futuro las alteraciones
génicas se incluyan dentro del protocolo diagndstico, tal como ya se estd haciendo en otras
patologias donde los tratamientos dirigidos estdn mas desarrollados e implantados. Se ha
demostrado en este y en estudios previos la presencia de alteraciones genéticas en genes
como EGFR, de forma mas prevalente en PI-CEN que en CEN. Estas mutaciones son diana
terapéutica en otros tumores sélidos, por lo que en un futuro podria estar implicado en el su

tratamiento.
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8. CONCLUSIONES
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Los pacientes estudiados son en su mayoria varones (64%), salvo en PI-CEN con
predominio de mujeres. La edad media se sitla alrededor de 60 afios en Pl y PI-CEN,
siendo 66 afios en CEN. Los sintomas predominantes son obstruccidon nasal en PI,
seguido de dolor facial en PI-CEN, siendo este ultimo el mas frecuente en CEN. La
localizacién habitual en Pl es la fosa nasal mientras que en PI-CEN y CEN es el seno
maxilar. En Pl predomina el estadio Il de Krouse (51%), mientras que en PI-CEN y CEN
los estadios Il y IV y las categorias T 3y 4 (82 y 91%), con N+ en el 20% de los
pacientes. Las recidivas ocurrieron en el 30% de Pl y en mds del 80% de PI-CEN y CEN.
La supervivencia libre de enfermedad fue 74% en Pl a los 5 afios, mientras que
descendia al 36% en PI-CEN y 8% en CEN, equiparandose la supervivencia global y
especifica en PI-CEN (9%) y CEN (13% vy 17%). El 17% de los tumores malignos tenian el
antecedente de haber tenido con anterioridad un PI.

La proteina p16 se expresé en 100% de PIn, 82% Plr, 72% PI-CENm, 29% PI-CENs y 14%
CEN, relacionando su pérdida de expresion en Pl con el desarrollo de recidivas y
transformacidon maligna y en PI-CEN con el estadio tumoral mas avanzado. En CEN su
expresion se realaciond con menor grado de diferenciacion.

La proteina p53 se expresd en 57% de las muestras Pl, 67% PI-CEN y 69% CEN,
relacionando su expresién con mayor grado de diferenciacién tumoral en PI-CEN y con
la presencia de metastasis ganglionares en CEN.

La proteina pEGFR se expresé en 57% de PI, 46% PI-CEN y 37% CEN, sin observar
relacidn con otras variables salvo con la mutacion EGFR.

La proteina EGFR se expresé en 96% de Pln, 88% Plr, 67% PI-CEN y 40% CEN, sin
observar relacidn con otras variables.

La mutacion EGFR se demostrd en 41% de las muestras Pl, sobre todo con VPH 16 y
pacientes con recidivas, 50% PI-CEN y 7,1% CEN. La mutacidn EGFR se observd con mas
frecuencia en muestras con expresion pEGFR negativas. No se detectaron mutaciones
de KRAS.

La pérdida del numero de copias de CDKN2A en Pl se demostré en 16,6% y la ganancia
EGFR en 10,5%. En PI-CEN hubo pérdida de TP53 en 16%, pérdida CDKN2A en 33% vy
ganancia EGFR en 28%. En CEN pérdida TP53 en 5%, pérdida CDKN2A en 23% vy
ganancia EGFR en 19%. La ganancia EGFR era mas frecuente en los pacientes N +.

La presencia de alteraciones genéticas susceptibles de tratamientos dirigidos, como la
mutacion EGFR, podria en el futuro abrir una nueva via de tratamiento con el objetivo

de mejorar el prondstico y supervivencia, especialmente en el caso de los PI-CEN.
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9. Lainfeccion por VPH se detecté en 7,5% de las muestras, siendo VPH+ en 5,6% de los
Pl (todos VPH 16), y 45,5% de PI-CEN (VPH 16 y bajo riesgo por igual). No se demostrd

VPH en CEN. En PI-CEN la supervivencia libre de enfermedad y la global fue menor en

VPH +.
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Abstract
Background: To evaluate the involvement of EGFR signalling and HPV infection in a cohort of inverted sinonasal papilloma (ISP)
and sinonasal squamous cell carcinoma (SNSCC) and their value for prognosis and clinical treatment.

Methods: We analysed 55 ISP, 14 SNSCC associated with ISP (SNSCC-isp) and and 60 SNSCC not associated with ISP (SNSCC-novo)
for EGFR gene mutation and copy number gain, protein expression of EGFR and phosporylated EGFR (pEGFR), and HPV-infection
and KRAS mutation. Findings were correlated to dlinico-pathological and follow-up data.

Results: We found EGFR exon 20 mutations in 38% (7/18) ISB in 50% (6/12) SNSCC-isp and in 5% (1/19) SNSCC-novo. EGFR was
expressed in 92% of ISP, while pEGFR was observed in 54% (21/39). SNSCC-isp and SNSCC-novo demonstrated comparable ex-
pression of EGFR (57% and 33%) and of pEGFR (44% and 38%). We observed an inverse relation between EGFR exon 20 mutation
and pEGFR expression. Four of 39 (10%) ISP carried HPV-16. Oncogenic HPV was detected in 3/12 (25%) SNSSC-isp and in 1/8
(139%) SNSCC-novo. KRAS mutations were not detected in any of the samples. HPV infection was inversely correlated with pEGFR
expression but not with EGFR mutation. ISP with EGFR activation by mutation or by phosphorylation had longer ISP-free survival,
however, neither EGFR exon 20 mutation, pEGFR expression nor HPV infection demonstrated prognostic value in SNSCC.

Conclusions: EGFR exon 20 mutation is frequent in ISP and SNSCC-isp, while activation of EGFR through phosphorylation also
plays an important role. Our data indicate that a large proportion of SNSCC patients could benefit from therapy with modern
EGFR inhibitors.

Key words: sinonasal squamous cell carcinoma, inverted sinonasal papilloma, EGFR mutation, HPV infection, treatment

Introduction that precede the development of SNSCC include squamous
Sinonasal squamous cell carcinoma (SNSCC) represents ap- metaplasia and subsequent dysplasia*®. In addition, inverted
proximately 50% of all sinonasal malignancies. The incidence sinonasal papilloma (ISP) has been associated with an estima-
is less than 1 case per 100,000 inhabitants per year, occurring ted 5-15% of of SNSCC™?, Although distant and lymph node

predominantly among men with a mean age of presentation of metastasis are exceptional, SNSCC carry a poor prognosis, with
50 to 60 years', SNSCC occurs predominantly in the respiratory  an overall 5-year survival at 30-50%!"*#% and new therapeutic

epithelium of the maxillary sinus and the nasal cavity and ap- options are needed.
proximately 30% of cases are etiologically related to professional ~ Genetic data on these rare tumours are limited. Frequent TP53
exposure to textile, leather, wood or aluminium®*, whereas mutation and p53 overexpression has been reported in up to

tobacco does not appear to play a key role. Histological changes  70% of SNSCC™', HPV infection has been described in 38%
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of benign and 31% malignant tumours®™'3, In addition, 21%

of SNSCC overexpressed p16INK4A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A), often used as surrogate marker of HPV-positive
cases. However, the finding of many non-oncogenic or low-risk
HPV subtypes made a clear role in malignant tranformation less
likely's1213_QOther indications for ISP as precursor to invasive SN-
SCC came from X chromosome inactivation analysis, although

in one case where both ISP and synchronous SNSCC could be
analysed, the two samples showed X inactivation of different
alleles, indicating that they arose from different clones'. Finally
in 2015, Udager et al were the first to positively demonstrate a
clonal relationship between ISP and synchronous and metachro-
nous SNSCC by detecting identical EGFR mutations™, More-
over, they reported a high frequency of mutations, especially
affecting EGFR exon 20, in 88% of ISP and in 77% of SNSCC-isp).
Two later studies confirmed the clonal EGFR mutations in pairs
of ISP and SNSCC-isp, albeit in varying frequencies, from 30% up
to 91% of tumours"'®'?,

It is possible that EGFR mutation and HPV infection represent
two different pathways of progression from ISP to SNSCC. As

the number of cases studied are still low, it remains uncertain
whether EGFR mutation or HPV infection can predict the pro-
gression of ISP into SNSCC, or whether SNSCC with and without
EGFR mutation or HPV infection carry a different prognosis.

Our aim was to study EGFR pathway activation and HPV infec-
tion in a series of ISP and SNSCC, and to correlate the findings
to clinico-pathological characteristics and follow-up data. EGFR
pathway activation was evaluated either through EGFR gene
mutation, EGFR gene copy number gain, phosporylation of
EGFR protein or, alternatively, by mutation of KRAS in the pa-
thway downstream of EGFR itself.

Material and methods

Samples and clinical data

Our cohort is composed of 129 patients treated between 1989
and 2017 at the department of Otolaryngology, Hospital Uni-
versitario central de Asturias (Oviedo, Spain). Tumour samples
were recollected retrospectively from the biobank archives of
our hospital. All patients had signed an informed consent for

the collection, analysis and storage of their biological material
and the study was approved by the ethical committee (ap-
proval number 66/15 for the project PI15/01629 and 07/16 for
project CICPF16008HERM). All specimens were primary tumours,
being 55 inverted papillomas (ISP), 14 SNSCC associated with
ISP (SNSCC-isp) and 60 SNSCC without ISP association (SNSCC-
novo). All SNSCC were of the keratinizing type. Treatment and
follow-up data for all cases are described in Table 1.

Of 55 ISP patients, 19 were female (35%) and 36 male (55%).
Mean age was 60 years (range 27-81). According with the Krouse
T Stage there were 18T1 (33%), 29 T2 (53%) and 8 T3 (14%).
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Mone presented T4 stage. Eightteen originated in the maxil-
lary sinus (33%), 3 frontal sinus (5%), 10 ethmoid (18%) and 24
nasal cavity (44%). Mean follow-up time was 141 months (range:
5-402). Recurrent disease in the form of a new ISP was observed
during follow-up in 16 (29%) cases. None of the 55 developed a
SNSCC.

The SNSCC-isp group consisted of 6 metachronous and 8
synchronous cases. Nine were women (64%) and 5 men (36%).
Mean age was 58 years (22-82 range). Eight tumours were
located in the maxillary sinus (57%), 4 ethmoid (29%) and 2 nasal
cavity (14%). Two carcinomas were T2 (13%), 4 T3 (29%), 4 T4a
(299%) and 4 T4b (29%). At the time of diagnosis, 3/14 (21%) pa-
tients harboured lymph node metastasis. Mean follow-up time
was 33 months (range: 3-159). During follow-up, 12/14 (86%)
developed recurrent SNSCC.

Among the 60 SNSCC-novo patients, 16 were female (26%)

and 44 male (74%), with a mean age of 66 years (42-92 range).
Forty-seven tumours were localized in maxillary sinus (78%), 1
sphenoid sinus (2%), 10 ethmoid (17%) and 2 nasal cavity (3%).
One case was tumour stage T1 (2%), 5T2 (8%), 16 T3 (27%), 30
T4a (50%) and 8 T4b (13%), and 48 NO (80%), 10 N1 (17%) and 2
M2 (39%). At the time of diagnosis, 10 (21%) patients harboured
lymph node metastasis. Mean follow-up time was 28 months
(range: 1-216). During follow-up, 48/60 (80%) developed recur-
rent SNSCC,

DNA extraction

DNA was extracted from paraffin-embedded tissues with DNA
QlAmp DNA Mini KIT (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), accor-
ding to the manufacturer’s recommendations using an elaborate
deparaffinization and lysis protocol published previously"'®.
Mormal blood DNA used as reference in the MLPA analysis was
isolated with Roche High Pure Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Manheim, Germany), following the supplier’s
guidelines.

EGFR and KRAS mutation analysis

Mutation in EGFR exon 20 and KRAS exon 2 (codons 12 and

13) were analysed by direct sequencing. While it is true that
activating mutations may also occur in EGFR exons 18, 19 and
21, and in KRAS exon 3, the great majority occur in EGFR exon
20 and KRAS exon 2. Therefore, we decided to analyse only
these regions. Amplification was carried out in a Simpliamp
Thermal Cycler VXA24811 in standard conditions. PCR Primers
and cycling conditions are detailed in Supplementary Table 1.
PCR products were purified with Exo-BAP Mix (EURx Ltd, Gdansk,
Poland) in accord with the manufacturer’s specifications, and
analysed by Sanger sequencing using the ABI PRISM 3100 and
3730 Genetic Analyser, (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). PCR conditions were as follows: EGFR exon 20: (5min/95°C
+ (15" 95°C/ 30" 57°C / 1min 72°C) x 35 cycles + 7min/72°C +
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Table 1. Clinical and follow-up data of all tumours.

5515P 14 SNSCC-isp 60 SNSCC-novo
Gender Female 19/55(35%) 9/14 (64%) 16/60 (26%)
Male 36/55 (65%) 5/14 (368) 44/60 (74%)
Age at Diagnosis Range 27-81 years 22-82 years 42-92 years
Mean 60 years 58 years 66 years
Differentiation Poor na 6/14 (42%) 25/60 (42%)
Moderate na 4/14 (29%) 12/60 (20%)
Well na 4/14 (299%) 23/60 (38%)
T Stage T na 0 (0%) 1/60 (2%)
T2 na 2/14 (13%) 5/60 (8%)
T3 na 4/14 (29%) 16/60 (27%)
Ta4a na 4/14 (29%) 30/60 (50%)
Tab na 4/14 (29%) 8/60 (13%)
N Stage NO na 11/14 (79%) 48/60 (80%)
N1 na 3/14 (21%) 10/60 (17%)
N2 na 0 (0%) 2(3%)
Krouse ISP T Stage T 18/55 (33%) n.a na
T2 29/55 (53%) n.a na
T3 &/55 (14%) na na
T4 0 (0%) n.a n.a
Localization Maxillary sinus 18/55 (33%) 8/14 (57%) 47/60 (78%)
Frontal sinus 3/55 (5%) 0 (0%) 0 (0%)
Sphenoid sinus 0 (0%) 0 (0%) 1/60(2%)
Ethmoid 10/55 (18%) 4/14 (299%) 10/60 (17%)
Nasal cavity 24/55 (44%) 2/14 (14%) 2/60 (3%)
Treatment None 1/55 (2%) 0{0%) 0 (0%)
Surgery 54/55 (98%) 2/14 (14%) 15/60 (25%)
Surgery+RT 0 (0%) 11/14 (79%) 42/60 (70%)
Surgery+CRT 0 (0%) 1/14 (7%) 1/60 (2%)
CRT 0 (0%) 0(0%) 2/60(3%)
Surgery Open 6/54 (11%) 10/14 (71%) 57/58 (98%)
Endoscopic 48/54 (89%) 4/14 (29%) 1/58 (2%)
Recurrence ISP 16/55 (29%) n.a na
SNSCC na 12/14 (86%) 48/60 (80%)
Follow-up Median 115 months 20 months 15 months
Status NED 42/55 (76%) 2/14 (14%) 5/60 (8%)
DOD 0/55 (0%) 12/14 (86%) 47/60 (79%)
DOC 13/55 (24%) 0 (%) 8/601(13%)

n.a.: not applicable, NED: no evidence of disease, DOD: died of disease, DOC: died of other causes.

4°C) and KRAS: (5min/95°C + (30" 95°C / 45" 60°C / 1min 72°C) x The antibodies used for IHC were: anti-EGFR clone 2-18C9

30 cycles + 7min/72°C + 4°C). (DAKO, Glostrup, Denmark) and anti-pEGFR clone D7AS (Cell
Signaling Technology, Cambridge, UK). The immunaostaining
Immunohistochemistry was evaluated by two experienced investigators (MM and BV).
Immunohistochemistry (IHC) was performed on an automatic EGFR and pEGFR immunostaining was considered positive when
staining workstation (Dako Autostainer Plus; DakoCytomation). moderate to strong membranous, cytoplasmic, or both staining
370
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Table 2. Genotype of the EGFR exon 20 mutations and HPV status.

EGFR and HPV in sinonasal papillorma and carcinoma

Patient Tumour Type Mutation Described before  HPV infection
8 SNSCC-isp Synchronous p.S778_D770 dup SVD / €2303_2311 dup GTGTGGACA  ref 15,21 Megative
69 SNSCC-isp Synchronous p.D770_N771ins G/c.2310_2311 ins GGT ref 15,21 Negative
77 SNSCC-isp Synchronous p.D770_N771ins GL /c.2310_2311 ins GGGTTA ref 15,21 HPV 16
126 ISP p.D770_N771ins SVD / €.2311_2312 ins GCGTGGACA ref 21 n.d.
33 ISP p.D770_N771 ins SVD/ ¢.2311_2312 ins GCGTGGACA ref 21 n.d.
18 ISP p.D770_N771 ins SVD/ ¢.2311_2312 ins GCGTGGACA ref 21 Negative
16 ISP pN771 delins G5 / ¢.2310_2311 AA > GGGTC NO n.d.
5 ISP and SNSCC-isp Metachronous  p.N771 delins GY / €.2310_2311 A>GGGT ref 15 Negative
4 SNSCC-isp Synchronous p.N771 delins GY / ¢2310_2311 A>GGGT ref 15 HPV 42
22 ISP p.N771_P772insV /c2313_2314 ins GTC ref 15 Negative
76 SNSCC-novo p.P772_H773 dup PDN / ¢.2315_2323 dup GGACAACCC NO HPV 16
6 SNSCC-isp Metachronous p.H773_V774ins NPH / €2319_2320 ins AACCCCCAC ref 21 HPV 16
30 ISP p.H773_V774ins NPH / €2319_2320 ins AACCCCCAC ref 21 HPV 16
N ISP pH773_V774ins NPH / ¢.2319_2320 ins AACCCCCAC ref 21 n.d.

ref: reference; n.d: no data.

was observed in at least 10% of tumour cells; tumours with no
or weak staining were regarded as negative.

Multiplex Ligation-dependent probe amplification (MLPA)
MLPA was performed as described in detail previously"® using
SALSA P105D-2 Glioma-2 (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) that contains 56 probes (including 10 for reference
and 4 as internal control). This mix allows the detection of aber-
rant copy number of EGFR using 11 specific probes. Relative
copy number values, including standard deviation, higher than
1.25 were considered as gains and 2.0 or higher as amplificati-
ons.

HPV DNA detection

The quality of the extracted DNA was checked by PCR am-
plification of B-globin (forward primer 5-ACACAACTTG-
TGTGTTCACTAGC-3"and reverse primer 5'-CAAACTTCATC-
CACGTTCACC-3"). PCR with MY11/GP6+ primers (site-directed
L1 fragment of HPV) was performed in order to detect a broad
spectrum of HPV genotypes!''*®. Briefly, the PCR was performed
in 25 pl of reaction mixture containing 1x PCR buffer, 2 mmol/L
MgCl,, 50 umol/L of each deoxynucleoside, 0.5 umol/L of sense
and antisense primers, 10 pl of DNA sample and 1 UTag DNA
polymerase (Promega Biotech Iberica 5.L. Madrid, Spain), by
thermal profile of 35 cycles: denaturation at 94°C for 30 sec, an-
nealing at 55°C for 30 sec and extension at 72°C for 1 min, with
an initial denaturation at 94°C for 5 min and a final extension at
72°C for 10 min. The amplified DNA fragments of approximately
200 bp were identified by electrophoresis in 1.5% agarose gel
with ethidium bromide. All positive specimens for L1 fragment
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were tested by hybridization assays using type-specific probes
for HPV (Supplementary Table 1).

Statistical analysis

SPSS 12.0 software (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) was used to ana-
lyse correlations existent between clinical and genetic factors
using Pearson chi-square and Fisher tests. Continuous variables
were analysed with Student’s t test. Kaplan-Meier curves were
undertaken for the evaluation of survival by application of loga-
rithmic range test (Log-range test) considering significance for
values under p=0.05.

Results

Genetic alterations in EGFR, KRAS, and HPV detection

DNA was extracted from all 129 samples included in this study.
Unfortunately, interpretable EGFR exon 20 sequences were only
obtained in 49 cases due to the bad quality and low quantity
of DNA obtained from paraffin-embedded tumour material. In
total 14 samples, 7/18 (39%) ISP, 6/12 (50%) SNSCC-isp and 1/19
(5%) SNSCC-novo, carried mutations in EGFR (Supplementary
Table 2). All mutations exclusively concerned in-frame inserti-
ons affecting the region 5768-V774 in exon 20 (Table 2). To our
knowledge, two mutations had not been described before in
the literature on sinonasal tumours (Supplementary Figure 1).
EGFR gene copy number gain as evaluated by MLPA was very
infrequent, observed in only 1/17 (6%) ISP, 1/5 (20%) SNSCC-isp
and 6/32 (19%) of SNSCC-novo (Supplementary Table 2). EGFR
protein expression was observed in 34/37 (92%) ISP, 6/10(60%)
SNSCC-isp and in 24/54 (44)% SNSCC-novo, while EGFR ac-
tivation by phosphorylation (pEGFR) was observed in 21/39
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Figure 1. Photomicrographs of immunohistochemical expression of EGFR (A and C) and pEGFR (B and D) detected in the cytoplasm and the cell mem-
brane of an ISP (A and B; original magnification 4x and insert 40x) and a SNSCC-novo (C and D; original magnification 10x and insert 40x).

(54%) ISP, 4/12 (33%) SNSCC-isp and 20/52 (38%) SNSCC-novo
(Figure 1). Four of 40 (10%) ISP samples harboured HPV-16 and
no low-risk HPV types were detected. Among the 13 analysed
SNSCC-isp, two cases showed presence of HPV type 16, one type
18 and two low-risk types 42 and 61. In contrast, only 1/50 (2%)
SNSCC-novo was found positive with HPV type 16 (Supplemen-
tary Table 2 and Figure 2). No KRAS mutations were detected

in all of the analysed ISP, SNSCC-isp and SNSCC-novo samples
(Supplementary Table 2).

Correlations between genetic alterations and clinical data
Univariate analysis of clinical and genetic characteristics of 14
SNSCC-isp and 60 SNSCC-novo showed that the former occur-
red more frequently in women (64% versus 26%, Fisher exact
Chi?, p=0.012), at a younger age of onset (58 years versus 66
years, Student's t-test, p=0.031) and more often (though not
significantly) in the ethmoid sinus than SNSCC de novo (29%
versus 15%). There were no significant differences in T stage,
N-stage, degree of differentiation, nor in clinical treatment or
clinical course (Table 1). EGFR exon 20 mutations were found
significantly more frequently in SNSCC-isp than SNSCC-novo,
respectively 6/12 (50%) versus 1/19 (5%) (Fisher exact Chi?,
p=0.007), whereas EGFR and pEGFR expression and also EGFR
copy number gains were similar in the two groups of tumours.

HPV infection (all subtypes) occurred significantly more frequent
in SNSCC-isp than in SNSCC-novo, respectively 5/13 (38%) versus
1/50 (2%) (Fisher exact Chi?, p=0.001). This difference was also
significant considering only the oncogenic subtypes, respec-
tively 3/13 (38%) versus 1/50 (2%) (Fisher exact Chi?, p=0.025).
Muiltivariate logistic regression analysis (Table 3) of the four
variables that were significantly different in univariate analysis
showed only EGFR mutation as an independent significant
factor differentiating SNSCC-isp and SNSCC-novo (adjusted odds
ratio 25.953, p=0.033).

Analysing all 74 SNSCC, we found no correlation between EGFR
mutation and T stage, N stage, grade of differentiation, tumour
localization, age, or overall, disease-specific or disease-free
survival. Also EGFR or pEGFR expression and HPV infection were
not related to any of the clinical parameters or survival. Similarly
among the 55 ISP, there was no relation between EGFR muta-
tion, EGFR or pEGFR expression or HPV infection and Krouse

T stage, tumour localization, age, or gender. However, Kaplan
Meier analysis showed longer ISP-free survival in cases with
EGFR pathway activation, either by mutation or by phospho-
rylation (Log rank 3.636, p=0.057) (Figure 3A). Longer ISP-free
survival was also observed in cases with HPV infection (Log rank
1.043, p=0.307) (Figure 3B).

Finally, including all 55 ISP and all 74 SNSCC cases, we analysed
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Figure 2. Graphic representation of the frequencies of EGFR mutation,
EGFR and pEGFR protein expression, and HPV infection according to
type of tumour sample.

possible relations between the genetic data. We observed an
inverse (although not completely exclusive) relation between
EGFR mutation and pEGFR expression, with 3/12 (25%) EGFR
mutated cases versus 18/27 (67%) EGFR wildtype cases also
expressing pEGFR (Fisher exact Chi2, p=0.035). Also the presence
of oncogenic HPV occurred exclusively in cases with no pEGFR
expression (0/4 (0%) HPV-positive cases versus 34/82 (67%) HPV-
negative cases expressing pEGFR, Fisher exact Chi2, p=0.149).
However, we found oncogenic HPV-positivity co-occurring with
EGFR mutation in two ISP and also two SNSCC-isp (Table 2 and
Supplementary Figure 2).

Discussion

In the present study we found EGFR exon 20 insertion mutati-
ons in an elevated proportion of ISP and SNSCC-isp, but not in
SNSCC-novo, confirming previous studies "2, However, in
contrast to these studies, HPV infection was infrequent and did
not occur mutually exclusive with EGFR mutation. In addition,
we found few cases with EGFR copy number gains, however, ac-
tivated pEGFR expression occurred frequent in ISP and SNSCC-
isp and does appear mutually exclusive with EGFR mutation.
The number of cases SNSCC-isp in this study is relatively small,
however, it must be taken into account that SNSCC is a rare
tumour and, within this group of tumours, those associated with
inverted papillomas are even less frequent. Comparable series
in the literature included 17-23 cases"*'". The clinical features of
our cohort of ISP and SNSCC were similar, to those published in
previous studies"*'*?"_Qur data confirm the earlier age of onset
of SNSCC-ISP compared to SNSCC-novo (p=0.031)"%22, We also
found a higher proportion of women in the SNSCC-isp group
(64%) as opposed to the other groups, however, this was not
observed in other studies. The frequency of EGFR mutations in
ISP (39%) was notably less than in previous studies that reported
72-91% of mutated tumours"*'7*", Among the SNSCC-isp this
was different; we identified 50% of tumours with mutation,

373

160

EGFRand HPV in sinonasal papilloma and carcinoma

= EGFR-activated (n=26)
'gns— U
g ey
‘E :-----O-l--h---------------i-
.E EGFR-not activated (n=16)
024
saq p=0,057
Months ’
B -
=+
-4 HPV-positive (n=4)
b --':-
-,
. T
-%nl‘_ L e B e e
E HPV-negative (n=33)
Ew-
%
LES
wiq p=0.307
i %0 W 1 N s Mo
Menths

Figure 3. A) Disease-free survival of inverted sinonasal papillomas, 26
with and 16 without EGFR activation. B) Disease-free survival of inverted

sinonasal papillomas, 4 with and 33 without HPV infection.

while a Japanese study found 30%"" and American and Italian
studies respectively 77% and 72%"%2%, We have no explanation
for these differences. Sasaki et al."” investigated possible geo-
graphic or ethnic factors, also taking into consideration frequen-
cies of EGFR mutation in lung cancer, but concluded that there is
no evidence for that.

Protein expression of EGFR and the activated form pEGFR was
not studied before in ISP or SNSCC-isp. Our data showed that
92% ISP, 60% SNSCC-isp and 44% SNSCC-novo expressed EGFR.
A proportion of these tumours also showed pEGFR positivity.
Interestingly, the activation of EGFR by mutation and by phosp-
horylation appeared inversely correlated, suggesting that the
EGFR pathway plays an important role both in SNSCC-isp and
SNSCC-novo, although activation of the pathway may occur
through different mechanisms.

Wild-type EGFR needs binding of its ligand for homo- or hetero-
dimerization and subsequent autophosphorylation to become
activated and regulate cell migration, proliferation and survival.
EGFR mutations in exon 19 and L858R can cause constitutive di-
merization and autophosphorylation without the need of ligand
binding®®, however, exon 20 insertion mutations lead to a pro-
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Table 3. Multivariate logistic regression analysis of variables in SNSCC-isp and SNSCC-novo.

SNSCC-isp SNSCC-novo

Statistical test

Univariate Multivariate

Significance

Adjusted odds
ratio

Significance

EGFR-mutation 6/12 (50%) 1/19 (5%) Fisher Exact Chi* p=0.007 25953 p=0.033
Gender (female/male) a/5 16/44 Fisher Exact Chi? p=0.012 12.847 p=0.057
Age (years) 58 66 Student t-test p=0.031 1.016 p=0.641
HPV-infection 5/13 (38%) 1/50 (2%) Fisher Exact Chi® p=0.001 0533 p=0.650

tein conformation change that activates signalling independent
of dimerization and autophosphorylation®. This may explain
our finding that EGFR exon 20 mutation and expression of
phosphorylated EGFR occur in a mutually exclusive manner. We
also found that EGFR gene copy number gain never co-occurred
with EGFR mutation, while it was more frequent in cases with
EGFR and pEGFR immunopositivity, suggesting that gains partly
may be responsible for the elevated expression.

HPV infection has long time been considered as an important
oncogenic factor in SNSCCP1213 High risk HPV subtypes have
been related with SNSCC-novo, while lower risk subtypes

would be more frequent in ISP or SNSCC-isp"%*?. Moreover, the
existence of HPV infection and EGFR mutation was conside-

red almost exclusive®. The results from our cohort are not in
agreement with these studies. We found that 100% (4 of 4) ISP
and 60% (3 of 5) SNSCC-isp to be HPV-positive with subtypes 16
or 18, while 1 SNSCC-novo case harboured HPV type 16. In fact,
only two samples were found with low-risk HPV (subtypes 42
and 61) and these were SNSCC-isp. In addition, we did not find
that HPV infection and EGFR mutation were mutually exclusive.
In four samples (two SNSCC-isp and two ISP), we detected simul-
taneous HPV-16 and EGFR exon 20 mutation. We believe that a
role for oncogenic HPV in the tumourigenesis of SNSCC, either
through premalignant ISP or in SNSCC-novo, still remains to be
demonstrated.

The presence of EGFR mutation in ISP has been correlated with a
lower risk of developing SNSCC"2. Although our study did not
include ISP samples of patients that later developed SNSCC, we
did find that cases with EGFR pathway activation (by mutation
or phosphorylation) carried lower risk of developing recurrent
ISPs (Figure 3A). Somehow in contrast with these data, Sasaki

et al " gbserved a worse 5-year overall survival of SNSCC car-
rying EGFR mutation compared to EGFR wildtype (although not
significant, 48% versus 65%, respectively). In addition, Takahashi
et al #% found correlation between EGFR protein expression and
worse overall and disease-free survival in 67 SNSCC. However,

in a similar study on 54 SNSCC, Lopez et al found no such cor-
relation. In our present study we found neither worse overall
nor worse disease-free survival for SNSCC with EGFR mutation
or EGFR activation through phosporylation. This may in part

be explained by the 5-year disease-specific survival of 23% in
our series of 74 SNSCC, which is low compared to the literature
reporting an average of 50%. Indeed our cohort contains a high
proportion (62%) of stage T4a/T4b tumours and a recurrence
rate of 81% (Table 1). This possibly reflects the fact that our hos-
pital is a center of referral for sinonasal and skull base tumours,
therefore receiving a relatively high number of complicated
cases. The majority of patients were treated with open surgical
approaches. Although endoscopic surgery has become com-
mon for sinonasal tumours, in most SNSCC an open approach is
more appropriate, particularly when the tumour has infiltrated
the hard palate, external maxillary wall, orbital fat or extraocular
muscles, orbital apex, brain, or facial soft tissue. HPV-positive
ISP have been reported to have a significantly higher risk of
progression to SNSCC?. Qur data only allowed to evaluate the
risk of ISP to develop recurrent ISP and showed oncogenic HPV
infection only in 4 cases with no recurring ISP (Figure 3B). This
again demonstrates that the role of HPV in ISP, SNSCC-isp and
SNSCC-novo still need further study.

Apart from a possible prognostic value of EGFR exon 20 mutati-
ons, the fact that an elevated percentage of ISP and SNSCC-isp
carry these mutations opens up the possibility for therapy with
specific inhibitors. All mutations found in our series, including
the two novel mutations not described before in the literature
on sinonasal tumours (Table 2, Supplementary figure 1), were si-
tuated exclusively in the S768-V774 region of the protein kinase
region of EGFR (enclosing codons 18 to 24) promoting a more
active state that triggers the pathway in a ligand- and autop-
hosphorylation-independent manner. EGFR exon 20 insertion
mutation inhibitors as neratinib, dacomitinib, afitinib specifically
targeting this region have yielded only minimal responses(23).
Osirmitinib, a third generation EGFR exon 20 inhibitor has
shown more promising results and has recently been approved
as first-line therapy in NSCLC(26). As new exon 20 insertion-
selective inhibitors are being developed and preclinically tested,
at the present moment perhaps the most promising compound
being tested in an ongoing phase |l clinical trial is poziotinib®?,
which may also be effective against exon 20 insertion mutations
in ERBB2. To date, there are no data on the usefulness of these
inhibitors in SNSCC. Using an EGFR exon 20 mutated SNSCC
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tumour cell lines as model, Udager et al did show that second
generation inhibitors, especially neratinib, caused strong growth
inhibition, as opposed to first generation inhibitors"?. This
finding demonstrates the potential usefulness of treatment for
patients with SNSCC. While KRAS and BRAF mutations could be
negative response predictors for anti-EGFR therapies, fortuna-
tely our study and also previous studies have shown that neither
ISP nor SNSCC-isp or SNSCC-novo carry these mutations®,

Conclusion

In conclusion, we found EGFR exon 20 insertion mutations in
399% ISP and 50% SNSCC-isp. Protein expression of the activated
form of EGFR was also observed frequently in these tumours as
well as in SNSCC-novo, while HPV infection does not appear to
play a critical role. As none of these tumours carry KRAS muta-
tion, these results show that a large proportion of patients with
SNSCC could be treated with EGFR antagonists, either irrever-
sible small molecule inhibitors targeting exon 20 mutation in
SNSCC-isp, monoclonal antibodies anti-EGFR in SNSCC-novo, or
alternatively, with inhibitors downstream in the EGFR signalling
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1. Primers used for PCR Sanger sequencing of EGFR and KRAS and HPV genotyping.

Primers Sequence 5'to 3'

KRAS Exon 2 Fw
KRAS Exon 2 Rv
EGFR Exon 20 Fw
EGFR Exon 20 Rv

HPV type-specific primers

TACTGGTGGAGTATTTGATAGTG
CTGTATCAAAGAATGGTCCTG
CCCTGTGCTAGGTCTTTTG
GTCTTTGTGTTCCCGGACAT
HPV-6 (MY12: 5’CATCCGTAACTACATCTTCCA-3)
HPV-11 (MY13: 5"-TCTGTGTCTAAATCTGCTACA3')
HPV-16 (MY 14: 5-CATACACCTCCAGCACCTAA-3')
HPV-18 (WD74: 5'GGATGCTGCACCGGCTGA-3Y)
HPV-31 (WDB128: 5'TTGCAAACAGTGATACTACATT-3')
HPV-33 (MY16: 5'CACACAAGTAACTAGTGACAG-3')
HPV-35 (5-CTGCTGTGTCTTCTAGTGA-3")
HPV-39 (S'ATAGAGTCTTCCATACCTTC-3')
HPV-45 (MYB69: SATACTACACCTCCAGAAAAGC-3')
HPV-51 (5-TGCTGCGGTTTCCCCAA-3T)
HPV-52 (5'-GAATACCTTCGTCATGGC-37)
HPV-56 (5'-TGTCTACATATAATTCAAAGC-3)
HPV-58 (SANTI58: 5TGAAGTAACTAAGGAAGGTACA-3')
HPV-66 (5-AGCTAAAAGCACATTAACTAA-3)
HPV-68 (5'CTGAATCAGCTGTACCAAT-3")

Supplementary Table 2. Frequencies of EGFR mutation, protein expression and gene copy number, and HPV infection and KRAS mutation, according

to type of tumour sample.

Analysis
EGFR mutation
IHC-EGFR positive
IHC-pEGFR positive
MLPA-EGFR gain
HPV 16 positive
HPV 18 positive
HPV 42 positive
HPV 61 positive
KRAS mutation

55ISP
7/18 (39%)
34/37 (92%)
21/39 (54%)
1/17 (6%)
4/40 (10%)
0740 (0%)
0740 (0%)
0/40 (0%)
0/28 (0%)

14 SNSCC-isp 60 SNSCC-novo
6/12 (50%) 1/19 (5%)
6/10 (60%) 24/54 (44%)
4/12 (33%) 20/52 (38%)

1/5 (20%) 6/32 (19%)
2/13 (15%) 1/50 (2%)
1/13 (8%) 0/50 (0%)
1/13 (8%) 0/50 (0%)
1/13 (8%) 0/50 (0%)
0/9 (0%) 0/46 (0%)
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AGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCT

66 ACAANCEE|CCHN L GT

BGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCT

G GGTC|ICCCCCACGTGTGECCG

Supplementary Figure 1. Two new EGFR exon 20 mutations not described before in the literature. A) In-frame 9 bp insertion: p.P772_H773dupPDN
€.2315_2323dupGGACAACCC detected in a SNSCC-novo; B) In-frame deletion-insertion: p.N771delinsGS ¢.2310_2311 AA>GGGTC detected in an ISP.

ISP
IHC-pEGFR

EGFR mutation

HPV

SNSCC-isp
IHC-pEGFR

EGFR exon 20
mutation

HPV I

SNSCC-novo
IHC-pEGFR

EGFR mutation

HPV

Supplementary Figure 2. Case-by-case representation of pEGFR expression, EGFR mutation and HPV infection in 55 ISP, 14 SNSCC-isp and 60 SNSCC-

novo. Dark bars indicate presence and grey bars absence of pEGFR-positivity, EGFR mutation or HPV-infection; white bars represent cases that could
not be analysed. Low-risk HPV infection (two cases SNSCC-isp) are indicated by dark-grey bars. Activated pEGFR expression and EGFR mutation occur

mostly mutually exclusive, however, in contrast to previous publications, EGFR mutation and oncogenic HPV do co-occur in this cohort.
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Abstract
Background: The purpose of this study was to evaluate p16, p53, EGFR, pEGFR protein expression and HPV infection as possible
markers of tumor progression in a series of sinonasal inverted papilloma (SNIP) and sinonasal squamous cell carcinoma (SNSCC).

Methods: A series of 49 SNIR, 11 SNSCC associated with SNIP (SNIP-SNSCC) and 52 SNSCC not associated with SNIP were analyzed
for p16, p53, EGFR, and phosphorylated EGFR (pEGFR) expression by immunohistochemistry. Human papillomavirus (HPV) infec-
tion status was evaluated by DNA-PCR. Results were correlated to clinical and follow-up data.

Results: Reduced or loss of p16 expression was observed in 18% SNIP, 64% SNIP-SNSCC and 87% of SNSCC. Reduced or loss p16
staining in SNIP correlated with shorter recurrent SNIP-free follow-up. In contrast, p16 expression was not predictive of recurrent
SNSCC in cases with SNIP-SNSCC and SNSCC. P53, EGFR, and pEGFR expression did not differ between the tumor groups, nor were

they related to recurrent SNIP-free follow-up or recurrent SNSCC. Oncogenic HPV types 16 and 18 were detected in 5% of SNIP
and 18% of SNIP-SNSCC, but not in SNSCC. There was no correlation between HPV infection and >70% p16 immunostaining.

Conclusions: HPV infection appears to play a minor role in SNIP and SNSCC and p16 immunostaining does not appear a valid sur-

rogate marker for HPV. However, reduced or loss p16 expression

may have prognostic value as a risk marker for recurrent SNIP.

Key words: sinonasal inverted papilloma, sinonasal squamous cell carcinoma, recurrence, HPV, p16

Introduction

Sinonasal papillomas are defined as a benign epithelial tumor
composed of well-differentiated columnar or ciliated respiratory
epithelium with a variable degree of squamous differentiation.
Three different histopathological types have been described
according to the World Health Organization (WHO): exophytic
papilloma, columnar cell papilloma or oncocytic papilloma

and Schneiderian or inverted papilloma (SNIP) ™. SNIP is a
relatively uncommaon tumor, accounting for 0.5 to 7% of all
neoplasms of the sinonasal tract, with an incidence between 0.2
to 1.5/100.000 per year ", Its etiology is unknown but different
factors have been suggested, including human papillomavirus
(HPV) infection and occupational exposure to organic solvents

)

SNIPs are histologically benign, however, they may eventually
have an aggressive behavior due to three special characteristics:
tendency to local invasion and aggressive growth, local recur-
rence and malignant transformation into sinonasal squamous
cell carcinoma (SNSCC) 7. With a lesser incidence also other
tumors as adenocarcinoma, mucoepidermoid carcinoma, undif-
ferenciated carcinoma, verrucous carcinoma or transitional

cell carcinoma may arise from SNIP ®, The incidence of SNSCC
associated with SNIP (SNIP-SNSCC) ranges from 2 to 27% in the
literature ¥, SNSCC can occur metachronous, arising in the first
6 months after the initial diagnosis, or more frequently synchro-
nous M.

167



Menéndez del Castro et al.

Although genetic alterations in SNSCC are still little studied, it
appears that many are similar to those found in described in
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Particularly
frequent are mutations in genes involved in cellular prolifera-
tion and cell cycle regulation, such as TP53, CDKN2A, EGFR, NF1
and HPV infection "®. As they have also been detected in SNIP,
these genetic alterations may be early events in tumorigenesis
M7 HPV infection and EGFR mutation may also have clinical
relevance as both have been associated with longer SNIP-free
follow-up 011214,

Mumerous reports have focused on the role of HPV in the
development of SNIP and in their progression to SNSCC 218,
However, possibly due to different HPV detection methods,
including those that use p16 protein overexpression as a sur-
rogate marker, but perhaps also to geographic differences in
HPV incidence, there is little agreement on the impact of HPV on
SNIP "® Through interaction with oncoproteins E6, E7 and E5,
transcriptionally active HPV is known to respectively affect the
expression of p53, p16 and EGFR 222 The purpose of this study
was to evaluate p16, p53, EGFR, pEGFR protein expression and
HPV infection as markers of tumor progression in a series of SNIP
and SNSCC.

Materials and methods

Patients

Between January 1989 and December 2014, tissue samples
were obtained from 49 cases with a confirmed diagnosis of SNIF,
11 with SNIP-SNSCC and 52 SNSCC without previous history of
SNIP. All patients had not been treated previously and under-
went surgery (in majority endoscopic) for curative purposes

in our hospital. All clinical data are summarized in Table 1. This
study was performed in accordance with and approved by the
Institutional Ethics Committee of the Hospital Universitario
Central de Asturias and by the Regional CEIC from Principado de
Asturias (approval number: 07/16 for project CICPF16008HERM
and 2020.048 for project FIS PI19/00191). Informed consent was
obtained from all patients.

Immunohistochemistry

Protein expression was analyzed by immunohistochemistry on 3
pm sections of individual tissue blocks of SNIP and SNIP-SNSCC.
For the samples of SNSCC we used previously created tissue
microarray blocks containing three cores from different areas

of the same tissue block for each tumor. Immunohistochemis-
try (IHC) was performed on an automatic staining workstation
(Dako Autostainer Plus; DakoCytomation). The antibodies used
for IHC were anti-p16 (clone E6H4, VentanaRoche mtm laborato-
ries AG, Heidelberg, Germany), anti-p53 (DO-7, DAKO, Glostrup,
Denmark), anti-EGFR (clone 2-18C9, DAKOQ, Glostrup, Denmark)
and anti-pEGFR (clone D7AS5, Cell Signaling Technology, Cam-
bridge, UK). The immunostained tumor sections were evaluated
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by two investigators (MM and BV) in a single review process,
blinded to the patients’clinical data. In samples where there was
discrepancy, it was solved afterwards by looking together using
a multi-head microscope. Most of the literature on p16 in SNIP
and SNSCC has focused on its role as surrogate marker of HPV
and used >70% positivity as cut-off, however, in our study we
also wanted to evaluate loss or reduction of p16 expression. Pre-
vious studies that have evaluated p16 expression levels all used
a different grading, for example 6 grades with increments of
20% ®¥ 4 grades with increments of 25% %, or 4 grades of <5%,
5-20%, 20-50% and 50-100% %9, We chose our grading to take
into account the >70% cut-off (grade 3), to evaluate complete
absence or 0% (grade 0), and two intermediate levels of 1-30%
(grade 2) and 30-70% (grade 3). P53 immunostaining was evalu-
ated as positive when >10% of the malignant cells showed nu-
clear staining. EGFR and pEGFR immunostaining was considered
positive when moderate to strong membranous or cytoplasmic
staining was observed in >10% of tumor cells; tumors with no or
weak staining were regarded as negative.

HPV detection

PCR with MY11/GP6+ primers (site-directed L1 fragment of HPV)
was performed to detect a broad spectrum of HPV genotypes.
Briefly, the reaction contained 25 pl of reaction mixture contai-
ning 1x PCR buffer, 2 mmol/L MgCl,, 50 umol/L of each deoxy-
nucleoside, 0.5 pmol/L of sense and antisense primers, 10 pl of
DNA sample and 1 U Tag DNA polymerase (Promega Biotech
Iberica S.L. Madrid, Spain). The PCR thermal profile was 35 cycles:
denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at 55°C for 30 sec and
extension at 72°C for 1 min, with an initial denaturation at 94°C
for 5 min and a final extension at 72°C for 10 min. The amplified
DNA fragments of approximately 200 bp were identified by
electrophoresis in 1.5% agarose gel with ethidium bromide. All
positive specimens for L1 fragment were tested by hybridization
assays using type-specific probes for HPV ',

Statistical analysis

SPSS 19.0 software (SPSS Inc,, Chicago, IL, USA) was used to
analyze correlations between clinical and immunohistachemical
staining factors using univariate Pearson's and Fisher's exact
chi-squared tests. Kaplan-Meier curves were undertaken for the
evaluation of DFS by application of univariate logarithmic range
test (Log-rank test). Multivariate Cox regression analysis was per-
formed for factors possibly related to recurrent SNIP, recurrent
SNSCC and survival. P-values < 0.05 were considered to indicate
statistical significance.

Results

Clinical features and follow-up

All SNIP and SNSCC were completely resected, for stage T3 and
T4 SNSCC often carried out 'piece meal’ by endoscopic appro-
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w/o rec

SNSCC

Overall survival, months

Mean (range) MNA MNA

p-value

snip-snscc
NA 0.562

45 (3-159) 30(1-216)

w/o rec: without recurrent SNIP; with rec: with recurrent SNIF; NA: not applicable; * Other symptoms include exophthalmia, hyposmia, facial swallow-

ing, oroantral fistulae, cervical mass; ® Krouse T stage is used in SNIP only.

aches. Apparent clean tumor margins were observed by the
surgeon and intraoperative biopsies from suspicious or doubtful
areas were routinely sent to the pathologist to guarantee a com-
plete resection. However, this does not guarantee pathologically
confirmed free microscopic margins.

Of 49 SNIP patients, 20 were female (41%) and 29 male (59%).
Mean age was 63 years (range 28-85). According to the Krouse
classification, there were 13 T1 (27%), 23 T2 (46%) and 13 T3
(279%). Nineteen originated in the maxillary sinus (39%), 7 frontal
sinus (14%), 6 ethmoid (12%) and 17 nasal cavity (35%). None

of the 49 patients with SNIP received complementary radio- or
chemotherapy after surgery. Twenty-two (45%) patients with
SNIP developed a recurrent SNIP during follow-up, with a mean
disease-free time of 76 months (range 11-318).

All 11 SNIP-SNSCC were of the keratinizing type, 7 women (64%)
and 4 men (36%). Four had metachronous and 7 had synchro-
nous SNIP. Mean age was 60 years (range 22-82). Seven tumors
were located in the maxillary sinus (64%), 2 ethmoid (18%) and
2 nasal cavity (18%). Two cases were T2 (18%), 3 T3 (27%), 4 T4a
(36%) and 2 T4b (18%). At the time of diagnosis, 5 (46%) patients
harbored lymph node metastasis. All patients underwent radical
surgery, while 9 (81%) received postoperatively radiotherapy; for
two stage T2 patients surgery alone was considered sufficient.
Mean follow-up time was 45 months (range 3-159). During
follow-up, 10 (91%) patients developed recurrent SNSCC.

All 52 SNSCC were of the keratinizing type, 15 female (29%) and
37 male (71%). Mean age was 66 years (range 42-92). Forty-two
(81%) tumors were localized in maxillary sinus and 10 (19%)
ethmoid sinus. Five (10%) cases were tumor stage T2, 16 T3
(319%), 23 T4a (44%) and 8 T4b (15%). At the time of diagnosis,

11 (21%) patients harbored lymph node metastasis. All patients
underwent radical surgery, while 38 (73%) received postopera-
tively radiotherapy and 2 (4%) chemotherapy; 12 patients did
not receive adjuvant therapy due to early and extensive recur-
rence, high age and bad physical condition or refusal to receive
further treatment. Mean follow-up time was 30 months (range
1-216). During follow-up, 43 (83%) developed recurrent SNSCC.
A detailed description of all clinical and follow-up data is given
inTable 1.

Immunohistochemical analysis
Muclear and cytoplasmic p16 expression in >70% of tumor cells
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was observed in 37% (10/27) of SNIP and in 32% (7/22) of SNIP
that later developed a recurrent SNIP. In SNIP-SNSCC and SNSCC
this was significantly less: 18% (2/11) and 11% (6/52) (Fisher's

¥? p=0.001 and p=0.000), respectively (Table 2). Conversely, re-
duced or loss of p16 expression occurred in 7% (2/27) SNIP and
32% (7/22) SNIP that later developed a recurrent SNIP (Fisher's
%* p=0.006). In SNIP-SNSCC and SNSCC, this was 64% (7/11) and
87% (45/52), respectively (Fisher's Chi2 p=0.089) (Table 2). Com-
paring synchronous and metachronous SNIP-SNSCC, reduced
or loss of p16 expression appeared more frequent in the former
(6/7 versus 1/4 cases, Fisher's ¢ p=0.088), although due to the
low number of cases, this observation should be interpreted
with caution.

There was no difference in p16 expression levels among the
different anatomical localizations of the SNIP nor of the SNSCC.
Representative images of p16 staining grades 0 to 3 both in SNIP
as in SNSCC are given in Figure 1. Reduced or loss of p16 expres-
sion was observed more frequently in higher Krouse stage
SNIPs, with p16 grades 0 and 1 in 0% (0/13) of Krouse stage T1
versus 13% (3/23) of stage T2 and 46% (6/13) of stage T3 SNIPs
(Pearson's y* p=0.052).

P53 expression was found in 56-69% of SNIP, SNIP-5CC and SN-
SCC (Table 2). EGFR immunochistochemistry failed for 2 SNIP and
5 SNIP-SNSCC cases; positivity was more frequent in SNIP (77-
969%), than in SNIP-SNSCC (67%) and SNSCC (40%). Expression of
pEGFR followed a similar pattern (Table 2). P53, EGFR and pEGFR
expression (representative images of given in Figure 2) did not
correlate to any of the clinical parameters or to p16 expression.
HPV status could not be analyzed in 13 SNIP and 6 SNSCC cases.
High-risk HPV types 16 and 18 were found in 5% (2/36) SNIP, in
18% (2/11) of SNIP-SNSCC and in 0% (0/46) of SNSCC. Statistical
comparisons were performed (Table 2) but the low number of
positive cases preclude strong conclusions. Low-risk HPV types
42,56 and 61 were each found in one case of SNIP-SNSCC (Table
2). Again, due to the low number of HPV-positive cases, we did
not analyze correlations with clinical or follow-up data. The two
cases SNIP and the two cases SNIP-SNSCC with HPV16/18 infec-
tion showed a p16 immunostaining of less than 70% and were
p53 positive, EGFR positive and pEGFR negative.

Correlation with follow-up data
Krouse stage 3 SNIPs showed a higher risk of developing a
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Table 2. Immunchistechemical staining results of p16, p53, EGFR and pEGFR and HPV infection according to type of tumor sample.

w/o rec with rec

pié

grade 0: 0% 0/27 (0%) 4/22 (18%)

grade 1: 1-30% 227 (7%) 3/22 (14%)

grade 2: 31-70% 15/27 (56%) 8/22 (36%)

grade 3: >70% 10/27 (37%) 7/22 (32%)
p53 positive 15/27 (560%) 13/22 (59%)
EGFR positive 26/27 (96%) 17/20 (77%)
pEGFR positive 16/27 (59%) 12/22 (55%)
HPV

types 16/18 2/20 (10%) 0/16 (0%)

types 42/56/61 0/20 (0%) 0/16 (0%)

SNSCC

snip-snscc
0.060* 0.089%

6/11 (55%) 45/52 (87%)

1/11 (9%) 0/52 (0%)

2/11 (18%) 1/52 (2%)

2/11 (18%) 6/52 (11%)
1.000 7/11 (64%) 36/52 (69%) 0.732
0.298 4/6 (67%) 21/52 (40%) 0387
0.779 5/11 (45%,) 19/52 (36%) 0.735
0.492 2/11 (18%) 0/46 (0%) 0.034

NA 311 (27%) 0/46 (0%) 0.006

w/o rec: without recurrent SNIP; with rec: with recurrent SNIP; *comparison of p16 grades 0-1 versus 2-3.

Table 3. Univariate and multivariate Cox regression recurrent SNIP-free follow-up analysis of Krouse classification and p16 expression.

Univariate Multivariate

Recurrent SNIP Log rank

Krouse T stage

1 2/13 (15%)

2 5/22 (23%) 5612

3 6/13 (46%)
p16 expression

0-10% 4/4 (100%)

10-30% 2/5 (40%)

30-70% 4/22 (18%) 18470

70-100% 3/17(18%)

HR: Hazard ratio; Cl : Confidence interval.

recurrent SNIP, with a 5-year DFS of 58%, whereas in Krouse
stages 1 and 2 this was 84% and 91%, respectively (Log rank
5.612, p=0.060). None of the other clinical data were related to
DFS. Immunohistochemical staining of p16 expression signifi-
cantly (Log rank 18.470, p=0.000) correlated with increased risk
of SNIP to develop a recurrent SNIP. Particularly, the lower p16
staining grades 0 and 1 showed a 5-year DFS of 25% and 53%
versus 91% and 87% for the higher p16 staining grades 2 and 3,
respectively (Figure 3). Multivariate Cox regression analysis was
performed with p16 expression and Krouse stage, the only two
parameters with significant or nearly significant differences in
univariate analysis (Table 3) and showed that reduced and lost
p16 expression in SNIP was a prognostic factor independent
from Krouse stage for risk of developing recurrent SNIP (Hazard
ratio 2.17, p=0.010). Expression of p53, EGFR and pEGFR was not
related to DFS of SNIP. Analyzing SNIP-SNSCC and SNSCC, overall

Significance

HR (95% CI) Significance

p=0.060 057(0.23-1.44) p=0.236

p=0.000 217 (1.20-3.91) p=0.010

and disease-free survival were comparable between the two
subgroups. Expression of p16, p53, EGFR and pEGFR showed no
correlation with overall and disease-free survival in SNIP-SNSCC
or SNSCC.

Discussion

A wide variety of factors in SNIP have been related to recurrent
SNIP and progression to SNSCC, including smoking, bone inva-
sion, absence of inflammatory polyps, hyperkeratosis, presence
of squamous epithelial hyperplasia and increased mitotic index
047 Krouse and other classification systemns have been claimed
to have prognostic value for the risk of recurrent SNIP %7 while
recurrent SNIP itself may indicate an increased risk of develo-
ping malignant tumors 2, In our series, Krouse stage Il SNIP
indeed developed more frequent recurrent SNIP than stages |
and Il (Figure 3), similar to the findings of a large meta-study of
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Table 1. Clinical and follow-up data.

SNSCC
w/o rec with rec p-value snip-snscc
Sex, n (%) 0.574 0.039
Male 17/27 (63%) 12/22 (55%) 4/11 (36%) 37/52 (71%)
Female 10/27 (37%) 10/22 (45%) 7/11 (64%) 15/52 (29%)
Age, years 0.546 0217
Mean (range) 64 (36-81) 61(28-94) 60 (22-82) 66 (42-92)
Symptoms, n (%)
Nasal obstruction 26/27 (96%) 14/22 (64%) 0.007 9/11 (82%) 14/52 (45%) 0.166
Facial pain 2/27 (7%) 1/22 (5%) 1.000 7/11 (64%) 21/52 (68%) 1.000
Epistaxis 4/27 (15%) 1/22 (5%) 0.362 2/11 (18%) 9/52 (29%) 0.696
Rhinorrhoea 9/27 (33%) 6/22 (27%) 0.760 2/11 (189%) 9/52 (29%) 0.696
Other? 4/27 (15%) 2/22 (9%) 0.392 7/11 (64%) 13/52 (25%) 0.199
Primary location, n (%) 0171 0.040
Maxillary sinus 9/27 (33%) 10/22 (46%) 7/11 (64%) 42/52 (81%)
Frontal sinus 2/27 (7%) 5/22 (23%) 0/11 (0%) 0/52 (0%)
Ethmoid sinus 5/27 (19%) 1/22 (4%) 2/11 (18%) 10/52 (19%)
Nasal cavity 11/27 (41%) 6/22 (27%) 2/11 (18%) 0/52 (0%)
Side, n (%) 0.245 0.235
Right 10/27 (37%) 6/22 (27%) 5/11 (46%) 15/52 (48%)
Left 17/27 (63%) 14/22 (64%) 5/11 (46%) 16/52 (52%)
Both 0(0%) 2/22 (9%) 1/11 (9%) 0/52 (0%)
Krouse T stage ®, n (%) 0.025 NA
T 9/27 (33%) 4/22 (18%) NA NA
T2 15/27 (56%) 8/22 (36%) NA NA
T3 3/27 (11%) 10/22 (46%) NA NA
T stage n (%) NA 0.847
T NA NA 0/11 (0%) 0/52 (0%)
T2 NA NA 2/11(18%) 5/52 (10%)
T3 NA NA 3/11 (27%) 16/52 (31%)
T4a NA NA 4/11 (36%) 23/52 (44%)
T4b NA NA 2/11 (18%) 8/52 (15%)
N stage n (%) NA 0.625
NO NA NA 6/11 (55%) 41/52 (79%)
N1 NA NA 5/11 (46%) 9/52 (17%)
N2 NA NA 0/11 (0%) 2/52 (4%)
Differentiation NA 0.991
well NA NA 4/11 (36%) 20/52 (39%)
moderately NA NA 2/11 (18%) 9/52 (17%)
poorly NA NA 5/11 (46%) 23/52 (44%)
Complementary treatment, n (%) NA 0.902
Radiotherapy 0(0%) 0 (0%) 9/11 (81%) 38/52 (73%)
Chemotherapy 0(0%) 0 (0%) 0/11 (0%) 2/52 (4%)
Recurrent SNSCC, n (%) NA NA NA 10/11 (91%) 43/52 (83%) 0.676
Disease-free survival, months NA 0.920
Mean (range) NA 76 (11-318) 30(2-159) 21(1-216)
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2

Figure 1. Photomicrographs of immunohistochemical expression of p16 in SNIP (A, C, E and G) and SNSCC (B, D F and H). Cytoplasmatic and nuclear
staining of p16 was scored as grade 0 when negative (A, B), grade 1 for 1-30% (C, D), grade 2 for 30-70% (E, F) and grade 3 for >70% (G, H). Original

magnification 10x and insert 20x.

1787 SNIPs @, have been studied "''?, Many studies have been devoted to HPV
In addition to clinical parameters, the prognostic potential of and its effects on cell cycle, MAPK and PI3K signalling pathways.
several immunohistochemical stainings such as EGFR, TGFa, However, its role in SNIP and SNSCC is still a matter of debate,
desmoglein, SCCA, Ki67, E-cadherin and Beta-catenin 729, as due to greatly varying reported frequencies and common
well as genetic mutations affecting TP53, CDKN2A and EGFR findings of non-oncogenic low-risk HPV subtypes 5518202230 j¢

6

172



P16 as biomarker in sinonasal inverted papilloma

15 o it

Figure 2. Photomicrographs of imnmunohistochemical expression of p53, EGFR and pEGFR in SNIP (A, C, and E) and SNSCC (B, D and F). Cases were
evaluated as positive when >10% of the malignant cells showed nuclear staining for pS3 (A, B) and moderate to strong membranous or cytoplasmic
staining for EGFR (C, D) and pEGFR (E, F). Original magnification 10x and insert 20x.

may be argued that not the presence of HPV-DNA as such, but
rather the transcriptional activity of HPV is biologically relevant
in cancer. Unfortunately, few studies on SNIP and SNSCC have
analyzed transcriptionally active HPV. Using HPV-RNA-ISH,
transcriptionally active HPV has been detected in 18-29% of
SNIP-SNSCC 193132, Notably, Rooper et al. found 0% of 52 SNIP to
express HPV-RNA 9. These studies may indicate that HPV does
not play a role in malignant transformation of SNIP to SNSCC but
may have some clinical relevance in SNSCC.

As the HPV E7 oncoprotein causes up-regulation of the cell cycle
regulator p16, this protein has been studied in SNIP and SNSCC
as a surrogate marker of transcriptionally active HPV infection,
taking example from studies on oropharyngeal SCC #3349, Indeed,
a positive correlation between transcriptionally active HPV

and p16 positivity in >70% of tumor cells has been reported in

SNSCC 3", However, there was no correlation between p16
expression and the detection of HPV-DNA “.20233%),

Aside from its supposed relation to HPV, aberrant p16 expres-
sion may still be an important event in SNIP and SNSCC. In HPV-
negative HNSCC it has been shown that p16 plays an important
role in the upregulation of cell cycle signalling and CDKN2A (the
encoding gene for p16) is the second most frequently mutated
gene in HNSCC after TP53 9. Two recent sequencing studies

on SNIP-SNSCC have yielded similar results, with 33-42% of
cases carrying inactivating CDKN2A mutations 617, Aside from
gene mutations, also frequent gene copy number losses have
been found16. Discrepant results were obtained regarding SNIP,
where Uchi et al. also found CDKN2A mutations in 2/3 cases, but
Brown et al did not find any in 11 cases "'?, so more studies are
needed.
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Figure 3. Recurrent SMIP-free follow-up of 49 SNIP according to Krouse T
stage (A) and according to p16 scores (B).

Inactivating mutation and copy number loss of CDKN2A lead
to reduced or complete absence of p16 expression, which can
be analyzed by immunohistochemistry. Our results indicated
18% (9/49) SNIP to have lost (grade 0) or reduced (grade 1) p16
expression, while in SNIP-SNSCC and SNSCC this was 64% and
87%, respectively, suggesting that this genetic alteration is
increasingly involved in the progression from SNIP to SNSCC.
This is in agreement with Lin et al., who reported a significantly
more frequent loss of p16 expression in 133 SNIP-SNSCC (84%)
compared to 21 benign SNIP (36%) #%. Additionally, our study re-
vealed reduced and loss of p16 expression in SNIP to be related
to the risk of developing recurrent SNIP, and this prognostic
value was independent from Krouse T stage (Figure 3 and Table
3). Studying 53 SNIPs, Zydron et al. did not find a significant
correlation between the level of p16 expression and recurrent
SNIP, however, comparison is difficult as the cut-off percenta-
ges for scoring were not detailed in their study “. In addition,
it is possible that data obtained from immunochistochemical
stainings suffer from sampling bias. The series of SNIP in our
study concerned whole paraffin blocks and the SNIP-SNSCC and
SNSCC were represented each by three 1 mm cores in tissue
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microarray blocks; it may be that the studied tissue areas did not
fully represent the tumors. Another difference with previously
published studies is the fact that both SNIP-SNSCC and SNSCC
in our series carried a very high rate of recurrent SNSCC. This
may reflect the distribution of tumor-stage: the proportion of
T4a/T4b tumors is well over 50% of all cases. This in turn may be
since our hospital is a center of referral for sinonasal and skull
base tumors, therefore receiving a relatively high number of
advanced stage patients.

This study has several limitations. First, our results related to re-
currence outcomes are limited by the fact that tumor resection
margins have not been evaluated routinely by the pathologist.
Second, we have no information on the mutation and copy
number status of CDKN2A as possible cause of the observed re-
duced or loss of p16 expression, and the preliminary data in this
study will need to be validated by analysis of p16 expression on
the mRNA level. A third limitation is the lack of SNIP cases that
during follow-up developed SNSCC, which might shed further
light on the importance of CDKN2A alterations and p16 expres-
sion in the process of malignant transformation. These aspects
need to be investigated in future studies.

Conclusion

Altered p16 expression is a genetic event in SNIP that is relevant
to be studied independent from its possible association with
HPV infection. Our data are an indication that reduced or loss of
p16 expression may be a risk factor for recurrent SNIP.
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