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1. INTRODUCCION

1.1. EL SISTEMA NEUROENDOCRINO DIFUSO

Los tumores neuroendocrinos se originan a partliasl€élulas que componen el
sistema neuroendocrino difuso (SND). Estas célséagaracterizan porque producen
neuropéptidos, neuromoduladores y/o neurotransessaontenidos en granulos de
secrecion en su citoplasma, pero a diferenciagledmlas nerviosas, carecen de axones
y conexiones sinapticas. EI SND cuenta con aproameente 13 tipos de células
neuroendocrinas diferentes que secretan al mengsépdos y aminas bioldgicas
(Tabla 1).

Las células del sistema neuroendocrino difuso seesrtran distribuidas de forma
difusa en el tracto gastrointestinal y en el p&rasi como en la via biliar, tracto
urogenital, timo, tiroides (células C) y en la pilpesar de que el porcentaje de células
neuroendocrinas del tracto gastrointestinal reptasel 1% del epitelio, en conjunto
constituyen el mayor 6rgano endocrino del organfsmoFisiolégicamente, estas
moléculas estan implicadas en multitud de funciol@esegulacion de la homeostasis de
la glucosa, la secrecidn pancreatica exocrinaoidad y el vaciamiento géstrico, y la
proliferacion intestinél®.

Las células neuroendocrinas del aparato respioagsian distribuidas entre las
células epiteliales de manera individual o biemfando racimos, llamados “cuerpos
neuroendocrino” 8 Las células individuales estan localizadas en epitelio
respiratorio nasal, en la mucosa laringea y artiplde todo el tracto respiratorio, desde
la traquea hasta las vias aéreas termihal®s cuerpos neuroendocrinos, descritos la
primera vez por Frolich en 1949, saiustersde 4 a 10 células neuroendocrinas,
localizados debajo de la membrana basal, tantoremqbios, bronquiolos como en
alveolos. Los cuerpos neuroendocrinos participan en la iguiecepcion, en la
vasoconstriccion de los capilares en momentos @exkd, en la regulacion del
crecimiento localizado, sobre todo en la etapd’fetasi como en la regeneracién de las

células epiteliales, a través de un mecanismoatecién paracrina.
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Tabla 1: Principales tipos celulares y producciéotmonal en TNEs

G Gastrina N Neurotensina
ECL | Histamina B Insulina

D Somatostatina A Glucagén

EC Serotonina/Substancia P Bombesina (GRP)

P/Gaunilina/Melatonina

I Colecistokinina (CCK) M Moatilina

K Péptido gastrointestinal (GIP) Gr Grelina

S Secretina X Amylina

F Polipéptido pancreatico C Calcitonina

L Enteroglucagon y péptido YY D1/IV | Peptido Vasoactivo Intestinal (VIP)

En cuanto al origen embrioldgico, inicialmente seng® que las células
neuroendocrinas derivaban del neuroectodermo, gasqucomprob6 que compartian
caracteristicas comunes con las neuronas: expresabecadores de diferenciacion
neural implicados en la biosintesis de neurotrassms (detectados por
inmunohistoquimica) y mostraban propiedades ultnaetsirales comunes. Sin
embargo, los experimentos llevados a cabo posteeiate por el embridlogo francés Le
Douarin en los afios 60, demostraron que las célddsSND, eran deorigen

endodérmict.

La identificacion inicial de estas células se llevéabo mediante sales de cromo,
por las que muestran afinidad (célul®mafine3. Posteriormente se descubridé su
afinidad por las sales de plata (condicion llamadgrofilia). Si se hace preciso el uso
de un agente reductor para la deteccion de la,plata células se denominan
argentafinesy, cuando las propias células son capaces deirddysata sin necesidad

de otro agente, se denomiregentorreductoras

A nivel molecular, recientes estudios han reveledonportancia de la ruta de
sefalizacion Notch en el control de la diferendaaieuroendocrina. Entre los factores
de trascripcion que responden a dicha via destddath-1, Neurogenina-3,
Beta2/NeuroD, Pax4 y Pax6, de tipo bHLH (del inglésic Helix-Loop-Helix***>
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1.2. TUMORES NEUROENDOCRINOS
1.2.1. Definicién

El término “neuroendocrino” hace referencia a umofgo celular caracteristico,
resultado de la accion de multiples genes expresadcel sistema endocrino y en el
sistema nervioso. En la comunidad cientifica mucimegstigadores no consideran
adecuado usar el término “neuroendocrino” paraireéea células o tumores de origen
embriolégico endodérmico. Un ejemplo de ello es lquelasificacion de la OMS para
estas neoplasidsdel afio 2000, designaba a los tumores gastrogatecceaticos de
esta naturaleza bajo el término de “tumor endotrir®in embargo, la Ultima
clasificacion de la OMS del afio 2010recomienda de nuevo el uso del término
“neuroendocrino”, ya que define claramente lasatarésticas fenotipicas de las células

del SND y a los tumores originados a partir desella

Los tumores neuroendocrinos fueron identificados poimera vez por
Kultschitzky a mediados del siglo XIX, como un tipspecifico de neoplasias con un
crecimiento peculiar, de caracteristicas cromafieesla base de las criptas de
Lieberkithndel intestind®. Se les denomind en sus inicios cokarcinoide término
empleado por primera vez en 1907 por Obernddrfguien separé a los carcinoides de
los adenocarcinomas de intestino, constituyendgrupo bien definido de neoplasias
de cierta naturaleza benigna. Uniendo las dos whsienes anteriores, Masson propuso
por primera vez que los tumores carcinoides eran ndairaleza endocrifia
Posteriormente, Feyter considerd que las célulssrities por Kultschitzky eran parte de
un sistema de células endocrinas con una distdhuamplia por el organismo de

caracteristicas fenotipicas comunes pero con foesidivers&s.

A nivel morfologico, los TNE se reconocen por swjugtiectura histologica

caracteristica, segun la cual se pueden agrupétipas diferentes:

Tipo A, formando empalizada periférica o insular
Tipo B, formando trabéculas
Ttipo C, acinar o glandular
Tipo D, formas mixtas.
Las células tumorales que los constituyen presentareos monoformos, en

general redondeados, de cromatina reticulada fineexgranular y citoplasma de bordes
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definidos levemente eosinofilicos, en cuyo intesersuele observar cierta granularidad
fina, mas evidente con tinciones especiales, quedae los granulos de neurosecrecion
invariablemente presenfés® Estos se manifiestan a nivel ultraestructural @om

granulos de neurosecrecion electrodensos (> 80nm).

Aungue son tumores poco frecuentes, han sido seemmotivo de estudio para
muchos investigadores debido a la dificultad qamtgla su diagndstico, clasificacion y

un tratamiento adecuado al paciente. Esta difidideadebe fundamentalmente a:

1. Su heterogeneidad, tanto en la localizacion cemia histologia, lo que dificulta
disponer de una clasificacion uniforme.

2. La actividad hormonal que a veces pueden pm@@sealgunas neoplasias
endocrinas, ocasionando sindromes clinicos porgepeecion hormonal.

3. La baja correlacion existente entre la morf@ogiel comportamiento biolégico,
que dificulta predecir su prondstico.

4. Su baja frecuencia, que hace que el conocimigmixperiencia sobre ellos sean

limitados.

1.2.2. Marcadores anatomopatologicos de diferenciac  i0n neuroendocrina

Para el diagnostico anatomico-patolégico de TNEshesesaria la deteccion
inmunohistoquimica de marcadores de diferenciagiénroendocrina. Para dicho
diagndstico se acepta la necesidad de resultaditivpogpara al menos dos
marcadore®d. Estos marcadores se pueden clasificar de acaesddocalizacion:

a) De granulo neurosecretor

b) De membrana celular

c) Citoplasmicos

d) De citoesqueleto

e) Nucleares

a) De granulo neurosecretor: l®mograninas A, B y G son glicoproteinas

solubles identificadas en el interior de los gréasulle neurosecrecion grandes (Figura
1). Su funcion biolégica es poco conocida, perosesisabe que contribuye a la
biogénesis, transporte, almacenamiento y liberag@natecolaminas y otras hormonas
peptidicas. La mas conocida de las graninas epdaA, presente en la mayoria de
tumores neuroendocrinos bien diferenciados y génerde ausente en los tumores

pobremente diferenciadds En los ultimos afios, ha sido posible detectar la
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cromogranina A en suero, con el fin de valorar ejusmiento de los pacientes,
deteccién de tumores no funcionantes, respueséaamias, eté 2’

Entre los marcadores especificos del tipo de sécrese encuentran lasninasy
neuropéptidosque estos tumores producen (Tabla 1). En funcsbriigb de secrecion
unihormonal, se define al tipo de TNE originadoaatip de dicha célula como tumor
funcionante, y a cada uno se le denomina de acwetddormona que producen. Asi,
los tumores productores de gastrina son denomingastsinomas; los productores de
insulina, insulinomas; los productores de glucag@ficagonoma; ef€ Esta
hipersecrecibn hormonal al pasar a la sangre peodos sintomas generales

caracteristicos que pueden constituir el primeiciodle la presencia del tumor.

b) De membrana celular

La sinaptofisina es otra glicoproteina abundante en las membraeasas
vesiculas sinapticas y en las células neuroendaritanto de estirpe neural como
epitelial, generando un patrén de membrana y @svpico respectivamente. Aunque no
es especifica de TNE es, junto con la cromograrumamarcador relevante en el

diagnéstico de rutina de dichos tumores (Figura 1).

Otra molécula de superficie de membranaC&66, o NCAM, una proteina de
adhesion especifica del tejido neural.

c) Citoplasmicos

La enolasa especifica neuronal tipg-y es una enzima presente en células
nerviosas y neuroendocrinas. Es un marcador deebpgcificidad en el diagnéstico de
los TNE. También destadaGP9.5 proteasa del grupo de las ubiquitin C-terminal
hidroxilasas, que esta presente en neuronas y &n e comportamiento similar a la
enolasa. Su especificidad es baja, ya que puedepasitiva en tumores no

neuroendocrinos.

d) De citoesqueleto

Entre éstos destacan una de las isoformas Bikeululina y la formafosforilada
BlII tubulina , cuya expresion ha sido descrita en el cerebmesarrollo y en tumores
neuroendocrinos derivados del intestino primitiSa.expresién ha sido asociada con el
grado de malignidad en los tumores neuroendocrpdmonares. También se ha
asociado con los tumores gastroenteropancreaticugua sin correlacion con el grado

tumoraf®.
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e) Nucleares

Cabe destacar el factor de transcripcf@dX2, implicado en el desarrollo del
intestino y marcador de las células del SND, m&ntqueTTF1 es un factor de
transcripcion activador surfactante en el pulmdi,para la identificacion del origen

pulmonar en tumores secundarios (Figura 1).

Figura 1: Primera Fila Tumor Neuroendocrino Gastrointestinal A: H&E, Bxpresion IHQ de
Sinaptofisina, C: Expresién IHQ de cromgraninaAg@8ela fila Tumor Neuroendocrino de Pulmén D:
Expresion IHQ de TTF1, E: Expresion IHQ de Sinaistoé, F: Expresion IHQ de CromograninaA

1.3. CLASIFICACION DE TUMORES NEUROENDOCRINOS

1.3.1. Gastroenteropancreaticos

La diversidad funcional existente entre las difesncélulas que componen el
sistema neuroendocrino difuso, su distribuciontatés la falta de consenso por parte
de muchos autores en el uso de la nomenclaturagdoasos conocimientos de la
biologia molecular de TNE, son algunas de las ezgor las que la clasificacion de
los TNE ha sido siempre un reto complicado parahmsidnvestigadores. En 1963,
Williams y Sandle?’ clasificaron los TNEGEP en:
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. tumores del intestino superior (que incluye est@magduodeno,

yeyuno superior y pancreas)

. tumores del intestino medio (yeyuno inferior, ile@péndice y
ciego)
. tumores del intestino posterior (colon y recto)

Posteriormente la clasificacion de la OMS del af®® estaba basada en
trabajos previos>® distinguiendo entre tumores puramente endocripnasimores
mixtos (endocrinos-exocrinos), e identificando owmatategorias tumorales (1.Tumor
endocrino bien diferenciado benigno, 2. de compugato incierto, 3. Carcinoma
Endocrino bien diferenciado de bajo grado y 4. tbaroa Endocrino poco diferenciado
de alto grado), lesiones que son clasificadas enipntemente del sitio de origen,
basados en la diferenciacion histologica, invasignoral, angioinvasion e indice de

proliferacion.

En el afio 2010, la OMS publicé la dltima clasifiéecpara estas neoplasiasSe
ha simplificado todo lo publicado hasta ahora, eenfoque mas patolégico, basado en
datos uniformes y reproducibles para el manejdodide pacientes con TNEs® La
terminologia actual se basa en el grado tumorllulealo previamente segun el indice
mitotico y el indice de proliferacion (% de Ki6Ademas, la clasificacion los define en
Su conjunto como neoplasias potencialmente maljgaasque sean de grado bajo o

intermedio, tal y como ocurre en la clasificaci@TdNE de pulmon.
Se distinguen 4 subtipos, definidos por la OMSadgiduiente manera (Figura 2):

1. Tumor Neuroendocrino (G1) (TNEGL1): Neoplasia neuroendocrina bien
diferenciada, compuesta por células con resgodasania la célula endocrina
del SND, que expresan marcadores de diferenciaciéaroendocrina
(Sinaptofisina y cromogranina) con ligera a modaratlpia nuclear y bajo
indice mitotico (<2 mitosis xX10CGA) y bajo indice gdroliferacion (<2% de
Ki67).

2. Tumor Neuroendocrino (G2) (TNEGZ2):idéntica definicion a tipo 1 pero la
diferencia radica en el indice mitotico (3-20 migoslOCGA y 3-20% Ki67).

3. Carcinoma Neuroendocrino (G3) (CNEG3-CG): Carcinoma
Neuroendocrino de Célula Grande: Neoplasia neum@ith poco
diferenciada de alto potencial de malignidad, dalag grandes, a veces con
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arquitectura organoide, marcada atipia, necrosifiifogal, con alto indice
mitotico (>20 mitosis xX10CGA) y alto indice proli&ivo (>20% de Ki67).
4. Carcinoma Neuroendocrino (G3), Carcinoma de CélulaPequefa
(CNEG3-CP)idéntica definicién al tipo 3 salvo que las céludas de aspecto

linfocitario (Tipo oat cel), de escaso citoplasma y con extensas zonas de

necrosis.

Figura 2: Subtipos de TNEGEP

En la Tabla 2 se resume esta clasificacion y libsrirs propuestos por la OMS:

Tabla 2: Criterios de la OMS para la clasificacionde TNEGEP
Tipo Grado Indice %Ki67 Tamafio celular Diferenciacion  Necrosis
Tumoral mitético
TNE 1 <2 <2 Tipo carcinoide BD -
TNE 2 3-20 2-20 Tipo carcinoide BD + (focal)
CNE 3 >20 >20 Grande PD +
CNE 3 >20 >20 Pequena PD +

Ademés, el diagnéstico debe indicar si el tumor l@en diferenciado
(corresponderia a los G1 y G2) o poco diferenci@moresponderia a los G3). Un
diagnostico de “Tumor Neuroendocrino”, “Neoplasiauxbendocrina” o “Carcinoma
Neuroendocrino” sin referencia al grado ni a laemihciacion seria inadecuado para
establecer un prondstico y tratamiento adecuado.

Debido al interés de estandarizar la estratificagidratamiento de pacientes con
estas neoplasias y teniendo en cuenta que el ctanpento agresivo de estos tumores
no se correlaciona con el grado de proliferacianSbciedad Europea de Tumores
Neuroendocrinos (ENETS) y por otro lado el ComigtaBounidense para el Cancer

(AJCC) desarrollaron hace unos afios guias que igtogautas a seguir en el
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diagnéstico y tratamiento de dichos pacientes y emtablecer el sistema TNM
(Tumor/Nédulos/Metéstasis) en dichos tumores, sefj§itio anatomict >’

Es por ello que, la actual clasificacion de la OM&a TNEGEP, tras un

consenso, valido el sistema TNM propuesto paraadickeoplasias.

En resumen, esta Ultima clasificacion recomiendaejudiagndstico de TNEGEP
sea de acuerdo al grado tumoral, la diferenciati@ologica y el estadio sitio-
especifico, que definen de forma clara al tumocwestion, lo cual facilita una clara
comunicacion entre todos los profesionales inveldos en el tratamiento y

seguimiento personalizado de cada paciente.

1.3.2. Pulmonares

La clasificacion de los tumores neuroendocrinopuleon también ha resultado
muy compleja y confusa. A lo largo de cinco décadasersos autores han propuesto
diferentes clasificaciones, en un principio basagasmmente en la morfologia y el
comportamiento clinico. El desarrollo de las téasiadde Biologia Molecular, ha
contribuido a una reestructuraciéon de todos lo®stigle tumores con diferentes

nomenclaturas y nuevas categorias de clasificacion.

La actual clasificacion de la Organizacion Munghata la Salud (OMS), de 2004,
para los Tumores Neuroendocrinos de Puffhifitiuye la propuesta por Travis W. D. y
col., en la que se establece una definicién detipms histolégicos basada en datos
morfolégicos convencionales (patron de crecimientganoide, indice mitético y
presencia de necrosis) e inmunohistoquimicos, ceswuen todos los tumores
neruoendocrinos, con implicaciones prondsticas raptauticas (Tabla 3). Esta
clasificacion incluye los TNEs de pulmén en las plasias epiteliales malignas y
distingue 4 subtipos tumorales:

1. Carcinoides tipicos (CT) «Tumores neuroendocrinos bien diferenciados, de
bajo potencial de malignidad. Los nucleos muesttemmatina en “sal y
pimienta” y tipico patron “organoide” (arquitectuen nidos, trabéculas y
rosetas) con extensa vascularizacién».

2. Carcinoides atipicos (CA) «Tumores neuroendocrinos bien diferenciados de
potencial de malignidad intermedio, con caractiegstmorfologicas similares al

carcinoide tipico».
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3. Carcinoma Neuroendocrino de Célula Grande (CNCG) «Tumores
neuroendocrinos poco diferenciados de alto potedeianalignidad, con patrén
neuroendocrino, y de tamafo celular aproximadanedrde 3 linfocitos».

4. Carcinoma de Pulmén de Célula Pequefa (CPCP) «Tumores
neuroendocrinos poco diferenciados de alto potedeianalignidad, pérdida del
patron neuroendocrino, menor de 2-3 veces el drédndd un linfocito, con

marcada maleabilidad nuclear hacia forma en huygamo de avendat cel)».

En el mismo libro de la OMS, Travis, W.D. y colepentan un esquema que
recoge el espectro de proliferaciones neuroendmsrimcluyendo la hiperplasia de
células neuroendocrinas con fibrosis y/o inflamagcida hiperplasia de células
neuroendocrinas adyacente a tumores carcinoides,hiferplasia de células
neuroendocrinas idiopatica difusa y los “tumorletsEstos Ultimos son
morfolégicamente idénticos a los carcinoides tipicgalvo en el tamafio, siendo los

tumorlets menores de 5 min

Figura 3: Subtipos de TNE de pulmon

Tabla 3: Criterios de la OMS para la clasificacionrde TNE Pulmonares
Tipo Patron Tamafio Citoplasma | Pleomorfism¢  Mitosis Necrosis
Tumoral | neuroendocrino| celular nuclear (x10 CGA)
CT + Grande Abundante - <2 -
CA + Grande Abundante -+ 2-10 + (focal)
CNCG +/- Grande Abundante + >10 +
CPCP - Pequefio Escaso + >10 +

1.4. EPIDEMIOLOGIA DE TUMORES NEUROENDOCRINOS

La obtencién de datos sobre incidencia para TNEsdwmsiempre dificil debido a la

baja frecuencia de estas neoplasias, su largo clirsco, diagnostico poco especifico,
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escasos registros de tumores y como ya se ha aaplanteriormente, la falta de una
clasificacion clara y objetiva para dichos tumor€s. el registro norteamericano del
programa SEER (Surveillance, Epidemiology and ErduRs) se recogen datos desde
1973 y los datos existentes para la poblacion cie#@nuestran una incidencia de 2,5-5
nuevos casos por 100.000 habitantes al afio (Caemds! y Broncopulmonares),
representando el 0,5% del total de tumdréSigura A). Aunque se consideran tumores
de baja frecuencia su incidencia ha aumentado leot&nte en los ultimos 30 afios
(Figura 4B). Ademas, la prevalencia de estos tusneserelativamente alta debido a la
elevada supervivencia que puede llegar a ser dél &560% a 5 afios para pacientes
con enfermedad avanzada. Como ya se expuso amtent® los TNE mas frecuentes
son los “carcinoides clasicos” que pueden aparemerdiversas localizaciones
corporales, siendo los pulmonares lo mas frecudBi®% del total de TNE), aunque la
mayoria de las lesiones estan localizadas en efoti@l (66%), siendo los sitios
predominantes por orden decreciente, intestino adelg recto, apéndice, colon y

estdmago (Figura 4A).
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Figura 4: A: Distribucién de 20.436 carcinoides registradodaebase de datos SEER entre 1973-2005.
La mayoria corresponden a lesiones localizadas | dnaeto digestivo (66%) y los mas frecuentes
localizados en el sistema broncopulmonar (31Bs)ncremento en la incidencia de tumores carcirmide
en la poblacion de EEUU en los (ltimos 30 afios ¢ibaides: apéndice (250%), ciego (350%),
broncopulmonares y de intestino delgado (420-460e6}p (900%) y estémago (1130%)] Base de datos
NCI SEER.

1.4.1. Gastroenteropancreaticos
De los datos del registro SEER, entre 1973 hastdi@|2002, se pudo conocer
que el 2,2% de un total de 3.122.042 tumores fu€Mia. Resulta notable que los datos
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de incidencia segun el registro norteamericano damentado en las Ultimas tres
décadas, aunque en parte este incremento se dsitdepmnte a un aumento en la
concienciacién de los clinicos asi como en los easen las técnicas de diagnéfico
siendo de 1,09/100.000 en 1973 a 5,25/100.000 éd,20atos correspondientes a
tumores en todas las localizaciones y en diferezgtslios de la enfermedad. Las cifras
publicadas segun el registro de tumores britAnycek registro norteamericano SEER
muestran una tasa de incidencia ajustada de 0,00®@ 4,2/100.000 habitantes/afio
respectivamenf& *2 Ademas, los TNEGEP son los segundos tumores derma
prevalencia derivados del tracto digestivo trasagtinoma colorrectal. En la siguiente
Tabla 4 se resumen los datos existentes para TNEpGEBcalizacion:

Tabla 4: Epidemiologia y supervivencia de TNEGEP

Incidencia x Media de Ratio Supervivencia
100000/afio (% del edad (hombres:mujeres) (A 5 afios)
total de TNEGI)
TNE Estémag®’ TNEBD:
4446 0,002-0,1 .
. 50-60 afios 1:2 64% para
(4,5-7%)
enfermedad
TNE Duodeno- localizada
0,21y 0,04 resp. )
Yeyuno (6:8y 1% ) 50-60 afios 1,51 72% regional,
- b resp.
proximal 4’ 4446 Y P 50% metastasical
TNE Yeyuno| 0,41y 3,2 resp. .
_ i 7 4446 60-70 afos 11
distal-ileorf (5-8'y 25% resp.) CNPD 10 meses
TNE Apéndicé® 0,15 (17%) 32-43 afios 2:1 100%
TNEBD
72% enfermedad
localizada
TNE Colon vy . 39% regional
494450 0,11-0,76 (30 %) 60-70 afios 1:.0,6 o
Recto 5,5% metastasica
CNPD 10 meses
60-100%:
enfermedad
TNE Pancred$ 0,2-2 (3,6-4,5%) | 30-60 afios 1:1,15 localizada

40% regional

25% metastasica

12
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Desde 2005 existe en Espafia el Registro Espafoludeores Endocrinos
Gastroenteropancreaticos (RGETNE) creado por elp@rispafiol de Tumores
Neuroendocrinos (GETNE). Dicho grupo esta compugstio 46 equipos tanto del
ambito universitario como hospitalario, distribuig@r todo el territorio nacional.
Durante estos afios estos equipos han proporcicaladmistro nacional informacion
necesaria, considerando caracteristicas demogaficacedimientos en el diagndstico,

intervenciones terapéuticas y datos de supervigsmig pacientes con TNEGEP

El Hospital Universitario Central de Asturias régishasta Junio de 2010 un total
de 133 casos, que hace que se convierta en eldeduspital de ambito nacional,
después de Hospital Vall D"Hebron de Barcelona Ibn casos, en nimero de casos

registrados en dicho registro nacional.

Del estudio publicado recientemente por el gurpd &, desde Junio 2001 hasta
Diciembre de 2008 se registraron 907 tumores dep@8ientes con edad media de 58
afos. La mayoria correspondieron a carcinoidesaatsstinales (55%), seguido por
tumores pancreaticos no funcionales (20%) y tumoeesoendocrinos metastasicos de
primario desconocido (9%). La mayoria de los tumdiecionales, consistieron en
carcinoides entéricos (10%), insulinomas (8%) yrgasmas (4%). Los glucagonomas,
VIPomas o somastotatinomas representaron a <2%mteblacion.

De esta reciente revision se pudieron sacar lasesitgs conclusiones: en el
momento del diagnostico el 44% de los pacienteseptaban enfermedad extendida
comparada con el de otras series como la SEERemgudel 21%. Asimismo, existia
una fuerte correlacion entre ambos registros, otgpa la localizacion del tumor
primario y el estadio de la enfermedad. Sin embaegtsten algunas discrepancias.
Segun la base de RGETNE, la localizacion de tumargsio en enfermedad avanzada
en orden decreciente de frecuencia era: yeyunn/{i@5%), colon (48%) y recto (40%)
mientras que en el registro SEER era pancreas (64mdgdo/colon (44%/32%) y
yeyuno/ileon (30%). El tipo tumoral también se &Hwe con el estadio: una alta
proporcion de VIPomas (71%), tumores pancreaticos funcionales (44%) vy
carcinoides entéricos (41%), presentaron enfermesa@stadio 1V, comparado con
gastrinomas, insulinomas o glucagonomas (22%, 15P4% respectivamente). Como
era de esperar, tumores pobremente diferenciattissbyen diferenciados de estadio 1V
presentaron metastasis a distancia en el momertalidgnéstico (67% y 38%,

respectivamente).
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1.4.2. Pulmonares

La epidemiologia de los TNE pulmonares tambiénaseébrementado mucho en
las Ultimas décadas gracias al diagndstico precoimpagen, aunque una gran mayoria
son hallados accidentalmente. Del registro de SH&Rcarcinoides corresponden al
1,2% de un total 463.338 tumores primarios de palyéu incidencia en EEUU se ha
incrementado rapidamente los dltimos 30 afios (6%afiof* °° En la tabla 5 se
recogen los datos epidemiolégicos actuales de siatatgpo tumoral.

Tabla 5: Epidemiologia y supervivencia de TNE Pulmoares

Subtipo Incidencia relativa (%| Media de edad Ratio Supervivenciag
histologico del total de Tumores (hombres:mujeres) | (A los 5 afios,

Pulmonares) aprox.)
CT 1-2% 55 afios 1:1 100%
CA 0,2% 30-50 afios 1:1 60-76%
CNCG 3% 60 afios 31 25%
CPCP 20% 70 afios 5:1 <10%

1.5. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS TUMORES
NEUROENDOCRINOS

1.5.1. Gastroenteropancreaticos

Los TNE constituyen un conjunto de enfermedadelésitas que, si bien
comparten una serie de caracteristicas histopatalgcomunes, son de una gran
heterogeneidad clinica, bioquimica y biolégica.Eimer lugar porque se originan en
células neuroendocrinas de amplia distribucion éGaniia, incluyendo células de la
cresta neural (ganglioneuroma, neuroblastoma, pagigma), glandulas endocrinas
(adenoma de hipdfisis, feocromocitoma), islotesoeridos pancreaticos, tiroideos o
cutaneos, y células del sistema endocrino difusst{gintestinal, broncopulmonar,

timico, urogenital).

En segundo lugar, los sintomas o manifestacionigscas causadas por los
TNEGEP son fundamentalmente debidos a los efecsamcos de su presencia,
crecimiento y metastasis, asi como el efecto qadyme la sobreproduccion endocrina,

qgue al pasar a la circulacién sanguinea producelicghes muy variados (serotonina -
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sindrome carcinoide, gastrina - sindrome de Zddlifigllison, VIP - sindrome de

Verner-Morrison, etc).

Los tumores neuroendocrinos son generalmente dentemto lento y esta
caracteristica hace que se detecte el tumor dedpue$ afnos. Los sintomas clinicos se
caracterizan por ser muy generales, variables spauéficos del tipo tumoral, entre los
que destaca ardor gastrico, dispepsia, dolor abddmdiarrea, debilidad muscular,
pérdida o ganancia de pesloishing sarpullido e ictericia entre otf§s® La mayoria
de los pacientes que presentan TNE de Apéndiceariwon clinica de apendicitis y
descubiertos accidentalmente durante interveesi de

son quirdrgicas

apendicectomii&

5-10% de

hereditario. En este caso, la presencia de estuwés se debe a mutaciones génicas en

Aproximadamente el los TNEGEP presentan componente

genes supresores de tumores que dan nombre aoudetipindrome especifico. Entre
estos sindromes destacan: la Neoplasia EndocrindtipMutipo 1(MEN1), la
Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) y la enfermedad da Wippel-Lindau (VHL), cuyas

caracteristicas clinicopatolégicas y genéticagsemen a continuaci®r® (Tabla 6).

Tabla 6: Sindromes genéticos relacionados con lagsencia de TNEs.
Gen-Sindrome MEN1 NF1 VHL TSC
Herencia Autosémico Autosémico Autosémico Autosémico

dominante dominante dominante dominante
Localizacién 11913 17ql11.2 3p25 TSC19q34
cromosomica TSC2 16p13.3
Estructura 10 exones (9Kb) >50 exones 3 exones TSC1 23 exones
génica (300Kb) TSC2 42 exones
Proteina Menina Neurofiboromina | pVHL30 (28 KDa) TSC1 Hamartina
(610 Aa.) (2818 Aa.) pVHL19 (18 KDa) (140KDa)
TSC2 Tuberina
(200 KDa)
Prevalencia 1:20000-1:40000 1:2000-1:5000 1:36000 :10aD0
Penetrancia >95% (50 afiog) 100% (en nifigs) >959%41i68) 100%
Localizacion Duodeno Duodeno Pancreas Péancreas
tumoral (gastrinomas) | (somastotatinomas) (No funcionantes (insulinomas y
Pancreas Pancreas de tipo célula somastotatinomas)
(No funcionantes| (somastotatinomas clara)
insulinomas, e insulinotas)
microadenomas
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1.5.2. Pulmonares

A diferencia de TNEGEP, los carcinoides de pulmararvez se asocian con
hipersecrecion o sindrome carcinoide, el cual ecerr menos del 2% de pacientes con
esta neoplasia, en comparacién con el 10% de gasienn TNEGEP. Al igual que
TNEGEP, los sintomas son similares, debidos engee a la secrecion de serotonina
y otras productos vasoactivos (diarrélashing sibilancia y cardiopatia). Solo los
carcinoides surgen en el 5% de los pacientes cooplBa Endocrina Mdltiple
(MEN21)®®

Entre los sintomas generales relacionados con daepcia del tumor cabe
destacar la tos, hemoptisis y neumonia, generadoslgp obstruccion luminal y
ulceracién del tumor. En varias series de CNCGigegue un alto porcentaje de los
casos fueron asintomaticos o bien presentaronnsagaripales, disnea y sudoracion

nocturna®.

Por otro lado, la produccién ectépica de hormonas sindrome paraneoplasico
son frecuentes en CPCP, incluyendo el sindromeadsetrecion inadecuada de
hormona antidiurética (SIADH) y Sindrome de Cush{pgr produccion ectépica y
secretora de ACTH). La frecuente invasion tumoridjidos periféricos suele provocar

disfagia, ronquera y sindrome de vena cava superior

1.6. ALTERACIONES GENETICO-MOLECULARES EN TUMORES
NEUROENDOCRINOS

1.6.1. Gastroenteropancreaticos

Tres estudios, basados en andlisis de microarr@ys €& DNA (CGH del inglés
comparative genomic hybridizatipn marcadores de LOH (del ingléd.dss Of
Heterozygosity)en microsatélite y analisis de mutacién génicay revelado que el
promedio de cambios gendmicos (2,9) es mas bajiNéngastrointestinales que en los
de pancreas; asimismo, no hay correlacion entnéikero de aberraciones y el estadio
tumoraf’®® En la Tabla 7 se resumen las alteraciones gesétitas frecuentes en
TNEGEPs descritas en estos trabajos. En generatvakiaron: LOH en genes
supresores de tumores, ganancia de funcion y/oifesapién de oncogenes, metilaciéon
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de promotor, inestabilidad genémica, pérdida destplacion en el ciclo celular, asi
como genes implicados en reparacion del DNA.

Tabla 7: Alteraciones genético-moleculares en TNEGE
TNEGI TNE Pancreéticos

Deleciones cromosémicas 18 (38-88%),9p (50%)®, 11(60%) 11q(30%),3p (30%)"°
Metilaciones de promotor p16 (52%)", TP53 (25%)~ p16 (9%)"
Mutaciones y p-catenina(Mut 38%)*(Des 1.9%", p-catenina (Mut 24%)°
deslocalizacién proteica APC(1,4%)°3, Cadherina-E (Desl 22%]}* VHL (1-3%)
Mecanismos Ruta CIMP (CpGisland methylator phonotyjpe Inestabilidad

de tumorogénesis cromosomica

Con el fin de establecer dianas terapéuticas secaia@tterizado varias vias de
sefalizacion. Por una parte, los TNEs se caraateriambién por ser tumores muy
vascularizados. Consistente con este hecho se $&rvaldo que tanto el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) como meeptores (VEGF-R) estan sobre-
expresados en un 60-84% de los TNEs tanto entégooso pancreaticos. Otros
factores proangiogénicos como el factor de crecitoiderivado de plaquetas (PDGF) y
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), h#@n estan involucrados en el
desarrollo de los TNEs y su progresir® Algunos autores han correlacionado la
expresion del VEGF y VEGF-R con un aumento en lgiagg&nesis, una mayor
probabilidad de desarrollo de metéstasis y una papervivencid. Por otra parte,
también se ha descubierto la sobre-expresion aépt@es oncogénicos diana como el
EGFR® "y lasobre-expresion del IGFR 8

1.6.2. Pulmonares

A nivel genético, el tipo de alteracion mas fredaees la pérdida alélica
(detectable como LOH), cuya frecuencia aumentaetarado histolégico. La tabla 8

muestra la informacion referente a las pérdiddgakencontradas para diversos loci.
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Tabla 8: Alteraciones genéticas descritas para IGINPs
LOH Gen CNCG*™®™ | cpcp* %5284
candidato | CT® % CA%2 83

3p - 40% 73% 80% 85%
Inestabilidad - - - 60% 100%
microsatélites 3p

17p13 p53 10% 45% 72% 90%
11913 MEN 44% 50% 46% 86%
5021 APC/MCC 0% 25% 46% 86%

Se ha descrito una correlacion entre LOH y mutasiaen p53 con la severidad
del tipo tumoral y LOH en 5921 (genes APC/MCC) coa baja supervivencia en estos

paciente§?.

Se ha observado que los CTs sobreexpresan lamaqiedapoptotica Bax y no
expresan la proteina anti-apoptotica Bcl-2, lo ¢odicaria que la respuesta apoptética

podria estar mantenida en los CTs, lo contrarilm dgie ocurre en los CNCGs y CPCPs
85

1.7. PROGRESION TUMORAL: TRANSICION EPITELIO MESENQ UIMA,
INVASION Y METASTASIS

El fenotipo celular es el resultado de un equiidinamico entre la maquinaria
de transcripcion-traduccion en la célula y su emdpique controla la proliferacion y
diferenciacion celular propias de cada organo iddejEn las células tumorales este
equilibrio se altera como consecuencia del acumadgo multiples y sucesivas
alteraciones genéticas, llevando a una pérdidaadeomeostasis, asi como de las
funciones celulares vy fisioldgicas. Este desequiljlen muchos casos, es la causa de la
malignizacién celular, condicidbn caracterizada, reenbtras, por las siguientes
propiedades: autosuficiencia proliferativa, inskitisiad a sefiales inhibidoras de
crecimiento, capacidad de evasion de los progradeasnuerte celular, potencial
replicativo ilimitado, capacidad de inducir angiogsis, tendencia a invadir tejidos
adyacentes y a distancia, inestabilidad genémiesredulacion del metabolismo
energeético, relacion con la respuesta inflamatgrzapacidad para evadir al sistema

inmune®® ®' (Figura 5).
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Adicionalmente, y como consecuencia, al menos ete,pde la inestabilidad
gendmica, a lo largo de la progresion tumoral seege un conjunto heterogéneo de
poblaciones celulares. Alguna de ellas sera cagazotbnizar un 6rgano o tejido
diferente al de origen del tumor primario. Estecpsm denominado metastasis, es la

causa principal de muerte por cancer y del fradasmuchas terapids
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Figura 5: Capacidades adquiridas por las células tumo(Aldsptado de Hanahan & Weinberg, 2011)

La progresion tumoral se puede definir como un ggsocmultietapa, que tiene
lugar desde que se forma el tumor primario haselgs células originan una lesion
metastasidi. Este proceso estd bien establecido para el ddéeadle los carcinomas,
que constituyen el 90% de tumores de origen eplffféliLa pérdida de organizacion de
los epitelios no depende solo de las alteracion&glas por las células tumorales sino
también de la desorganizacion de la matriz extuéare(MEC) que las envuelve y las
sostiene, estableciéndose una estrecha comunicacid@ambos, imprescindible en el

proceso de progresién tumofal

En la figura 6 se muestra un modelo simplificadolade etapas discretas de la
metastasis. En cada una de ellas se producen carahida expresién génica que
confieren a la célula funciones concretas. Las gnas etapas destacan por ser procesos
de alta eficiencia con la formacion del tumor priimay de un fenotipo motil. Las
atlimas etapas son procesos de baja eficienciag tandiseminacion hacia 6rganos

distantes como el crecimiento de tumores securslario
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Brevemente, las etapas son:

1. Formacién del tumor primario. En la mayoria de fosores epiteliales, la
evolucion hacia la malignizacion (de adenoma aimanca infiltrante) es
producto de la acumulacion de alteraciones gerseficapigenéticas que van
asociados con cambios histopatologicos.

2. En estados avanzados tiene lugar la rotura devimdébasal, liberacion de las
células del tumor primario e invasion a travéseatoma, lo cual implica una
interaccidon con la matriz extracelular y con ot@ulas tipo fibroblastos,
células endoteliales, etc.

3. Penetracidén en los vasos sanguineos o linfaticbsagasacion) permitiendo su
transporte hasta 6rganos distantes.

4. Diseminacion: Las ceélulas tumorales han de sobiresivataque del sistema
inmunoldgico, asi como a las turbulencias de lgigroirculacion.

5. Extravasacion y formacion de micrometéstasis y tesiosecundarios en

organos distantes.

CHSEMINACION EXTRAVASACIGON

Figura 6: Etapas de la metastasis: En un tumor primargureds de las células tumorales pueden invadir
provocando ruptura de ésta, pudiendo alcanzar &mosv sanguineos y linfaticos (intravasacion),
permitiendo su transporte pasivo a otros érganddlegar a su destino, las células tumorales pueden
extravasarse y permanecer solitarias (micrometést@abien formar un nuevo tumor (tumor secundario)
(Modificado de Peinado H y col. 2007)
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1.7.1. LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA: UN PROCES O
COMUN EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO Y EN LA
CARCINOGENESIS.

El proceso de Transicion Epitelio-Mesénquima (TEMgscrito en 1968 por
Elisabeth Hay, como su nombre indica, hace refeaeadacambio fenotipico por el que
las células con caracteristicas epiteliales adeguiepropiedades de células
mesenguimales, entre ellas la movilidad y capaditleasiva.

Se trata de un proceso crucial en estadios temmtaindesarrollo embrionario y
también constituye la primera fase de la progresignoral y cascada metastasica.
Durante este proceso, las células epiteliales @iecdhesion intercelular, experimentan
una reorganizacion del citoesqueleto, con pérdidalad polaridad &pico-basal, de
manera que cambian a un fenotipo fibroblasticoresgn marcadores mesenquimales y

adquieren capacidad migratoria y de invasion dégg®?

El proceso inverso a la Transicion Epitelio-Mesén@gu es la Transicion

Mesénquima-Epitelio (TME) y tiene lugar en tejidies destino u 6rgano colonizado
96

Ambos procesos proporcionan una plasticidad dinamidispensable en:

> Procesos fisioldgicos
» Estadios especificos del desarrollo embrionarigtamo como son:
- Implantacién embrionaria y endodermo parfétal
- Invaginacion del ectodermo a partir de la lineanjiiva o gastrulacion para
la formacién del mesoderrifo

- Delaminacién-Emigracién de las células de la crestaal® %

Morfogénesis embrionaria como:

Palatogénesis

Generacion de cojinetes cardiacos (precurs@éasdvalvulas cardiacds)

Nefrogénesi®’ y miogénesis?

Respuesta a dafios especificos en el organism@adult

Reparacion de heridas

> Procesos patoldgicos

Fibrosis de 6rganos: renal, pulmonar, &tc..

Progresién tumoral: invasion y metastasis> 1%
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Los cambios fenotipicos que experimentan las celwienorales en el proceso de
invasion presentan un gran paralelismo con losddséarrollo embrionario. En ambas
situaciones, algunas subpoblaciones de célulazliaf@s pierden su sistema de
adhesion célula-célula y célula-MEC, para abandanarentorno y alcanzar sitios
distantes (metastasis en la progresion tumorabjen sufrir diferenciacion a distintos

tipos celulares (desarrollo embrionatfoj®’

Cadherina-E

TEM

Lirrmimis Baual
Matriz EC

CERARROLLD ERERIQNAIID INVASHIN Y METASTALIS -

Figura 7: Implicacion del proceso TEM, comln en desarr@iobrionario, asi como en la invasion
tumoral y metéastasis. (Adaptado de Peinado y €817 Thiery y col. 2009)

Recientes revisiones han propuesto clasificar @gso de TEM en tres subtipos
diferentes, en funcién del contexto biolégico ylae consecuencias funcionales, en un
intento de reflejar mejor las propiedades distagivle TEM en el desarrollo. Estos 3
tipos son: TEM tipo |, propia del desarrollo; Tiph en procesos de fibrosis y

cicatrizacién de heridas y tipo IlI, en la carcidngsis® *%°

1.7.1.1. Induccién y regulacion de la Transicion Ep itelio-

Mesénquima

Desde hace mas de una década, numerosos estuditso han identificado
diversas sefiales extracelulares que pueden atdivBEM. Las vias de sefalizacion

intracelular activadas convergen en sus etapakesin@mduciendo el cambio fenotipico.
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Asimismo, se ha documentado la existencia de umaugcizacion entre las vias de

transduccion que inducen e inhiben dicho procesmu& 8).

Itegrinas NOTCH
iy
il TGFIR  aggedt | mmea
I'.' ) RTK Wath ETalt & T +
r

Progama TEM

Figura 8: Vias de sefializacién que son activadas por rdgtds de la TEM asi como una representacion
parcial de las relaciones entre ellas. ETaR ( Recee endotelina A); FAK (Quinasa de adhesionljpca
GSK3B (Glucogeno Sintasa Quinasf)3H / E (Spl), amplificador de Split; ILK (Quinasunida a
integrina), MAPK (Quinasa activada por mitégendsf-«xB (Factor NuclearxB); Par6 (Proteina 6
defectiva en la particion), PI3K (Fosfatidilinosi quinasa); PKB (Quinasa proteica B); ROS (Especi
reactivas derivadas del oxigeno); TAK1 (Quinasativada por TGH3); TGHR (Receptor de TGB};
WntR (Receptor de Wnt) (Adaptado de Thiery y cOD@).

Entre las vias de sefializacion mas relevantes &hcHbe destacar:

* Via Receptor Tyrosin kinasas (RTK): SF / HGF (del inglésScatter
Factor/Hepatocyte Growth FactprFGF (del inglés-ibroblast Growth Factoy,
EGF (del inglé€pidermal Growth Factdry PDGF (del inglé®latelet-derived
Growth Facto). Todos corresponden a factores de crecimienttbkd que se
unen a RTK especificos de membrana. Dichos re@agptpresentan un dominio
guinasa intracelular que se activa tras la unidnigindo. Tras la fosforilacion,
se reclutan diferentes factores que activan pegupf@einas de union a GTP
como Ras, Rho y Rac. Dichas GTPasas activan laeiMAPK y PI3K y
culminan con la activacion de la transcripcion dei8 y la consiguiente
desregulacion de cadherind*E La activacion de los RTKs, puede activar otras

vias independientes de la via Ras / MAPK, comoeldadfamilia de tirosina
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quinasas Src, cuya actividad catalitica es ne@egaia romper los contactos
célula-célula dependientes de cadhefiltas

Via TGF-B (del inglésTransforming Growth Factof): Es la via de TEM por
excelencia. Los miembros de la familia de factadescrecimiento TGHB;
pueden iniciar y mantener la TEM en una variedadistemas biol6gicd¥. Ya
en los afios 90, se establecieron como mediadorés mhegresion tumoral’.
Los factores TGH- se unen al receptor Ser / Thr quinasa tipo Il duss la
union al ligando, fosforila el receptor Ser / Thiirgasa tipo |, que finalmente
fosforila a las proteinas citoplasmaticas Smad2mad3. Dichas proteinas
forman un complejo con Smad4 y se translocan deoidonde se uniran a la
cromatina conjuntamente con otros factores de drgtson, regulando la
expresion de ciertos genes. Las proteinas Smadepuadtuar tanto como
represores transcripcionales (inhiben la expresi@nos genes Id, conocidos
inhibidores de la TEM) como de activadores trapsoonales, activando la
expresion de Zebl y LEF1, Twist, Snaill y Sndfl2

Alternativamente a la activacion de las proteinagd los receptores TGF-
pueden activar MAPK, PI3K-Akt, Rho y Scr e indutas respuestas TEM,
desorganizando directamente las uniones céluldacglactivando un programa
gendmico critico para la generacion de célulasfenatipo mesenquimdf. De
éstas cabe destacar la dependiente de la via PkBKdAnde la activacion de
Akt, una quinasa que desencadena toda la cascaskefidbzacion a través de
PI3K y de mTOR, culmina con la activacion de Sngifinail2 y la consiguiente
desregulacién de cadherind*E **” Por otro lado, Akt es capaz de fosforilar a
GSK-33, una quinasa que tras unirse y fosforilar a Snaildvoca su retencion
en el citoplasma y consiguiente ubiquitinizaciodegradacion via proteasoma.
La fosforilacion de GSK{8por Akt, provoca la degradacion de ésta, y paiotan
la acumulacién nuclear de Snail y la consiguierefgresion de cadherina-E,
desencadenando el proceso de ENtT°

Via Wnt: La interaccidn de las proteinas Wnt con los rexep transmembrana
Frizzled provoca un bloqueo del complejo Axina-ABSK33 y la consiguiente
estabilizacion de Ig-catenina. Lap-catenina se transloca al nucleo donde
interactia con los coactivadores TCF/LEF, haciergiee se active la
transcripcion de genes implicados en la TEM (pemglo, se ha descrito que
puede activarse la transcripcion de Sa§2Twist'??).
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Via ILK : (del inglésintegrin Linked Kinase Es una Ser-Thr-quinasa expresada
en células de mamifero, que interacciona con elimongitoplasmatico de las
integrinas. Participa en procesos de proliferacibigracion, angiogénesis y
supervivencia celular, transduciendo sefiales ddésd®EC. La actividad
quinasa de ILK se activa rapidamente por la un®kad integrinas en la MEC y
es dependiente de PI3K. ILK fosforila GIK§ la inactiva, promoviendo la
estabilizacion de Ig3-catenina y su translocacion a nudcleo. ILK induae |
expresion de Snait?? y Snail??® inhibiendo la expresiéon de MTA3 (del inglés
Metastasis-associated protei3), proteina que forma parte del complejo
inhibidor de la transcripcién de Sndfli

Via Notch: La via Notch se activa cuando interaccionan ligaen mamiferos
son Delta-like y Jagged) y receptor (en mamifeesgptores Notchl-4) de dos
células vecinas. El receptor se proteoliza y libemafragmento (IC) que se
transloca al nlcleo. Este se une a factores dsctignion de la familia CSL.
Finalmente estos factores de transcripcion talesoc€BF-1, se activan y
comienzan la activacion y regulacion trancripciorm otros factores de
trascripcion de la familia bHLH (HRT/HERP/Hey), fdim de proteinas HES,
IL-4, p21 entre otrd$>.

Notch regula directamente la expresion de Snaildiamée la unién del dominio
IC de Notch al promotor de Snaill, y en segundadublotch potencia HIFil
por el reclutamiento del promotor la lisil oxidadaDX), y eleva la hipoxia
inducida por la regulacién positiva de LOX, queabgiza a Snaill y la protege
de la degradaciétf®. En este sentido hay que destacar que se ha dadwsue
una diana directa de HIkles Twist, al cual se le asignado un papel clave en

situaciones de hipoxia en el microentorno turiéfal

1.7.1.2. Pérdida de la expresion y/o funcion de la Cadherina-E en la

Transicion Epitelio-Mesénquima

Las células epiteliales de un organismo sano d@stanamente ligadas entre si

mediante uniones intercelulares (uniones oclusiwamnes adherentes y desmosomas)

que mantienen la integridad de los epitéfit¥®.
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Las cadherinas, descubiertas en 1986 por M. Takeiobnstituyen una
superfamilia de glicoproteinas transmembranalesri#ipntes de calcio que median en
las interacciones homotipicas entre células adyeséi! **. Ademas, las cadherinas
intervienen en procesos mas complejos como soeselrbllo de la polaridad celular, la

formacioén de tejidos embrionarios y el control déidmeostasis tisufdf >

La cadherina-E media las uniones adherentes d&laks epiteliales a través de
la interaccion de las regiones extracelulares dendoléculas pertenecientes a células
adyacentes. Su dominio citosélico conecta con lasrofiiamentos de actina del
citoesqueleto de forma indirecta, a través de &eninas, proteinas de estructura y
funcibn muy conservadas entre organismos vertebradanvertebrados. Existen 3
cateninas diferentes; B y y (plakoglobina), que difieren entre ellas por lealkizacion
y por el grado de asociacion con la cadherina-k, lAscatening? interacciona con la
cadherina-E en las uniones adherentes, mientras lgug-catenina participa
preferentemente en los desmosatffa8?. Sin embargo, las dos proteinas sirven de
nexo entre la cadherina-E y la catenin@ue es la responsable de la interaccion con el
citoesqueleto de actina. De esta manera, las sépiteliales que expresan cadherina-E
junto con el resto de componentes funcionales asegel anclaje al citoesqueleto,
hecho indispensable para el mantenimiento en Ilabiisad de las uniones
intercelulares y la integridad de los tejitf§$*.

Masbrana
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Figura 9: Complejo de adhesién cadherina-E-cateninas (Madib de Paredes y col. 268

Unian Cadbeelna

Estudiosin vitro demuestran que la adicion de anticuerpos antiecatthE a
cultivos de células epiteliales puede truncar la®nes intercelulares e inducir un
fenotipo mesenquim&f. Se ha establecido una correlacién inversa eatpgidida de
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cadherina-E y el fenotipo epiteftal ® *** Otros estudios describen una correlacién
entre la ausencia de funcion de la cadherina-E gdiguisicion de la capacidad de
invasion durante la TEM tanto en determinadas etagel desarrollo embrionario

0% y ratért*) como en la

(gastrulacién de organismos como Drosopfiilapoll
progresion tumoral, tal como se observa en lostdeeinvasivos en la transicion de
papilomas a carcinomas de piel de raton. Por ellocamisidera al gen de cadherina-E

como un gen supresor de invasién y su pérdidaduaties esencial para la TE¥1 243

La expresion y funcionalidad de la cadherina-E satiene en la mayoria de los
carcinomas diferenciados de piel, cabeza y cuetlama, pulmén, higado, colon y
préstata, mientras que en los carcinomas mas agsesie detecta pérdida de la
expresion, existiendo una correlacion inversa dexgaesion de cadherina-E y el grado

de malignidadf’ ®°.

1.7.2. MECANISMOS RESPONSABLES DE LA PERDIDA DE
EXPRESION Y/O FUNCION DE LA CADHERINA-E: REPRESORES
TRANSCRIPSIONALES

En los tumores humanos, las alteraciones de cadhEria nivel genético son
poco frecuentes, habiéndose descrito en algunos ¢garcinomas lobulillar de mafita
y carcinomas gastricos difusd3 mutaciones somaticas y pérdida de heterocigosidad

del locus de cadherina-E, con la consiguiente garde expresion y/o funcién proteica.

La mayoria de los carcinomas que no presentan @®prede cadherina-E
conservan el locus de cadherina-E intacto. Estoe hpensar en mecanismos
transcripcionales que podrian estar jugando unl pagp®rtante en la regulacion de la
expresion de la cadherina-E. En los ultimos afoshaepuesto de manifiesto la
importancia de las modificaciones epigenéticas, actamhipermetilacion de la region
promotora del gen de cadherina-E, que se ha asoaidal pérdida de su expresion en
diferentes carcinomas humafils Otras modificaciones epigenéticas, como la

acetilacién/desacetilacién de histonas podriarbcoéa en el mismo sentitfd.

En la mayoria de los casos la regulacion de laaratieE estd mediada por
represion transcripcional. Existen estudios quedemostrado que la regidon promotora
contiene los elementos indispensables para diafjimenos en parte, la transcripcion
del gen en células epiteliales y para el silen@atoi en células no epiteliales de

naturaleza invasiva®
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Por otra parte, esta region promotora contiene eéws palindrémicos
compuesto por tres “cajas Efapaces de unir diversos represores, comunmente
expresados en células invasivas y en las queradracion del gen esta anuldfaEn
los ultimos 10 afios se han caracterizado divemstisres de transcripcion que realizan
esta funcion:

- Proteinas de la familia en dedos de zinc, SHA1 y Snail2°* 1>

- Factores con dedos de zinc dollE§1/ZEB-1 y SIP-1/ZEB-231%*
- Factores de transcripcidmasic helix-loop-helixbHLH) E12/E47°° y
Twist™®

Aln no se conoce bien el papel especifico de cactarfni su participacién en
funcidn del contexto celular. Se maneja la hipétels que en las primeras fases de la
TEM, la represion inicial de la cadherina-E seria ll@vaccabo por un represor de alta
afinidad a las cajas E del promotor, como Snailigntmas que el mantenimiento de esta
represion podria ser mediada por otros represanesrenor afinidad de unién a las
cajas E, como E47 o Sndit2 mientras que Twist, activado por Sn&il2intervendria
en el proceso de intravasacithy Foxc2 activado a su vez por los anteriores,aafzu

en el mantenimiento temporal del fenotipo mesenglitfh

1.7.2.1. Represores transcripcionales de la familia  Snail

La superfamilia de proteinas Snail, se caractgrrapresentar una estructura en
dedos de zinc, a través de los cuales interaccimoen el DNA actuando como
regulador negativo de la expresion del gen de cagh&. La superfamilia Snalil,
presente en vertebrados e invertebrados, englebavaz a dos familias que presentan
homologia en la secuencia de los dedos de zincpydsencia de diversos motivos
consenso: son las denominadas familias Snail yt&craos miembros de la familia
Scratch estdn mas relacionados entre si desdatel ge vista filogenético, a diferencia

de las proteinas de la familia Snail que constituy® grupo mas heterogén#o

Dentro de la familia Snail, se encuentra Snailla{lgrel primero de los descritos,
en Drosophila melanogast& y su homélogo Snail2 (SIu§}. Ambas proteinas son
esenciales en procesos imprescindibles del deladelvertebrados e invertebrados,
como la diferenciaciéon del mesodermo, la formaailenla cresta neural, asimetria
izquierda-derecha, desarrollo neuronal, apoptosiyision celular y la
endorreduplicaciéii>. Ademas, como ya se ha explicado, interviene emelto en los
procesos de tumorigénesis, desencadenando 1&°TER™>" 161
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Los factores de transcripcion de la familia Snadntienen una organizacion
estructural similar. La regién carboxiterminal dealkl y Snail2 estd altamente
conservada y contiene de 4 a 6 dominios de dedamdeespectivamente. Los dedos
de zinc son de los tipos C2H2 donde dos Cys e ¢tisdman un idn Zinc, responsables

de su unidn al DNA.

Hay que destacar la conservaciéon de la funcioresgpa de las proteinas Snail en
la evoluciért®® °3 Monémeros de la proteina Snaill y Snail2 intdmamn con la
secuencia consenso de las cajas E del promotorgerel de cadherinal®. En
vertebrados, la actividad represora de las pratefmail no solo depende de los dedos
de zinc, sino también del dominio SNAG (SNAIl/Gfgituado en la region
aminotermind®, con alto grado de homologia en ambas proteiAégunas proteinas
Snalil, no tienen el dominio SNAG (édrosophilg, pero en cambio tienen un motivo
especifico de union al correpresor, CtBP (del im@érboxi-terminal Binding Protein)
qgue realizaria estas funciones. En algunos miembeda superfamilia Snail en

vertebrados también hay una secuencia consensalganion a CtBF®

Entre los mecanismos posttraduccionales implicaddsa regulacion de proteinas
Snail destaca la regulacion positiva, la importaadexportacion nuclear, asi como la
degradacion por la via ubiquitina/proteosoma. Ha sentido, destacan otras regiones
importantes de la estructura primaria de la prateima region rica en serina (SD),
fosforilable por varias quinasas y una secuenci& KNficlear Export Sequence). En el
caso de Snail2 la region SD se diferencia de |&Snaill, en la presencia de una
secuencia especifica de 29 aminoacidos, conocitda dominio SLUG®".

Los dominios SD y NES son responsables de la egiort nuclear de la proteina
y de su estabilidad. Se cree que Snaill entraré eacleo gracias a dos secuencias de
importacion (NLS) localizadas en el dominio N-tealiy C-terminal y ejerceria su
papel como represor transcripcional, uniéndose RINASnail es una molécula muy

labil con una vida media de aproximadamente 25 gl

Entre las moléculas implicadas en la regulacioratieg destaca GSK3 la cual
fosforila el dominio SD (Ser 96, 100, 104 y 107)dsms motivos. La fosforilacion en
primer lugar del motivo 2, facilitaria la accesitéld del motivo NES al sistema de
exportacion CRMl1/exportina, que facilitaria la @&alide Snaill del ndcleo al
citoplasma. Una vez alli, se produciria la seguiogéorilacion en el dominio 1, que

seria reconocido por Tr@R degradado via ubiquitina/proteosdnia®®
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Snaill también esta regulado positivamente pooséofilacion de la Serll y 92
por las quinasas como PKA, CK2 respectivamenteplyl@ oxidacién de Lys por
LOXL2 que aumentan el reclutamiento de otros coesgres tipo LSD1 y CoOREST en
el dominio SNAG que intervienen en la estabilidegl ld proteina en el nucleo,
permitiendo la unién a las cajas E del promotorcaeherina-E**'"® Posteriormente
Snaill es capaz de reclutar otras enzimas remamtakdle la cromatina y de las
histonas, tales como acetiltransferasas de histgth&$s) o desacetilasas de histonas
(HDACS) para ejercer su funcion represora. Congretde, recluta las desacetilasas de
histonas HDAC1/2 de clase | y el correpresor Sirt@Atoin vitro comoin viva'*,
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Figura 10: A: Estructura proteica de Snaill y Snail2. Bu8dion en célula epitelial: Fosforilacion de
Snaill por GSKB y exportacién nuclear para su degradacion. C:aSitm en célula mesenquimal,
estabilizacion de Snaill y represion de cadheringdaptado de Christofori G, 2010)

Ademas, se ha demostrado que GBI8ta regulada a su vez por algunas de las
vias de sefializacidon que controlan la expresiorSaaill como la de PI3K/Akt y
Erk/MAPK. De hecho, se ha propuesto que estasddasefializacion inhibirian GSK-
3B, estabilizando Snaill y su localizacidon nucleanpgria la induccion de TEM. Dado
que GSKB también regul@-catenina, se podria especular que la inhibicioG8K 33
por estas vias, estabilizaria tanto Snaill c@voatenina, induciéndose la migracion

celular, y tumorigénesis de forma coordinatia
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A partir de pruebas experimentales en desarrollori@mario, se ha propuesto un
modelo segun el cual Snaill y SIP1 se considerdaciores de TEM, mientras que
Snail2, E47 WEF1 estarian involucrados en el mantenimiento éslanermd™ En el
contexto de la tumorigénesis, Snaill seria un itwtude la migracién tumoral y Snail2,

E47 ySEF1mantendrian el fenotipo invasivo/migratdfivo!’

Tras la identificacion de Snaill como represor agherina-E en la tumorigénesis,
se ha demostrado su implicacion en varios tipogud®res humanos. La primera
prueba de la participacion de Snaill en tumoresaios humanos se obtuvo en el
carcinoma ductal de mama, estudio que analizabadif@sentes mecanismos de
inactivacion de la cadherind® Posteriormente se correlacioné con el grado
histolégico y estado de ganglios linfaticos en icenma ductal y lobulillar de marh%,
en carcinomas de ovalfd, de colon’® adenocarcinomas del tracto gastrointestifial
180 hepatocarcinomt, sarcoma sinovidl® y fibrosarcoma$®, TNE de ileof®* y

recientemente en TNE pulmonaf8s

1.7.2.2. Represor transcripcional Twist

El factor de transcripcion Twist pertenece a laifianb-HLH (del inglésHélix-
Loop-Helin*®. Twist, identificado por primera vez &rosophila es una proteina clave
en los procesos de desarrollo en condiciones nesmgalcondiciones patoldgicds
Durante el desarrollo embrionario, Twist es impiredible tanto en los primeros
estadios (la gastrulacién y en la simetria dorsura®'®’*®® como en estadios
avanzados, en los que los diferentes niveles deeg¥m de Twist son responsables de
que las células del mesodermo se orienten a lesedies linajes de diferenciacion
celular * Asimismo, coopera con Snaill en miiltiples fasdsdésarrollo como un
factor determinante del mesoderiffoMutantes de Snaill y Twist presentan fallo en la
invaginacién ventral y ausencia de tejido mesodgésttfi Posteriormente se demostré

que Twist interviene activamente en la osteogéhésien la neurogénesis

La ruta de sefializacion Wfttatenina es una de las vias responsables de
regulacion de la expresion de Twist en la migraciércélulas dXenopusWntl regula
la expresién directa de Twist eDrosophila y ratért*’. Estos experimentos han
demostrado que Twist es clave en los procesos deacndn y destino celular en la

morfogénesis del tubo neural-craneal.

Al igual que ocurre con los miembros de la famiaail, Twist reprime la

expresion de cadherina-E por union a las cajasEABINTG-3 ‘) del promotor, e
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induce la expresién de genes mesenquimales indi@iBBM e invasion y metastasis

178 Asimismo, numerosos estudios han caracterizdd@ateina Twist como un factor
clave en proceso de invasién e intravasdcfémdemas de poseer propiedades
angiogenicas®, resistencia de drogd8etc. La sobreexpresion de Twist se ha asociado
con la malignizaciobn en el proceso de carcinogénesi una amplia variedad de
carcinomas, incluyendo el gastrico, prostata, egjayario, pancreas, higado y mama y

colon 6 156, 197

Recientemente se ha demostrado que Twist desercalEM en células
epiteliales a través de la induccién de la expresi® Snail2. Durante este proceso
Twist se une a regiones conservadas del promot@ndéd2 e induce su transcripcion.
Por un lado, se ha comprobado en modelos murineslajunduccién de Snail2 es
esencial para que Twist induzca la invasion celyléas metastasis a distancia y por
otra parte se ha correlacionado significativamémtexpresion se ambas proteinas en

tumores humanos de maha

Twist esta implicado en el proceso apoptético, zaminhibir el oncogén ARF y
la muerte celular dependiente de p53. Estas olgenes han llevado a proponer

también a Twist como un marcador antiapoptdtfto

1.7.2.3. “Switch” de cadherinas

Twist induce la expresion de N-cadherina, moléctdansmembrana que
interacciona a través de uniones homofilicas ctulasevecinas, fundamentalmente en
el tejido neural, y es esencial en el desarrollobreanario en el proceso de
morfogénesis neural y mesodermo. Varios estudiosdeanostrado mediante el uso de
embriones de Drosophila -/- para Twist y Snaille diwist es esencial para la
induccién de la expresion de N-cadherina durantgakrulacion, mientras que Snaill
seria necesario para el aumento de expresion a@e osstherina después de la

gastrulaciofr®.

Se ha establecido una clara correlacion entre b@esgpresion de Twist y un

aumento en la expresion de N-cadhérihan tumores de estomaddy prostatd™.

Con todos estos resultados Twist es consideradoo ceimresponsable del
denominado “cambio de cadherinastadherin switch”), por el cual se produce un
intercambio de moléculas de cadherina-E por caddédi durante el proceso de

TEM?®L tanto en el proceso carcinogénico como en elrdelaembrionario en la
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formacién de neuroectoderfo > Para muchos autores diclsaitch también se

aplica a situaciones en que los niveles de exprat@décadherina-E no varian pero si de
N-cadherina. Varios estudios han demostrado geggeesion de N-cadherina favorece
la adquisicion de motilidad en las células epitetiay por tanto es considerado

actualmente como un marcador mesenquithal®

1.7.2.4. Proteinas Fox

Las proteinas Fox (del inglé®rkhead boxcomponen una familia de factores de
transcripcion que regulan la expresion de genedidatms en el crecimiento celular,

proliferacién, diferenciacién y superviverda?®

Estructuralmente se caracterizan por presentar seeuencia de 80-100
aminoacidos(forkhead box)gue adopta forma de horquilla, responsable de unién al
DNAZlO

La familia Fox se expresa en diversos tejidos yadog, tanto en el desarrollo
embrionario como en el individuo aduftb En concreto la proteina FoxC2, pertenece
como su nombre indica a la subfamilia “C” y estéecliamente implicado en el
desarrollo cardiovascufdf, en los primeros estadios de la organogénesi$ @mmo la

diferenciacién de podocitos y maduracién de la mambbasal glomerufdf 2

Otros autores han demostrado la implicacion de Fogn el proceso de
angiogénesis interaccionando con VEGF y proteieda duta de sefializacion Nofth
induciendo la expresién de integrifi@, contribuyendo a la migracién de células
endoteliales y su adhesfdh #*8 Esta involucrado activamente en la linfangiogéngs
define el fenotipo de los capilares linfaticogasos linfaticos colectores. En los adultos
se expresa abundantemente tanto en los vasosclisf@omo en las valvulas linfaticas.
Los vasos linfaticos colectores en ratones FOXERietden las valvulas, mientras que
los capilares linfaticos adquieren recubrimientasdgicos con componentes de la

lamina basal y células de musculo #$c°*°

En los ultimos afios, varios estudios han demostedoplicacion de Foxc2 en la
progresion tumoral. Su sobreexpresiéon en modelognosiincrementé el potencial
invasivo de células tumorales de mama con posteraiéstasis pulmonar. Ademas, la
sobreexpresion de Foxc2 en células MDCK (del inféslin-Darby Canine Kidngy
desencadend el proceso de TEM con incremento eapkacidad migratoria e invasiva

de células epiteliales tubulares. En este estuglidesnostr6 que Foxc2 no es en si
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mismo un represor directo de cadherina-E, sino api@ inducido por los represores
clasicos tales como Snaill, Snail2 asi como por-B8¥ Foxc2 no afecta a los niveles
de RNAm de cadherina-E sino que redirige a las outd& de cadherina-E hacia el
citoplasma, impidiendo que las posibles molécuésén sintetizadas se anclen a la
membrana. Por este motivo se considera que FoxcBnearga de mantener el

componente mesenquimal en el programa de &M
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2. HIPOTESIS

Por todo lo anteriormente expuesto, planteamosidgasentes hipotesis.

La capacidad invasiva y metastatizante de los tesmoreuroendocrinos es
consecuencia de un proceso de Transicion Epiteedviquima en el frente de invasion
del tumor primario. Este proceso es desencadenaddapexpresion de factores de

transcripcion como Snaill, Snail2, Twist, Foxcresores del gen de cadherina-E.

Las alteraciones moleculares de estas proteinatepuservir como marcadores

diagndsticos o prondsticos en los TNE de pulmorepP G

3. OBJETIVOS

Para contrastar las hipotesis enunciadas, se atantelos siguientes objetivos
concretos:
1. Estudiar la expresion proteica de los factoresedcadenantes de la Transicion
Epitelio-Mesénquima (Snaill, Snail2, Twist, Foxcaki como de las moléculas

alteradas en dicho proceso (Cadherinf-Eatenina y Cadherina-N).

2. Estudiar la expresién génica de dichas molécysas analisis RT-PCR en
muestras congeladas de tumores neuroendocrinosdanmtes del Banco de Tumores

del Hospital Universitario Central de Asturias.

3. Relacionar los hallazgos moleculares con vagablinicopatologicas como edad,
sexo, diagnéstico, localizacion anatémica, tamaiiootal, indice mitdtico y de
proliferacion, desarrollo de metastasis gangliongre distancia, estadio, consumo

de tabaco y alcohol y grado tumoral.

4. Establecer el valor pronostico de los hallaago¢eculares, mediante analisis de

supervivencia univariante (Kaplan Meier) y multieaite (Cox).
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4. MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetivos propuestos, utilizaehosaterial y la metodologia descritos
a continuacion.

4.1. Seleccién de pacientes y muestras

Los pacientes seleccionados para el estudio fuagoellos diagnosticados con:

v TNE de pulmoén entre los afios 1990 y 2009 en el itldspniversitario
Central de Asturias (HUCA), Instituto Nacional deicgsis y Centro
Médico de Asturias.

v TNE GEP entre los afios 1999 y 2009 en HUCA vy elpiakVirgen del
Rocio de Sevilla.

Con el fin de crear una base de datos para eswgmpos de pacientes, se
solicité autorizacion a la Comision Oncoldgica @eintro Hospitalario para revisar las
historias clinicas facilitadas a través del Registospitalario de Tumores.

Se recogieron las variables clinicopatolégicasodephcientes y sus tumores, asi
como los datos de evolucion de la enfermedad, quiedi@s casos distribuidos segun se

indica en las Tablas 9y 10.

Tabla 9: Frecuencias de Serie de TNEGEP

TNEGEP (Excl. Apéndice) TNE
(%) Apéndice (%)
Edad
(Media 60 afios; (Media 40 afios;
rango 36-87) rango 10-76)
<60 afios 49(53,8) <40 11 (57,9)
>60 afios 42(46,2) >40 8 (42,1)
Sexo
Hombre 49 (53,8) 12 (63,2)
Mujer 42 (46,2) 7 (36,8)
Habitos tabaquicos
No fumador 26 (28,6) 4 (21,1)
Fumador 29 (31,9) 2 (10,5)
Perdidos 36 (39,6) 13 (68,4)
Habitos alcohdlicos
No bebedor 31 (27,7) 4 (21,1)
Bebedor 31 (27,7) 2 (10,5)
Perdidos 36 (39,6) 13 (68,4)
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Diagnostico OMS

TNE G1 (carcinoide) 49 (53,8) 16 (84,2)
TNE G2 17(18,7) 1(5,3)
CNE G3-CG 5 (5,5) 1(5,3)
CNE G3-CP 20 (22) 1(5,3)
Localizacion tumoral
Estémago 18 (19,8) -
Intestino delgado 28 (30,8) -
Pancreas 22 (24,2) -
Colon y recto 23 (24,2) -
Tamafio tumoral
< media 2,7 cm 49 (53,8) <1,2 13(68,4)
> media 2,7 cm 36 (39,6) >1,2 1(5,3)
Perdidos 6 (6,6) 5(26,3)
Diferenciacion histologica
Bien diferenciado 68 (74,7) 18 (94,7)
Poco diferenciado 23 (25,3) 1(5,3)
Estadio
[ 23 (25,3) 8 (42,1)
A 7(7,7) 3(15,8)
1B 7(7.,7) 1(5,3)
HIA 1(1,1) -
1B 24 (26,4) -
IV 21 (23,1) 2 (10,5)
Perdidos 8(8,8) 5 (26,3)
Grado tumoral
G1 49 (53,8) 15 (78,9)
G2 17 (18,7) 2 (10,5)
G3 25 (27,5) 2 (10,5)
indice mitético (x 10 CGA)
< 2 Mitosis 59 (64,8) 16(84,2)
3-20 Mitosis 16 (17,6) 3(15,8)
>20 Mitosis 16 (17,6) -
indice de proliferacion (Ki67%)
<2% 50 (54,9) 15(78,9)
2-20% 17 (18,7) 2 (10,5)
>20% 24 (26,4) 2 (10,5)
Invasion vascular
Ausente 48 (52,7) 17 (89,5)
Presente 43 (47,3) 2 (10,5)
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Afectacién ganglionar

Ausente 59 (64,8) 18 (94,7)
Presente 32 (35,2) 1(5,3)
Necrosis
Ausente 71 (78) 18 (94,7)
Presente 20 (22) 1(5,3)
Metéstasis a distancia
Ausente 70 (76,9) 17 (89,5)
Presente 21 (23,1) 2 (10,5)
Supervivencia media (meses)
Serie completa 33 26
Vivos 38 28
Exitus 23 1

Tabla 10: Frecuencias Serie de TNE de

pulmén
Frecuencia (%)
Edad
(Media 56 afios; rango 16-87)
<56 afios 62 (46,3)
>56 afios 72 (53,7)
Sexo
Hombre 89 (66,4)
Mujer 45 (33,6)
Habitos tabaquicos
No fumador 52 (38,8)
Fumador 82 (61,2)
Diagnéstico OMS
TC 66 (49,3)
CA 10 (7,5)
CNCG 18 (13,4)
CPCP 40 (29,9)
Tamafio tumoral (Media 3 cm.)
<3 cm. 80 (59,7)
>3 cm. 54 (40,3)
Afectacién ganglionar

Ausente 84 (62,7)
Presente 45 (33,6)

Mitosis (x 10 CGA)
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<2 Mitosis 64 (47,8)
3-20 mitosis 11 (8,2)
>20 mitosis 35 (26,1)
Necrosis
Ausente 68 (50,7)
Presente 45 (33,6)
Supervivencia media (meses)
Serie completa 41
Vivos 47
Exitus 19

Para este estudio, se reunieron 112 biopsias deGHREyY 134 de TNE de
Pulmon, incluidas en parafina, procedentes de labivos del Servicio de Anatomia
Patolégica de cada centro, tras obtener el comsiemio para su utilizacién en

investigacion por la comision de Etica Asistencial.

Tras la revisidbn de las muestras con el patologosedeccionaron las zonas
representativas de cada tumor. Para su estadificae aplicd el sistema TNM segun
las recientes clasificaciones de la OMS de los a4 y 2010 para los TNE

pulmonares y GEP, respectivamente (Tablas 2 y 3).

4.2. Elaboracion de matrices de tejido

Se reunieron todas las muestras en el Banco de résponde se procedio a la
elaboracion de las matrices de tejido (TMA, dellésdgTissue MicroArray”). Se
repartieron las muestras de zonas representatelasior, por triplicado, resultando
un total de 8 TMAs, de los que se obtuvieron semsode gm de grosor en el
microtomo, permanecieron en una estufa a 60° Cnturd2 horas, con el fin de
conseguir una adherencia Optima del tejido al pbjeos. Parte del material cortado
fue tefido con hematoxilina-eosina y otra parte figservada para estudios

inmunohistoquimicos.

Las muestras destinadas a la extraccion de ARNbsevieron del Banco de
Tumores del HUCA, donde estaban conservadas aG80f los 134 pacientes con
TNE Pulmonares seleccionados para el estudio, gearon disponibles bloques de
tumores congelados de 38 casos, de los cualess@Ondan de tejido sano. De los 119
pacientes con TNE GEP ssolo se recogieron 15 cdsoks cuales 10 disponian de
tejido sano.
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4.3. Técnica inmunohistoquimica

El andlisis inmunohistoquimico permite la idenaficdon, sobre muestras tisulares
0 citolégicas, de determinantes antigénicos canattms, mediante la aplicacion
directa de anticuerpos policlonales o monoclondesde que A. Coons descubriera la
técnica en la década de 1940, esta herramienta senvertido en una de las técnicas
mas habituales e imprescindibles para muchos labhms a través de muchas
aplicaciones. Su automatizacion, en el siglo XX enth el poder de este método para
demostrar la presencia de antigenos uUnicos erjidsg y células. De esta manera, es

posible determinar la localizacion e intensidaguexpresion.

Las proteinas de interés en el presente trabajmrfuésnaill, Snail2, Twist,

Foxc2, Cadherina-B-catenina, Cadherina-N, Vimentina, CD68.

Una variante en la técnica inmunohistoquimica ésnfaunodeteccion indirecta, la
cual se basan la aplicacion sobre el tejido de un anticuenpmario cuya region Fc es
reconocida por un segundo anticuerpo marcado. lBétedo es mucho mas sensible
que la inmunodeteccidn directa (sin anticuerpo rs@&mo) ya que el anticuerpo
primario es reconocido por mas de una moléculadewerpo secundario, que se
traduce en una amplificacion de la sefial. Lo méagtind es el uso de estos anticuerpos
secundarios conjugados con estreptavidina-peraxidasrabano (HRP) que, mediante
una reaccion enzimatica, cataliza la oxidacion peroxido de hidrégeno de 3,3 -
tetrahidrocloruro diaminobencidina (DAB), generdselaun precipitado insoluble de
color marron que puede ser visualizado. Este cremmgactia como donante de

electrones mientras que el peroxido de hidrogered gsstrato de la peroxidasa.

En nuestro estudio, se ha utilizado un sistemantieugrpo secundario libre de
biotina basado en la tecnologia de multimeros, méredo OmniMap™ anti-Rabbit
(Ventana Medical Systems, Arizona). Se compone wnlemultimero de alto peso
molecular, conjugado covalentemente con un grarendise moléculas de enzima (por
ejemplo peroxidasa de rabano, hasta 100 molécuwascadena) y de anticuerpo
secundario (hasta 20 moléculas por cadena). Esteaj@germite disminuir el tiempo
de incubacién y la concentracion de uso de loscaatpos, con una mejora en la
amplificacion de la sefial si la comparamos corisééma biotina-avidina. Proporciona
fondo limpio en combinacion con una mayor espdddid y sensibilidad, lo que
aumenta la relacion sefal / ruido. Estan disefpdos usarse en conjunto en el sistema
automatico de tincibn DISCOVERY® (Ventana Medicalyst@ms, Arizona),
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proporcionando resultados reproducibles y compesalitl procedimiento se inicid en
este equipo tras el desparafinado de las muestmiasEZ Prep (Ventana Medical
Systems, Arizona). En todos los casos fue necedarieecuperacion antigénica,
procedimiento por el cual se logra el desenmasdcaraondel antigeno, eliminando los
enlaces cruzados y los iones calcio, generadoslpmo de fijadores, como el formol.
Para ello, se trataron las muestras a elevada tatope en tampon citrato CC2
(Ventana Medical System, Arizona), a pH 62 100°@ s incubaciones del anticuerpo
anti-Snaill, anti-Snail2, anti-Foxc2, anti-Twistanti{3-catenina durante 8 minutos.
Para las incubaciones de anti-cadherina-E, antiegath-N y anti-Vimentina, la

recuperacion antigénica se realiz6 en tampon ToigsA CC1l (Ventana Medical

System, Arizona) a pH 9 a 100°C durante 8 minutos.

El tratamiento utilizado para bloquear y elimireattividad peroxidasa endogena
fue la incubacién con peroxido de hidrogeno al 3%nfana Medical System, Arizona)
durante 4 minutos. Por otra parte, para evitautasnes inespecificas del anticuerpo se
utilizé6 como blogueante, caseina al 1% (Ventanaité&®ystem, Arizona) durante 30
minutos. La incubacion para todos los anticuergoealizd de 37°C. En la tabla 11 se
recogen los anticuerpos primarios utilizados, laacaomercial, dilucion aplicada y

tiempo de incubacion.

Tabla 11

Anticuerpo Especie Casa comercial Dilucién Tiempde incubacién

Snaill Conejo Abcam Cambridge, UK 1:300 60 min.
(ab63371)

Snail2 Conejo Abcam Cambridge, UK 1:100 60 min.

Twist Conejo Abcam Cambridge, UK 1:1000 30 min
(ab50581)

Foxc2 Conejo ABR Affinity Bioreagents,  1: 600 30 min

Colorado USA

Cadherina-E Rat6n DakoCytomation, Glostrup, 1:100 20 min.
Denmark

[-catenina Raton Sigma, Missouri, USA 1:1000 20 min.

Cadherina-N Ratdn Becton Dickinson, NJ, 1:200 30 min.

USA

Vimentina Raton Ventana Medical System, 1:100 20 min.
Arizona

CD68 Ratén DakoCytomation, Glostrup, 1:2000 60 min
Denmark
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Tras la incubacién con el anticuerpo secundarioespondiente (a temperatura
ambiente durante 15 minutos) se llevé a cabo d@laego afiadiendo a las muestras el
cromogeno (DAB) y peroxido de hidrogeno (ChromoMepntana Medical System,

Arizona), responsables de la reaccidn cromogeénica.

Se realizé una tincién con Hematoxilina (VentanadMal System) en todas las
preparaciones, proporcionando contraste a la @acpiara finalmente deshidratar y

montar las preparaciones con Entellan® (Merck, Aleia).

4 .4. Técnica de inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia indirecta (IF) es una tégngue, al igual que la
inmunohistoquimica indirecta, emplea anticuerpogums@arios conjugados con
fluorocromos. Los fluorocromos son moléculas gliesea excitadas con la energia de
una determinada longitud de onda, son capaces d& energia de una longitud de

onda mayor.

Mediante el uso de dos marcadores fluorescentegmiten energia de longitud
de onda diferente, es posible determinar simultdeete en una preparacion la
localizacion de dos antigenos, con el fin de datama posible colocalizacién espacial

de dos proteinas.

Esta técnica se ha utilizado para demostrar laesigr de Snaill en macrofagos
activos. Para ello utilizamos el marcador esperxifde macrofagos, CD68. El
procedimiento fue idéntico a la técnica inmunolgsimica hasta la incubacion de
ambos anticuerpos primarios, la cual se realizgucwamente durante 60 min a 37°C en
el sistema automatico de tincion DISCOVERY® (Vemtdhedical Systems, Arizona).
Transcurrido este tiempo las muestras se lavanriacopén fosfato y se incubaron con
los siguientes anticuerpos secundarios fluoresseriReliclonal Alexa Fluor® 488
(Invitrogen, USA) y Monoclonal Alexa Fluor® 546 {itrogen, USA) durante 60 min
cada uno, en oscuridad a temperatura ambienteerRosiente las muestras fueron
montadas en medio acuoso (SoutherBiotech, USAP&d?I (Invitrogen, USA).

La colocalizacién se visualizé en el equipo micopso confocal, Leica TCS SP2,
utilizando las siguientes fuentes de iluminacidrapa excitacion de cada fluorocromo:
laser Argon/Krypton 488nm, laser Helio/Neon 543nnDipdo Azul-violeta 405nm

respectivamente.
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4.5. Valoracion de las tinciones inmunohistoquimica S

La evaluacion de cada muestra se realizé conjumizmeon el patologo al

microscopio Optico, de la manera siguiente:

Respecto a los factores de transcripcion, se valortanto la intensidad de la
tincion nuclear (en una escala 0-3), como el pdegemle nucleos positivos (0%-100%).
El producto de ambos parametros proporcion6 untupaion para cada caso. Con fines
estadistico, cada una de las variables se dicofoemzuncién del valor de la mediana
para la poblacion en estudio. EI mismo criteri@gkcé a la valoracion de las tinciones
de cadherina-E, cadherina-N B¢catenina, para las cuales se consideré también su
localizacion, en funcion de su presencia o ausateila membrana. Para el caso de la

expresion de vimentina solo se tuvo en cuentadsgpicia 0 ausencia de la tincion.

4.6. Aislamiento de ARN

El ARN total se extrajo mediante el método de exid@n fendlica con TRIZOL
(Reageril Invitrogen™ Ambion) de Chomczynski y Saccffi!, basado en el uso de
una solucion monofasica de fenol e isotiocianatgubmidina para la lisis de las células
y la separacion de la muestra en dos fases (agumgginica), seguida de la extraccion
con cloroformo y precipitacion del ARN total corosopanol, a partir de la fase

acuosa.

El tejido se homogeneizd mecanicamente en 1 mIRIZADL y se centrifugo a
12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, tras lo cuARN, que se localizaba en la fase
superior acuosa, se transfiri6 a un tubo con f[0Qde isopropanol, donde fue

precipitado. Las muestras se conservaron a —2@$ta bu utilizacion.

4.7. Determinacion de la concentracion e integridad del ARN

Tras la extraccion de ARN, su integridad se evalonalmente observando las
dos bandas mayoritarias correspondientes al ARNsoimal: 18S y 28S mediante

métodos electroforéticos, en geles de agarosarahiciones desnaturalizantes.

Para valorar la calidad del ARN en este estudiotieo la tecnologia deAgilent
2100 Bioanalyzery ARN Nano Labchipl (Agilent Technologies)Se trata de un
dispositivo que combina una electroforesis micrdaamle microfluidos y deteccion
fluorescente, proporcionando un electroferograma gelaciona la medida de la

fluorescencia con los tamafios moleculares. Coyddaade un programa informatico
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se determiné la relacion entre las bandas de ARbsomal, la concentracion de la
muestra y el RIN (del ingléRNA Integrity Numh®&) cuyo valor indica el estado en el
que se encuentra el ARI Se considera que el ARN es de buena calidad ousund
RIN se encuentra por encima de 6 y el ratio 28Sel8froximo a 2. De los 38 casos de
TNE de Pulmén inicialmente disponibles, se deswamt& por no proporcionar un ARN
de calidad aceptable para el estudio.

De los 15 casos de TNEGEP solo 2 casos presera&binde calidad, por lo que

se decidio descartar esta serie para el analiggmtesion de ARNm.

4.8. Retrotranscripcion y PCR cuantitativa (RT-Q-PC  R)

Para los casos que mostraban un ARN de calidagiapey se obtuvo el cDNA
mediante RT-PCR. Esta se llevd a cabo con GeneAnRN-RCR (Applied
Biosystems), para la cual se utilizougy de ARN total y hexdmeros aleatorios como
cebadores hasta un volumen final de|20Las condiciones de RT-PCR utilizadas

fueron las siguientes:
1. 15 min. a 42 °C (retrotranscripcion)
2. 5 min. a 99 °C (desnaturalizacion)
3. 5min.a5°C.

Para comprobar la calidad del cDNA, se realiz6 RG@&R control en condiciones
estandar, utilizando BioTaq DNApol (Bioline) y logligonucleétidos especificos
(Thermo Scientific) para la amplificacién del gameccodificaf-actina, que genera un
fragmento de 353 pb. Las reacciones de PCR seasaii en termocicladores ABI9700
(Applied Biosystems) yMastercycle epgradien{Eppendorf). El resultado de la

reaccion se comprob6 mediante electroforesis edegabarosa al 1,4%.

La PCR cuantitativa se llevd a cabo para cuantifec@xpresion génica del factor
de transcripcién Snaill (geBNAIJ), de la cadherina-E (ge@DH1), de Twist (gen
TWIST), de Foxc2 (gerOXC2 y de cadherina-N (ge@GDH?2), de todas las muestras
tumorales seleccionadas y de tejido sano peritungisponible, empleand®@APDH

como gen endégeno.

Para llevar a cabo la técnica, se utiliz6 TagMan@né Expresion Assays
(Applied Biosystems) que contiene los cebadoresctiiry reverso especificos del gen

en cuestion junto con la sonda TagMan MGB (6-FAMxte tipo de sonda se
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caracteriza por poseer en el extremo 5° un fluooo6-carboxi fluoresceina o FAM) y
en el extremo 3" ufguencher” no-fluorescente asociado a un motivo de uniémos
menor de la doble hélice del ADN (MGB, del ingl#édinor Groove Binder”). Este

disefio permite que la sonda sea mas corta y masiésa con la mismaf.

Las reacciones de PCR para los seis geS&&A(l, CDH1, TWIST1, FOXC2,
CDH2 y GAPDH) se realizaron en un volumen final de#@on 0,3ul de cDNA, 10
pul de TagMan Universal PCR Master Mix (con AmpErasafG, que evita
contaminaciones con productos de PCRs anteriofgg)liéd Biosystems) y 1l de
TagMan® Gene Expresion Assays Yy fueron llevadaasba por duplicado en placas de
96 pocillos (Applied Biosystems). Las condiciones dmplificaciéon fueron las
siguientes: 2 min. a 50 °C (temperatura de activade la AmpErasa® UNG), 10 min.
a 95°C (activacion de la DNA pol) y 40 ciclos de 45 95°C y 1 min. a 60°C
(amplificacion). Todas las reacciones se realizarom el sistema de deteccion 7900

Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
La cuantificacion de la amplificacion se realizd@siguiente manera:

e Calculo de Ct (del inglédlireshold cyclg ciclo umbral en el que se detecta por
primera vez el producto de amplificacién): tomarelovalor medio de los
duplicados llevados a cabo para los genes di&NAIL, CDH1 TWISTL,
FOXC2, CDH2 vy el gen controlGAPDH) en todas las muestras tumorales y en
las muestras de tejido normal disponibles.

» Calculo deACt: diferencia entre el Ct de los genes a estuildA|l, CDH1,
TWIST1, FOXC2, CDH2y el Ct del gen endégen&APDH) en cada muestra
(T, tumoral, N, sana).

» Calculo deAACt: diferencia entrdCt del tumor (T) respecto al tejido sano (N),
en los casos disponibles.

* Q, determina la magnitud del cambio (“fold changd’ps cambios fueron

considerados cuandaQ.

AC;T — C:[Snail_qGAPDle
ACtN - (CtSnaiI _ CtGAPDH )N
AAC, =ACT -AC!

Q = 2—AACt
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4.9. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados aulalees y parametros clinico-
patoldgicos, se aplico el test Chi-cuadrag) (con la correccién de Yates en caso
conveniente). Se utilizod el test t de Student celMNnn-Whitney para la comparaciéon
de variables numéricas continuas parameétricas mareameétricas, respectivamente, con
otras variables categoricas dicotdmicas, con ladaydel programa del paquete
estadistico SPSS 19.0 (SPSS, Inc., Chicago, ILyn @€ste mismo programa se
calcularon las curvas de supervivencia mediantené&odo de Kaplan-Meier. Las
diferencias entre los tiempos de supervivencianaéizaron mediante el método de log-
rank. Se llevé a cabo un analisis multivariantegmxaminar el impacto relativo de las
variables que dieron resultados significativos erliais univariante) mediante el
método de regresion de Cokofward Wald. Los valores p corresponden a test

bilaterales. Se considero significativo un valet @,05.
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5. RESULTADOS

Valoracion inmunohistoquimica de la expresion protiea

La valoracion de la inmunotincion de cadherina-&gherina-N yB-catenina se
realizd considerando la intensidad de la sefalil(@8kelevada) y su patrén (membrana
vs. citoplasma, con la salvedad de ¢fieatenina puede presentar ademéas de los

patrones descritos, localizacion nuclear.

Para los represores transcripcionales, solo sednwuenta la expresion, débil o
elevada (para la serie de pulmén) y ausente o megpara la serie GEP) de la sefial
nuclear, puesto que es en el nacleo donde estansajerciendo la funcion represora.

La valoracion de la inmunotincion de Vimentina salizd considerando la

presencia o ausencia de sefial en las células tlasora

En la Figura 11 y 12 se muestran un ejemplo reptateo de todos los patrones
de tincién de cada marcador.
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Figura 11. A: Intensidad elevada y de membrana de cadhé&irizi- Intesidad débil de cadherina-E; C:
Intensidad elevada y de membrangid@aterina; D: Patrén nuclear @eCaterina; E: Intesidad elevada y
de membrana de cadherina-N; F: Intesidad débiltgplsmica de cadherina-N; G: Inmunotincion

negativa de Vimentina; H: Inmunotincion positiva\dienentina
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Figura 12: A: Expresion negativa de Snaill; B Expresion fpeside Snaill. C: Expresion negativa de
Snail2; D: Expresion positiva de Snail2; E: Ausande Twistl, F: Expresion positiva de Twistl; G:

Expresion negativa de Foxc2; H: Expresion posidiedoxc2
5.1. ANALISIS DE LA SERIE DE TNE DE PULMON

5.1.1. Andlisis inmunohistoquimico en el epitelior  espiratorio sano

En las muestras normales de epitelio respirat@mm scadherina-E (Fig.13-B) y
B-catenina (Fig. 13-C) presentaban una tincion el@vaon un patron lineal de
membrana, mientras que se detectd sefial nucledradébla de Snaill (Fig. 13-D),
Snail2 (Fig. 13-E), Twist (Fig. 13-F) y Foxc2 (Fit3-G). Tanto la cadherina-N como

Vimentina resultaron negativas (Fig. 13 H-I resparhente).
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Figura 13: Expresion de los marcadores implicados en TEMI&pitelio respiratorio sano

5.1.2. Frecuencias de las valoraciones moleculares  en los TNE de pulmén

La serie de TNE de pulmoén constaba de 134 muestbas. analisis

inmunohistoquimico de cada marcador, se obtuvidem siguientes frecuencias,

recogidas en la tabla 12:

Tabla 12
Frecuenciag
(%)

Expresion Débil 71 (53)
cadherina-E | Elevada 63 (47)
Patrén Membrana 65 (48,5)
cadherina-E | Citoplasma| 57 (42,5)
Expresion Débil 66 (49,3)
B -catenina | Elevada 68 (50,7)
Patron Membrana 75 (56)
B -catenina | Citoplasma| 31 (23,1)

Nucleo 8 (6)
Integridad del| integro 51 (38,1)
complejo Alterado 83 (61,9)
cadh-Ep-cat.
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Expresion Débil 67 (50)
cadherina-N | Elevada 67 (50)
Patron Membrana| 45 (33,6)
cadherina-N | Citoplasma| 56 (41,8)
Expresion Débil 73 (54,5)
Snaill Elevada 61 (45,5)
Expresion Débil 77 (57,5)
Snail2 Elevada 57 (42,5)
Expresion Débil 71 (53)
Twist Elevada 63(47)
Expresion Débil 92 (68,7)
Foxc2 Elevada 42 (31,3)
Expresion Negativa 126 (94)
Vimentina Positiva 7 (5,2)

Resultados

5.1.3. Asociaciones entre las variables clinico-pat  oldgicas y valoraciones

moleculares en TNE de Pulmén

Los tumores de alto potencial de malignidad (CNCGRBCP) presentaron una
expresion reducida tanto de cadherinafiecatenina, como de cadherina-N, en
comparacion con los tumores de bajo grado (Caa&s)i(p=0,0001) En el modelo
aceptado para TEM — asociado a malignidad tumorsé¢ -describe un cambio de
expresion de cadherinas, llamaddwitch” de cadherinas, segun el cual se produciria un
aumento en la expresion de cadherina-N con o giocogon de la expresion de
cadherina-E. En la serie estudiada no observanoche dambio, es mas, la cadherina-N
no solo no aumenta su expresién con el desarralotal, sino que disminuye,

siguiendo una tendencia paralela a la de la cauhé&ri

Tanto la cadherina-E como I@-catenina se encontraban localizadas en el
citoplasma con mayor frecuencia en los tumoredtdegeado de malignidad, respecto a
los de bajo grado, por lo que en aquellos tumaegsesdia la integridad del complejo

cadherina-H-catenina en la membrana (p=0,0001).

Adicionalmente, la integridad del complejo cadhavitB-catenina se encontraba
perdida en las categorias desfavorables de lagstga variables clinico-patoldgicas:
tamafo (p=0,006), afectacion ganglionar (p=0,000Ecrosis (p=0,0001), IM (p=
0,0001) y consumo de tabaco (p=0,0001).
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En cuanto a los represores transcripcionales (Brailail2, Twist y Foxc2), todos
mostraron una expresion proteica superior en lo®tas de alto grado (p=0,0001), al
igual que el marcador mesenquimal Vimentina (p=B),0Para Twist se observo esta
asociacion también a nivel de ARNm (p=0,0006).

Tumores con niveles elevados de proteina SnaiHi|ZSTwist y Foxc2 aparecian
con mayor frecuencia en pacientes fumadores, ceataaion ganglionar, y cuyos
tumores presentaban necrosis y un elevado indidgicoi Snaill, ademas se expresaba

en niveles superiores en los tumores de mayor tamarn

En la tabla 8.1 del ANEXO se recogen las correfsEsoestadisticas entre todas
las variables consideradas.
Figura 14 y 15 muestran la expresion de los mareadionplicados en TEM en

los subtipos tumorales en TNE de pulmon.

Figura 14: H&E, expresion IHQ de cadherina-E, pleatenina y cadherina-N en los subtipos tumorales

de TNE de pulmoén
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CcPCP

Figura 15: Expresién IHQ de Snaill, Snail2, Twistl y Foxe2 los subtipos tumorales de TNE de

pulmén

5.1.3.1. Diagndstico diferencial entre subtipos tuarales de TNE de Pulmén

Con el fin de identificar variables moleculares gligcriminasen entre subtipos
tumorales, se establecieron comparaciones de @b estudiada sobre los grupos
de interés (Cvs.CA y CNCGvs.CPCP):

1. Entre las variables que discriminaron CTs de ,C3es observaron diferencias
significativas en los patrones de las diferentedéoutas de adhesion: Patrén de
cadherina-E (p=0,0001), patrén decatenina (p=0,032) y patrén de cadherina-N
(p=0,011), asi como en la integridad del complejd-Ep-cat (p=0,009).

2. En cuanto a las variables que permitieron diigeg a CNCG de CPCP, se
encontraron diferencias significativas de la expreglevada de Snaill (p=0,0001), de
Snail2 (p=0,0001) y de Twist (p=0,001), asi compresgion reducida de cadherina-E
(p=0,001),p-catenina (p=0,0001) y patron citoplasmico de ceadheN (p=0,001), mas
frecuentes CPCP que en CNCG.
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5.1.4. Asociacion entre las variables moleculares

Se observdé una correlacion inversa entre la exprede cadherina-E y la
expresion de Snaill (p=0,02) y de Snail2 (p=0,08dnque no con la expresion de
Twist (p=0,209). Este resultado es el esperadoieridn en cuenta la represion

transcripcional ejercida por Snaill y Snail2 satadherina-E.

Asimismo, el patron de cadherina-E era de membeaaado la expresion de los
marcadores de TEM era reducida: Snaill (p=0,00ti¢¢| de RNAm Snaill (p=0,053,
t Student), Snail2 (p=0,0001), Twist (p=0,013).

En cuanto a Foxc2, se observd que no afectaba ailetes de cadherina-E,
(p=0,306), pero si a su localizacion, encontranawsel citoplasma en aquellos casos
con niveles elevados de Foxc2 (p=0,002). Este tembulconcuerda con el papel
descrito para Foxc2.

Considerando la variable que refleja la integridghdcomplejo cadherina-g/
catenina en la membrana, se observd que ésta di@ pen mayor frecuencia en los

tumores con niveles elevados de Snaill (p=0,00@iE) $nail2 (p=0,0001).

Cabe destacar la observacion de una correlaciGersaventre la expresion de
cadherina-N y de Snail2 (p=0,055). Ademas, la pérdie la integridad del complejo
cadherina-H-catenina se producia con mayor frecuencia enseclsos con una
expresion de cadherina-N reducida (p=0,020). Es siase observé una correlaciéon
directa entre la localizacidon citoplasmaica de esidla-N en la expresion elevada de
Snaill (p=0,000), Snail2 (p=0,009), Twist (p=0,0§Foxc2 (p=0,045). Es decir, tanto
cadherina-E como —N parecen seguir cursos paraglelds que inversos, lo cual

apuntaria de nuevo a una ausencia de llamaditich” de cadherinas.

La expresién de Vimentina se correlacioné signiifi@anente con aumento en la
expresion de Snaill (p=0,03) y Snail2 (p=0,019)0pao con la expresién de Twist
(p=0,595) ni con la de Foxc2 (p=0,510).

En la tabla 8.2 del ANEXO se recogen las correfasoestadisticas entre todas

las variables moleculares estudiadas.
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5.1.5. Andlisis de la expresibn ARNm mediante RT-PC R cuantitativa:
correlaciones

Disponiamos de ARNm de buena calidad de 30 tumpms 20 tejidos sanos.
Tras llevar a cabo las reacciones de RT-Q-PCRb#ieron los valoreACt para cada
muestra y diana, tomandeAPDH como gen control. Dado que no disponiamos de
muestra de tejido sano para el total de los cagmiamos por considerar el vala€t
medio de las 20 muestras de tejido sano, paradiada, como referencia para los 30
tumores. Asi, obtuvimos los siguientes resultacerxgidos en la Tabla 13, en términos

de cambios de expresidtidld change”) en el tejido tumoral respecto al sano:

Tabla 13

N=30 Inalterado | Elevado en | Reducido

tumor en tumor
CDH1 15 3 12
CDH2 9 17 4
SNAI1 12 0 18
Foxc2 3 1 26
TWIST1 19 1 10

Casi la mitad de los tumores (12/30) presentabanexpresion de ARNm de
cadherina-E reducida, en comparaciéon con los ®jg@mos. Y mas de la mitad de los
tumores (17/30) mostraban una expresion de ARNntadtherina-N superior a los

tejidos normales.

En cuanto los represores transcripcionales estosljazbservamos una reduccion
en los niveles ARNm d&NAIL (18/30) TWIST1(10/30) y FOXC2 (26/30) en los

tumores.

Se observé una correlacion entre los niveles de ABMNbroteina de cadherina N
(p=0,0114, t Student).

El nivel de ARNm de&SNAIL FOXC2y TWIST1era semejante en los tumores que
expresaban niveles bajoAGt medio 8,19; 9,7 y 10,35, respectivamente) ysafdCt
medio 8,17; 9,47 y 10,82, respectivamente) de ¢taespondientes proteinas, lo cual

seria compatible con una regulacion a nivel pasttrapcional.
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Andlogamente, el nivel de ARNm déDH1 era semejante en los tumores que
expresaban niveles bajoAGt medio 2,32) y altosACt medio 2,79) de la proteina

cadherina-E, lo cual seria compatible con una esgih a nivel posttranscripcional.

El nivel de ARNm deCDH1 es similar en los casos en los que la integrideld d
complejo se mantiendCt medio 2,97) y en los que se pierd€{ medio 2,44), lo cual
seria compatible con la existencia de mecanismosttrposcripcionales que
contribuyesen a la alteracion del complejo, afeiaa la estabilidad de cadherina-E

(ARNm y/o proteina) o a su interaccion ddcatenina.

5.1.6. Analisis de Inmunofluorescencia (IF) de la e xpresion proteica de

Snaill en el tejido normal pulmonar

Analizados los resultados de PCR cuantitiativagnyeindo en cuenta la reduccion
del nivel de ARNm de Snaill observada en las magdtrmorales frente a las sanas —
resultado contradictorio con las observacionessteglas a nivel de proteina -,
pensamos en la posibilidad de que la existencisndgfiltrado inflamatorio pudiera ser
la fuente de la sefal registrada (ya que RT-PCHesa a cabo sobre un lisado
procedente de todas las células presentes en idb,tdpnto epiteliales como
inflamatorias). Mediante inmunotincion con marcasorespecificos de células
inflamatorias (CD3, CD8, MLX, CD68, datos no modtrig), constatamos que la
proporcion de células inflamatorias respecto ahltole células era superior en los
tejidos sanos que en los tumorales, ya que en, égtabundancia de células tumorales,
la proporcion del componente inflamatorio se reduge ser asi, dicho infiltrado
inflamatorio, rico en macrofagos, estaria distaraimlo el resultado obtenido en las

muestras de tejido sano.

Con el fin de comprobar si dichos macréfagos exgtras Snaill se llevo a cabo
un andlisis de doble inmunofluorescencia, con elcator de macréfagos anti-CD68
(glicoproteina expresada en la membrana plasmdécl®s macréfagos) y anticuerpo
anti-Snaill, sobre 3 muestras representativas jik teano pulmonar. Las imagenes
obtenidas sugieren una colocalizacion de ambasipest, por lo que podriamos

concluir que los macrofagos expresan Snaill eddagjuimonar sano (Figura 16).
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Figura 16: A H&E de tejido pulmonar sano y macréfagos. B:td2eidn de macrdéfagos con
inmunotincién de CD68; C Expresion de Snaill enndgafos. D: Colocalizacién de Anti-Snaill y Anti-
CD68. E: IF de Anti-CD68 en macrofagos; F: IF ddi/8naill en macréfagos

5.1.7. Andlisis de supervivencia en TNE de Pulmoén

El tiempo de seguimiento medio para esta seri@éu®0 meses, con un rango de
12-242 meses.

Se analiz6 el impacto que pudieran tener las digesdteraciones moleculares
estudiadas sobre los tiempos de supervivenciasdgdaentes. La tasa de supervivencia

de la poblacion global a los cinco afios fue det%2(Figura 17).

|- Funcién de supervivencia
104 [+ Censurado

Supervivencia acum

T T T T
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Figura 17: Analisis Kaplan-Meier que muestra la supervivande la poblacién global en funcién del
tiempo (meses)
La supervivencia diferia significativamente (p=@P&ntre los pacientes cuya

edad era mayor o menor que la media (56 afios).a8ggllos pacientes por debajo de
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56 afios mostraban una supervivencia acumuladatadéss de 69% frente al 42 % de
los mayores de 56 afios [supervivencia media deniédes (SE, del inglétandard
Error:15, frente a los 75 meses (SE:15) de los pacientg®res de 56 afos] (Figura
18).
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Figura 18: Funciones de supervivencia, estratificando |lasgraes de acuerdo a la edad (Media 56 afios)

La tasa de supervivencia acumulada de los paciestestificados en funcién del
diagnéstico fue significativamente mayor en CT y &9 meses (SE:13) y 67 meses
(SE:18) meses de media, respectivamente] que elfCNGSG y CPCP [27 meses
(SE:12) y 28 meses (SE: 6) meses de media, regpeente] (Figura 19).
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Figura 19: Funciones de supervivencia, estratificando |lasguaes de acuerdo al diagnéstico

En cuanto a la afectacién ganglionar y al indicetico, la tasa de supervivencia

acumulada de los pacientes con ganglios libressagmaificativamente mayor que
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aquellos con ganglios afectados por el tumor [18Ses de media (SE:13) frente a 27
(SE:7); p=0,0001], asi como en pacientes con indit&tico de <2 mitosis por 10CGC
[188 meses de media (SE:10)] de pacientes conrB#2B8is por 10 CGA [56 meses de
media (SE:17)] frente a pacientes con >20 mitosis JDCGA [24 meses de media
(SE:7), p=0,0001] (Figuras 20y 21).
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Figuras 20 y 21 Funciones de supervivencia, estratificando losqraéies de acuerdo a la presencia o

ausencia de metastasis ganglionares y respectdieg imitotico

De la misma manera, se observo que pacientes radfines mostraban una tasa
de supervivencia acumulada mayor que los pacidateadores [185 meses de media
(SE:14) frente a 48 (SE:7), (p=0,0001)] (Figura.22)
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Figura 22: Funciones de supervivencia, estratificando |lasqraes de acuerdo al consumo de tabaco
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Estos resultados muestran que la serie de tumasesli®ada se ajusta al

comportamiento esperado desde el punto de vista deolucion de los pacientes, y

apunta a que se trata de una serie representativa.

A continuacién se analizé el impacto de los nivetks expresion proteica

estudiados sobre los tiempos de supervivencia dgepéxientes. Asi, aquellos con
expresion elevada de Snaill (p=0,0001), Snail2 ,(Bfl) y Foxc2 (p=0,039)

presentaron una tasa de supervivencia acumuladecideg en cambio la expresion

elevada de Twist (p=0,304) no afecta a la supeneizede los pacientes con TNE de
Pulmén (Figuras 23-26).
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Asimismo, la expresion reducida y deslocalizadéadeembrana de cadherina-E,
de cadherina-N, d@-catenina asi como la alteracion del complejo cadads / -

catenina, afectaban a la supervivencia de los p@se(Figuras 27-33)
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Figuras 27-28 Funciones de supervivencia, estratificando losigmdes de acuerdo con el nivel de

expresion y patron de cadherina-E
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Figuras 29-33 Funciones de supervivencia, estratificando losigmdes de acuerdo con el nivel de
expresion y patron dg-Caterina, integridad del complejo cadiBat, y nivel de expresion y patron de

cadherina-N

En la tabla 14 se recogen los datos de supervieteclos pacientes atendiendo a las

valoraciones moleculares.

Tabla 14
Variable Media | SE IC % 5 p
(meses) (95%) afios

Expresion de | Débil 96 15 +29 47 0,045
cadherina-E | Elevada 87 9 +19 63,1
Patrén de Membrana 160 15 +31 79,3 0,0001
cadherina-E | Citoplasma 36 6 *13 28,5
Expresion de | Débil 83 14 +27 39 0,001
B-catenina Elevada 95 9 +19 73
Patrén de Membrana 145 15 +31 71| 0,0001
B-catenina Citoplasma 24 6 *12 19,5

Nucleo 27 11 22 25
Integridad del | Integro 177 14 +28 82 | 0,0001
complejo Alterado 72 13 26 38,7
cad-E/p-cat
Expresion de | Débil 87 15 +30 45,4 | 0,052
cadherina-N | Elevada 116 12 +25 62,5
Patrén de Membrana 176 14 +28 83| 0,005
cadherina-N | Citoplasma 84 14 27 43
Expresion de Débil 170 13 +27 83,2 0,0001
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Snaill Elevada 34 6 12 26,1
Expresion de | Débil 161 13 +26 78 | 0,0001
Snail2 Elevada 35 6 12 27
Expresion de | Débil 116 16 +32 60 0,304
Twist Elevada 68 9 +18 47
Expresion de | Débil 126 14 +27 60 0,039
Foxc2 Elevada 45 7 14 42
Expresion de | Negativo 109 12 +24 54 | 0,853
Vimentina Positivo 44 15 29 44

En el andlisis multivariante de supervivencia (Cs&)incluyeron las siguientes
variables, que resultaron significativas en arglighivariante (Kaplan-Meier): edad,
diagnéstico, afectacion ganglionar, indice mitéfdodas las variables moleculares. La
Gnica variable con valor prondstico independiente €l indice mitético (p=0,075)

confiriendo un riesgo 2,3 veces superior de muedausa del tumor.

5.1.7.1. Andlisis de supervivencia de Carcinoidegpicos

El seguimiento medio de esta serie de tumoresdu)@ meses (rango 14-242).

Tras observar el resultado de supervivencia egiégial diagnostico, decidimos
profundizar en el estudio de los casos con cambébtpico (CT), cuya evolucion es, en
principio, mas favorable que el resto de los grypasa supervivencias a los 5 afios de
90%). Sin embargo, la realidad clinica indica glgei@os de estos casos muestran un
curso desfavorable, sin que sea posible, en laalidad, conocer a qué grupo
pertenecera un paciente concreto. Por ello, nastga@enos estudiar si alguna de las
variables manejadas en este estudio era util efetdificacion del grupo de pacientes

con carcinoide tipico de peor prondstico.

Se observaron diferencias en las tasas de supeciagea los 5 y a los 10 afios, en
funcidon del sexo (p=0,006) y de la integridad deimplejo cadherina-Bfcatenina
(p=0,03) (Figuras 34-35). Este resultado propomnian herramientas que podrian
ayudar al clinico en la identificacion de pacientasn CT de peor prondstico,
susceptibles de recibir tratamientos adicionaledeosometerse a seguimientos mas
exhaustivos. Ninguna otra variable, anatomopatodgdh molecular, permitié esta

discriminacion.
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Tabla 15: Andlisis de supervivencia a los 5 y 10safie pacientes con carcinoides
tipicos, en base a las variables sexo e integdéadomplejo cadherina-fatenina.

Tabla 15
Supervivencia especifica de enfermedad 5 afios d®o an p
Serie Carcinoides Tipicos 87% 80 %
Sexo Mujer 100% 100% 0,006
Hombre 75% 37%
Complejo cad-B-cat | integro 94% 94% 0,03
Alterado 75% 56%

Sexo Integridad del complejo
— Mujer E-cadherina/b-catenina
— ' Hombre |- Complejo Integro

—— Mujer-censurado [ Gomlelo tegro
—— Hombre-censurado mplejo alterado

Compleio Itegro-

[~ censurado

06 Complejo atterado-
& [ censurado

Supervivencia acum

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Figuras 34 y 35 Funciones de supervivencia en pacientes conntages tipicos, estratificando segun el

sexo y en funcion de la integridad del complejo-E#gicat.

5.2. ANALISIS DE LA SERIE DE TNE-GEP

La serie de TNE GEP constaba de 110 casos, dislobuen las siguientes
localizaciones anatomicas: estdmago (18), intestéigado (28), pancreas (22), colon y
recto (23) y apéndice (19). Un analisis iniciall@isupervivencia de estos pacientes, en
funcién de la localizacion del tumor, mostro urer&ldiferencia entre los pacientes con
TNE de apéndice frente al resto (Fig. 36), moswanda tasa de supervivencia

acumulada a los 5 afios de 94,4%.
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Figuras 36 Funciones de supervivencia, estratificando losigpdes de acuerdo a la localizacion del
TNEGEP

Estas acusadas diferencias de pronostico se patbiem a:
La propia localizacion anatomica, que determina lpsepacientes con TNE de

apéndice cursen con clinica de apendicitis y se#l@ouna deteccion precoz del tumor.

Las caracteristicas clinicopatologicas de estowtes: en su mayoria son G1,
presentan un tamafio <1 cm, menos de 2 mitosis X3A € una expresion de ki67
menor del 2%. Estas observaciones podrian suga&r lg biologia subyacente al
desarrollo de los TNE de apéndice podria diferitaddel resto de TNE, motivo por el
cual se decidid excluir estos casos de la sergegstidiaron por separado. Con el fin de
detectar variables moleculares (entre las planteadanuestro estudio) que pudieran
contribuir a explicar estas diferencias biologisaspechadas, los comparamos con los

tumores de peor prondstico segun localizacion (oedtal + estdbmago).

La tabla 16 recoge las correlaciones estadistibasreadas al comparar dichos

grupos de TNE:

Tabla 16

TNE apéndicers Observaciones
TNE colon-recto+estémagp TNE de apéndice

p, test Chi-cuadradg?)

Edad 0,001 Mas jovenes
Diagnéstico OMS 2010 0,043 Carcinoides G1
Tamafio tumoral 0,011 Pequefio, <3 cm
indice mitotico 0,024 <2 mitosis x10 CGA

65



Resultados

% Ki67 0,034 <2 %
Grado tumoral 0,021 G1
Diferenciacion Histolégica 0,007 Bien diferenciados
Estadio 0,033 Estadio |-
Invasion vascular 0,037 No
Necrosis 0,036 No
Afectacién ganglionar 0,036 No
Expresion deSnaill 0,0001 Negativos
Expresion deSnail2 0,048 Negativos
Expresion dé-oxc2 0,0001 Negativos
Expresion deCadherinas 0,001 Elevado

Como se observa, los TNE de apéndice estan asecmdmtegorias clinico-
patolégicas favorables. Asimismo, las observacianekeculares apuntan en el mismo
sentido: son tumores que conservan la expresidrcadimerina-E y no expresan
marcadores propios de TEM o mesenquimales, lomoddia contribuir a justificar su

comportamiento biolégico poco agresivo.

Por otro lado, consideramos la opcion de realizanélisis de los TNE de forma
independiente segun su localizacion. Sin embargta quedd excluida debido al
namero de casos en cada serie, no suficiente coama pxtraer conclusiones

estadisticamente robustas.

A continuacion se describen los resultados obtsnakd analisis de la serie de
TNE GEP, una vez excluidos los de apéndice (N = 91)

5.2.1. Andlisis inmunohistoquimico en el epitelio i ntestinal sano

Tal y como se observé en el epitelio respiratdadnmunotincion de cadherina-E
(Fig. 37-A) y dep-Caterina (Fig. 37-B), se detectaba en la membcangatron lineal,
ya que ambas forman parte del complejo cadherifa&ienina, indispensable en el

mantenimiento de la homeostasis tisular.

Para todos los represores transcripcionales setdetefial nuclear nula (Snaill-
Fig 37-D; Snail2-Fig. 37-E; Twist-Fig 37-F, Foxc®&F37-G) asi como para la

cadherina-N como para Vimentina (Fig. 37 H-1 resipamente).
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Figura 37: Expresion de marcadores implicados en TEM, epilio intestinal sano

5.2.2. Frecuencias de las valoraciones moleculares en los TNE GEP

Una vez realizado el analisis inmunohistoquimia,obtuvieron las siguientes

frecuencias para cada marcador en la serie de TRE (Gabla 17).

Tabla 17
Frecuenciag
(%)
Expresion Débil 48 (52,7)
cadherina-E | Elevado 43 (47,3)
Patrén Membrana| 70 (76,9)
cadherina-E | Citoplasma| 17 (18,7)
Expresion Débil 45 (49,5)
B -catenina | Elevado 46 (50,5)
Patron Membrana| 60 (65,9)
B -catenina | Citoplasma| 7 (7,7)
Nucleo 7(7,7)
Integridad del| integro 52 (57,1)
complejo Alterado 37 (40,7)
cadh-E-cat.
Expresion Débil 30 (33)

67



cadherina-N Elevado 61 (67)
Patron Membrana| 8 (8,8)
cadherina-N | Citoplasma| 18 (19,8)
Expresion Negativo 45 (49,5)
Snaill Positivo 45 (49,5)
Expresion Negativo 51 (56)
Snail2 Positivo 40 (44)
Expresion Negativo 48 (52,7)
Twist Positivo 43 (47,3)
Expresion Negativo 39 (42,9)
Foxc2 Positivo 52 (57,1)
Expresion Negativo 81 (89)
Vimentina Positivo 10 (11)

Resultados

5.2.3. Asociacion entre las variables clinico-patol  6gicas y valoraciones

moleculares en TNE GEP

De todos los tumores, los TNE G3 (Célula grandeéll@ pequefia) presentaron
las siguientes alteraciones en la expresion IH@slenarcadores de TEM, con mayor
frecuencia que los TNE G1 y G2: patron citoplasmit cadherina-E (p=0,001),
expresion débil dep-catenina (p=0,038), asi como expresion elevadaFokec2
(p=0,015) y una tendencia con nivel elevado delEKp+0,076). (Figura 38 y 39)

Con respecto a la localizacion anatomica, cabedasta diferencia observada en
cuanto a la expresion de Snaill, Snail2 y Foxc2uemores de intestino delgado, que
fue débil en la mayoria de los casos, frente axfaesion de dichos marcadores en
tumores de estdmago, colon-rectal y pancreas (p<faba las tres proteinas). Estos
resultados concuerdan con la supervivencia masrdhi® encontrada para el

subconjunto de pacientes con TNE de intestino {igara 36).

La presencia de necrosis y el grado tumoral seasat a patron citoplasmico de
cadherina-E (p=0,047, p=0,001, respectivamentepresion deébil de cadherina-N
(p=0,004, p=0,003, respectivamente), expresionadiewde Snaill (p=0,043, p=0,035,
respectivamente), y expresion elevada de Foxc2 @p40p=0,005, respectivamente).

En esta serie, al igual que en la de TNE de pulmdrse observé un cambio en el
patron de expresion de cadherinas. Al contraribe cdestacar la asociacién de la
expresion elevada de cadherina-N con las categdaiasmables de las siguientes

variables clinico-patolégicas: necrosis —ausen@ab,004) y grado -G1- (p=0,0001).
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Por otro lado, la localizacion citoplasmatica ddheina-N se asocia con ausencia de
afectacion ganglionar (p=0,04) y estadios temprarlbgp=0,049).

Los tumores de los pacientes con habito alcohdimstraban alteracion del

complejo cadherina/B-catenina (p=0,01).

En la tabla 8.3 del ANEXO se recogen las correfsesoestadisticas entre todas

las variables estudiadas.

Figuras 38 y 39 muestran la expresion de los mareadmplicados en TEM en

los subtipos tumorales en TNE de pulmon.

CNE G3-CG

tumorales de TNEGEP
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Figura 39: Expresién IHQ de Snaill, Snail2, Twistl y Foxc2@nsubtipos tumorales de TNEGEP

5.2.3.1. Diagnéstico diferencial entre subtipos tuarales de TNEGEP

Al igual que en la serie de TNE de pulmoén, se éstédron comparaciones de
cada variable molecular estudiada sobre los grdpasterés en TNEGEP (TNEGA
TNEG2 y CNEG3-CG/s CNEG3-CP) con el fin de encontrar variables mdes que
discriminasen entre subtipos tumorales.

1. Ninguna de las variables consideradas permitfardnar los TNEG1lvs. TNEG2

2. En cuanto a las variables que permitieron dilder a CNEG3-CGrs CNEG3-
CP: se encontraron diferencias significativas dexjaresion débil d@-catenina y de
cadherina-N més frecuentes en los CNEG3-CP quelNEG3-CG. (p=0,009 y

p=0,002 respectivamente).

5.2.4. Asociaciones entre las valoraciones molecula res en TNE GEP

Entre las variables moleculares analizadas en ri@ sie TNEGEP, hay que
destacar que no se observé asociacion entre ladesivde expresion de Snaill y

cadherina-E, aunque si entre la expresion elevadarapresor y la localizacion
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citoplasmatica de la cadherina-E (p=0001) y, potatacon la pérdida de la integridad
del complejo coifg-catenina (p=0,028).
Cabe destacar también que la expresion elevadadieitna-N se asociaba con la

preservacion de la integridad del complejo cadleER-catenina (p=0,04).

Aunque no se observl el cambio de patron de exprede cadherinas, si se
observé asociacion del nivel elevado de Twist, aboludel cambio, con la expresion

elevada de cadherina-N (p=0,021) y con su presemncia membrana (p=0,007).

Los niveles de expresion de Foxc2 se asociabamivates elevados de Snaill
(p=0,0001), Snail2 (p=0,002) y Twist (p=0,001).

En la tabla 8.4 del ANEXO se recogen las correfasoestadisticas entre todas

las variables moleculares consideradas.

5.2.5. Andlisis de supervivencia en TNE GEP

En esta serie, el tiempo de seguimiento medio éuB8Imeses (rango 1-130) y la

tasa de supervivencia acumulada a los cinco a@ogddib6,8%. (Figura 40)

|- Funcion de supervivencia
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Supervivencia acum
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0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (Meses)

Figura 40: Analisis Kaplan-Meier que muestra la supervivande la poblacién global en funcién del
tiempo (meses)

Las figuras 41-44 muestras las curvas de supemizvette la serie TNE GEP
estratificadas segun las siguientes variables cdipatoldgicas: diagndstico, edad,
necrosis, diferenciacion histolégica. De todas \asables analizadas se omiten las
gréficas de superviviencia respecto al grado, éndiitético y %ki67 puesto que van

implicitas en la variable Diagndstico.

Los valores de supervivencia a los cinco afios spomdientes a las diferentes
categorias se recogen en la Tabla 18. Aunque estakados no aportan informacion
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novedosa, si que son utiles como reflejo del ajuela serie en estudio al

comportamiento esperado desde el punto de vistaali
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Figuras 41-44 Funciones de supervivencia, estratificando lasguaes de acuerdo al diagndstico, edad,

diferenciacion histolégica y presencia o auseneiaetrosis

Tabla 18: Variables clinico-patoldgicas que afectaa la supervivencia de pacientes con TNEGEP.

Variable Media SE IC Sup acumalos 5 afios p
(meses) (95%) (%)
Diagnéstico TNE G1 96 7 +15 76,5 0,0001
TNE G2 58 6 +13 54
CNEG3-CG 38 19 138 40
CNEG3-CP 27 7 +13 17,8
Edad <60 86 7 +14 67,8 0,002
>60 54 8 +16 45
Grado tumoral G1 95 7 +15 76,5 0,0001
G2 58 6 +13 54
G3 29 6 +13 21,5
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indice mitotico <2 94 7 +14 75 0,0001
3-20 55 7 +14 45,2
>20 21 7 +13 16,1
% Ki67 <2 93 7 +15 72 0,0001
2-20 57 7 114 63
>20 30 7 +13 23
Diferenciacion BD 89 7 *13 70,1 0,0001
PD 29 6 +13 21,1
Necrosis O] 83 7 +14 68 0,002
) 35 8 +15 24

En cuanto a las variables moleculares derivadadaddeterminacion de la
expresion proteica, cabe destacar el nivel elewm&naill (p=0,023), la pérdida de
integridad del complejo (p=0,039), el patron ciegphatico de cadherina-E (p=0,005) y
la expresion reducida de cadherina-N (p=0,055)etienn impacto negativo en la

supervivencia de los pacientes (Tabla 19) (Figa&a48).
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Figuras 45-48 Funciones de supervivencia, estratificando loseudes de acuerdo a la integridad del

complejo cadherina-B-catenina, expresion de cadherina-N, expresiomdd $ patron de cadherina-E

Tabla 19: Variables IHQ que afectan a la supervivetia de los pacientes con TNEGEP

Variable Media SE IC Sup acum a los 5 afiog p

(meses) (95%) (%)

Integridad del Int 85 8 +16 60,8 0,039

complejo Alt 54 8 15 49,3

cad-E/p-cat

Expresion de D 53 9 +17 37,2 0,055

cadherina-N E 82 7 +15 66,5

Patrén de M 81 7 14 61,2 0,005

cadherina-E C 43 11 22 42,8

Expresion de D 82 7 +14 70 0,023

Snaill E 59 9 *19 42

En el andlisis multivariante de supervivencia (Cer)la que se incluyeron las
variables significativas en el analisis Kaplan Netales como, edad, indice mitoético,
%Ki67, grado tumoral, diferenciacion histolégicatodas las variables moleculares,
mostré0 que las unicas variables con valor prondsintiependiente eran el indice
mitético, con riesgo de muerte por enfermedad 26§ superior, y la expresion de
Snaill, con un riesgo de muerte por enfermedad 2¢fés superior (p=0,0001 y

p=0,054, respectivamente).

5.2.5.1. Diferencias en la supervivencia entre Caroides TNE G1

Los TNE G1 muestran la particularidad de que eldgrae diferenciacion
histolégica no se correlaciona con la invasion taho metastasis. Dado que
constituian un grupo numeroso en esta serie TNE@BER9), lo sometimos a analisis
de supervivencia, con el fin de identificar algwaaiable que tuviese impacto en el
curso de la enfermedad. De todas las incluida$ amadisis univariante, la edad inferior
a 60 afios (p=0,041) y el nivel de expresion elevf&catenina (p=0,037) fueron las
Gnicas variables que identificaban subgrupos ddepgs con mejores tasas de
supervivencia (Figuras 49-50). Del analisis mulisate, se observd una tendencia en
la expresion elevada decatenina con valor prondstico independiente, comiesgo

6,8 veces superior (p=0,073).
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Figuras 49-50 Funciones de supervivencia, estratificando losgmées con TNE G1, de acuerdo a la

edad y expresion deCatenina
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6. DISCUSION

Los tumores neuroendocinos (TNES) constituyen ump@rheterogéneo de
neoplasias poco frecuentes, cuya incidencia ha @tah@ en los ultimos 30 afios.
Presentan una localizacion variada en el organianm]argo de las mucosas de origen
endodérmico, asi como variados grados de malignifladnuchas ocasiones es dificil
establecer este potencial de malignidad, sobrewoddos TNEGEP, ya que no se
observa una correlacién entre la diferenciaciomoliigica del tumor y su agresividad
desde el punto de vista clinico. En el caso deTlN&s de pulmén, si existe una
correlacion clara entre los hallazgos histologigosl potencial de malignidad. Estas
observaciones podrian ser reflejo de una compiejadda, que determinaria el escaso
conocimiento alcanzado hasta la fecha de las basdsculares subyacentes a su

desarrollo.

Nuestro trabajo en los ultimos afios se ha centeadel estudio del proceso de
Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM) en estas nasipls. Las TEM se producen en
el organismo de forma fisiolégica, siendo impreditites en el desarrollo embrionario
y la curacién de heridas. Su activacion patolégicaante la carcinogénesis, favorece la

invasion tumoral que inicia el proceso de metéstasi

Aunque son numerosos los estudios centrados eaipel pe la TEM en invasion
tumoral, buena parte de ellos abordan la cuestitnestrategiag vitro, de utilidad
indiscutible para el avance del conocimiento. Nwestabajo cuenta con el valor
afadido de basarse en el estudio de series refatgas con un namero significativo
de muestras humanas, lo cual permite detectar isteagia de parametros, bien
anatomopatolégicos o moleculares, con potenciatapbn en el ambito clinico (con
valor diagnéstico y/o prondstico).

En los dltimos afios, estudios previos han puestmalifiesto que durante los
primeros pasos de invasion tumoral se producetéaaaion del complejo de adhesion

intercelular cadherina-Ei/catenina™ 2% 2%}

implicado en el mantenimiento de la
integridad de los epitelios sanos. Uno de nuesthpstivos perseguia comprobar si la
integridad de dicho complejo se perdia en los THN&Epulmon y GEPs, asi como la
posible contribucion de los represores transcripades del gen cadherina-E en esta
alteracion, con el fin de esclarecer el mecanismaoinyasion utilizado por estas

neoplasias.
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Para ello, en primer lugar valoramos la expres®estas moléculas en los tejidos
normales, observando que el complejo cadherifiecBtenina presentaba una
distribucion de membrana tanto en el epitelio r@$piio como intestinal, con un patrén
lineal y un nivel de expresion elevado para ambatecnlas. Esta observacion es
compatible con la funcién de dicho complejo en Ediacion de las uniones adherentes

intercelulares y en el mantenimiento de la intemtide los epitelidé”

Con el fin de determinar la importancia de la pnes&on de la integridad del
complejo cadherina-B-catenina en la membrana de los tumores, se digiditos
casos en dos grupos: aquellos que retenian laséprde los dos componentes en la
membrana, y aquellos en los que al menos uno ake edtaba ausente. Asi, la integridad
se perdia en el 62% de los TNE de pulmon. Ademéasstn serie, se observaba una
asociacion significativa de esta alteracion comaées clinicas desfavorables (ganglios
afectados, indice mitético elevado, presencia aeose y consumo de tabaco). Estos
resultados difieren de los descritos por Clavel of§ quienes no encontraron
correlacion entre la expresion del complejo con apetros histopatoldgicos,

probablemente debido al nUmero limitado de casos.

La pérdida de la integridad del complejo cadheBEffaeatenina fue menos
frecuente en la serie de TNEGEP (43% de los casos) se observd asociacion con
ninguna variable clinico-patologica, salvo con ehsumo de alcohol, observacion
descrita también por el grupo de Wang y éb8f.Tan solo el patrén citoplasmico de
cadherina-E se asocio significativamente con losotes de alto grado (CNE G3 de

Célula grande y pequefia), resultados acordes ahéaag cof?®

Estos resultados sugeririan que la alteracion deiptejo podria contribuir de
forma diferencial al desarrollo y agresividad de [BNE de localizacion diversa
(pulmonvs GEP).

Muchos autores han puesto de manifiesto la aséaciaentre la expresion y/o
funcién de la cadherina-E y la capacidad invasiwdod tumores, proponiendo al gen
CDH1 como supresor de invasidfi **3> En nuestro estudio, comprobamos que los
pacientes con TNE de pulmon con niveles reducidescadherina-E, mostraban
afectacion ganglionar con mayor frecuencia quegles presentaban niveles elevados.
Andlogamente, los pacientes sin cadherina-E endmbrana, presentaban también
ganglios afectados con mayor frecuencia que losywwpr@enian el patréon de membrana

de cadherina-E. Estos resultados, junto con losritles por Salon y ¢’y Pelosi y
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col?®* en series de TNE de pulmén, apoyan la idea dereidn del gen d€DH1

como gen supresor de invasién en este tipo de tumor

A diferencia de estos resultados encontrados earla de TNE de pulmédn, en la
de TNEGEP ni la expresion débil de cadherina-E mipatrén deslocalizado de la

membrana se asociaron con afectacion ganglionar.

Un hallazgo comin en ambas series de TNE, fue daistencia del llamado
“switch de cadherinas (definido como el aumento de exjmede cadherina-N, con o
sin reduccion de cadherina-E), un proceso tambiéscrdo en el desarrollo
embrionario, asi como en los procesos de carcir®igry metastasis de otros tipos
tumorales como mama, préstata, vejiga, melanthfa: Nuestros resultados muestran
que la expresion de cadherina-N no aumenta conalggmdad del tumor, sino que
tiende a disminuir, en paralelo a la cadherinadf@dma significativa en la serie GEP).
Resultados semejantes se han descrito para ostemses’, en los cuales niveles
elevados de cadherina-N se asocian con inhibicdia dnigracion celular y metastasis.
Otro equipo observé que los niveles de cadherinarbh independientes de la
malignidad tumoral en astrocitomas, aunque si parfacilitar la diseminacion de los

tumores recidivantes?

Es decir, nuestros resultados reflejan que los leBveelevados de ambas
cadherinas se observan con mayor frecuencia enutosres de bajo potencial de
malignidad y con variables clinicas favorables.uRados en el mismo sentido han sido
descritos por Zynger y c6f> en TNE de pulmén.

Con el proposito de profundizar en el conocimieti¢olos sucesos moleculares
asociados a la pérdida de la integridad del comptedherina-B-catenina en los
TNEs, decidimos valorar la expresion de los fagtate transcripcion responsables de
reprimir el gen de cadherina-E y, por tanto, deofawer el proceso de Transicion
Epitelio-Mesénquima. Estos factores de transcripcBnaill, Snail2, Twist y Foxc2,
han sido ampliamente estudiados en los Ultimos désgués de que se descubriera su
participacion, tanto estudias vitro comoin vivo, en la progresion de muchos tipos
tumorales. Nuestro grupo publico en el afio 2010,ppinera vez, la participacion de
Snail en la malignizaciéon de TNE de pulm8ny son pocos los trabajos que han
revelado la participacion de estos factores e MEGEP.

Conviene apuntar algunas limitaciones de los rada$t publicados, algunos de

los cuales proceden de una valoracion inadecuadda dgefial obtenida tras la
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inmunotincion. En concreto, hay trabajos que sao kenido en cuenta la tincion
citoplasmica de estos factores, incompatible cotodalizacién fisioldgica de estas
proteinas. Entre los estudios que verdaderamentediarado la presencia de Snaill en
el nucleo, mediante el uso de anticuerpos espesjfiestacan aquellos en tumores de

mamd’® melanom&*, colont’® fibrosarcoma$®y en cancer gastrointestifial

En el presente estudio comprobamos que los tejitsnales de epitelio
respiratorio e intestinal, la inmunotinciéon pardaossfactores resultd negativa. Sin
embargo, observamos que las células de los TNEutledép expresaban Snaill y
Snail2, y dicha expresion mostraba un patron imveespecto a la expresion de
cadherina-E, lo cual es compatible con el papetrdespara Snaill y Snail2 como
represores transcripcionales de la cadherina-E.s&loobservé o mismo para la
expresion de Twist ni de Foxc2. Ademas, en lossaea niveles elevados de Snaill y
Snail2 se observaba una pérdida de la integridadaseplejo cadherina-B-catenina
en la membrana, con aumento en la expresion laipppmesenquimal vimentina, tal y

como describen Kokkinos y col. y Satelli y col.e=tudiosn vitro ein vivo™> 23

Respecto a la afectacion ganglionar, es importatgstacar que también
observamos niveles elevados de Snaill, Snail2,tTWwxc2, y Vimentina con mayor
frecuencia en los pacientes con ganglios metassatad como se ha correlacionado en
varios estudids® "% 197 2’Estos resultados apoyan el modelo segin el eyaiopone
a Twist como desencadenante directo de la intraW@sg a Foxc2 como encargado del
mantenimiento del fenotipo mesenquimal, mientras §oaill y Snail2 intervendrian
como desencadenantes del proceso de TEM, reprimieim@éctamente el gen de

cadherina-E>41791%6,

Cabe destacar que estas observaciones no se aomstah los TNEGEP. En
estos tumores, de los cuatro factores de trans@mipenplicados en TEM, solo la
expresion elevada de Snaill se asocidé con el pattoplasmico de cadherina-E tal y
como describié también el grupo de Fendrich y*€blAdemas, en estos tumores se
observé una correlacion entre los niveles de Twide cadherina-N, asi como con su
localizada en el citoplasma, lo cual concuerda elopapel descrito para Twist como
inductor directo de cadhering® Estas relaciones no se presentan en los TNE de

pulmén.

Foxc2 fue el Unico de los factores de transcripadga expresion elevada se

asocio6 con el potencial de malignidad, siendo meuentes en los CNE G3.
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En cuanto a la localizacibn anatdémica, cabe destacaliferente patron de
expresion de estos factores de transcripcion enTNE de intestino (expresion

reducida), en comparacion con los de estomagoremitoy pancreas.

La dificultad técnica de disponer de ARNm de akdidad para los TNEGEP
limitd el abordaje de la valoracion de los nivellesexpresion de ARNm a la serie de

tumores de pulmon.

Tras el analisis de los niveles de ARNm en el ¢efigmoralvs tejido normal de
pulmoén, observamos que, sorprendentemente, losegidle ARNmM de los diferentes
marcadores de TEM fueron en general superiorestefid® normal que en el tumoral,
datos contrarios a los hallazgos obtenidos por IE&Qos resultados se podrian deber, al
menos en parte, a la presencia del abundanteradfltinflamatorio en las muestras
normales de pulmoén, en las que habia un predoneinionacrofagos activos — que
forman parte del lisado tisular sometido al anglg# RT-PCR cuantitativa -. Con las
técnicas de colocalizacién visualizamos la expresié Snaill en los macréfagos
activos, tal y como se ha demostrado recientemeoiteHotz y cot*®. Ademas, no
debemos olvidar que en los tumores, la expresi@nadl es transitoria y localizada en
los frentes de invasién. Estas consideracionesignmo@xplicar ese aumento de sefial de
ARNmM en los tejidos normales respecto a los turaeral

Al comparar los niveles de ARNm y proteina de cadacador, los resultados
mostraron que los niveles de ARNm tanto p&dAll, FOXC2 y TWIST1 eran
semejantes en los tumores que expresaban nivgtes\baltos de las correspondientes
proteinas, hecho que seria compatible con unaa@dgul a nivel posttranscripcional de
los mismos, mecanismo descrito recienteméntalgo similar se constaté para el nivel
de ARNm deCDH1, que era independiente del nivel de la proteinhexanh-E. Este
resultado también seria compatible con la existenale mecanismos
posttranscripcionales y/o posttraduccionales quectafian a la estabilidad de la
proteina y, como consecuencia, a la estabilidadataplejo corf3-catenina. Estudios
vitro, han descrito que las fosforilaciones de residiygsde cadherina-E provocan la
pérdida de los contactos intercelulares en céMREK y A431 (utilizando inhibidores
de tirosina-fosfatas&$, estimulando la fosforilacién en Tyr, por actiatide quinasas

de la familia Src y varios receptores de factorescecimientd'® 24

asi como por
fosforilaciones por CK#Z?3. También se han descrito N- y O-glicosilaciones la

molécula, que favorecerian su acumulacién en @bleisma*® 244
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El hecho de haber encontrado indicios de una Hipatécontribucion de
regulacion posttranscipcional deéDH1 a la malignidad de los TNE de pulmén, es
compatible con la existencia de regulacion traps@nal deCDH1 que se produce en
las TEM, de manera que ambos niveles de regulai@®@erian excluyentes, sino que se
sumarian para justificar la pérdida de expresiégattherina-E asociada a malignidad.
No hay que olvidar que TEM es un proceso muy dinanen el tiempo y de
localizacion puntual en la masa tumoral (en el tdeimvasivo). También conviene
apuntar que estos resultados, derivados del analsi ARNm mediante RT-PCR
cuantitativa deben ser considerados con cautelddae la “contaminacion” de las

muestras con el infiltrado inflamatorio.

De estos resultados también se puede concluir guease imprescindible la
aplicacion de técnicas IHQ en los estudios de T¥#Mjue permiten la identificacion y

localizacion proteica en el frente invasivo.

Con el fin de encontrar variables moleculares gserichinasen distintos subtipos
tumorales, facilitando el diagndstico anatomopaficld se compararon los resultados
de expresion proteica en tumores BICA y en CNCGvs CPCP en la serie de TNE de
pulmén, asi como en TNE G& TNE G2 y en CNE G3 de célula grandgecélula
pequefa en la serie de TNEGEP.

Entre las variables que discriminaron @$ CA cabe destacar los patrones
citoplasmicos de cadherina-Epycatenina (asi como la alteracion de la integrideld
complejo) mas frecuentes en CA que en CT. Los @évbhjos de expresion de ambas
moléculas, asi como la expresion elevada de Sr@ailail2 y Twist, resultaron mas
frecuentes en CPC¥. CNCG, por lo que la deteccion inmunohistoquimieata@tlos
estos marcadores podria tener un valor en el ditigodiferencial de los mencionados

subtipos tumorales.

En cuanto a los TNEGEP, la expresion débil de aauhdN y de nuevo d@-
catenina discriminaba entre CNE G3 de Célula GrasdeNE G3 de Célula Pequefa.
Este resultado es novedoso y aporta una informatidlecular no descrita hasta la

fecha.

Estos resultados resaltan la importancia pracéd&chtenina como un marcador

molecular que discriminaria entre subtipos de TatEa de pulmdn como GEP.

Respecto al analisis de supervivencia de paciecdes TNE de pulmon, las

variables clinico-patolégicas que tuvieron impactbre la supervivencia de los
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pacientes fueron la edad, indice mitético, afeétagianglionar y el consumo tabaco y
todas las variables moleculares. Esta observaceidraysido descrita en trabajos previos
de eséfagt®, vejigd*® gastricod®’, asi como en tumores de célula no peqtiéfiz

Del andlisis multivariante, el indice mitético flaeunica variable con valor pronéstico

independiente.

El subconjunto de casos con diagnostico de CT cateapecialmente nuestra
atencion. Se trata de un grupo de tumores cuyalevol es imprevisible, con algunos
casos que presentan caracteristicas anatomopatofgivorables y un curso clinico
desfavorable. Por ello, intentamos detectar algiamieble que permitiese identificar a
los pacientes con curso clinico adverso, es demir,supervivencia reducida. Para ello,
valoramos el impacto que tenian los parametroscofpatologicos, asi como las

alteraciones moleculares estudiadas en las tasagpdevivencia de los CTs.

Observamos una diferencia significativa en cuantta anfluencia del sexo:
mientras que el 100% de las mujeres permanecias @iVos 10 afios, sélo lo conseguia
el 37% de los hombres. Ademas, cuando el compljiharina-Hi-catenina estaba
alterado, la supervivencia a los 10 afios era dgl, i@nte al 94% de aquellos pacientes
en cuyos tumores el complejo permanecia integrongldia otra variable
anatomopatoldgica ni molecular mostré impacto eaulgervivencia de los CT. Estos
resultados resaltan el potencial valor de la deterodn inmunohistoquimica del
estado del complejo cadheringiatenina para poder identificar a los pacientes co
CT con un pronéstico peor y asi poder someterlesaaenes mas exhaustivos o a
tratamientos adicionales. Todo ello redundarialaoia en un mejor resultado clinico.

En la serie de TNEGEP, como era de esperar, laables clinicopatologicas
como indice mitético, Ki67, grado, diferenciacidbnnecrosis, afectaban
significativamente a los tiempos de superviverErre las alteraciones moleculares, la
alteracion de complejo cadheringfatenina, asi como la expresion elevada de Snaill
y el patrén citoplasmico de cadherina-E, reducethsas de supervivencia de los

pacientes con TNEGEP.

En resumen, nuestros resultados apuntan a la iampoatdiferencial de la pérdida
de la integridad del complejo cadhering-Eatenina en el desarrollo de los TNE segun
la localizacion anatémica, con especial papel srtdmores localizados en el pulmaén,
en los que encontramos indicios de la presencidbkM asociada a malignidad, asi

como de mecanismos postranscripcionales que comtab a la desestabilizacion de
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cadherina-E. Asimismo, este trabajo aporta hernatae moleculares de potencial
utilidad clinica tanto en el manejo de TNE de puinibmo GEP, ayudando en el

diagndstico diferencial y aportando informacionreodl prongstico.

Como continuacion de los estudios presentadosprogonemos ahondar mas en
el conocimiento de las bases moleculares implicadasl desarrollo de estos tumores,
con atencion a vias de sefalizacion intraceluldesspecial importancia, como la
mediada por PI3K/Akt, que podria aportar nuevoscagores de utilidad clinica, tanto
para el refinamiento en el diagndstico, como degstcos de la evolucion clinica o de

la respuesta al tratamientos.
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7. CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos y el papsiridle por los represores del
gen de cadherina-E en la induccion de la Transifitelio-Mesénquima en los
procesos de carcinogénesis, proporcionando a lagasétumorales propiedades

invasivas, extrajimos las siguientes conclusiones:

1. Los niveles elevados de Snaill y Snail2 y laesign de cadherina-E con
aumento de Vimentina citoplasmica, justifican lévacion del programa de TEM en
los TNE de pulmon con una participacion en el pgoageoplasico mas evidente que en
los TNEGEP.

2. En los TNE de pulmén, ademas de la regulacionstr@pcional del gen de
cadherina-E por los represores transcripcionaledyign estar presentes mecanismos de
regulacion posttranscripcional.

3. El cambio de patron de expresion de cadherinawit¢h), relacionado
comunmente con invasion y metastasis en muchos tipmorales, no se produce al
aumentar la malignidad de los TNE. Al contrarionifel de expresion de cadherina-N
sigue un curso parelalo con el de cadherina-E.

4. La deteccion inmunohistoquimica fecatenina podria ser util en la labor del
diagnéstico, ya que contribuye a diferenciar anapatologicamente subtipos
tumorales como CNCG y CPCP en TNE de pulmén y CNEG3y CNG3-CP de
TNEGEP.

5. La deteccién IHQ de la pérdida de integridad dwhplejo cadherina-B/
catenina podria ser util como marcador de prombsiitverso en los TNESs.

6. En TNE de pulmén, el sexo y la pérdida de lagntlad del complejo
cadherina-HJ-catenina, ayudarian a indentificar a los pacientes CT de prondstico
adverso, mientras que en TNEGEP, la expresion débip-catenina permitiria

identificar los casos con TNE G1 con peor pron@stic
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TABLA 8.1. Edad Sexo Sublocal. Tamarfio Ganglios risis IM Diagnéstico Habitos tabaquicos
<57 >57 Q 3 ct P <3cm >3 cm ) (+) ) (+) <2 3-20 >20 cT AC CNCG CPCP ) (+)
D 33 38 19 52 58 12 39 32 32 34 24 32 23 4 22 24 | 4 8 35 20 51
Expresion
. E 34 29 26 37 41 15 41 22 52 11 44 12 41 7 13 42 | 6 10 5 32 31
cadherina-E
p 0,387 0,076 0,026 0,232 0,000 0,000 0,031 0,000 0,007
M 41 24 29 36 45 14 49 16 54 11 53 10 50 3 7 52 2 5 6 39 26
Patron
) (03 22 35 13 44 42 13 24 33 25 29 12 29 11 7 25 117 13 26 9 48
cadherina-E
0,007 0,011 0,444 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
D 30 36 15 51 55 8 31 35 26 35 20 30 18 2 23 20 2 8 36 16 50
Expresion
. E 37 31 30 38 44 19 49 19 58 10 48 14 46 9 12 46 | 8 10 4 36 32
B -catenina
p 0,3 0,009 0,046 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001
M 42 33 32 43 50 18 52 23 61 14 51 20 50 8 13 50 | 7 9 9 41 34
Patrén C 12 19 6 25 24 7 12 19 11 18 6 17 5 2 14 5 2 7 7 1 3 28
p -catenina N 4 4 2 6 7 0 3 5 3 5 0 1 0 1 3 0 1 1 6 0
p 0,269 0,06 0,224 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Integridad del int 33 18 24 27 33 12 38 13 46 5 43 8 42 3 5 42 2 4 3 33 18
complejo Alt 34 49 21 62 66 15 42 41 38 40 25 36 22 8 30 4 2 8 14 37 19 64
cadh-Ep-cat. p 0,008 0,010 0,049 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
D 30 37 12 55 51 13 32 35 40 24 30 22 26 6 22 28 |5 9 25 21 46
Expresion
. E 37 30 33 34 48 14 48 19 44 21 38 22 38 5 13 38 |5 9 15 31 36
cadherina-N
p 0,227 0,000 0,731 0,005 0,536 0,542 0,26 0,26 0,076
M 31 14 25 20 28 15 35 10 35 10 29 11 28 8 8 28 8 7 2 21 24
Patrén
. C 25 31 18 38 46 7 30 26 30 22 25 20 25 0 15 25 0 6 25 21 35
cadherina-N
0,015 0,018 0,041 0,012 0,036 0,105 0,006 0,000 0,353
D 44 29 36 37 52 17 51 22 61 12 55 14 52 9 10 54 19 9 1 44 29
Expresion
Snaill E 23 38 9 52 47 10 29 32 23 33 13 30 12 2 25 12 1 9 39 8 53
nai
p 0,009 0,000 0,606 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
D 46 31 35 42 51 21 51 26 66 11 57 17 53 7 14 55 |7 13 2 43 34
Expresion
Snail2 E 21 36 10 47 48 6 29 28 18 34 11 27 11 4 21 11 3 5 38 9 48
nai
p 0,009 0,001 0,048 0,073 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
D 37 34 26 45 45 21 44 27 57 14 45 20 41 8 17 43 | 7 12 9 37 34
Expresion
Twist E 30 33 19 44 54 6 36 27 27 31 23 24 23 3 18 23 3 6 31 15 48
WISt
p 0,604 0,429 0,010 0,569 0,000 0.03 0.214 0,000 0.001
D 48 44 37 35 68 20 57 35 64 25 58 22 56 6 20 57 |6 11 18 43 49
Expresion
E 19 23 8 34 31 7 23 19 20 20 10 22 8 5 15 9 4 7 22 9 33
Foxc2
p 0,456 0,016 0,436 0,431 0,016 0,000 0,001 0,000 0,005
() 65 61 43 83 91 27 67 49 81 40 67 1 63 10 34 5 6 9 18 34 50 76
Expresion
i ) ) 2 5 1 6 7 0 2 5 40 5 41 2 1 0 1 1 0 0 6 1
Vimentina
p 0,236 0,278 0,267 0,088 0,039 0,314 0,812 0,012 0,179

(0]

op




TABLA 8.2 Expresion de Patron de Expresion de Patron de Integridad del complejo Expresion de Patron de Expresion de Expresion de Expresion de Expresion de
- cadherina-E cadherina-E p-catenina p-catenina cadherina-Ep-catenina cadherina-N cadherina-N Vimentina Snaill Snail2 Twist
D E M C D E M | c | N int Alt D E M c “) (+) D E DI E D E
M 26 39
Patron de
cadherina-E ¢ 34 2
P 0,030
D 52 14 21 35
Expresion de
p-catenina E 19 49 44 22
P 0,000 0,001
M 29 46 51 21 17 58
Patrén de C 21 10 4 25 24 7
p-catenina N 5 3 0 6 7 1
p 0,017 0,000 0,000
Integridad del int 17 34 51 0 9 42 51 0 0
complejo Alt 54 29 14 57 57 26 24 31 8
cadh-E/B-cat
p 0,000 0,000 0,000 0,000
D 35 32 28 33 38 29 31 18 19 48
Expresion de
cadherina-N E 36 31 37 24 28 39 44 13 32 35
p 0,863 0,102 0,08 0,08 0,020
M 22 23 24 19 11 34 30 11 20 25 13 32
Patrén de
cadherina-N 33 23 27 22 35 21 20 15 22 34 21 35
p 0,314 0,945 0,000 0,36 0,601 0,363
) 65 61 63 54 60 66 71 29 50 76 62 64 44 52
Expresion de
N ) 5 2 2 3 6 1 3 2 2 1 6 5 2 0
Vimentina
P 0,306 0,543 0,050 0,065 0,179 0,252 0,07
D 32 41 51 19 26 47 52 10 42 31 32 31 37 22 71
Expresion de
. E 39 22 14 38 40 21 23 21 9 52 35 26 8 34 55
Snaill
P 0,020 0,000 0,001 0,000 0,000 0,118 0,000 0,030
D 31 46 50 24 27 50 54 14 41 36 33 44 34 28 75 61 16
Expresion de
. E 40 17 15 33 39 18 21 17 10 47 34 23 11 28 51 12 45
Snail2
P 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,055 0,009 0,019 000,0
D 39 37 42 24 31 40 45 13 32 39 40 31 28 19 67 49 22 53 18
Expresion de
Twist E 37 26 23 33 35 28 30 18 19 44 27 36 17 37 59 24 39 24 39
P 0,209 0,013 0,169 0,017 0,076 0,119 0,005 0,595 0,000 0,000
D 46 46 53 32 40 52 55 20 41 51 46 46 35 33 87 62 30 62 30 59 33
Expresion de
Foxc2 E 25 17 12 25 26 16 20 11 10 32 21 21 10 23 39 11 31 15 27 12 30
p 0,306 0,002 0,048 0,002 0,022 1 0,045 0,51 0,000 0,001 0,000
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TABLA 8.3. Edad Sexo Localizacion Tamafio Ganglios InvasiGowiar | Necrosis Grado tumoral Estadio Diagnéstico &bitds tabaquicos| Habitos alcohélicg
TNE TNE CNEG3 CNEG3
<57 >57 Q 38 Esto Int. Del Col-Rec Panc <2,7cm >2,7 cm (- (+) () (+) O] (+) Gl G2 G3 1-11 -v Gl G2 (CG) (CP) ) +) -) (+)
D 22 26 28| 20| 8 15 12 13 23 24 33 15 25 23 37 1L 2610 12 22 24 26 10 3 9 12 16 14 14
Expresion de
. E 17 26 21| 22| 10 13 11 9 26 12 24 17 23 20 34 9 437 13 15 22 23 7 2 11 14 13 13 14
cadherina-E
p 0,544 0,364 0,834 0,071 0,409 0,893 0,819 0,787 0,507 0,84 0,504 0,891
M 33 37 33| 37 13 23 15 19 39 26 48 22 36 34 57 1B 3 4 14 13 30 34 43 14 4 9 22 19 24 17
Patron de
. C 4 13 14 3 4 4 7 2 8 9 8 9 9 8 1Q 7 4 2 11 6 11 4 |2 1 10 4 9 2 11
cadherina-E
0,077 0,009 0,261 0,337 0,097 0,911 0,047 0,001 0,393 0,001 0,15 0,007
D 16 29 24| 21| 8 14 11 12 21 24 28 17 22 23 34 1 466 13 20 24 26 6 0 13 17 22 20 19
Expresion de
. E 23 33 25| 21| 10 14 12 10 28 12 3] 15 26 20 7 9 4311 12 17 22 23 11 5 7 9 7 7 9
B -catenina
p 0,164 0,923 0,933 0,03 0,606 0,466 0,574 0,431 0,865 0,038 0,393 0,612
M 27 33 30 | 30 14 18 18 10 32 23 40 20 32 28 45 151 311 18 26 28 31 11 5 13 19 15 20 14
Patrén de (03 2 5 3 4 1 1 1 4 2 5 4 3 6 1 6 1 5 0 2 4 3 5 0 0 2 2 2 2 2
b -catenina N |4 3 6 |1 |2 1 2 2 5 2 5 2 2 5 4| 3 2 2 3 2 5 2 2 0 3 2 3 0 5
p 0,555 0,173 0,336 0,232 0,84 0,097 0,455 0,503 0,529 0,497 0,793 0,049
Integridad del int |25 27 24 | 28| 12 17 13 10 29 18 31 15 27 25 41 1130 |10 | 12 24 | 22 30 10 4 8 16 11 18 9
complejo Alt 13 24 24 | 13| 6 10 9 12 19 18 20| 17 20 17 2B 9 1B6 13 13 24 18 6 1 12 10 18 9 19
cadh-Ep-cat.
p 0,224 0,081 0,52 0,341 0,098 0,843 0,724 0,459 0,121 0,242 0,08 0,01
D 11 19 20| 10| 8 6 10 6 17 13 18 12 14 16 18 1 1 315 13 17 12 3 0 15 13 17 12 18
Expresion de
. E 28 33 29| 32| 10 22 13 16 32 23 47 20| 34 27 3 8 3714 10 24 29 37 14 5 5 13 12 15 10
cadherina-N
p 0,403 0,085 0,237 0,893 0,498 0,415 0,004 0,003 0,864 0,0001 0,522 0,14
M 3 5 3 5 2 0 2 4 4 4 7 1 3 5 8 0 5 2 1 6 2 5 2 0 1 5 3 5 3
Patron de
. (03 5 13 11| 7 2 9 2 5 8 10 8 10 8 10 1 3 14 2 2 ¢ 12 | 14 2 0 2 9 9 11 7
cadherina-N
0,62 0,265 0,103 0,793 0,04 0,741 0,22 0,644 0,049 0,644 0,555 0,946
D 22 23 21| 24| 8 22 9 6 27 13 30| 15 21 24 39 6 2B 107 17 22 28 10 1 6 9 13 11 11
Expresion de
Snaill E 16 29 27 18 10 5 14 16 21 23 24 17 26 19 31 14 307 18 20 23 20 7 4 14 17 16 16 17
p 0,2 0,205 0,001 0,067 0,66 0,291 0,043 0,035 0,791 0,076 0,44 0,912
D 22 29 25| 26| 8 22 11 10 25 22 31 20 22 29 40 1L 4712 12 20 28 27 12 3 9 14 18 15 17
Expresion de
Snail2 E 17 23 241 16| 10 6 12 12 24 14 29 12 26 14 31 9 425 13 17 18 22 5 2 11 12 11 12 11
p 0,951 0,297 0,039 0,355 0,361 0,038 0,915 0,344 0,532 0,475 0,531 0,698
D 24 24 26 22 7 19 14 8 26 18 33 15 25 23 38 1 2710 11 18 26 27 10 1 10 13 17 13 17
Expresion de
Twist E 15 28 23] 20| 11 9 9 14 23 18 24 17 23 20 33 1p 427 14 19 20 22 7 4 10 13 12 14 11
p 0,146 0,948 0,074 0,78 0,409 0,893 0,781 0,569 0,475 0,462 0,522 0,349
D 20 19 18| 21| 4 24 7 4 24 10 26 13 18 21 36 3 2b 104 15 19 25 10 1 3 7 9 9 7
Expresion de
Foxc2 E 19 33 31 21 14 4 16 18 25 26 33 19 30 22 35 i 47 21 22 27 24 7 4 17 19 20 18 21
p 0,16 0,202 0,0001 0,049 0,751 0,275 0,004 0,005 0,944 0,015 0,737 0,496
“) 32 49 43 | 38 18 26 18 19 45 31 52 29 43 38 2 1p42 16 23 31 42 42 16 4 19 22 27 22 27
Expresion de
y . +) 7 3 6 4 0 2 5 3 4 5 7 3 5 5 9 1 7 1 2 6 4 7 1 1 1 4 2 5 1
Vimentina
p 0,06 0,679 0,137 0,397 0,717 0,854 0,332 0,542 0,295 0,543 0,313 0,075
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TABLA 8.4 Expresion de Patron de Expresion de Patron de Integridad del complejo Expresion de Patron de Expresion de Expresion de Expresion de Expresion de
o cadherina-E cadherina-E B-catenina B-catenina cadh-E/B-cat cadherina-N cadherina-N Vimentina Snaill Snail2 Twist
D E M [¢ D E M | [ | N int Alt D E M c ) (+) D E D E D E
M 36 34
Patrén de
cadherina-E ¢ 10 ’
P 0,584
D 29 16 32 11
Expresion de
. E 19 27 38 6
B-catenina
P 0,027 0,16
M 28 32 52 8 27 33
Patrén de C 5 2 4 3 4 3
B-catenina N 4 3 3 4 1 6
p 0,428 0,007 0,221
Integridad del int 23 29 52 0 21 31 52 0 0
complejo Alt 25 12 18 17 24 13 8 7 7
cadh-E/B-cat
p 0,029 0,0001 0,023 0,0001
D 13 17 20 9 20 10 18 3 13 17
Expresion de
. E 35 26 50 8 25 36 42 4 39 20
cadherina-N
p 0,207 0,056 0,021 0,085 0,039
M 4 4 7 1 4 4 7 0 0 7 1 0 8
Patron de
. (03 12 6 15 3 16 2 10 1 0 8 10 1 17
cadherina-N
p 0,42 0,786 0,03 0,412 0,04 0,497
“) 41 40 62 16 40 41 53 7 46 33 28 53 6 16
Expresion de
_— &) 7 3 8 1 5 5 7 0 0 6 4 2 8 2
Vimentina
p 0,247 0,501 0,971 0,406 0,915 0,355 0,365
D 24 21 40 2 22 23 31 1 2 30 13 12 33 4 7 42
Expresion de
E E 23 22 29 15 23 22 28 6 21 24 18 27 4 11 38
Snaill
P 0,833 0,001 0,833 0,096 0,028 0,18 0,597 0,18
D 29 22 40 10 29 22 34 4 28 22 17 34 2 14 48 32 19
Expresion de
. E 19 21 30 7 16 24 26 3 24 15 13 27 6 4 33 13 6 2
Snail2
P 0,375 0,9 0,1 0,364 0,599 0,933 0,011 0,079 0,006
D 26 22 39 8 26 22 31 2 5 27 21 21 27 0 10 43 29 18 32 16
Expresion de
. E 22 21 31 9 19 24 29 5 25 16 9 34 8 8 38 16 27 19 24
Twist
P 0,774 0,521 0,342 0,274 0,652 0,021 0,007 0,854 0,02 0,031
D 24 15 31 6 19 20 24 2 2 23 15 6 33 1 10 34 31 7 29 10 29 10
Expresion de
Foxc2 E 24 28 39 11 26 26 36 5 29 22 24 28 7 8 47 14 38 22 30 19 33
p 0,146 0,501 0,904 0,73 0,729 0,002 0,04 0,629 0,0001 0,002 0,0001
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Tabla 8.1.: Correlaciones estadisticas entre las va  riables clinico-patoldgicas y valoraciones molecula res de IHQ en TNE de Pulmon.
Tabla 8.2.: Correlaciones estadisticas entre las di  stintas valoraciones moleculares por IHQ en TNE de Pulmon
Tabla 8.3.: Correlaciones entre variables clinico- patoldgicas y valoraciones moleculares por IHQen T  NEGEP

Tabla 8.4.: Correlaciones estadisticas entre las di  stintas valoraciones moleculares por IHQ en TNEGEP

Abreviaturas: D: débil; E:elevada; M: membrana; C:citoplasmanldlear; Int: intregro; Alt: alterado; (-): ausen(+): presente; Est: estdbmago; Int Del: intestietgado; ColRec: colon-recto; Panc:

pancreas; Ct: central; P: periférico; A: ambas.
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