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ABREVIATURAS

ACNS: adenocarcinomas nasosinusales

CECC.: carcinomas escamosos de cabeza y cuello

CENS: carcinomas epidermoides nasosinusales

CGH: hibridacién genémica comparativa (“Comparative Genomic Hybridization")
EDTA: &cido etilendiaminotetracético

FN: fosas nasales

HE: hematoxilina-eosina

ITAC: variante de adenocarcinoma nasal tipo intestinal (“Intestinal Type-

Adenocarcinoma’)

ITAC-3: linea celular proveniente de un ACN tipo ITAC

IHQ: inmunohistoquimica

Microarray-CGH (m-CGH): "Microarray Comparative Genomic Hybridization"

MLPA: amplificacion mdultiple de sondas dependiente de ligacion (“Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplification’)
NC-4: linea celular proveniente de un CENS
SP: senos paranasales

TNM: clasificaciébn de tumores basada en tamafio, metastasis ganglionares y

metastasis a distancia
VAS: via aerodigestiva superior

VPH: virus del papiloma humano
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Introduccion

1.1 Presentacion del problema

Los tumores malignos originados en las fosas nasales (FN) y senos
paranasales (SP) tienen caracteristicas propias que los diferencian del resto de
neoplasias de la via aerodigestiva superior (VAS). Su baja incidencia y alta diversidad
histolégica son un obstaculo para su estudio, al no haber centros que concentren
series amplias y experiencia suficiente para establecer protocolos terapéuticos
consensuados’. Los tipos histopatolégicos mas frecuentes son los carcinomas, entre
los que destacan los adenocarcinomas nasosinusales (ACNS), concretamente la
variedad tipo intestinal (ITAC), y los carcinomas escamosos nasosinusales (CENS).
Ambas estirpes histopatolégicas difieren de otros tumores malignos de la VAS en que
su etiologia no se relaciona de manera directa con el tabaco y alcohol, aunque si con

algunas actividades profesionales.

Aunque la histopatologia de ACNS y CENS es distinta, comparten similitudes
como su origen anatomico y comportamiento clinico. En la dltima década se ha
avanzado mucho en los procedimientos diagnosticos y terapéuticos, no obstante la
supervivencia no ha experimentado cambios sustanciales. Esta circunstancia obliga a
buscar nuevas estrategias de diagndstico precoz por medio de la biologia molecular,
ademas de nuevos agentes antitumorales contra dianas moleculares especificas para

estos tumores.

En los Ultimos afios se han desarrollado modelos funcionales, in vitro, con
lineas celulares e in vivo, con modelos animales, con aplicacion al estudio del cancer y

al desarrollo de nuevas terapias.

Nuestro grupo ha establecido lineas celulares de ACNS y CENS, ademas de
haber realizado estudios en modelos animales con lineas celulares de carcinoma

escamoso de cabeza y cuello (CECC).

Los modelos funcionales, tanto in vitro como in vivo, han sido utilizados para
estudiar la eficacia de diversos agentes terapéuticos que frenan el crecimiento tumoral.
Los modelos animales tendrian mayor fiabilidad biol6gica que las lineas celulares,
siendo su desarrollo especifico en cada tumor, un paso necesario para introducir

nuevos farmacos en la terapia de estos pacientes.
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Introduccion

1.2 Estado actual del conocimiento de los tumores malignos

nasosinusales

1.2.1 Generalidades

Las FN y SP son la parte inicial de la VAS y se localizan anatébmicamente en el

centro del macizo facial®.

Las FN son dos cavidades separadas entre si por el tabique nasal, compuesto
por una parte posterosuperior 6sea (lamina perpendicular del etmoides y vémer) y una
anteroinferior cartilaginosa (cartilago cuadrangular o septal). En las paredes de las FN
se disponen unas prominencias llamadas cornetes (inferior, superior y medio) entre los

cuales se forman unas escotaduras llamadas meatos (Figura 1)**.

Los SP son cavidades aéreas excavadas en los huesos craneales, que
constituyen expansiones de las FN. Existen 4 pares de SP dispuestos de forma
simétrica: frontales, etmoidales, maxilares y esfenoidales. Los SP comunican con las

FN a través de los meatos por medio de estrechos orificios (Figura 1).

Seno
esfenoidal

Figura 1. Corte sagital donde se observa la pared lateral de fosa nasal. Se observan los cornetes

inferior y medio que delimitan los meatos

La histologia de la FN se divide en tres zonas: vestibular, respiratoria y
olfatoria. El vestibulo nasal esta cubierto por piel con epitelio pavimentoso
gueratinizado. La zona respiratoria consta, de superficie a profundidad, de epitelio,
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Introduccion

lamina basal y corion o lamina propia, siendo el epitelio de tipo respiratorio ciliado, con
cuatro tipos de células: cilindricas ciliadas, cilindricas no ciliadas, caliciformes y
basales. La zona de transicién entre la zona vestibular y la respiratoria tiene una
estrecha franja de células cilindricas altas y bajas no ciliadas. En el techo de las FN se
encuentra la zona olfatoria donde el epitelio respiratorio se sustituye por epitelio

olfatorio sensorial.

1.2.2 Aspectos clinico-patoléogicos de los tumores malignos

nasosinusales

La mayoria de los tumores malignos nasosinusales son carcinomas y dentro de
ellos tienen una especial relevancia los CENS y los ACNS. Estos ultimos se dividen en
dos tipos: intestinal (ITAC, “Intestinal Type-Adenocarcinoma”) y no intestinal. En

nuestra descripcién nos centraremos en los CENS y en la variedad ITAC de los ACNS.
1221 Epidemiologiay clinica

Los carcinomas nasosinusales suponen el 0,2-0,8% de todos los tumores
malignos humanos y el 3-6% de los originados en cabeza y cuello, con una incidencia

aproximada a 1 caso/100.000 habitantes/afo.

Los ACNS representan el 8-25% de todos los tumores malignos nasosinusales,
siendo la incidencia en Europa de 0,18 caso0s/100.000 habitantes/afio®®. Su
localizacién mas frecuente es el etmoides y la parte superior de las FN (85%), seguida
del seno maxilar (10%), siendo excepcional en el resto de cavidades sinusales. La
edad de presentacion es de 50-60 afios. La distribucion segun el sexo es de 4:1 para
los varones’. Tienen un crecimiento lento, lo que hace que el diagndstico sea tardio,

con un intervalo de 6-8 meses desde los primeros sintomas hasta su confirmacion *.

Los CENS representan en la mayoria de las series entre el 40-80% de los
tumores malignos nasosinusales, siendo el tipo histolégico mas frecuente en las FN y
SP®1%_ Se localizan fundamentalmente en los senos maxilares y en la FN°. La edad de
presentacion se sitla entre los 60-70 afios, aumentando su incidencia de forma

gradual a partir de esa edad™'. Se dan més en varones con una relacién 2-3:1'?
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Introduccion

Ambas estirpes histopatolégicas (ACNS y CENS) comparten caracteristicas
similares, ya que sus sintomas iniciales son anodinos e inespecificos, presentando la

mayoria de los pacientes, obstruccién nasal, epistaxis y rinorrea.
1.2.2.2 Etiopatogenia

En los tumores malignos de FN y SP se han visto implicados diversos
carcinégenos ambientales, virus y agentes fisicos como la radioterapia (RT). El factor
de mayor riesgo es la inhalacion de téxicos y polvo organico. Se ha constatado que al
menos el 40% de estos tumores se deben a actividades profesionales relacionadas
con la industria textil, calzado, madera, curtidos, metalurgia y la exposicién a

formaldehido, niquel, cromo y polvo de madera.

La variedad ITAC de los ACNS esta relacionada con la exposicion profesional
al polvo de maderas® duras (ébano, roble y haya). Se estima que el riesgo para
desarrollar un ITAC en estos trabajadores es 500 veces superior al de la poblacion
masculina no expuesta y casi 900 veces al de la poblacion general. No se ha
encontrado hasta la fecha que el polvo de madera tenga efecto oncogénico, por lo que
se ha sugerido que este efecto se debe a la inflamacion cronica. Se ha observado que
los ACNS relacionados con la exposicion al polvo de madera muestran niveles
elevados de COX-2, a diferencia de los CENS, reforzando la implicacion de la

inflamacién crénica en la tumorogénesis en los ITAC™.

En los CENS, al igual que en los ITAC, se desconoce el mecanismo de
tumorogénesis, aunque se ha descrito su relacion con la exposicion crénica al polvo de

maderas blandas (abeto, pino)*>***

y agentes quimicos como el asbesto, cromo,
niquel y arsénico. El Virus del Papiloma Humano (VPH)'®, en sus serotipos 16y 18, ha
sido aislado en el tejido tumoral de los CENS. Se ha tratado de implicar al VPH en el
proceso de malignizacion de los papilomas invertidos a carcinoma escamoso, pero el
mas favorable de los estudios sélo muestra esta relacion en el 10%™**%  En
estudios mas recientes se rebaja ain mas la prevalencia del virus hasta el 4,1%%.
Otro factor que si parece tener especial relevancia en la génesis de los CENS es la

patologia inflamatoria nasosinusal previa, observandose en el 25% de los casos.
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Introduccion

1.2.2.3 Histopatologia

En los ACNS la clasificacion mas utilizada es la de la WHO que los divide en
dos categorias: 1) Tipo intestinal o ITAC y 2) Tipo no intestinal. El ITAC es el mas
frecuente, siendo histopatolégicamente similar al adenocarcinoma de colon. Segun
Barnes® y Kleinsasser’ dentro del ITAC hay varios subtipos: papilar o de célula
cilindrica | (PTCC-I), colonico (PTCC-II), solido (PTCC-IIl), mucinoso y mixto. El mas
frecuente es el coldnico (40%), seguido del sélido (20%), papilar (18%), mucinoso y
mixto (22%) (Figura 2). No existe una lesion precursora definida, pero se han descrito
fendmenos de displasia, metaplasia cuboidal, intestinal, escamosa e hiperplasia

cilindrocelular en la vecindad del tumor®.

Figura 2. Tipos histopatologicos de ITAC (HE). A) Papilar o PTCC-I (X10). B) Col6nico o PTCC-II (X20).
C) Sodlido o PTCC-III (X20). D) Mucinoso (X40). E) Mixto o transicional con zonas de caracteristicas
papilares y mucinosas (X20). F) Los lagos de mucina se pueden ver en la mayoria de los ITAC (X20)
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Los CENS se originan en la mucosa respiratoria de las FN y SP. Se sugiere
gue podrian surgir a partir de la transformacién metaplésica del epitelio respiratorio
normal, aunque no esta comprobado. Son carcinomas de tipo epidermoide o
escamoso, constituidos por trabéculas o nidos de tamafio variable, distintos grados de
atipia citolégica y de queratinizacién en forma de disqueratosis o globos corneos
(Figura 3).

Figura 3. Carcinoma epidermoide bien diferenciado (HE x4)

1.2.2.4 Estadificacion

En ambos tipos de tumores (ACNS y CENS) la clasificacion més utilizada es el
TNM de la Unién Internaciénal contra el cancer (UICC)® (72 edicion, 2010), que no
presenta cambios significativos en esta localizacion respecto a la previa (62 edicion,
2002)¥. Se basa en tres categorias: extension tumoral (T), afectaciéon de ganglios
linfaticos regionales (N) y existencia de metastasis a distancia (M). Segun se combinen

estas categorias se definen siete estadios (Anexo 1).
1.2.25  Tratamiento

No hay un consenso establecido respecto al tratamiento Optimo de los
carcinomas nasosinusales, debido al nimero reducido de pacientes, su gran variedad

histolégica y la complejidad anatémica de la region.
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En los ACNS y CENS el tratamiento principal es basicamente quirdrgico, con
abordajes amplios, a menudo mutilantes, para obtener méargenes de seguridad
adecuados. La cirugia se complementa con RT postoperatoria cuando la lesion esta
localmente avanzada, los margenes quirdrgicos estan afectados o el tumor muestra un
patrén de mayor agresividad (diseminacion perineural, embolismos vasculares). Hay
autores que administran RT y quimioterapia (QT) de manera concomitante, como
tratamiento Unico en los CENS, con supervivencia similar, menor morbilidad y mejores

resultados funcionales y estéticos”®***,

1.2.2.6 Prondstico

La histopatologia de los carcinomas nasosinusales guarda relacion con el
pronostico. Asi, el ACNS tiene mejor pronéstico que el CENS, y ambos mejor que el
indiferenciado. La ausencia de sintomas especificos hace que la mayoria de los
pacientes presenten un estadio avanzado (60%T3 y T4) en el momento del
diagnédstico®. Los factores que influyen en el desarrollo de recidivas y en la
supervivencia son el tamafio de la lesion (categoria T), la extension intracraneal o a la

region orbitaria posterior y la afectacién de los ganglios linfaticos (categoria N)**.

En los ACNS la recidiva local es la principal causa de muerte, ya que las
metéstasis ganglionares y a distancia son escasas®. La supervivencia a los 5 afios no
supera el 20-50%''%?°, Actualmente ha mejorado ligeramente, considerandose del
60% a los 5 afios®. En los CENS la recidiva local y las metéstasis a distancia suponen
la principal causa de muerte con una supervivencia global a los 5 afios del 30-

50%34,35,36
1.2.3 Aspectos genéticos de los tumores malignos nasosinusales

En los ACNS y CENS se han descrito patrones de alteraciones cromosémicos
y génicos especificos. Sin embargo, en la actualidad, no se conocen los pasos
genéticos de la carcinogénesis ni las vias moleculares de progresion de estos
tumores. Seria de gran interés disefiar un modelo de progresion tumoral donde encajar
las alteraciones genéticas, tanto precoces como tardias, con el fin de establecer un
patron génico de progresion®’. Los trabajos realizados hasta ahora han ido

encaminados a dilucidar el proceso de progresion genética.
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1231 ACNS

Las mutaciones de TP53 son muy frecuentes (18-77%) en la mayoria de los

1,35,38

estudios publicados , confirmando este hecho con LOH en el locus 17p13, donde

se demuestran en el 50%. Se han observado menos mutaciones en K-ras (0-15%), por

S3940  Las

lo que parecen tener un papel limitado en el desarrollo de los ACN
mutaciones en H-ras también han sido detectadas, observando peor pronostico en los

pacientes que las presentan®.

Mediante inmunohistoquimica (IHQ) se ha visto que EGFR se expresa en 1/3
de los ACNS, alcanzando niveles altos el 14,5%%. La sobre-expresion es mas
marcada en los pacientes expuestos al polvo de madera, respecto a los dedicados a la
industria textil y a los no expuestos. Otras mutaciones estudiadas en los ACNS,
frecuentemente descritas en adenocarcinomas de colon, originarian pérdida de
expresion en pl6, APC y R-catenina. En nuestro grupo recientemente se ha
encontrado positividad para p53 en un 72% de los casos, no relaciondndose con
estadio, invasion intracraneal, recidivas, metastasis y supervivencia, aunque si, de
manera significativa, con la exposicién al polvo de madera, pero no con el tabaco®.
Otros estudios previos habian mostrado una positividad para p53 en el 52% de los
ACNS*,

Se han observado deleciones cromosémicas en 3p25, 3p14, 4925, 5914, 7p13,
8p23, 10925, 11p13, y 18g21. Concretamente en los ITAC, por medio de Hibridacion
Gendmica Comparativa (CGH), se describieron ganancias en 5p, 7q, 8q, 12p y 20q,
pérdidas en 4q, 5q, 8p, 17p y 18p, y amplificaciones en Xq13, Xg23, Xq25-26%. Otro
grupo que realizd, asimismo, la técnica de CGH en 42 ACNS y encontré6 como
ganancias mas frecuentes: 12p, 7q, 8q, 20q, 11q, 22 y 1q; dentro de las pérdidas
destacaron: 5q, 189, 4, 8p, 9p, 64, 17p, 3p, 13q y 21*°. En nuestro grupo, se realiz6 el
analisis de 22 ITAC por medio de CGH obteniéndose como ganancias mas frecuentes:
5p15, 20013 y 8q24 y pérdidas en: 4q31-qter, 18q12-22, 8p12-pter y 5q11-gter®.
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1.2.3.2 CENS

La mayoria de las alteraciones cromosomicas identificadas hasta la fecha,
afectan a loci cromosomicos similares a los previamente descritos en el CECC,

aunque la etiologia de los CENS es marcadamente diferente al resto de CECC.

La pérdida de la region 9p21 es la alteracion cromosdmica mas frecuente en
los CECC (70%), siendo un evento precoz en la progresion tumoral*®*’. En esta region
se localizan los genes supresores pl6 (CDKN2A), pl4°*F pi5, pl8 y p19,

relacionados con la progresion del ciclo celular y los fenémenos de senescencia®’.

En la region 16g22.1 se encuentra CDH1, frecuentemente implicado en el
CECC, que cadifica la glicoproteina E-Cadherina (ECAD). CDH1 es un gen supresor
de tumores cuya pérdida promueve la invasion tumoral y el desarrollo de metastasis
en varios tipos de cancer. ECAD es una molécula de adhesion intercelular de las
células epiteliales dependiente de Ca*?, que juega un importante papel al establecer y
mantener las conexiones intercelulares. La disfuncion del complejo ECAD/catenina

esta directamente implicado en el proceso de tumorogénesis®.

El gen Rb (13g14.2) actia como supresor de tumores y codifica una proteina
implicada en la regulacion del ciclo celular y en la reparacion del ADN dafiado, con

efecto en la apoptosis y diferenciacion celular®.

El gen PTEN (109g23.3) al perder su funcion amplifica la sefial PI3K y promueve

la tumorogénesis en varios modelos experimentales de cancer™.

El gen MYC (8g24.21) actia como oncogén e interviene en la progresion del
ciclo celular, la apoptosis y la transformacion celular. Sus alteraciones a nivel
cromosémico, génico y de expresion (translocacion, reagrupamiento, mutacién y

sobreexpresion) se han demostrado en numerosos tumores humanos®.

La pérdida de la region 17p13 se considera un evento tardio en la progresion
de los CECC. En esta regién se encuentra el gen supresor de tumores TP53 que se
encuentra alterado en la mayoria de los tumores humanos. La pérdida de TP53
promueve la transformacion desde el fenotipo preinvasivo al invasivo, inhibiendo la

apoptosis, permitiendo vivir a las células a pesar de tener alterado su ciclo celular. La
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mutacion de TP53 ha sido descrita en el 79% de los tumores de cabeza y

Cue”o?:7,51,52,53

La amplificacion de la regién 1113 se observa en mas del 30% de los CECC™,
ocasionando la amplificacion del proto-oncogén CCND1, conocido como PRAD1, que
codifica la proteina ciclina D1. Esta proteina activa la via de fosforilacion Rb y facilita el
paso G; a S en el ciclo celular. La amplificacion de CCNDL1 y la sobre-expresion de
ciclina D1 se han asociado a peor pronéstico en el cancer de laringe e hipofaringe®®.
En la region 11q13 también se encuentra el oncogén CTTN1, que codifica la proteina

de adhesién celular cortactina®.

Recientemente se han llevado a cabo estudios de secuenciacion en el exoma
del CECC que muestran nuevas mutaciones no tan conocidas como las descritas
anteriormente. Entre ellas destacan las observadas en NOTCH1 y FBXW?7,
recomendando nuevos estudios en estas regiones para dilucidar su implicacién en los
CECC**",

Nuestro grupo ha realizado recientemente el estudio génico en los CENS por
medio de microarray-CGH (m-CGH) y MLPA demostrando alteraciones similares a las
descritas en los CECC. Los hallazgos mas importantes fueron las pérdidas en 1p, 3p,
9p, 1liqgter, 17p,18q; las ganancias en 3qd, 5p, 7p, 8q, 11g13 y 20q; y las
amplificaciones en 11q13 (CCDN1 y CTTN1), 7p12 (EGFR) y 11p13 (CD44)*. En un
estudio posterior se estudiaron concretamente EGFR y HER2® observando que el
11,4% de los CENS tenia amplificacion de EGFR vy el 14,6% ganancia de HER2. Las
respectivas proteinas se sobre-expresaban en el 24% y 12% de los casos, aungque no
de forma simultanea. La amplificacion de EGFR vy la sobre-expresién de su proteina se
relacionan con las adenopatias metastasicas, la afectacion orbitaria y las recidivas

precoces®.

Otro dato interesante de estos estudios es la relacién entre la ganancia de
PTPN1 (20g13.2) y las metastasis tumorales (linfaticas y a distancia), como también

se observo en el cancer gastrico, urotelial y colorrectal®.

Por Ultimo, la mutacién de K-ras sélo se describe en el 1% de los CENS**°.
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1.3 Modelos funcionales

1.3.1 Lineas celulares

Las lineas celulares procedentes de tumores humanos son una fuente ilimitada
de células para realizar analisis reproducibles a nivel molecular, genético e
inmunoldgico®. Las lineas celulares tienen ventajas sustanciales que las han
convertido en uno de los modelos experimentales mas empleados en la investigacion
oncoldgica. Estas ventajas podemos resumirlas en que no plantean problemas éticos
ni legales y en la posibilidad de asociar experimentos en animales y con farmacos
antitumorales. Ademas, las lineas celulares son mas puras y mas homogéneas que el
tumor del que proceden, facilmente propagables, genéticamente manipulables y

permiten reproducir los resultados® >,

El mecanismo de transformacion-progresion del cancer puede ser genético o
irreversible y/o epigenético y potencialmente reversible. Asi, las células tumorales in
vitro adaptan su fenotipo, por mecanismos genéticos y epigenéticos, a las condiciones
a las gue son expuestas. Las lineas celulares procedentes de una muestra tumoral
suponen un momento concreto en la evolucion y reflejan sélo una secuencia de su
historia natural®.

Por tanto, como inconvenientes o limitaciones de las lineas celulares de un
tumor debemos considerar la inestabilidad genémica inherente a las células tumorales
gue hace surgir células con caracteristicas distintas a las originales. Otro
inconveniente es la contaminaciéon cruzada con otros tipos celulares por lo que es
necesario verificar su pureza mediante andlisis de cariotipo o del ADN. En la
actualidad se estima que el 20% de las lineas celulares estan errbneamente
designadas por la contaminacion cruzada. Se recomienda demostrar la autenticidad de
las lineas celulares antes de iniciar un ensayo preclinico®*®®. Ademas, las condiciones
del cultivo de la matriz extracelular hacen que cambie la expresion génica, la
morfologia y la condensacion de la cromatina de las células in vitro. Por ultimo, hay
gue considerar las infecciones de Mycoplasma que pasan inadvertidas y pueden

modificar las propiedades del cultivo celular.
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Las lineas celulares pueden ser un modelo inadecuado en experimentos con
farmacos antitumorales aunque no hay que olvidar que se trata de células muy
seleccionadas, obviando otras células del tejido tumoral como fibroblastos y células

endoteliales ®'.

Podemos concluir, respecto a las lineas celulares, que la interpretacion de los
resultados obtenidos debe hacerse desde la perspectiva de complejidad y
heterogeneidad de los tumores sélidos y que seria conveniente extremar la atenciéon

en cada proceso del establecimiento de una linea celular®.

En los CECC las lineas celulares comenzaron a desarrollarse a principios de
los afios 50 (Hep2, Hep3 y KB), hasta la actualidad en que hay méas de 300 lineas
establecidas, de ellas 85 validadas, si las comparamos con las 70, 60 y 10 existentes
en los carcinomas de mama, colon y préstata, respectivamente®. No obstante, la
mayoria de lineas celulares de CECC disponibles en el ATCC (“American Type Tissue
Collection”) derivan de tumores de lengua, aunque existen muchas localizaciones

donde los CECC pueden desarrollarse®.

Un hecho a tener en cuenta es que los tumores de algunas localizaciones de
las VAS estan relacionados con infecciones viricas, como la orofaringe con el VPH
(serotipo 16, 18, 33) y la nasofaringe con el virus de Epstein-Barr. Ademas, los CENS
no estan directamente relacionados con el alcohol y el tabaco, factores de riesgo
propios del CECC de otras localizaciones, como la laringe e hipofaringe. Por tanto,
impera la necesidad de desarrollar modelos especificos para cada localizacion y asi

poder dilucidar sus caracteristicas y diferencias.

Hay descritas hasta ahora ocho lineas celulares procedentes de CENS como

se observa en la tabla 1.
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Tabla 1. Lineas celulares descritas en CENS.

RPMI 2650 Septum nasal 1963 Moore GE®?
MC Seno maxilar 1980 Nakashima T%
UM-SCC-3 Vestibulo nasal 1981 Krause CJ®°
AM-HN-5 Recidiva FN 1997 Kim SY®
UT-SCC-53  Senos paranasales* 2007 Lin cJ%
UM-SCC-33 Seno maxilar 2010 Brenner”®
USC-HN-1 Seno maxilar 2010 Liebertz®
UM-SCC-85 Recidiva FN 2011 Zhao™

*No se especifica el lugar de origen

En este punto conviene mencionar que la linea RPMI 2650, procedente de un
carcinoma epidermoide originado en el septum y la UM-SCC-3 originado en el
vestibulo nasal, proceden de tumores que no son considerados estrictamente CENS y

por tanto el grupo quedaria reducido a 6 lineas.

Recientemente se ha publicado la linea UM-SCC-104, derivada de un
carcinoma recurrente de cavidad oral que, aunque no estaria originada en un CENS,

tendria interés al ser VPH + y tener cancer stem cells™.

En los ACNS se ha avanzado mucho en describir sus cambios genéticos, sin
embargo, el desarrollo de ensayos preclinicos y nuevas terapias se ha visto frenado
por falta de modelos experimentales apropiados. En 1981 se intentd desarrollar una
linea celular de un tumor etmoidal, pero sélo se obtuvo crecimiento de fibroblastos y
células no tumorales®. Nuestro grupo ha establecido y publicado recientemente una
linea celular derivada de un ACNS (ITAC, subtipo colonico), denominada ITAC-3, que

se perfila como una herramienta (til para estudiar este tumor (Anexo 4)™.
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1.3.2 Modelos animales

El Consejo Nacional de Investigacion (“National Research Council” o NRC) de
EE.UU. propone varios términos para definir el modelo animal de laboratorio. Entre
ellos podria tener validez: “animal en el cual la biologia y el comportamiento pueden
ser estudiados”, o bien que “permite investigar procesos patolégicos espontaneos o
inducidos”, y por ultimo “que el proceso a investigar en el animal se parece en uno o

mas aspectos al mismo proceso observado en humanos u ofras especies animales”.

Se dice que la bondad del modelo animal depende de su capacidad para
aportar resultados extrapolables a la especie humana o a otras especies animales. Se
han utilizado numerosos modelos animales en los estudios de biologia estructural y
funcional. Los modelos animales deben ser categorizados para que sean adecuados a

la investigacion que se va a realizar.”

Asi, teniendo en cuenta la finalidad del estudio, pueden ser exploratorios, con
el proposito de entender el mecanismo biolégico, 0 mecanisticos asociados a una
funcion biol6gica anormal. Un tercer grupo de modelos animales son los predictivos,
utilizados para investigar y cuantificar el impacto de un ensayo terapéutico (eficacia,

efectos secundarios).

En nuestra investigacion trabajamos con ratones nude que entrarian en la
categoria de modelo animal espontaneo, pues la mutacion genética que poseen se
genera de forma natural como consecuencia de variaciones genéticas. Se obtienen
por seleccion entre animales consanguineos o genéticamente uniformes. Los ratones
nude se ha difundido mucho a nivel comercial en los laboratorios de investigacion con
el sobrenombre de “ratones atimicos””>. Presentan un fenotipo inmunodeficiente por
una mutacion alélica recesiva en el cromosoma 11. Los ratones no rechazan los
injertos por lo que han tenido gran utilidad en los transplantes de tumores
xenogeneicos. Los defectos mas notorios observados en los ratones homocigotos son
la ausencia de pelo y la disgénesis del epitelio timico, debido a una mutacién puntual
en el gen winged helix (Foxnl), con expresion exclusiva en la piel y el timo. Los

ratones nude poseen un timo rudimentario que permanece pequefio y quistico durante
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toda la vida, con reduccion severa en el numero de linfocitos T funcionales por falta de

maduracion.

Respecto a la aplicacion de los modelos animales murinos en la investigacion
oncolégica, existen varias maneras de desarrollar el tumor. La més extendida es la
creacion de un modelo xenoinjerto subcutaneo, que consiste en implantar,
subcutaneamente en el lomo de ratones inmunodeprimidos, células tumorales
provenientes de un cultivo celular (200.000-1 millén de células)’. Para conseguir el
crecimiento de células humanas los animales no pueden ser inmunocompetentes,

siendo los ratones nude los mas adecuados para estos experimentos.

Se dispone también de ratones portadores de una Inmunodeficiencia
Combinada Severa (SCID), aunque son menos utilizados. La necesidad de que sean
inmunodeprimidos es una limitacion, ya que impide las interaccion del tumor con el
sistema inmune vy limita los ensayos con agentes inmunomoduladores™’’. Ademas,
son animales fragiles, dificiles de manejar e incapaces de tolerar tratamientos con

quimioterapicos agresivos’®.

Los modelos animales mediante xenoinjertos heterotopicos (subcutaneos) con
ratones inmunodeprimidos son los mas usados, sobre todo en las primeras fases de
una investigacion en oncologia. El motivo de su eleccion es que técnicamente no
plantean dificultades, su coste es bajo, permiten inyectar gran cantidad de células para
asegurar el crecimiento tumoral, son adecuados a muchos tipos tumorales y permiten
observar el desarrollo del tumor. La limitacion mas comentada en la literatura es la
pérdida de interaccion entre la célula tumoral y el ambiente especifico que rodea al
tumor en la especie humana, lo que resta fidelidad para reproducir el desarrollo en

67879 Asi, en los ensayos realizados en animales con CECC,

determinados tumores
se ha observado que los modelos subcutaneos dan lugar a tumores encapsulados, de
aspecto benigno, que no reflejan la agresividad que presentan en humanos. Por esta
condicién no se considera un modelo apropiado para el estudio de la diseminacion

linfatica ni hematégena®.

El modelo xenoinjerto subcutaneo se ha aplicado en el CECC desde principios
de los 80. Asi, en 1984, se implantaron muestras tumorales “en fresco” procedentes de

130 CECC humanos en el tejido subcutdneo de ratones atimicos, observando el
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desarrollo de tumores en el 26% de los casos®™. En 1985 se emplearon células
tumorales cultivadas previamente, procedentes de lineas celulares de CECC,
obteniendo tumores subcutaneos en el 76%%. Desde entonces se ha empleado el
modelo subcutaneo en muchos experimentos, tanto para complementar el estudio de
las caracteristicas tumorales, como formando parte de ensayos preclinicos para testar

nuevos agentes antitumorales.

Para superar las limitaciones propias del modelo subcutaneo se desarroll6 el
modelo xenoinjerto ortotépico, que consiste en implantar células tumorales en el
mismo lugar donde se desarrolla el tumor en los humanos. De esta manera se
solventa el problema de la interaccién del tumor con el ambiente y permite observar
las vias de diseminacion local y la capacidad para desarrollar metastasis linfaticas y a

distancia76,78,79,80,83

En el modelo ortotépico desarrollado en animales se han empleado de forma
novedosa los sistemas de imagen utilizados en humanos, como son la tomografia por
emision de positrones (PET), la resonancia magnética, los ultrasonidos, asi como la
obtencion de imagenes por bioluminiscencia o fluorescencia. Concretamente estos
ultimos sistemas de imagen molecular no invasiva han sido utilizados para estudiar la
migracién de células embrionarias y el destino de las stem cell con el fin de monitorizar

el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis®*.

El modelo de xenoinjerto ortotépico ha sido aplicado también al CECC, incluso
en tumores de la glandula tiroides®™. En 1980 se inyectaron células tumorales en la
lengua de ratones atimicos desarrollando tumores en el 86% de los casos’
Posteriormente, se implantaron células tumorales en el suelo de la boca de ratones
atimicos a través de la region submandibular®®®’. En afios sucesivos se han extendido
los experimentos con este modelo, la mayoria implantando células tumorales en la
lengua de ratones atimicos y estudiando diversos parametros como la invasion local y
el desarrollo de metastasis linfaticas y a distancia. Nuestro grupo realiz6 un modelo
murino ortotdpico mediante la inyeccion intraoral y submucosa en el suelo de la boca
de una linea celular derivada de un carcinoma escamoso glético. Se obtuvieron
tumores localmente agresivos, con invasion de muasculo y tejido conjuntivo, en el 90%

de los casos. Todos los animales que desarrollaron tumores presentaron invasion de
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los vasos linfaticos y metéstasis ganglionares regionales, pero ninguno desarrollé

metastasis hematogenas®.

Al contrario de lo que ocurre en las localizaciones mas frecuentes del CECC,
en la FN y SP hay escasos trabajos con modelos ortotopicos. En 2008 se desarrollo el
primer modelo murino de xenoinjerto ortotépico nasosinusal utilizando células de dos
lineas celulares, una de un carcinoma escamoso y otra de un carcinoma adenoide
quistico, que se inyectaron en el paladar blando y en el seno maxilar de ratones

atimicos®.

Los dos modelos animales expuestos, xenoinjerto subcutdneo y ortotopico, al
usar células cultivadas, con un ndmero limitado de lineas celulares, presentan una
poblacion celular homogénea muy seleccionada, a diferencia de lo que ocurre en los

tumores solidos que son muy heterogéneos®.

Para solventar ese problema se podrian extraer células directamente del tumor,
sin cultivar previamente. Esta idea es atractiva, pero aun no existen suficientes
estudios que demuestren su fiabilidad. Ademas, el implantar células tumorales con
alteraciones genéticas establecidas no permite estudiar el desarrollo desde estados
preinvasivos. Para el estudio de modelos de progresion desde formas preinvasivas
seria mas apropiado utilizar modelos modificados genéticamente, que fuesen

portadores de una mutacién conocida, precursora de un determinado tumor.

Como reflexion final, los xenoimjertos, tanto subcutdneos como ortotépicos,
sobre todo los ultimos, con las limitaciones sefialadas, pueden ser herramientas Utiles
para la investigacion de la biologia tumoral y el desarrollo de nuevas terapias en los
tumores malignos de cabeza y cuello, debiendo extender su uso a localizaciones adun

poco estudiadas.

1.4 Modelo teoérico

El marco tedrico de esta investigacion viene respaldado por los siguientes

conceptos.

Las células de los tumores malignos de FN y SP humanos se pueden cultivar in

vitro. Se obtiene asi una linea celular estable que permite su reproduccién durante
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afios y proporciona una gran cantidad de células con caracteristicas similares. En
estas células podemos estudiar fundamentalmente su genotipo, que deberia ser
similar al del tumor origen. En ellas también podrian realizarse ensayos in vitro para

probar la eficacia de distintos agentes terapéuticos.

Contar con estas lineas celulares, especificas para cada tipo de tumor, nos
permitiria implantar de células en animales para desarrollar un modelo in vivo. Si las
implantamos en el tejido celular subcutaneo de ratones inmunodeprimidos podemos
observar su comportamiento y capacidad invasiva local y a distancia. Si las
implantamos ortotépicamente en FN y SP podemos conocer con mas exactitud las

vias de diseminacion y progresiéon (Figura 4).

Si tratamos al raton con un agente terapéutico especifico contra una diana
molecular, previamente establecida podriamos seleccionar el agente antitumoral méas
relevante para ensayos clinicos de fase Ill y conocer las alteraciones génicas que

condicionan tumores mas agresivos y resistentes.

Modelo xenoinjerto
% ortotdpico

Cultivo celular ]

Modelo xenoinjerto
subcutaneo

Figura 4. Marco tedrico de la investigacion. Cultivo celular procedente del tumor origen con el que

se pueden desarrollar estudios in vitro y modelos animales (subcuténeo y ortotdpico) in vivo
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Conocer las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de una determinada linea
celular nos permitira corroborar que procede del tumor que la origind y por tanto darle la
validez necesaria para realizar futuros estudios. Asi, las alteraciones genéticas mas
significativas se deberian encontrar tanto en el tumor origen como en la linea celular. Si
no estuviesen en el tumor origen, pero si en la linea, podria suponer una mutacion

nueva a tener en cuenta en ulteriores investigaciones.

Si implantamos esa linea celular en un animal inmunodeprimido (in vivo) en un
modelo subcutaneo animal, podriamos desarrollar tumores inducidos y determinar si

esas células son capaces de sobrevivir e invadir fuera del medio en el que viven.

Si implantamos esa misma linea, pero en la localizaciébn anatémica similar a la
del tumor origen en un modelo ortotopico animal, es decir en FN y SP, podriamos
desarrollar tumores en esa localizacién y conocer las vias de diseminacién y su

capacidad invasiva en tejidos blandos y hueso.

Si comparamos in vitro el ADN del tumor origen con el de la linea celular
implantada y el tumor animal inducido podriamos identificar las similitudes y diferencias

génicas mas llamativas.

En ambos modelos animales se podrian realizar ensayos con farmacos

antitumorales para observar su efecto sobre el desarrollo tumoral.
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Objetivos

Realizar un modelo xenoinjerto murino mediante un Xxenoinjerto

subcutaneo implantando las lineas de células tumorales ITAC-3 y NC-4.

Disefar y realizar un modelo murino mediante un xenoinjerto ortotépico
implantando en las fosas nasales y senos paranasales las mismas lineas

celulares.

En los tumores murinos producidos, describir los patrones de
crecimiento e invasion, histopatologico y genético con MLPA y m-CGH, asi

como la expresién proteica mediante IHQ.

Comparar los patrones genéticos y de expresion de los tumores murinos
con el de los tumores origen y las lineas celulares, con el fin de establecer
similitudes y diferencias, ademas de confirmar la fidelidad de las lineas y

modelos.
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Material y Método

4.1 Seleccidon de las muestras tumorales

Para realizar este estudio utilizamos 2 lineas celulares, una procedente de un
ACNS, denominada ITAC-3 previamente establecida’; y otra, procedente de un

CENS, denominada NC-4, recientemente caracterizada, pendiente de publicacion.

La linea ITAC-3 se obtuvo a partir de una muestra de un ACNS primario
originado en un paciente varén de 74 afios de edad, que habia trabajado durante 12
aflos como carpintero, 30 afios previos al diagnéstico, y no habia sido tratado
previamente. El tumor asentaba en el seno etmoidal izquierdo, ocupando toda la FN
con invasion del etmoides contralateral y afectacion de la lamina cribiforme y
duramadre. No presentaba invasion cerebral en el momento del diagnéstico. El
tratamiento realizado consistié en reseccién quirdrgica, con margenes libres de tumor,
y RT post-operatoria. El tumor era un T4bNOMO de acuerdo a la clasificacibn TNM de
la UICC?. La histopatologia definitiva de la neoplasia fue de adenocarcinoma de tipo
intestinal (ITAC), colénico (0 PTCC Il ), segin la clasificacionn de Barnes® y
Kleinsasser’. Actualmente el paciente ha fallecido como consecuencia de la

enfermedad.

La linea NC-4 se obtuvo a partir de una muestra de un CENS primario
originado en una paciente mujer de 73 afios, a la que se le diagnosticé un tumor de
seno maxilar que no invadia érbita ni endocraneo. La paciente no habia sido tratada
previamente. El tratamiento realizado consistié en reseccién quirdrgica con margenes
libres de tumor y radioterapia postoperatoria. ElI tumor era un T3N2cMO segun la
clasificacion TNM de la UICC?. La histopatologia definitiva fue de carcinoma
escamoso poco diferenciado e infiltrante. Tras 10 meses libre de enfermedad presento
una recidiva locorregional que se rescatd con cirugia. Mas adelante tuvo otra recidiva
no susceptible de tratamiento curativo que fue tratada de manera paliativa, falleciendo

la paciente con posterioridad.

En ambos pacientes se obtuvo el consentimiento informado para el estudio de

las muestras biolégicas.
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4.2 Diseno de la investigacion

En el estudio se ha seguido un disefio de tipo experimental en el que se

pueden diferenciar dos partes:

1. Desarrollo de modelos animales in vivo, consistentes en implantar las lineas
celulares ITAC-3 (ratas y ratones) y NC-4 (ratones) siguiendo los modelos
xenoinjerto subcutaneo y xenoinjerto ortotopico en FN y SP.

2. Estudio genético y de expresién proteica por medio de m-CGH y MLPA (P084 y
P105) e IHQ de los tumores origen (ACNS y CENS) y murinos producidos, asi

como de las lineas celulares ITAC-3 y NC-4.

4.3 Obtenciobn de muestras del tumor de origen v

establecimiento de las lineas celulares

Las muestras de tumor origen se extraen en quir6fano, eliminando las zonas
macroscopicamente necroticas y se introducen en el medio de cultivo correspondiente
dependiendo del tipo de tumor. En el caso del ACNS se transfieren a un tubo estéril
con medio de cultivo HuMec, libre de suero (Invitrogen, Barcelona, Espafia),
suplementado con extracto de pituitaria bovina y la mezcla de suplemento HuMec, L-
Glutamina y Penicilina/Estreptomicina. En el caso del CENS se transfieren de la
misma forma a un medio de cultivo MEM con 10% FCS (foetal calf serum), NEAA
(non-essential amino acids), L-Glutamina y Penicilina/Estreptomicina. En ambos casos
se tomaron muestras para cultivo y se introdujo una parte del tumor en RNA later para,

posteriormente, extraer ADN y realizar los estudios génicos.

Realizados tres lavados con PBS, el tejido tumoral se corta en mudltiples
fragmentos y se transfiere a tubos de cultivo secos de 25 cm? que se cubren con una
gota de medio de cultivo (HuMec o MEM, segun sea ACNS o CENS), incubando a
37°C al 5% de CO,. El crecimiento inicial de células tumorales y fibroblastos se
observa a los 7 dias. El sobrecrecimiento de fibroblastos se previene realizando
tripsinizaciones selectivas repetidas. Después de un periodo de 2 meses se realiza el
primer “pase” y a partir de los 4 meses, cuando las células crecen mas rapido, se
realizaran pases sucesivos de manera regular. La linea ITAC-3 lleva en cultivo mas de

2 afos y ha sido “pasada” mas de 90 veces. NC-4 lleva en cultivo 9 meses con mas de
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90 “pases”. Se comprobo la posible contaminacion con Mycoplasma utilizando el “kit”
de deteccion LONZA MycoAlert (LONZA, Rockland CE, USA) (Figura 5).

Figura 5. Lineas celulares ITAC-3 (A) y NC-4 (B) en cultivo

4.4 Experimentos con animales

4.4.1 Lineas celulares

En los ensayos realizados utilizamos las lineas celulares ITAC-3 y NC-4
previamente mencionadas. Las células se extraen de las botellas para realizar el
conteo celular mediante un hemacitometro (Figura 6). Una vez realizado, se
resuspenden en PBS (phosphate buffered saline) un nimero variable de células,
segun cada modelo animal. Las células se introducen en tubos eppendorf estériles y

en una cubeta con hielo hasta el momento de la inyeccion.
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Figura 6. Extraccion de las células de las botellas con el medio de cultivo (izquierda). Hemacitémetro y

microscopio para el conteo celular (derecha).
4.4.2 Animales

Para los diferentes experimentos utilizamos varias especies de animales.
Todos ellos se mantuvieron y controlaron en el Bioterio de la Universidad de Oviedo
cumpliendo los criterios del protocolo de bienestar animal. Los procedimientos
empleados fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario Central
de Asturias (HUCA).

El nimero total y tipo de animales estudiados consistié en:

- 2 ratas wistar y 2 ratones swiss machos de 5 semanas de edad. Con ellos se

llevé a cabo el ensayo control.
- 4 ratas nude macho de 5 semanas.
- 40 ratones nude macho de 5 semanas.

Los animales inmunodeprimidos (nhude) se mantuvieron siempre en un
microambiente libre de patdgenos. Se emplearon jaulas estériles equipadas con filtros
de aire HEPA, dispuestas en una unidad especial de aislamiento. Los animales se
alimentaron con pienso irradiado (Panlab) y agua autoclavada, a la que se afadia
tetraciclina al 0,1%. Los animales se manejaron en todo momento bajo condiciones de

rigurosa asepsia.
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4.4.3 Ensayo control

El primer ensayo que realizamos con los animales fue la inyeccion del
colorante azul de metileno en su FN. La finalidad de este experimento fue ejercitar la
técnica de inyeccion en la FN, calcular el volumen que podiamos inyectar y asegurar la
viabilidad del experimento al ver la distribucion del colorante en el epitelio respiratorio.

Se utilizaron 2 ratas wistar y 2 ratones swiss machos de 5 semanas. Los 4
animales vivos se anestesiaron con éter y, una vez dormidos, se introdujo la aguja
subcutanea 3G por una FN, inclindndola ligeramente hacia la pared lateral hasta
contactar con el hueso. Se inyectd lentamente un volumen de 30uL de azul de
metileno contenido en una jeringa de insulina. La zona aproximada de puncion y la

profundidad a la que se introdujo la aguja se muestran en la figura 7.

Figura 7. Seccién medio-sagital de la cabeza y esquema de un ratén swiss con la aguja introducida por la

narina de la FN.

Pasados 45 minutos, sacrificamos los animales introduciéndolos en una
camara de CO, Las cabezas se seccionaron con una guillotina y se fijaron en formol
al 10% durante 24 horas. A continuacion se introducen en medio EDTA 0,5 M para su
decalcificacion (1 semana). Posteriormente se incluyeron en parafina realizando 3
cortes sagitales, uno medio y 2 laterales (Figura 8). Los cortes se tifilen con
hematoxilina-eosina (HE) y se observaron al microscopio 6ptico para ver la
distribucion del colorante. Se valoré el depdsito del pigmento en el epitelio respiratorio

ciliado como aproximacion al experimento con las lineas celulares.
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Figura 8. Seccion medio-sagital de cabeza de rata wistar tras la inyecciéon con azul de metileno.

4.4.4 Ensayos con NC-4
4441 Modelo subcutaneo

Implantamos 300.000 células NC-4 resuspendidas en 100 ul de PBS en el
tejido celular subcutaneo del lomo de 5 ratones nude (grupo a NC-4, tabla 2). Para
realizar la inyeccion no fue necesario anestesiar a los animales ya que exige un tiempo
muy corto y es practicamente incruento (Figura 9).

Figura 9. Inyeccién en el tejido subcutaneo del lomo de un ratén nude.

4.4.4.2 Modelo ortotdpico

Los animales se anestesiaron con una combinacion de Clorhidrato de Ketamina
(Imalgene® 500mg, 75mg/Kg) y Medetomidina (Domtor®, 0,5mg/Kg), mediante una
inyeccion intraperitoneal (Figura 10).

Utilizamos una jeringa de insulina de 1ml y una aguja de 30G, como
previamente describimos en el apartado de ensayo control (4.4.3).
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Figura 10. Procedimiento anestésico en el modelo ortotopico. Farmacos anestésicos (izquierda) y técnica

de inyeccion intraperitoneal (derecha).

Tras esperar unos minutos, una vez dormidos los animales, se introduce la
aguja 30G por la FN derecha, ligeramente inclinada hacia abajo y hacia la pared lateral
hasta que tocamos el hueso. La suspension celular se introduce lentamente desde la
jeringa de insulina, colocando a los animales en la jaula con la cabeza ligeramente

inclinada hacia arriba (Figura 11).

Figura 11. Inyeccion en FN de rata (izquierda) y ratén (derecha).

Para la realizacién del modelo ortotopico con la linea NC-4 realizamos varios
experimentos en los que varié la cantidad/concentracion de células implantadas, el

namero de animales y el momento del sacrificio (Tabla 2).

Tabla 2. Experimentos en modelos animales con la linea NC-4. Se indica nimero de animales,

namero de células, concentracion y semana de sacrificio.
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. Subcutaneo Ortotopico SEERE
Animales . . .
(n° células) (n° células) sacrificio
Ratones
a 5 300.000/100p1* 5
nude
Ratones
b 5 150.000/30pl* 15
nude
Ratones
o) 10 2.000.000/60pl* 8-12
nude
Ratones
d 5 3.000.000/70ul* 9-21
nude

* medio PBS

El ndmero total de animales empleados para los ensayos con NC-4
(subcutaneo y ortotépico) fue de 25 ratones nude, que se clasificaron en grupos (a, b,
c y d) en funcion del experimento llevado a cabo en cada caso (Tabla 2).

4.4.5 Ensayos con ITAC-3

4451 Modelo subcutaneo

En este modelo realizamos tres experimentos con la linea ITAC-3 que diferian
segun el numero de células implantadas y el tipo y nUmero de animales utilizados vy el
momento del sacrificio. EI motivo de los cambios fue el resultado inicial negativo,
intentando en cada nuevo ajuste aumentar el niumero de células para lograr el
desarrollo de un tumor xenoinjerto. La técnica de la inyeccion se realizo en el tejido
celular subcutaneo del lomo del animal y fue similar a la descrita en el apartado
4.4.4.1. En los primeros experimentos se eligi6 la rata por su tamafio 4 veces superior

al del raton, ya que, a priori, resultaba técnicamente mas sencillo (Figura 12).

En 5 ratones nude (grupo e ITAC-3) implantamos, de manera simultanea,
células en el tejido celular subcutdneo del lomo (modelo subcutédneo) y en la FN
derecha (modelo ortotopico) como se describird en el siguiente apartado. Todos los
experimentos realizados en el modelo subcutaneo con la linea ITAC-3 se resumen en
la tabla 3, donde al igual que en caso de NC-4 los clasificamos en grupos (a, b, ¢, dy
e). En este modelo subcutaneo para ITAC-3 se emplearon 12 animales: 2 ratas nude y
10 ratones nude (5 en combinacion con el ortotépico).

Tabla 3. Experimentos en modelos animales con la linea ITAC-3.

58



Material y Método

_ Subcutaneo Ortotépico Semana
Animales . . o
(n° células) (n° células) sacrificio
a Ratas nude 2 300.000/100p1* 6
Ratas nude 2 150.000/100ul* 6
Ratones
c 5 300.000/30yul* 23
nude
Ratones
d 5 150.000/30pul* 16
nude
Ratones
e 5 4.600.000/200u1*  2.000.000/70ul* 27
nude+

* medio PBS, + un raton murid al dia siguiente de la implantacion de manera espontanea

Figura 12. Inyeccion en el tejido subcutaneo del lomo de una rata.

4.45.2 Modelo ortotopico

Realizamos varios experimentos eligiendo en primer lugar ratas nude y
posteriormente ratones nude. La técnica de inyeccion es la misma que la descrita para
la linea NC-4 (apartado 4.4.4.2). Todos los experimentos realizados en el modelo
ortotépico con la linea ITAC-3 se resumen en la tabla 3. Como se menciondé en el
apartado anterior en 5 ratones nude del grupo e (ITAC-3) se implantaron, de manera
simultdnea, células en la FN derecha (modelo ortotopico) y en el tejido celular

subcutaneo del lomo (modelo subcutaneo).

En este modelo ortotépico para ITAC-3 se emplearon 12 animales: 2 ratas
nude y 10 ratones nude (5 en combinacion con el modelo subcutaneo). Por tanto, el
namero total de animales empleados para los ensayos con ITAC-3 en ambos modelos
(subcutaneo y ortotdpico) ha sido de 4 ratas nude y 15 ratones nude (5 en experimento
conjunto).
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4.4.6 Sacrificio de animales y procesamiento de las muestras

Los animales utilizados en los experimentos se sacrificaron al introducirlos en
una camara cerrada de CO,. Se sacrificaron cuando aparecieron noédulos o tumores

visibles o cuando se deterioraba su estado general.
4.4.6.1 Modelo subcutaneo NC-4

Los animales se sacrificaron al observar la aparicién de nddulos en la zona de
la implantacién. Una vez sacrificados se procede a la extraccion de los nédulos,
tomando una muestra del nédulo mas llamativo (perteneciente al grupo a de la tabla 2)
gque se introduce en solucion RNA later para extraer posteriormente su ADN. El resto
de las muestras tisulares se fijan en formol 24 horas para ser incluidas en parafina. Se
cortaron en secciones de 4um, tinéndose con HE. Los detalles del momento del

sacrificio se exponen en la tabla 2.
4.4.6.2 Modelo ortotopico NC-4

Los animales se sacrificaron al observar crecimiento tumoral macroscépico en
el dorso nasal o en la regién del seno maxilar o al apreciar un deterioro del estado
general de los ratones. El momento del sacrificio se expone en la tabla 2. Una vez
sacrificados se procedié a seccionar sus cabezas mediante una guillotina especifica.
Las cabezas se introdujeron en EDTA durante 6 dias para decalcificarse. Una vez
decalcificadas se realiz6 un corte sagital en la linea media y luego varios cortes
paralelos al anterior, abarcando la zona correspondiente al etmoides. Las muestras se
fijaron en formol durante 24 horas. Las secciones de tejido se incluyeron en bloques
de parafina para, posteriormente, realizar cortes de 4um de espesor que se tifieron
con HE ratones del grupo ¢ (NC-4) murieron al dia siguiente de la implantacién y no

pudieron ser procesados al encontrarse en estado de descomposiciéon (Tabla 2).

Un ratén del grupo e (NC-4) no fue procesado como los anteriores, sino que al
sacrificarlo y seccionarle la cabeza, se realizé un corte medio-sagital y se extrajo una
muestra del tumor, que se encontraba en el dorso nasal, para introducirlo en RNA later
y extraer su ADN. El resto de la cabeza se introdujo en formol y se procesd como el

resto para el estudio anatomopatolégico.
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4.46.3 Modelo subcutaneo ITAC-3

Los animales se sacrificaron sin observar crecimiento tumoral macroscopico,
salvo un ratén del grupo e (ITAC-3) con implantacién conjunta (subcutanea y nasal) en
el que observamos un pequefio nédulo en el lomo a la 222 semana de implantacion.
Los animales se sacrificaron de la forma descrita con anterioridad (Figura 13). El
momento del sacrificio se expone en la tabla 3.

Figura 13. Sacrificio de 4 ratones a los que se ha extirpado el tejido subcutaneo y la piel en la zona de

implantacion.
4.4.6.4 Modelo ortotdpico ITAC-3

Los animales se sacrificaron sin observar crecimiento tumoral en ningln caso.
El proceso de seccidn de las cabezas, decalcificacion, inclusion y tincion de los tejidos

es el descrito en el apartado 4.4.6.2. El momento del sacrificio se expone en la tabla 3.

4.5 Caracterizacion genética

Siguiendo el disefio del estudio (apartado 4.2) y una vez definida la
metodologia de los modelos animales (xenoinjertos subcutaneo y ortotopico) se
describen los procedimientos empleados en el estudio genético-molecular. En primer
lugar se hace mencion de las técnicas de caracterizacion genética, para continuar en

el siguiente apartado con las referentes a la expresion proteica.
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En el estudio genético utilizamos el ADN procedente del tumor primario origen,
las células cultivadas in vitro y los tumores murinos. Una vez extraido el ADN se
estudia por medio de m-CGH y MLPA (Tabla 4), con el fin de establecer similitudes y
diferencias en el perfil génico de los distintos tejidos originados de la misma estirpe
celular.

Tabla 4. Técnicas genéticas empleadas en las diferentes muestras estudiadas.

. Linea .
Tumor origen Tumor murino
celular
ACNS ITAC-3
Microarray-CGH
CENS NC-4 Subcuténeo y ortotépico
ACNS ITAC-3
MLPA
CENS NC-4 Subcuténeo y ortotépico

4.5.1 Extraccion de ADN

El protocolo de extraccion de ADN para todas las muestras se realiz6 en base
al uso de columnas de afinidad (QlAamp®, QlAgen, Valencia, CA, USA). Este “kit”
contiene dos tampones de lisis (ATL y AL), dos tampones de lavado (AW1y AW2) y
un tampon de elusion (AE). EI ADN se obtuvo a partir de tejido fresco de los tumores
humanos origen (ACNS y CENS) introducido en RNA-later. Se obtuvieron también
muestras de tejido fresco de un tumor murino subcutaneo y otro nasal desarrollados

en los ratones implantados con NC-4.

Las muestras tisulares mencionadas se extraen del RNA-later, se descongelan
a temperatura ambiente, se lavan en PBS y se disponen en una placa Petri. Con
ayuda de dos bisturis, se disgregan mecéanicamente, cortandolas en pequefios
fragmentos que son depositados en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.

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

de proteinasa K, se mezcla bien y se deja incubando a 56°C toda la noche.

A la mafnana siguiente se afaden 200 puL de tampdén AL (QIAgen), se agita
enérgicamente y se incuba a 70°C durante 10 minutos. A continuacion se afiaden 200
ML de etanol absoluto y se agita enérgicamente durante 15 segundos para precipitar el
ADN. Posteriormente se aplica el contenido del tubo de microcentrifuga a una columna
de afinidad (QIAamp®) que se coloca en un tubo de recoleccion de 2 mL. La columna
y el tubo de recoleccion se centrifugan durante 1 minuto a 8.000 rpm vy el filtrado es
eliminado. Posteriormente se procede a la purificacion del ADN afiadiendo sobre la
columna 500 pL del tampon AW1, centrifugando a 8.000 rpm durante 1 minuto. Tras
eliminar el filtrado se continua con un segundo lavado anadiendo a la columna 500 pL
del tampén AW2 y centrifugando a 14.000 rpm durante 3 minutos. Se coloca la
columna de afinidad en un nuevo tubo de microcentrifuga y se afiaden 200 uL de agua
destilada para eluir el ADN de la columna. Se incuba durante 1 minuto y se centrifuga

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

La concentracion y la pureza del ADN obtenido se determinan midiendo su
absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un espectrofotometro NanoDrop 1000 (version
3.1.0), (NanoDrop Technologies Inc.). La absorbancia a 260 nm nos indica la
concentracion de ADN que tenemos en nuestra muestra, mientras que la relacion
A260/A280 sefiala el grado de pureza de la muestra. Se consideran aceptables
purezas con valores mayores de 1,5 (6ptimo 1,7-1,9). Mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 1% se puede comprobar que la extraccion de ADN ha sido correcta.
4.5.2 Técnica de la MLPA

La MLPA es una técnica de biologia molecular que permite amplificar en un

tnico experimento mdltiples secuencias distintas de ADN 0 ARNm®°.

Para los experimentos de MLPA se utilizé el ADN procedente de los tumores
origen, lineas celulares (ITAC-3 y NC-4) y tumores murinos inducidos, extraido segun

el protocolo descrito en el apartado 4.5.1.

En cada experimento se utilizaron un minimo de 8 muestras, incluyendo

siempre una con ADN control. Todas las muestras se procesaron al menos dos veces
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en distintos experimentos. Este ADN control provenia de sangre periférica de donantes

sanos.
45.2.1 Tipos de kits

Se utilizaron 2 “kit” comercializados (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda), el
SALSA P105-C1 con 45 sondas para detectar alteraciones en los genes EGFR, TP53,
PTEN, ERBB2 y CDKN2A (Anexo 2) y el SALSA P084 HNSCC1 con 42 sondas para
genes clasicamente implicados en el desarrollo del CECC (Anexo 3). Ambos
experimentos se realizaron por separado, pero al ser idénticos en su ejecucion
describiremos soélo el procedimiento comdn. Con SALSA P105-C1 se estudioé el ADN
del ACNS origen y la linea ITAC-3. Con SALSA P084 se estudio el ADN del CENS

origen, la linea NC-4, un tumor murino subcutaneo y un tumor murino ortotépico.

Cada sonda se compone de oligonucleétidos, uno sintético y otro derivado del
vector M13. El oligonucleétido sintético esta formado por un “primer” en el extremo 5’
de 19 nucledtidos (“primer” Y) y por una secuencia de hibridacién de 21-30 nucledtidos
gque se unira a la muestra de ADN. El oligonucleétido derivado del vector M13 tiene un
tamafio diferente en cada sonda, que varia gracias a una secuencia de relleno (stuffer
sequence) de diferentes tamanos que se intercala entre el “primer”’ de 36 nucledtidos,
situado en el extremo 3’ (primer X) y la secuencia de hibridacion de 25-43 nucleétidos
que se unira a la muestra de ADN.

La mezcla de sondas de cada “kit” contiene ademas sondas de control interno
llamadas DQ (DNA Quality). En la amplificacién por PCR estas sondas control generan
productos mas pequefios que los amplificados por las 45 6 42 sondas de genes. El
control interno determina si la calidad y la concentraciéon del ADN de la muestra son
adecuadas para obtener un resultado 6ptimo. El control interno esta formado por dos

tipos de sondas:

1. Cuatro fragmentos de ADN que generan productos amplificados de 64, 70, 76 y

82 pares de bases (pb), incluso si se omite el proceso de ligacion (Figura 14).

2. Un producto de amplificacion de 94 pb dependiente del proceso de ligacién del

ADN de la muestra.
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El tamafio de los cuatro picos del control interno (64-82 pb), una vez
amplificados por PCR, depende de la cantidad de ADN de la muestra. Seran
dificilmente visibles si el ADN es >100 ng y tendrdn un tamafio menor que el
fragmento amplificado de 94 pb si la cantidad de ADN es de 50 ng aproximadamente.
Si estos 4 fragmentos tienen un tamano similar o mayor que el fragmento de 94 pb y
los productos de PCR de 130-482 pb, significa que la reaccion de ligacion ha fallado o
que la cantidad de ADN es escasa y los resultados obtenidos no tienen validez. El
tamafio del pico de 94 pb debe ser similar al obtenido por los productos amplificados
de las sondas de genes y nos sirve de control para saber que el experimento ha sido

satisfactorio (Figura 14).

‘ (1 | 1 | ‘ \
‘ A J”\ gL Ul‘-x-t./ﬂ[ A S

)l Il ) DT T 1 W ¢ IR RSP SN T

"lr

Figura 14. Calidad del ADN. Si los cuatro primeros picos de control (1,2,3,4) son més altos que los picos
del producto de amplificacion de 94 pb (5) el ADN de la muestra es insuficiente o bien ha fracasado la

reaccion de ligacion.
45.2.2 Pasos del experimento

El primer dia del experimento, el ADN previamente extraido de cada muestra
(100-200 ng) se desnaturaliza en un termociclador, aplicando un ciclo de 5 minutos a
98°C y enfriando posteriormente a 25°C. Se mezcla el ADN desnaturalizado con las
sondas del “kit” y su correspondiente tampdn de hibridacion y se coloca, de nuevo, en
el termociclador en un ciclo Unico de un minuto a 95°C y 16 horas a 60°C para que las

sondas hibriden sobre el ADN de la muestra.

El segundo dia se procede a la ligacion de los dos oligonucleétidos de las
sondas que han hibridado sobre el ADN. Para ello, se afiade al tubo de PCR la mezcla

de ligacion con el enzima ligasa y su tampoén y se coloca de nuevo en el termociclador
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15 minutos a 54°C, seguido de 5 minutos a 98°C, y posterior enfriamiento a 25°C. Una
vez ligados los moldes de las 42 6 45 regiones, se procede a preparar la mezcla de
tampdn y los “primers” para la PCR, el tampdn enzima de dilucién y la polimerasa para
la amplificacion de las sondas. Todas las sondas ligadas poseen las mismas
secuencias en sus extremos, permitiendo su amplificacion simultdnea por PCR
utilizando so6lo un par de “primers”. Los oligonucleétidos no ligados al ADN de la

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

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

realizar el andlisis de fragmentos (Figura 15).

PCR Primer PCR Primer
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Figura 15. Bases moleculares de la MLPA.

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

capilares estdn rellenos de un polimero que ofrece dificultad a la migracion
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permitiendo separar los fragmentos por su tamafo, corriendo los fragmentos mas
pequefios mas rapido que los grandes. Al final del recorrido hay un laser y un sistema
de captura de la sefal de fluorescencia que permite detectar los distintos productos.
Estos productos finales serdn analizados con el software “GeneScan v3.7”
(AppliedBiosystems, Warrington, UK), que permite determinar su tamafo por
interpolacion con distintos fragmentos de tamafio conocido del marcador interno y
cuantificar cada producto en funcién de la intensidad de fluorescencia. Cada sonda
vendra representada por un pico. La sefal relativa de cada sonda se define dividiendo
la medida del area de cada pico entre la suma de todas las areas de todos los picos de

sondas de una muestra.
45.2.3 Interpretacion de datos

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

del tumor y el control se calcula aplicando las siguientes formulas:

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

maximo del control.

2. Relacibn maxima = cociente entre el valor maximo del tumor y el valor

minimo del control.

3. Relaciéon tumor/control = media de la relacibn minima y la relacion
maxima.
4. Desviaciéon estandar de la relacién tumor/control = diferencia entre la

relacion tumor/control y la relacion minima.

Con este analisis normalizado se obtiene un diagrama de barras de las sondas
estudiadas en el ADN tumoral (Figura 16). Cuando la relacion tumor/control es mayor
de 1,2 y la desviacion estandar es >1 se interpreta como ganancia, si es menor de 0,8
y la desviacion estandar es <1 se interpreta como pérdida. Por ultimo, si la relacién

tumor/control es >2 se interpreta como amplificacion.
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Figura 16. Diagrama de barras del resultado final obtenido por MLPA de un caso de CENS. Las barras

representan la relacién tumor/control normalizada para cada sonda.

4.5.3 Técnica de los microarrays-CGH

El experimento de m-CGH fue realizado en los tumores origen, las lineas

celulares y los tumores murinos inducidos (subcuténeo y ortotépico).
45.3.1 Fundamento de la técnica

Es una técnica que permite analizar en un Unico experimento todo el genoma
del tumor y conocer las pérdidas, ganancias o amplificaciones del material
cromosémico®. Permite utilizar ADN procedente de tejido fresco, congelado e incluido
en parafina, EI molde sobre el que compiten los ADNs, marcados con fluorescencia o
radioactividad, pueden ser una formacion de clones conocidos de ADN de doble
cadena (CADN) o bien secuencias cortas de nucleotidos (oligonucleétidos) (“array”)®.
En todos los casos el material genético que se dispone en el “array” se refiere a un
gen de situacion y caracteristicas conocidas, siendo la informacion generada la que
corresponde a ese gen en la muestra analizada®™. Los m-CGH mas extendidos y
utilizados son los dos tipos mencionados (CADN y oligos) y los experimentos en los
que se utilizan son, casi exclusivamente, estudios de analisis masivo o global de la

expresion genética®™,

La resolucion de esta técnica puede llegar e incluso superar los 0,5 Mbp vy el
andlisis final no requiere del cariotipado, como ocurria con la CGH convencional. La

resoluciéon depende del microarray comercial aplicado®™*. En este caso utilizamos el
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array comercial de 180 k oligonucleottidos (SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit 4
x 180 K, Agilent Technologies, Palo Alto CA, USA). El andlisis de las imagenes y la
extraccion de datos se cuantificaron usando el software de extraccion correspondiente
(version 9.1, Agilent Technologies, Palo Alto CA, USA)*"*® (Figura 17).

Figura 17. Esquema de la técnica de m-CGH.
45.3.2 Interpretacion de los datos

Se realizé una normalizacion estadistica de los indices calculados a partir de la
media de todos los indices. Los gréaficos se hicieron con una media variable de log2 de
indices de 5 clones vecinos. Las ganancias y las pérdidas se definieron como
desviaciones de 0,2 o més del log2 de indices=0. Se consideré amplificacién cuando
al menos dos clones vecinos alcanzaban un log2 de indices de 1 o mayor. Asi, es

posible localizar la posicion de cada gen y cuantificar el nimero de copias (Figura 18).

Un valor de 1 para la relacion de fluorescencia verde/roja seria normal, un valor

inferior a 1 indicaria pérdida, mayor de 1, ganancia y mayor de 1,5, amplificacion.
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log2ratio

Cromosomas

Figura 18. Resultado de un m-CGH mostrando ganancias y pérdidas en varios cromosomas en todo el

genoma (cromosomas 1-24) de un ITAC tumor primario.

4.6 Expresién proteica

4.6.1 Técnica de lainmunohistoquimica (IHQ)

La IHQ se realizd6 para estudiar la expresion proteica en el CENS y ACNS
origen. Se estudiaron las proteinas p53, E-cadherina, c-myc, ciclina D1, cortactina,
PTEN, Rb y pl6. Se realiz6 en las muestras tisulares organizadas como tejido, es
decir en los tumores, tanto los CENS y ACNS origen como los tumores murinos

inducidos y no en las lineas celulares.

La IHQ es un procedimiento histopatol6gico basado en el uso de un anticuerpo
especifico, previamente marcado mediante un enlace quimico con una enzima, que
puede transformar un sustrato en visible sin afectar la capacidad del anticuerpo para
formar un complejo con el antigeno. Este complejo antigeno-anticuerpo es aplicado a
una muestra de tejido organico, correctamente fijada e incluida en parafina, mediante
la utilizacion de alguna de las técnicas especificas (peroxidasa antiperoxidasa,
fluoresceina, etc.) Asi, el complejo puede ser localizado e identificado dentro de las
muestras tisulares o citoldégicas a estudiar, logrando obtener marcadores antigénicos
caracteristicos de distintas lineas de diferenciacién y funcionalismo celular, con lo que

se determina el tipo de células en las muestra®.
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4.6.2 Pasos de latécnica

Los tejidos son fijados en formol, incluidos en parafina y cortados en secciones
de 3 um. A continuacién el tejido se adhiere a los portas siliconizados (Dako® S$2024)
que se dejan en la estufa a 56°-58°C, un minimo de 2 horas y un maximo de 18.
Posteriormente se realiza el desparafinado de las muestras con xilol y la hidratacion
con alcoholes de graduacion decreciente. Méas adelante se efectia el
desenmascaramiento antigénico con una solucién recuperadora de antigenos en el
Ptlik de Dako® a 95° durante 20 minutos, manteniendo las preparaciones dentro de la
solucion recuperadora de antigenos hasta que la temperatura baja a 60°C. Finalizado

el proceso se colocan las preparaciones en un recipiente con un buffer de lavado.

A partir de este paso, la técnica se realiza en el Inmunotefiidor de Autostainer
plus de Dako®. En primer lugar se introducen las muestras en un buffer de lavado y en
una soluciéon blogueante de peroxidasa durante 5 minutos. Se afiade el anticuerpo
monoclonal primario dirigido hacia la proteina que deseamos detectar durante un
tiempo variable, segun el tipo de anticuerpo utlizado. La inmunodeteccién fue
realizada con el sistema EnVision Plus “anti-mouse” empleando como substrato el

cromogeno diaminobenzidina (DakoCytomation).

Para que el resultado sea reproducible, comparable y de calidad apropiada,
depende de la eleccién del método de deteccién. En nuestro estudio, se ha utilizado el
sistema de polimeros de dextrano EnVision™ Plus (PDE) Dako®, técnica IHQ
desarrollada recientemente. El sistema EnVision™ Plus es una técnica de tincién en
dos pasos en la que al anticuerpo primario le sigue un polimero conjugado de alto
peso molecular como es el dextrano, al que se conjugan de manera covalente un gran
namero de moléculas de enzima (peroxidasa de rabano) y del anticuerpo secundario.
El sistema aumenta la sensibilidad y permite incrementar las diluciones de anticuerpo
primario, con menos fondo que las técnicas tradicionales de avidina-biotina. Como
tltimo paso se contrasta la preparacion mediante hematoxilina durante un minuto y
luego se deshidrata mediante alcoholes de graduacién ascendente, colocando al final

un cubreobjetos.
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4.6.3 Tipos de reactivos

Se detectaron las proteinas ciclina D1, cortactina, PTEN, pRb, p16, p53, E-
cadherina y c-myc, en el CENS origen, en un nédulo subcutédneo (el mismo del que se
extrajo ADN para el estudio de su patron génico) y en un tumor ortotdpico,
perteneciente al grupo ¢ de la tabla 2,utilizando los reactivos que se muestran en la
tabla 5. En el modelo con células ITAC-3, realizamos la tincion con el mismo reactivo
de p53 utilizado para el CENS en el tumor origen y en los 4 ratones del grupo e (tabla
3).

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la IHQ.

. . o Minutos .
Anticuerpo pH Minutos Dilucion Casa comercial
incubacion

CiclinaD1 9 20 1:100 20 Sta. Cruz Ratén
Cortactina 9 20 1:200 30 BD Ratén
PTEN 9 40 1:50 20 Dako Raton
Rb 9 40 1:50 20 Sta. Cruz Conejo
pl16 9 20 Prediluido 30 Cintec Ratén
p53 9 20 1:10 15 Dako Ratén
E-cadherina 9 20 1:50 30 Zymed Ratén
c-myc 9 20 1:40 20 Sta. Cruz Ratén

4.6.4 Interpretacion de la IHQ

Los resultados de la IHQ fueron valorados por dos investigadores de manera
independiente. Las muestras se evaluaron segun la cantidad de células tefiidas
(extension), con un valor de 1 al 3, siendo 1: 0-25% de células tefiidas, 2: 25-50% vy 3:
>75%; Asimismo, se valord la intensidad de tincion con valores del 1 al 3, siendo 1=
tincion débil/leve, 2 = moderada y 3 = intensa. En caso de no presentar ninguna tincion
se consider6 negativa. Por el contrario, cuando present6 algo de tincion, por tenue que
esta fuese, la muestra se la consider6 positiva y se clasifico con los valores numéricos

descritos.
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4.7 Descripcion de variables y estadistica

Las variables clinicas en los modelos murinos fueron la aparicion de

tumoracion en el lugar de la implantacion y el tiempo transcurrido hasta su desarrollo.

Las variables anatomopatolégicas en los modelos murinos fueron el tipo

histopatolégico de tumor, el grado de diferenciacion, la presencia de necrosis y el

namero de mitosis por campo.

Las variables génicas estudiadas por MLPA fueron la pérdida o ganancia de las

sondas génicas.

Las variables génicas estudiadas por microarrays-CGH fueron el nimero de

copias de los cromosomas, asi como sus ganancias o pérdidas.

La variable estudiada mediante IHQ fue la positividad (en términos de
extension e intensidad, con valores numéricos de 1 a 3) o negatividad (en caso de no
presentar ningln grado de tincién) de la tincibn para los anticuerpos: ciclina D1,

cortactina, c-myc, p53, PTEN, Rb, E-cadherina y pl6.

En el estudio estadistico se utilizé el paquete informéatico SPSS version 15.0
para Windows (SPSS © Inc. lllinois, EE.UU.). Se estudiaron las frecuencias absolutas
en tanto por ciento de los tumores desarrollados en los tumores, de las ganancias o
pérdidas observadas con las técnicas de MLPA y m-CGH vy del grado de tincién con

IHQ. Se correlacionaron las variables génicas observadas entre las distintas muestras.

Se establecio el criterio de concordancia como medida de comparacién entre
las distintas muestras. Consideramos a las variables concordantes si presentan la
misma alteracién (ganancia o pérdida), incluyendo la amplificaciébn que a efectos

practicos es considerada una ganancia.

Las variables serian discordantes cuando la alteracion, aunque coincida en
alguna muestra, presente una diferencia marcada en al menos uno de sus valores,

como puede ser de ganancia a pérdida o viceversa.

Se denomind concordancia baja cuando las muestras compartieron el patron
genético en < 33% de las variables, media entre > 33% y < 66% y alta en > 66%, tanto

para los genes (MLPA) como para las regiones cromosémicas (m-CGH).
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5.1 Modelos animales

5.1.1 Ensayo control

Se observé el depésito focal de pigmento azul de metileno en el citoplasma
apical del epitelio ciliado respiratorio etmoidal en las 2 ratas wistar. Se trata de
acumulos independientes en cada célula de una intensidad moderada (Figura 19).

Figura 19. Depositos de azul metileno en el epitelio respiratorio. Cabeza de rata wistar (HEx20).

El depésito de pigmento azul se observé en 1 de los 2 ratones swiss (Figura

20), pero con una intensidad menor al observado en las ratas wistar.

Figura 20. Depositos azul metileno en el epitelio respiratorio. Cabeza de raton (HEx20).
5.1.2 Ensayos con NC-4

Los resultados obtenidos con la linea NC-4 fueron positivos, aunque con

variacion, para el desarrollo de tumores macroscopicos, tanto en el modelo
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subcutaneo como en el ortotépico. Este Ultimo se llevé a cabo en varias etapas,
modificando en cada una el numero de células implantadas y el dia después de la
implantacién en el que eran sacrificados los animales (rango 5-22 semanas). La
variabilidad de las etapas fue debida a los ajustes realizados segun los resultados que
se iban obteniendo.

Figura 21. Desarrollo de tumores subcutédneos y nasales con la linea NC-4. Nédulo subcutaneo (A).

Tumor en dorso nasal (B). Tumor en regiéon maxilar derecha (C).

En el aspecto macroscopico con el modelo subcutaneo se observaron
nddulos subcutaneos en 5/5 (100%) ratones implantados, mientras que el ortotépico
mostré tumores nasales o deformidades en 7/20 (35%),(Figura 21). No obstante, en
este Ultimo, 3 ratones murieron al dia siguiente de la inyeccion por causa desconocida.

Por tanto, resulta mas adecuado considerar como resultado positivo 7/17 (41%).
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Los resultados detallados de todos los experimentos realizados con la linea

NC-4 se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Experimentos en modelos animales con la linea NC-4. Se indica el niUmero de

tumores murinos inducidos.

. . Subcutaneo Ortotopico Semana
Grupo Animales Numero o
(Tumores) (Tumores) sacrificio
Ratones
a 5 +5/5(100%) 5
nude
Ratones
b 5 +1/5 (20%) 15
nude
Ratones
c 10 +4/10(40%) 8-12
nude
Ratones
d 5 +2/5 (40%) 9-21
nude

En el grupo (c) 3 animales murieron al dia siguiente de implantacion

El estudio histopatolégico se correspondié en todos los casos con el aspecto
macroscépico, es decir, todos los animales con tumor macroscépico lo tenia en la

histopatologia.

En el modelo subcutaneo el andlisis de los nédulos subcutaneos del lomo en

los 5 ratones del grupo "a" revel6 la presencia, en todos los casos, de un carcinoma
escamoso poco diferenciado. Se trataba de una neoformacion sélida con mdaltiples
ndédulos encinturados por tractos de tejido colageno, localizados en la zona profunda
de la piel por debajo del musculo propio. Las células neoplasicas mostraron
pleomorfismo nuclear, nucleolo prominente y citoplasma acidoéfilo. Se identifico
diferenciacion escamosa en todas las lesiones con formacion de globos cérneos en
alguna de las muestras; no obstante, todos los tumores presentaron puentes
intercelulares, células disqueratésicas y disposicion en remolino. No se observé
necrosis y el nimero de mitosis atipicas fue variable, aunque superior a 10 por campo
en todos los casos (Figura 22). Las caracteristicas histopatolégicas quedan resumidas

en latabla 7.
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Figura 22. Histopatologia de los tumores subcutaneos (grupo a) tras implantar la linea NC-4. Se observa

la presencia de un globo corneo (derecha) (HE x4, x10 x20).

Tabla 7. Caracteristicas histopatoldgicas de los tumores subcutaneos (grupo a) inducidos con

la linea celular NC-4.

TUMOR SUBCUTANEO

Grado . L Diferenciacién
. L Necrosis Mitosis/campo
diferenciacion escamosa
1 Poco diferenciado No 12 Si
2 Poco diferenciado No 17 Si
3 Poco diferenciado No 11 Si
4 Poco diferenciado No 18 Si
5 Poco diferenciado No 15 Si

En el modelo ortotdpico el analisis de las cabezas de raton revel6 tumor de
manera variable segun el grupo de ratones. En el "grupo b" se observé un tumor
macroscopico (1/5 ratones) en la cavidad etmoidal con crecimiento exofitico hacia la

cara anterior. Su estudio histopatolégico revel6 un carcinoma escamoso poco
diferenciado con crecimiento sélido. Las células neoplasicas mostraron pleomorfismo
nuclear, nucleolo prominente y citoplasma acidofilo. Se observé diferenciacion
diferenciacion escamosa y necrosis. EI nimero de mitosis atipicas por campo fue
variable, pero superior a 7 (Tabla 8). En el interior del tumor se observaron restos de

trabéculas de hueso por la infiltracién 6sea (Figura 23).
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Figura 23. Corte sagital de una cabeza de un ratdn a nivel de la cavidad etmoidal (HEx1). La linea de
puntos corresponderia a la normalidad, sin tumor. A la derecha tumor ortotdpico de raton (grupo b)
(HEx4, x20, x40).

Tabla 8. Caracteristicas histopatolégicas de los tumores ortotépicos (grupo b) inducidos con la linea celular NC-4.

TUMOR ORTOTOPICO

Grado . . Diferenciacion
. L Necrosis Mitosis/campo
diferenciacion escamosa

Poco diferenciado Si, focal 7 Si
Ausencia de neoplasia
Ausencia de neoplasia

Ausencia de neoplasia

ga b~ W DN B

Ausencia de neoplasia

En el "grupo c" se objetivd tumor en 4 ratones (4/10). Hubo diferencias en la
localizacion de los tumores, asi en 2 ratones el tumor se situé en la cavidad etmoidal y

mostré un crecimiento exofitico hacia la cara anterior y superior. En los otros 2 el

81



Resultados

tumor se situd por encima del paladar (Figura 24). El estudio histopatoldgico mostré en
los 4 ratones un carcinoma escamoso poco diferenciado con crecimiento solido. Las
células neopléasicas tenian pleomorfismo nuclear, nucleolo prominente y citoplasma
acidofilo. No se observé diferenciacion glandular. Se identificé diferenciacion
escamosa y necrosis en algunas de las muestras. El nimero de mitosis atipicas fue
variable, pero en todos superior a 7. En este grupo ¢ encontramos 3 ratones muertos
al dia siguiente de la inyeccién, que por su estado de descomposicidon no pudieron ser
estudiados. Ademas, otros 3 ratones de este grupo no pudieron ser analizados por un
defecto técnico durante el procesado de las muestras, aungque a nivel macroscoépico no
tenian lesion a las 22 semanas de la implantacién. Podemos considerar por tanto que
se objetivé tumor a nivel macroscépico e histopatolégico en 4 de 7 ratones. Las

caracteristicas de este grupo ¢ se resumen en la tabla 9.

Figura 24. Corte axial de una cabeza de raton. Se observa el tumor localizado en a la FN, entre los

globos oculares (HEX4).
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Tabla 9. Caracteristicas histopatolégicas de los tumores ortotopicos (grupo c) inducidos con la

linea celular NC-4.

TUMOR ORTOTOPICO

Grado . L Diferenciacion
diferenciacion Necrosis Mitosis/campo escamosa
1 Poco diferenciado Si, focal 13 Si
2 Poco diferenciado Si, muy focal 17 Si
3 Poco diferenciado No 12 Si
4 Poco diferenciado No 8 Si
5 No valorable
6 No valorable
7 No valorable

En el "grupo d", se observé tumor en 2 ratones (2/5). En ambos casos el tumor
era un carcinoma epidermoide, entre moderado y poco diferenciado, con un
crecimiento sélido. Las células neoplasicas mostraron pleomorfismo nuclear, nucleolo
prominente y citoplasma acidofilo, con diferenciacion escamosa. No se observo
diferenciacion glandular ni necrosis. EI nUmero de mitosis por campo de gran aumento
(x40) fue de 14 en un caso y de 3 en otro. Las mitosis mostraron morfologia tipica. El
resto de cabezas de ratdn mostraron un epitelio respiratorio de caracteristicas
normales sin células tumorales. Las caracteristicas de este grupo d se resumen en la
tabla 10.

83



Resultados

Tabla 10. Caracteristicas histopatoldgicas de los tumores ortotdpicos (grupo d) inducidos con la

linea celular NC-4.

TUMOR ORTOTOPICO

RATON Diferenciacion
Grado diferenciacion Necrosis Mitosis/campo
escamosa
1 Moderadamente-Poco diferenciado No 14 Si
2 Moderadamente-Poco diferenciado No 3 No
3 Sin tumor
4 Sin tumor
5 Sin tumor

5.1.3 Ensayos con ITAC-3

Los resultados obtenidos con la linea ITAC-3 fueron negativos en los dos
modelos animales (subcutaneo y ortotdpico). Es decir, no se observa desarrollo de
tumores macroscoépicos en ninguno de los animales utilizados (Figura 25). Los
resultados detallados de los experimentos realizados con la linea ITAC-3 se muestran

en la tabla 11.

Figura 25. Ratones implantados con la linea ITAC-3. No se observa desarrollo de tumores

macroscoépicos subcutaneos y nasales, aunque en la imagen de la izquierda aparece un pequefio nédulo
en el tejido subcutaneo del lomo con aspecto dudoso que correspondié a un carcinoma verrucoso

cutaneo.
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Tabla 11. Experimentos en modelos animales con la linea ITAC-3. No se observan tumores

Grupo

e

Animales

Ratas nude

Ratas nude
Ratones nude
Ratones nude

Ratones nude*

murinos inducidos.

Subcutaneo
(Tumores)

Negativo

Negativo

Negativo

Ortotopico
(tumores)

Negativo

Negativo

Negativo

SEINERE!
sacrificio

16
27

*un ratén murié al dia siguiente de la implantacién de manera espontanea

El estudio histopatolégico del tejido celular subcutaneo en la zona de la

inyeccion y de las cabezas procesadas no mostr6 presencia de lesion neoplasica

microscépica a ninguan nivel (Figura 26). En el tejido celular subcutdneo se observo

una poblaciéon de adipocitos maduros sin atipia citolégica. Se observan bandas de

tejido colageno y ausencia de infiltracién tumoral.

Laberinto etr}

hoidal

Epitelio respiratorio

Figura 26. Corte a nivel etmoidal. Epitelio respiratorio normal sin atipias (HEX1).

Los unicos hallazgos histopatoldgicos significativos fueron:

- La presencia de un carcinoma verrucoso en el lomo de uno de los ratones

inyectados a ese nivel, perteneciente al ultimo grupo (Figura 25). El andlisis

histopatol6gico mediante tincion con hematoxilina-eosina mostr6 un carcinoma

epidermoide sin signos de infiltracién, cuyas células mostraron pleomorfismo nuclear,

nuecleolo prominente y citoplasma acidofilo, con un nimero de mitosis por campo de
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gran aumento (X40) de 14, con morfologia tipica; todo ello compatible con un

carcinoma verrucoso.

- Una llamativa hiperplasia glandular de la mucosa etmoidal en los 4 ratones
del ultimo grupo e inyectados en el lomo y en la FN. Se trata de una hiperplasia
glandular sin atipia citologica, mitosis ni necrosis, subyacente a la mucosa etmoidal
(Figura 27).

Figura 27. Hiperplasia glandular de la mucosa etmoidal. Se observan los nicleos de las células

basales sin rasgos de atipia (HEX10 y X20).

5.2 Analisis genético-molecular

En primer lugar se describiran los resultados obtenidos con el estudio genético
realizado con MLPA y m-CGH para posteriormente exponer los resultados del estudio

de expresion.
5.2.1 MLPA
Se realiz6 de forma separada para los CENS y para los ACNS.

En el grupo de los CENS se utilizo SALSA p084 en el tumor origen, la linea
NC-4 y los tumores murinos inducidos, seleccionando uno en el modelo subcutaneo y
otro en el ortotopico. En ambos casos se escogié un ratdon que macroscopicamente
tenia claramente tumor y en el que se utilizd también para el estudio con microarrays y

para la tincion inmunohistoquimica. De ambos tumores, como ya mencioné
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previamente, se introdujo una muestra en RNA later para la posterior extraccion de
ADN.

En el grupo de los ACNS se utiliz6 SALSA pl105 en el tumor origen y en la linea
ITAC-3, ya que no se desarrollaron tumores murinos inducidos.

52.1.1 MLPA en CENS, linea NC-4 y tumores murinos

Las alteraciones génicas observadas con SALSA p084 en el CENS origen, la
linea celular NC-4 y en cada uno de los tumores murinos subcutaneo (ratén 3 del
grupo a) y ortotdpico (ratén 2 del grupo d) seleccionados se muestran en la tabla 12 y

en la figura 28.

La linea celular NC-4 comparte, en general, el perfil con el CENS origen, pero
las alteraciones génicas (ganancias y pérdidas) son mas exacerbadas, al igual que en

los tumores murinos subcutaneo y ortotopico.
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Tabla 12. Alteraciones génicas en el CENS origen, linea NC-4 y tumores murinos subcutaneos
(sc) y ortotopicos (orto) (MLPA SALSA p084).

GEN CROMOSOMA ‘ TUMOR ORIGEN LINEA NC-4 MURINO SC MURINO ORTO

01p13.2 Pérdida Pérdida Pérdida Ganancia
01g21.2 Normal Pérdida Pérdida Pérdida
02qg14 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
02924 Pérdida Pérdida Pérdida Normal
03p22.1 Normal Pérdida Pérdida Pérdida
03p22.1 Normal Pérdida Pérdida Normal
03p22 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
04925 Normal Pérdida Pérdida Pérdida
04926 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
08p23.1 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
08p22 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
08p22 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
08g24.3 Normal Ganancia Ganancia Ganancia
08g24.3 Normal Ganancia Ganancia Ganancia
09p21 Normal Pérdida Pérdida Pérdida
09p21 Normal Pérdida Pérdida Pérdida
10p14 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
10p14 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
10p12.1 Normal Pérdida Normal Ganancia
11913 Amplificaciéon Amplificacion Amplificacion Amplificacion
11913 Amplificacion Amplificacion Amplificacion Amplificacion
11g23.1 Normal Normal Pérdida Pérdida
11923 Pérdida Pérdida Normal Pérdida
13g12.3 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
13g14.2 Normal Ganancia Ganancia Amplificacion
13g14.3 Ganancia Normal Pérdida Pérdida
15026.1 Normal Normal Normal Normal
15926 Pérdida Normal Normal Pérdida
17p13.1 Normal Normal Normal Pérdida
17p13.1 Normal Normal Normal Normal
17p13.1 Normal Normal Normal Normal
17p13.1 Normal Normal Normal Normal
17913.1 Normal Normal Normal Normal
17g21.1 Ganancia Normal Normal Pérdida
18q11.2 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
18g21.1 Pérdida Pérdida Pérdida Normal
18g21.2 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
19p13.3 Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
19p13 Normal Normal Pérdida Pérdida
20gl1.1 Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
20912 Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
20g13.1 Ganancia Amplificacién Ganancia Ganancia
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Figura 28. Alteraciones génicas en el CENS origen, linea NC-4, tumor murino subcutaneo y ortotépico.
(MLPA p084)

Se observé una concordancia alta entre las distintas muestras, siendo del 69%
entre el tumor origen y la linea celular, del 64% entre el tumor origen y el nédulo
subcutaneo y del 59,5% entre el tumor origen y el tumor ortotdpico. Asimismo, la linea
presentd una concordancia en sus resultados del 88% con el tumor subcutaneo y del
73,58% con el ortotopico. Al comparar los resultados entre el tumor murino
subucutaneo y el ortotépico, observamos una concordancia del 78,5%. Los resultados

se reflejan en la tabla 13.
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Tabla 13. Concordancia entre los resultados obtenidos por MLPA en las distintas muestras

MURINO SC

TO 29/42=69% 27/42=64% 25/42=59,5%

LNC4 ‘ 37/42=88% 31/42=73,8%

MURINO SC 33/42=78,5%

5.2.1.2 MLPA en ACNSy linea ITAC-3

Las alteraciones génicas observadas con SALSA p105 en el ACNS origen 'y en

la linea ITAC-3 se muestran en la tabla 13 y en la figura 29.

La linea celular ITAC-3 comparte el mismo perfil con el tumor origen, pero las
alteraciones génicas son mas exacerbadas. La linea presentdé 16 ganancias, 8 genes
en normalidad y 21 pérdidas. En la mayoria de los casos no existieron diferencias

significativas, pero las que observamos se destacan en amarillo en la tabla 14, siendo
OACHS @mITAC-3

16/45 sondas (35,5%).
£ &
@ 4§

Figura 29. Alteraciones génicas en el ACNS origen (TO) y en la linea ITAC-3 (MLPA p105).
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Tabla 14. Alteraciones génicas en el ACNS origen y en la linea ITAC-3 (MLPA SALSA p105).

CROMOSOMA TO LINEA ITAC-3

9p21 Ganancia Normal

Normal Ganancia

Normal Ganancia

Normal Ganancia

Ganancia Ganancia

7p12 Normal Ganancia

Ganancia Ganancia

Ganancia Ganancia

Ganancia Ganancia

Ganancia Ganancia

Normal Ganancia

Normal Ganancia

Normal Ganancia

Ganancia Ganancia

Ganancia Ganancia
17g21.1 Normal Pérdida
Normal Pérdida
10g23.31 Pérdida Pérdida
Normal Pérdida
13934 Normal Pérdida
2p21 Normal Pérdida
3p21 Normal Pérdida
Normal Normal
Normal Pérdida
Normal Pérdida
Normal Pérdida
Normal Pérdida
12g24 Normal Normal

13924 Ganancia Ganancia
2p13 Ganancia Pérdida
2pl6 Normal Normal
2p21 Normal Normal
3p21 Normal Normal
3p22 Normal Normal
5031 Normal Normal
17p13.1 Pérdida Pérdida
Normal Pérdida
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Normal Pérdida
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
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5.2.2 Microarray-CGH

Se realiz6 en los tumores origen (ACNS y CENS), las lineas celulares ITAC-3
y NC-4 y los tumores murinos inducidos, seleccionando uno en el modelo subcutaneo

y otro en el ortotopico (utilizamos el mismo ratén en cada caso que para la MLPA.
5.2.2.1  Microarray-CGH en CENS, linea NC-4 y tumores murinos

El CENS origen comparte los mismos cambios que la linea celular NC-4 con un

perfil similar.

En la linea NC-4 se observaron ganancias en 5p, 7p, 18p y pérdidas en 3p, 7q,
9p, 18g. Se demostrd una amplificacion en la region 11g13, donde se encuentran los
genes CCND1 y EMS1.

En los tumores murinos inducidos se observa el mismo patron de alteraciones,
aunque mas marcadas en estos Ultimos. Ademas, observamos que el perfil de
alteraciones y la intensidad de las mismas es practicamente idéntico entre el tumor

subcutaneo y el ortotdpico.

En la figura 30 se representa a modo de ejemplo el cromosoma 11 en las
distintas muestras estudiadas. Se trata del mismo perfil de alteraciones, pero mas

exacerbadas en la linea y en los tumores murinos inducidos.

LA

E3i1283508E3

Figura 30. Alteraciones del cromosoma 11 en el CENS origen (A), linea NC-4 (B), tumor murino

subcutaneo (C) y tumor murino ortotépico (D) (m-CGH).
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Se observéd concordancia entre las cuatro muestras en el 64,93% de los casos,

mientras que al menos en tres en el 80,52%. Existen diferencias en el 18,18% de las

alteraciones observadas con m-CGH si comparamos el tumor origen y la linea NC-4

con los tumores murinos, que se observa destacado en la tablas 15ay by 16.

Tabla 15a. Alteraciones genéticas en el CENS origen, linea NC-4 y tumores murinos

subcutaneos (sc) y ortotépicos (orto) (m-CGH).

CROMOSOMA CENS
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Normal
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Normal
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Normal
Normal
Normal
Normal
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Normal
Normal
Pérdida
Normal
Normal
Ganancia
Amplificacion
Ganancia
Amplificacion

Ganancia

LINEA NC-4

Pérdida
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Normal
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Normal
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Amplificacion
Ganancia
Amplificacion

Ganancia

MURINO SC

Pérdida
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Normal
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Perdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Amplificacién
Ganancia
Amplificacién

Ganancia

MURINO ORTO

Pérdida
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Perdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Pérdida
Ganancia
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Pérdida
Ganancia
Amplificacién
Ganancia
Amplificacién

Ganancia
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Tabla 15b. Alteraciones genéticas en el CENS origen, linea NC-4 y tumores murinos

subcutaneos (sc) y ortotdpicos (orto) (m-CGH).

CROMOSOMA CENS LINEA NC-4 MURINO SC MURINO ORTO
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia

Normal Normal Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Normal Normal Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Normal Normal Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida

Normal Normal Ganancia Ganancia
Normal Normal Ganancia Ganancia
Normal Normal Ganancia Ganancia
Normal Normal Ganancia Ganancia
Normal Normal Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Normal Ganancia Ganancia Ganancia
Normal Ganancia Ganancia Ganancia
Normal Ganancia Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Normal Normal Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida Pérdida Pérdida

*Toda la regién esta en pérdida, pero presenta distintos niveles de fractura
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Tabla 16. Concordancia entre los resultados obtenidos con m-CGH entre las distintas

muestras.

MURINO SC MURINO ORTO

CENS 67/78=85,89%  53/78=67,94% 52/78=66,66%
LINEA NC4 63/78=80,76% 62/78=79,48%

‘ MURINO SC 77/78=98,71%

5.2.2.2  Microarray-CGH en el ACNS origen y linea ITAC-3

El ACNS origen comparte las mismas alteraciones que la linea celular ITAC-3
con un perfil idéntico. Sin embargo, la amplitud de estos eventos fue mas baja en el

tumor origen debido a la contaminacién con células estromales y linfocitos normales.

En la linea ITAC-3 se observaron ganancias en 1q, 3q, 4p, 5p, 6p+q, 13q, 18p,
9p+q, 20p+q y pérdidas en 1p, 3p, 4q, 59, 99, 10p+q, 12p, 12q, 13q, 15q, 16p+q,
17p+q, 189 y 21qg. No se observaron amplificaciones. Los cromosomas 4, 13 y 18
mostraron una marcada inestabilidad, indicando puntos de fractura cromosémica. En
la figura 31 se muestra el m-CGH del cromosoma 4 en el ACNS origen y en la linea
ITAC-3, con idéntico patron de alteraciones. En las tablas 17a y b se muestran las

ganancias y pérdidas observadas.

Figura 31. Alteraciones del cromosoma 4 en el ACNS origen (A) y en la linea ITAC-3 (B). Mismo patrén

de alteraciones, aunque méas marcadas en la linea celular (m-CGH).
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Tabla 17a. Alteraciones genéticas en el ACNS origen y en la linea ITAC-3 (m-CGH).

CROMOSOMA TUMOR ORIGEN LINEA ITAC-3
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
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Tabla 17b. Alteraciones genéticas en el ACNS origen y en la linea ITAC-3 (m-CGH).

CROMOSOMA TUMOR ORIGEN LINEA ITAC-3
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Ganancia Ganancia
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida
Pérdida Pérdida

5.2.3 Correlacién resultados MLPA-microarrays-CGH

Establecemos la comparacion de los resultados génicos obtenidos con los kit
MLPA (p084 y pl05) con los observados con m-CGH en esa region cromosomica,
tanto del ACNS como del CENS.

5.2.3.1 MLPA p084 y microarrays-CGH en CENS

Las relaciones entre las ganancias y pérdidas génicas con MLPA p084 y los m-
CGH correspondientes se muestran en las tablas 18 y 19, observando una
concordancia del 100% entre ambos estudios en el CENS origen.

Tabla 18. Relacion entre las ganancias génicas (MLPA p084) y el estado de la region

cromosémica (m-CGH) en el CENS origen.

CCDN1 (11913) Amplificacion Amplificacion 11g13.2-13.3

EMS1 (11913) Amplificacion Amplificacion 11g13.2-13.3
BCL2L1 (20g11.1) Ganancia Ganancia 20p+q
MYBL2 (20g12) Ganancia Ganancia 20p+q
PTPN1 (20g13.1) Ganancia Ganancia 20p+q
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Tabla 19. Relacién entre las pérdidas génicas (MLPA p084) y el estado de la region

cromosOmica (m-CGH) en el CENS origen.

LMNA (01g21.2) Pérdida Pérdida 1pl2-g44
IL1A (2q14) Pérdida Pérdida 2q
TANK (2g24) Pérdida Pérdida 2q
CTNNB1 (03p22) Pérdida Pérdida 3p26.3-p13
IL2 (04026) Pérdida Pérdida 4p12-g35.2
MFHAS1 (08p23.1) Pérdida Pérdida 8p23.3-q13.3
CTSB (08p22) Pérdida Pérdida 8p23.3-q13.3
CDKN2A (09p21) Pérdida Pérdida 9p24.3-g21.31
CDKN2B (09p21) Pérdida Pérdida 9p24.3-g21.31
Al1651963 (10p14) Pérdida Pérdida 10p15.3-11.21
RENT2 (10p14) Pérdida Pérdida 10p15.3-11.21
BRCAZ2 (13912.3) Pérdida Pérdida 13g12.11-14.2
CDH2 (18g11.2) Pérdida Pérdida 18p11.21-g23
BCLAZ2 (18g21.2) Pérdida Pérdida 18p11.21-g23
STK11 (19p13.3) Pérdida Pérdida 19p13.3

5.2.3.2 MLPA pl105y microarrays-CGH en ACNS

Las relaciones entre las ganancias y pérdidas génicas (MLPA pl105) y las
regiones cromosomicas correspondientes (m-CGH) se muestran en las tablas 20 y 21,
observando en el ACNS origen una concordancia del 100% entre ambos estudios para

las ganancias y las pérdidas

Tabla 20. Relacion entre las ganancias génicas (MLPA p105) y el estado de la region

cromosémica (m-CGH) en el ACNS origen.

CDKN2A (9p21) Ganancia 9p24.3-g22.33
EGFR (7p12) Ganancia Ganancia 7p12.3-12.2

Ganancia
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Tabla 21. Relacién entre las pérdidas génicas (MLPA p105) y el estado de la region

cromosomica (mM-CGH) en el ACNS origen.

PTEN (10923.31) Pérdida/Normal Pérdida
TP53 (17p13.1) Pérdida Pérdida 17p+q

5.3 Resultados de la expresion proteica (IHO)

5.3.1 CENS, linea NC-4 y tumor murino

La IHQ se realizé en el CENS origen y los tumores murinos inducidos,
seleccionando los mismos tumores que en los estudios de MLPA y m-CGH, es decir el
ratbn 3 del grupo a para el tumor subcutaneo y el ratén 2 del grupo d para el
ortotopico. Los resultados obtenidos para ciclina D1, cortactina, PTEN, Rb, p16, p53,
E-cadherina y c-myc se muestran en la tabla 22. Todas las proteinas, a excepcion de

PTEN y p16, mostraron una expresion similar en las tres muestras.

Tabla 22. Caracteristicas de la inmmunotincion en el CENS origen y en los tumores murinos

inducidos. Se valora la extensién y la intensidad de tincion en grados (1-3) y su negatividad (0).

Tumor
murino orto

Tumor
murino sc

Anticuerpo Lugar tincion

E I E I E I
Ciclina D1 Nuclear 3 2 3 3 2 2
Cortactina Ctoplasmatica y membrana . . . . . .

citoplasmatica

PTEN Citoplasmatica y Nuclear 1 1 1 1 - -
Rb Nuclear 2 2 3 2 2 1
pl6 Nuclear 2 2 - - - -
p53 Nuclear - - - - - -
E-cadherina Membrana citoplasmatica 3 3 3 3 3 3
c-myc Nuclear 1 1 1 1 2 2

E: extension, I: intensidad

99



Resultados

Si analizamos la tincion de cada anticuerpo de manera individual obtenemos:

72
°

Ciclina D1 mostré positividad en todas las muestras, aunque en el tumor

murino ortotdpico la tincion era menor, tanto en extension como en intensidad.

< Cortactina fue positiva y con intensidad/extension maxima en todas las
muestras.

« PTEN fue levemente positiva en el tumor origen y en el murino subcutaneo,
siendo negativo para el ortotdpico.

% Rb fue positiva en todos los casos, aunque con diferencias de intensidad y
extension entre las muestras, que se especifica en la tabla 22.

s pl6 fue positiva en el CENS origen y negativa en los tumores murinos

inducidos.

R/
°o

p53 fue negativa en todas las muestras.

72
L4

E-cadherina fue marcadamente positiva en todas las muestras.

72
L4

c-myc fue levemente positiva el CENS origen y en el tumor murino
subcutaneo, incrementando la tincién (extension e intensidad) en el tumor

murino ortotépico.

En las figuras 32, 33 y 34 se muestran como ejemplo las tinciones para ciclina
D1, cortactina y p53 en las tres muestras estudiadas.

Figura 32. Inmunotincién positiva para para cilina D1. CENS origen (A). Tumores murinos subcutaneo (B)

y ortotdpico (C) (x10).
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Figura 33. Inmunotincion positiva para cortactina. CENS origen (A). Tumores murinos subcutaneo
(B) y ortotopico (C) (x10).

VAR

Figura 34. Inmunotincién negativa para p53. CENS origen (A). Tumores murinos subcutaneo (B) y
ortotopico (C) (x10).

5.3.2 ACNS e hiperplasia glandular

En el caso del ACNS origen y la linea ITAC-3, al no haber obtenido el
desarrollo de tumores murinos inducidos, no se pudo comparar la bateria de
inmunotinciones del tumor humano y el murino. No obstante, en todos los ratones a los
gue se implantd la linea ITAC-3 en el tejido subcutaneo del lomo y en la FN de forma
simultanea (grupo e ITAC-3) (tabla 11), se observé una hiperplasia glandular sin atipia
en la FN. En primer lugar se realiz6, como medida de comparacion, una inmunotincion
con p53 en el ACNS origen, que fue positiva y determinaba un patron caracteristico

para ese tumor. Posteriormente se realizé la inmunotincion en los cortes de FN de los
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4 ratones del grupo e, que fueron los que mostraron la hiperplasia glandular, siendo
negativa. Asi, se estimé que las células de la hiperplasia glandular procedian del
propio epitelio nasal del ratén y no de la linea celular ITAC-3 (Figura 35).

Figura 35. Inmunotincién positiva muy intensa para p53 en el ACNS (izquierda) y negativa en la

hiperplasia glandular observada en la cabeza de uno de los ratones (derecha) (x10).

5.3.3 Correlacion IHQ-MLPA-m-CGH
5.3.3.1 Correlaciéon entre CENS y tumores murinos

Se realiz6 la comparaciéon de la expresion proteica con el estado de la sonda
correspondiente en MLPA y con la region cromosémica en m-CGH. En general,
encontramos una coincidencia en los resultados de las tres técnicas en las tres
muestras comparadas (CENS origen, tumor murino xenoinjerto subcutaneo y tumor
murino xenoinjerto ortotépico) (Tabla 23).
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Tabla 23. Correlacién entre los resultados obtenidos con IHQ, MLPA y m-CGH en el CENS

origen, el tumor murino xenoinjerto subcutaneo y el tumor murino xenoinjerto ortotdpico.

Ciclina D1 (11913) A/A/A (11913.2-13.3)

Cortactina (11q13) +H++ AIAIA A/A/A (11913.2-13.3)
Rb (13q14.2) +/++ N/GIA G/G/G (13q14.2-21.1)
PTEN (10g23) A L — N/P/P (10g11.22-26.3)
p16 (9p21) +-/- N/P/P N/P/P (9p24.3-021.31)
p53 (17p13) -I-I- N/N/N P/P/P(17p11.2-q11.2)
E-cadherina (16924) e N/P/P (16)
c-myc (8gq24) H++ e G/GIG (8921.2-q24.3)

T= CENS origen; SC: Tumor xenoinjerto subcutaneo; OT: Tumor Xenoinjerto ortotépico; +=expresion
positiva; A= Amplificacion; N= Normalidad; G= Ganancia; P= Pérdida; ---------- = Sonda no incluida en kit
MLPA.

5.3.3.2 Correlacion en ACNS

En el caso de ACNS la expresion de la proteina p53 fue positiva, la sonda para
TP53 (17p13.1) en MLPA se encontr6 en pérdida, asi como la region cromosémica
correspondiente en m-CGH (17p+q), que también se encontré en pérdida.
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6.1 Justificacion del estudio

Los carcinomas nasosinusales, entre los que se incluyen los ACNS vy los
CENS, son tumores malignos con una incidencia muy baja, relacionada con el area
geogréafica y la exposicibn ambiental. Asi, las series publicadas son limitadas en
namero y, por tanto, poco adecuadas para realizar en ellas ensayos clinicos de

trascendencia y, menos aun, disefiar protocolos terapéuticos.

Los ACNS y CENS representan las variantes histopatologicas mas frecuentes
entre los tumores malignos de FN y SP y son por su morbi-mortalidad los que tienen
mayor importancia clinica, motivo por el que han sido el objeto de atencién en este

trabajo de investigacion.

Un aspecto importante, que tuvimos en cuenta para el planteamiento del estudio,
es su relacion etioldégica con carcinbgenos ambientales especificos de determinadas
actividades laborales. Sin embargo, no se conocen aln los mecanismos de
carcinogénesis, ni se han identificado lesiones precursoras ni marcadores moleculares
que nos ayuden a realizar el diagndstico precoz o a determinar la susceptibilidad

individual a la enfermedad.

Otro aspecto a tener en cuenta es que hay pocos estudios publicados sobre
modelos funcionales in vitro o in vivo en la localizacion nasosinusal. Conocer el
comportamiento tumoral con modelos animales nos permitiria determinar los cambios
histopatol6gicos y moleculares que tienen lugar durante la carcinogénesis en la FN y
SP. Ademas, estos modelos podrian ser de gran interés en el estudio de la fases de la
progresion tumoral y, por tanto, con aplicacién clinica en la prevencion, diagnéstico
precoz y terapéutica. En este Ultimo punto seria un procedimiento imprescindible para
testar nuevos tratamientos en ensayos preclinicos antes de introducirlos en los

protocolos con pacientes.

Los avances en tecnologia molecular de los Ultimos afios han permitido la
secuenciaciéon del genoma tumoral y conocer muchas de las alteraciones que
presentan los distintos tipos tumorales. Sin embargo, un problema actual en la
asistencia clinica es la falta de marcadores de respuesta o resistencia de un
determinado tumor a los agentes terapéuticos. Es frecuente que recurramos al sistema

empirico de “ensayo-error’ para decidir el protocolo terapéutico de los pacientes. Este
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hecho es relevante pues muchos pacientes sufren, de manera innecesaria, los efectos
secundarios de terapias agresivas, sin obtener beneficio, al mismo tiempo que se
retrasa el tratamiento mas adecuado. Por eso hay autores que plantean la necesidad
de los ensayos de quimiosensibilidad a la hora de tomar una decision terapéutica.

Por ultimo, nuestro trabajo se justifica porque los resultados con los modelos
funcionales podrian ser aplicables en la metodologia de estudio en otros tumores mas
frecuentes, histolégicamente similares, pero con localizaciones distintas como el resto

de tumores de las VAS, pulmén, eséfago, colon y estomago.

6.2 Validacion de las lineas celulares

En los modelos animales hemos usado como herramienta bésica para el
desarrollo de tumores inducidos a la linea celular ITAC-3, procedente de un ACNS, y
la linea NC-4, procedente de un CENS. Ambas lineas celulares han sido obtenidas en
el laboratorio a partir de pacientes intervenidos de esos tumores en nuestro
departamento clinico. Las lineas muestran caracteristicas genotipicas similares a las
de los tumores origen, hecho que es destacado por la literatura como una condicion

necesaria para realizar estudios traslacionales en pacientes® .

Actualmente, la mayoria de las lineas tumorales disponibles en el ATCC
(American Type Tissue Collection) pertenecientes al area de cabeza y cuello, derivan
de carcinomas escamosos linguales®. Como se ha comentado en la introduccién, de
las 85 lineas validadas para diversos tumores de cabeza y cuello s6lo hay descritas 8
lineas originadas en tumores de FN y Sp®06162636870.71 "Eqtg hace que nuestras lineas
NC-4 e ITAC-3" sean herramientas muy especificas, imprescindibles para investigar
en tumores nasosinusales. Hay que destacar que hasta la fecha, la Unica linea
originada de un ACNS es ITAC-3 (Anexo4)”.

Una vez discutida la importancia de las lineas celulares utilizadas en este
proyecto, hay que explicar cuales son las razones por las que son un procedimiento
adecuado para el estudio de un determinado tumor. En este aspecto, también existe
cierta controversia entre los distintos grupos de investigacion. Por un lado, hay
grandes detractores de la experimentacion con lineas celulares, ya que argumentan
que una linea exclusiva para un tipo celular no representa el espectro de los tipos

celulares que forman la histopatologia de un tumor maligno. Como se mencioné en la
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introduccion, los tumores sélidos son altamente heterogéneos, a diferencia de las
lineas celulares gue presentan gran homogeneidad entre sus

caracteristicas®%61:62:63.64

Recientemente, y en contraposicion al uso de lineas
celulares, se han llevado a cabo ensayos de quimiosensibilidad utilizando tejido ex
vivo, es decir, tejido procedente directamente de la pieza quirargica del paciente,
donde estan todos los tipos celulares que componen el tumor (fibroblastos, células
endoteliales, células tumorales). Sus defensores consideran que el estudio ex vivo
representa de manera mas fidedigna la situaciéon biolégica real del tumor'®. Sin
embargo, al tener al menos tres tipos celulares hay distorsiébn en los estudios de
quimiosensibilidad, ya que las células “sanas” son mas resistentes que las tumorales a

los quimioterapicos.

A pesar de esas tendencias apuntadas, las lineas celulares son la herramienta
actualmente mas empleada en los estudios in vitro e in vivo de la investigacion
oncoldgica. Los esfuerzos van dirigidos a establecer predictores genéticos de
respuesta a quimioterapicos en ensayos preclinicos y su posterior incorporacion a los
ensayos clinicos, con el fin de establecer la, cada vez mas necesaria, “terapéutica

personalizada®**%? .

La contaminacién cruzada es otro de los puntos que ha puesto,
recientemente, a las lineas celulares en el centro de las criticas. Asi, una de sus
caracteristicas es la susceptibilidad que tienen los cultivos de lineas celulares a la
contaminacién cruzada por otros tipos celulares, dando lugar a cultivos mezclados de
manera inadvertida que llevan a malinterpretar los resultados obtenidos. Se estima
que entre el 15 y el 36% de las lineas celulares registradas estdn compuestas por
tipos celulares distintos del original. En la actualidad se hace hincapié en la necesidad
de validar todas las lineas celulares como paso previo a su establecimiento y a la
realizacion de ensayos posteriores®®. Asi, el Instituto Nacional de Salud de los
EE.UU (National Institute of Health) ha publicado la norma de autentificar las lineas
celulares antes de conceder cualquier tipo de subvencién para realizar un proyecto de

65103 " En relacion al desarrollo de modelos animales con lineas celulares, se

este tipo
ha visto que una de las lineas empleadas (ACC-3) para desarrollar un modelo murino
ortotépico en tumores nasosinusales estaba contaminada con células de la linea

celular HeLa®, lo que invalida los resultados obtenidos.
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Nuestro grupo ha trabajado mucho en este campo y ha establecido y
consolidado lineas celulares para los tumores malignos de FN y SP mas frecuentes en
la clinica, como son los ACNS y los CENS®>®®. En este estudio decidimos utilizar los
m-CGH y la MLPA (SALSA pl105 en ACNS y p084 en CENS) para determinar la
similitud o diferencia entre el ADN del tumor origen y la linea celular de él originada.
Asi, seria posible determinar la validez de la linea al corroborar su perfil genético.

Analizando ambos genomas observamos que, en el caso del ACNS y de la
linea ITAC-3, presentan una concordancia completa en el 49% con MLPA. No
obstante, la mayoria de los cambios pasan de normalidad, en el ACNS origen, a
ganancia o pérdida en la linea, considerando que el ACNS vy la linea ITAC-3 tienen
una misma tendencia (Figura 29) (Tabla 14). Mediante m-CGH la concordancia llega al
100% (Tablas 17 a y b). Con ambas técnicas (MLPA y m-CGH), las alteraciones son
mas marcadas en la linea ITAC-3. Este hecho demuestra, por un lado, que la linea
procede del tumor origen y no ha sufrido contaminacidn con otros tipos celulares y, por
otro, que las células tumorales se mantienen estables y no han adquirido nuevas
mutaciones. Por tanto, la linea ITAC-3 seria una herramienta adecuada para
desarrollar un modelo murino, que podria utilizarse, en el futuro, en ensayos con
terapias antitumorales. En la literatura no hay descrita ninguna otra linea procedente
de ACNS tipo ITAC, indicando la dificultad para cultivar esas células tumorales. Seria
una gran aportacion para la investigacion basica y aplicada poder desarrollar ese

modelo funcional.

Este mismo estudio de validacion lo hemos hecho en la linea NC-4, donde
comparamos su genoma con el CENS origen. En este caso, la mayor parte de las
alteraciones presentes en el tumor origen lo estan en la linea, sin embargo NC-4 ha
adquirido algunas nuevas (similitud 69% en MLPA y del 85,71% en microarrays-CGH).
Los cambios originados en la linea NC-4 no son sustanciales por lo que podemos
afirmar que la linea tiene validez y representa adecuadamente al CENS origen. No

obstante, podemos conjeturar sobre las causas de esos cambios resumiéndolas en:

e La linea NC-4 puede haber adquirido nuevas alteraciones en los sucesivos
“pases”, lo que englobaria las diferencias dentro de la inestabilidad genémica

propia de las células tumorales.
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e La linea celular refleja la homogeneidad de las células tumorales por un
proceso de seleccién clonal respecto a la heterogeneidad propia de los
tumores solidos, lo cual supone un cambio respecto al tumor origen.

e En el CENS origen hay varios tipos de células ademas de las tumorales
(linfocitos, células estromales...), mientras que en la linea solo hay células del
tumor.

e La zona de donde se extrajo la muestra para realizar el cultivo celular podria

tener distintas caracteristicas a la utilizada en el estudio del tumor origen.

Por tanto, creemos que las pequefias diferencias observadas entre la linea NC-
4 y el CENS origen no son suficientes para descartar su uso como modelo in vitro, ni
para desarrollar posteriormente un modelo in vivo. Por otra parte, seria interesante

tener presente los cambios concretos observados para futuros estudios.

6.3 Modelos animales

En este estudio se propuso como uno de los objetivos intentar desarrollar
modelos animales a partir de las lineas celulares ITAC-3 y NC-4, ambas obtenidas en
nuestro laboratorio. En un primer momento, por ser metodolégicamente mas sencillo,
nos planteamos realizar un modelo subcutdneo, que nos permitiria valorar el
comportamiento de nuestras lineas en un medio in vivo. Ademas, en este modelo
podiamos implantar una cantidad de células muy superior a la que se puede introducir
en la FN del ratdon. Otro de nuestros objetivos fue desarrollar con esas mismas lineas
un modelo ortotopico de los tumores nasosinusales mas frecuentes (ACNS vy
CENS),>*® que plantea mayor dificultad técnica, pero a su vez nos aporta informacion
mas especifica. Discutiremos los resultados obtenidos en cada uno de los modelos

con las dos lineas celulares.
6.3.1 Discusion de resultados en animales con la linea NC-4

En la tabla 6 (apartado 5.1.2) se exponen los experimentos realizados con la

linea NC-4 en los dos modelos animales estudiados.

Comenzando por el modelo subcutaneo obtuvimos el desarrollo de tumores
inducidos en 5 de los 5 ratones nude del grupo a (100%), tras implantar en el tejido

subcutaneo del lomo 300.000 células diluidas en 100 ul de volumen. Esta descrito que

111



Discusion

el modelo xenoinjerto subcutaneo no es el mas adecuado a la hora de reproducir el
comportamiento real de un determinado tumor maligno, ya que da lugar a tumores de
aspecto benigno, en forma de ndédulos encapsulados sin capacidad de
invasion’’87#8%83 E| analisis histopatolégico de los nédulos tumorales inducidos
mostré las caracteristicas propias de un carcinoma escamoso, lo que corrobora su
desarrollo desde células del CENS origen. No se observd invasion de tejidos
adyacentes, ni metastasis a distancia, concordando este dato con lo publicado al
respecto’®’®"*®_Sin embargo, aunque la mayoria de los autores esta de acuerdo en
que el modelo subcutdneo no es el mas adecuado para reproducir lo que ocurre
realmente en un tumor, contindia siendo muy utilizado en la investigacién oncolégica’®.
Su uso esta muy extendido debido a la sencillez técnica para implantar las lineas
celulares. Ademas, se puede seguir el desarrollo de los tumores y su evolucion con la
simple observacion, como nosotros hemos comprobado en todos los experimentos
realizados. Por ultimo, también es un modelo muy util para testar la eficacia de nuevos
farmacos antitumorales observando la reduccion del tamafio de los nédulos. A este
respecto, se ha publicado recientemente un trabajo que evalla la eficacia del
tratamiento con una molécula anti-EGFR en lineas celulares de CECC utilizando un
modelo xenoinjerto subcutaneo®. Aunque no hemos realizado ain este tipo de
experimentos con fadrmacos antitumorales, el modelo xenoinjerto subcutdneo nos ha
servido para familiarizarnos con el manejo de los animales, la técnica de puncion, el
sacrificio y el procesamiento de muestras, con el fin de adquirir experiencia para

desarrollar el modelo ortotépico que es mas complejo’®’""879.80.83.8485.80.87,88

Respecto al modelo ortotépico se obtuvo un resultado positivo para el
desarrollo de tumores inducidos en 7 de los 17 ratones empleados (41%), ya que
aunque en los experimentos entraron 20 animales, 3 ratones murieron al dia siguiente
de la implantacion. Este modelo por tanto, al ser mas cruento, presenta mas riesgo
para el animal, barajando entre las causas de muerte de los ratones a la anestesia o la
propia inyeccion, bien por implantar células a nivel intracraneal o por su aspiracion a la

VAS con asfixia.

Los estudios referidos hasta ahora a modelo animales en cabeza y cuello se
inclinan mas al modelo ortotopico que al subcutaneo. No obstante, la mayoria de estos
modelos han sido realizados en la lengua o en el suelo de la boca, donde inyectar un

volumen alto de células resulta mas sencillo’®"*®%283 E| gnico modelo ortotdpico
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desarrollado hasta la fecha a nivel de FN y SP*® utiliza células de dos lineas celulares
(ACC-3 y DM-14). En la primera de ellas se ha demostrado posteriormente su
contaminacion con células HelLa®®, mientras la segunda procede de un carcinoma
escamoso de suelo de boca. Si tenemos en cuenta que los CENS no comparten con el
resto de los CECC caracteristicas etiopatogénicas, terapéuticas vy

15,16,31,32,34,35,36

pronosticas , utilizar una linea celular que no proceda de un CENS resta

fidelidad al modelo ortotdpico.

Nuestro modelo ortotépico en FN y SP es el primer modelo realizado con
células procedentes de un CENS. Dadas sus dificultades consideramos un buen
resultado haber conseguido inducir tumores en un buen numero de ratones, aunque

seria deseable mejorar los resultados para realizar experimentos mas complejos.

La experiencia acumulada en el modelo ortotdpico nos hace ser criticos al

analizar los resultados obtenidos. Asi, sefialamos algunas limitaciones observadas:

e El éxito del experimento depende del factor humano y del entrenamiento en el
procedimiento. La técnica de la inyeccion se realiza a ciegas y no se tiene la
certeza de haber pinchado en el sitio correcto. Se desconoce si las células
drenan a la VAS y, por tanto, si el nimero de las que quedan en la FN y SP es
suficiente para inducir el desarrollo del tumor. Por tanto, es dificil establecer de
antemano la tasa aproximada de tumores inducidos que podemos conseguir
con este modelo, al depender mas de la técnica que de la propia capacidad de
la linea celular. Légicamente el entrenamiento sistemético en la técnica hara
que mejoremos y estandaricemos los resultados dependientes del factor

humano.

e Es dificil saber cuando se inicia y como se desarrolla el tumor ortotépico
inducido, por la complejidad anatémica y el reducido tamafio de la FN y SP
del raton. El tumor se hace evidente cuando deforma la cabeza del animal y ya
es relativamente grande. La dificultad para establecer cuando aparece el tumor
y el volumen que alcanza puede complicar los ensayos con quimioterapicos,
pues en ellos se valora la reduccion de tamafio y el freno del crecimiento.
Estas dificultades podrian solventarse con el uso de nuevas técnicas de
imagen molecular, que utilizan células marcadas previamente y permiten

obtener imagenes adaptadas a los 6rganos y tejidos animales®.
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En este modelo ortotdpico fue posible determinar el patron de invasion en el
estudio histopatoldgico. Asi, se comprobd que los tumores desarrollados en los
ratones tienen un comportamiento exofitico, ya que se hacen predominantes hacia la
superficie, sin invadir, en ningun caso la 6rbita o el cerebro. Esto difiere de lo
observado en humanos donde los CENS tienen un comportamiento distinto, al invadir
la orbita y el cerebro durante su progresion. Una linea de investigacion futura podria
estudiar los enzimas proteoliticos implicados en la progresion tumoral y determinar su
expresion en los tumores murinos y humanos, con el fin de demostrar diferencias que

determinen su patréon de invasion.

Todos estos aspectos comentados en el modelo ortotépico hacen que lo
debamos considerar un importante avance y una herramienta Util para el estudio del
desarrollo y progresion de los CENS, asi como para realizar futuros ensayos con

farmacos antitumorales.
6.3.2 Discusion de resultados en animales con la linea ITAC-3

En la tabla 11 (apartado 5.1.3) se exponen los experimentos realizados con la
linea ITAC-3 en los dos modelos animales estudiados.

En los experimentos no se obtuvo ningln resultado positivo en cuanto al
desarrollo de tumores inducidos en ninguno de los dos modelos estudiados

(subcutaneo y ortotopico).

En un primer momento utilizamos como animales de experimentacion a ratas,
cuando en los modelos animales de cabeza y cuello se utilizan habitualmente

r.atones77,78,79,80,81,83,84.

Esta primera eleccion fue debida a la falta de referencias
bibliogréaficas previas respecto a lineas procedentes de ACNS. La dificultad del cultivo
de estas células hizo que seleccionasemos un animal mayor que el ratén con el fin de
implantar mas células y valorar mejor los resultados. Tras realizar varios experimentos
negativos (Tabla 11) decidimos probar con ratones, que son mas habituales en los

modelos animales.

A pesar de no haber conseguido inducir ningtn tumor con la linea ITAC-3 se

han obtenido algunos resultados en los experimentos que conviene comentar.
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En uno de los ratones del grupo e (ITAC-3) (Tabla 11) se desarrollé un
pequefio nodulo en el lugar de la implantacion (Figura 25), con resultado
histopatolégico de carcinoma verrucoso. La etiopatogenia de este tumor no puede
considerarse en relacion al implante de células de la linea ITAC-3, aunque si a la
técnica de puncién, por una posible invaginacion de la piel del raton durante la

inyeccion y su posterior crecimiento.

En este mismo grupo de ratones, citado con anterioridad, se observé una
marcada hiperplasia glandular por debajo del epitelio respiratorio en todos los
animales. Esto hizo que nos plantedsemos si la hiperplasia estaba producida por
células propias del ratén o se trataba de las células tumorales implantadas. Nos
inclinamos por la primera opcion pues es muy dificil relacionar la hiperplasia glandular
benigna con células procedentes de una linea celular de ACNS. La evolucién natural
seria pasar de una lesion precursora a una célula tumoral establecida y no al revés.
No obstante, para resolver esta cuestion realizamos una inmunotinciéon con p53, ya
gque se habia realizado previamente en el ACNS origen siendo marcadamente positiva,
resultando claramente negativa en las muestras murinas, confirmando su distinto

origen (Figura 35).

Los resultados negativos que hemos obtenido con la linea ITAC-3 en los
distintos animales y modelos nos demuestran que esta linea celular no tiene
capacidad para crecer in vivo. Los resultados concuerdan con lo observado en la
literatura, ya que no se ha descrito un modelo animal para los ACNS. Una posible
explicacién es que la linea ITAC-3, como expusimos en material y método, crece en el
medio de cultivo HuMec, que se caracteriza por ser un medio libre de suero. Asi, las
células crecen en unas condiciones muy distintas a las que existen en un medio in
vivo, donde si hay componentes propios del suero. Al separar las células de la linea
ITAC-3 de su medio habitual y ponerlas en otro distinto, es muy dificil que sobrevivan y
mucho mas que crezcan, invadan y originen tumores inducidos. Por otra parte,
creemos que también se debe a las caracteristicas intrinsecas del tumor, que, por su
lento crecimiento, tarda afios en desarrollarse en el paciente. Ademas, los animales
inmunodeprimidos carecen de respuestas inflamatorias, que podrian actuar como
cofactor en el desarrollo tumoral. Nuestros experimentos, junto a la escasez de lineas

celulares especificas para ACNS, aparte de ITAC-3, nos llevan a afirmar que las
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células de los ACNS tienen dificultad para implantarse en un animal y desarrollar

tumores inducidos, tanto con el modelo subcutdneo como con el ortotopico.

6.4 Discusion del estudio genético

6.4.1 Anédlisis genético en el CENS, la linea NC-4 y los tumores

murinos

Utilizamos como procedimientos la MLPA y los m-CGH para analizar el ADN
del CENS origen, la linea NC-4, un tumor murino subcutéaneo y otro ortotopico. La
informacion obtenida ha permitido establecer similitudes y diferencias del patrén
genético en el tumor origen, la linea y los tumores murinos, asi como servir de control

de calidad de las muestras.

Al analizar y comparar el ADN de las 4 muestras se observa que tienen
caracteristicas similares, reflejando su clonalidad y confirmando su mismo origen
celular. No obstante, con el analisis de MLPA se observaron algunas diferencias entre

las distintas muestras como se exponen resaltadas en amarillo en la tabla 12.

Estas diferencias son muy escasas (4 en 42 sondas de SALSA P084) y estan

en consonancia con datos presentados por otros autores®%#63%4,

Destacamos aquellas que presentan un mayor contraste:

El gen NRAS (1p13.2) es un oncogén que codifica una proteina de membrana
con actividad GTPasa intrinseca. Mutaciones en este gen (pérdida capacidad de
hidrolizar GTP y mantenerse siempre en forma activa) se han asociado con cancer
rectal, cancer folicular de tiroides, sindrome linfoproliferativo autoinmune, sindrome de
Noonan y leucemia mielomonocitica juvenil. En nuestro estudio, presenta ganancia en
la muestra del tumor ortotépico, encontrandose en pérdida en el resto de muestras, lo
gue podria corresponder a una mutacion al implantar la lines en la FN de los ratones,

0 previamente en el cultivo celular.

EL gen CREM (10pl11.2) codifica una factor de transcripcion bZIP. Es un
importante componente de la sefial de transduccion mediada por AMPc durante el
ciclo de espermatogénesis. Presenta muchas isoformas, algunas funcionando como

activadoras y otras como represoras de transcripcion. No se ha encontrado relacion en
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con los CECC y CENS. En el CENS origen se encuentra normal, en NC-4 en pérdida,

en el tumor murino subcutaneo normal y en el murino ortotépico en ganancia.

EL gen DLEU1 (13g14) es una RNA largo no codificante. Originalmente fue
identificado como un potencial gen supresor de tumores, relacionado con la leucemia
linfocitica crénica de células B. En los tumores murinos subcutaneo y ortotopico

nuestro andlisis presenta pérdidas respecto al CENS origen y la linea NC-4.

La amplificacion y/o sobre-expresion del gen ERBB2 (17g21.1) se ha
relacionado con numerosos canceres, incluyendo tumores de mama y ovario. En
nuestro grupo, como ya mencionamos en la introduccion, se estudié en los CENS,
observando que el 14,6% de los casos presentaba ganancia®. Nuestros resultados
con MLPA mostraron ganancia en el CENS origen, normalidad en la linea NC-4 y en el
tumor murino subcutdneo, aunque se observo en pérdida en el ortotdpico. Estos
resultados no tienen una explicacion que encaje con lo observado en la literatura ni en

nuestros estudios previos®344%-%8,

Una caracteristica sefialada en otros trabajos se refiere a la homogeneidad de
las lineas y de los tumores inducidos. Las diferencias encontradas en los genes
anteriormente citados podrian ser el resultado de cambios que las células adquieren
con el paso del tiempo o desarrollados al implantar la linea NC-4 al ratén. Una
cuestion que se puede plantear es si los cambios génicos entre los perfiles de la linea
NC-4 y los tumores murinos inducidos ya estaban presentes en el CENS origen. Asi,
surge la controversia en conocer si los cambios génicos ocurren cuando las células se
han establecido en la linea o en el tumor murino, como resultado de la repetida
replicacién, o si el CENS origen ya tenia células con esas alteraciones. Esta
disyuntiva, aplicada a la clinica oncolégica, se asemeja al proceso de metéastasis a
distancia, donde se discute si los cambios génicos observados en las metastasis,
distintos a los del tumor primario, ocurren cuando las células llegan al lugar de la
metastasis 0 ya estaban presentes en el tumor primario. Respecto a este tema, existe
un estudio donde se compara el ADN de distintas muestras del mismo paciente
(sangre, tumor primario, xenoinjerto y metastasis) observando diferencias compartidas

entre la metastasis a distancia y el xenoinjerto, respecto al tumor primario’®.

Con m-CGH se observé que las muestras analizadas comparten el mismo perfil

de alteraciones, si bien éstas son mas exacerbadas en la linea NC-4 y en los tumores
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murinos respecto al CENS origen (Figura 30). Este hecho se explica por la pureza
celular de la linea y de los tumores inducidos, donde so6lo hay células tumorales, a
diferencia de lo que ocurre en el tumor origen donde coexisten con fibroblastos y otros
tipos celulares. En general, se observé concordancia alta entre todas las muestras
(Tabla 16), encontrdndose el mayor grado de similitud al comparar el CENS origen y la
linea NC-4 (86%) y el tumor murino subcutaneo y el ortotépico (99%).

Al comparar los resultados genéticos obtenidos con ambas técnicas (MLPA y
m-CGH) se observa una correlacion completa entre las alteraciones observadas
(Tablas 18 y 19). Este resultado da validez tanto a la linea como a los modelos
animales desarrollados y los convierte en herramientas muy Utiles para nuevas

investigaciones.
6.4.2 Analisis genético en el ACNS y lalinea ITAC-3

En este caso la MLPA y los m-CGH sélo se pudieron realizar en el ACNS
origen y en la linea ITAC-3, ya que no se desarrollaron tumores inducidos en los
modelos animales (Tablas 14y 17ay 17b).

Con ambas técnicas el ACNS origen y la linea ITAC-3 mostraron un patrén de

alteraciones similar, aunque con tendencias mas marcadas en esta Ultima (Figura 31).

Con MLPA se observaron diferencias en algunas sondas génicas, pero solo

discordancia en:

-CDKN2A (9p21). La pérdida de la regién cromosomica donde asienta el gen
es la alteracién genética mas frecuente en los CECC (70%). En estudios previos
realizados en nuestro laboratorio para el estudio de la ruta WNT se observd, mediante
m-CGH y MLPA, que las pérdidas son méas frecuentes que ganancias *®. Nuestros
resultados muestran cambios en 4 sondas correspondientes a esta region
cromosdémica, desde ganancia en el ACNS origen hasta normalidad en la linea ITAC-3

en una sonda, hasta el paso de normalidad a ganancia en las otras tres (Tabla 14).

-ERBB2 presenta diferencias entre el ACNS origen y la linea, pasando de

normalidad a pérdida. No existen datos en la literatura respecto a esta observacion®.

-PTEN pasa de normalidad en el ACNS origen a pérdida en la linea ITAC-3 en

9 de las 11 sondas estudiadas (Tabla 14). Aunque no se ha relacionado directamente
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con los ACNS, la pérdida de su funcion se ha implicado en la tumorogénesis de varios

modelos experimentales de cancer™.

-TP53 pasa de normalidad a pérdida en 2 de las 8 sondas correspondientes a
este gen. Otros autores han demostrado que las mutaciones de TP53 en ACNS son
muy frecuentes (18-77%)"*3%43,

Estos datos reflejan la pureza y estabilidad celular de la linea ITAC-3, respecto
al ACNS. Por tanto, podemos considerar que la linea ITAC-3 mantiene las
caracteristicas genéticas del ACNS origen, siendo una herramienta muy Gtil en estos

tumores para futuras investigaciones..

6.5 Discusion de la expresidon proteica

El estudio IHQ se realizé en muestras con tejido estructurado, es decir, en los
tumores origen (CENS y ACNS) y en los tumores murinos inducidos (subcutaneo y
ortotdpico), no realizdndose en las lineas celulares (NC-4 e ITAC-3).

6.5.1 Expresion proteica en CENS y tumores murinos

Las inmunotinciones realizadas con ciclina D1, cortactina, E-cadherina, p53,
PTEN, p16, c-myc y Rb, en el CENS origen y en una muestra de tumor murino
subcutaneo y en otra de ortotopico, fueron concordantes en todos los casos, menos en
PTEN y pl6 (Tabla 22). PTEN mostré positividad en las dos primeras muestras,
siendo negativa en el tumor murino ortotépico, mientras que p16 mostré positividad en
el CENS origen y negatividad en los tumores murinos. La concordancia de la mayoria
de las inmunotinciones nos sirve como control de calidad y nos reafirma en la similitud
funcional del CENS origen y los tumores inducidos. Las diferencias observadas son
minimas y podrian explicarse de manera similar a lo sefialado en el analisis genético
(apartado 6.4.1). A nivel de expresion proteica estas diferencias podrian deberse a la
seleccion de células con determinadas caracteristicas metabdlicas, desde el CENS
origen hasta el cultivo celular, o bien a mutaciones de novo por las que una proteina
previamente expresada en el CENS origen deja de hacerlo en los tumores murinos
inducidos, o viceversa. Como se puede observar en la tabla 23, los resultados
obtenidos con las tres técnicas son concordantes, lo que una vez mas confirma la

similitud de las muestras estudiadas.
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6.5.2 Expresidn proteica en ACNS e hiperplasia glandular

Como ya comentamos en el apartado 5.3.2 realizamos la inmunotinciéon con
p53 en el ACNS origeny en la hiperplasia glandular del modelo ortotdpico con la linea
ITAC-3. La hiperplasia glandular, en la FN, aunque no tenia rasgos de malignidad, fue
un hallazgo nuevo respecto a los otros ratones estudiados en el modelo ortotopico.
Asi, no se observo en los ratones implantados con la linea NC-4 tanto en los que
desarrollaron tumores como en los que no. Como ya mencionamos en la introduccion,
nuestro grupo habia estudiado previamente el estado de TP53 y la sobre-expresion de
p53 en ACNS. Respecto a la expresion de p53 fue positiva hasta en un 72% de los
casos, mostrando una relacion estadisticamente significativa con la exposicién a polvo
de madera®®. Seleccionamos, por tanto, este anticuerpo, ya que el ACNS estudiado en
este trabajo procedia de un paciente expuesto al polvo de madera, obteniendo, como
cabria esperar una expresion marcadamente positiva. La misma tincion en la
hiperplasia glandular del modelo murino ortot6pico resultd claramente negativa (Figura
35). Asi, la discordancia en la expresibn de p53 y el hecho de que
histopatologicamente el ACNS origen y la hiperplasia glandular sean lesiones distintas

nos hace descartar que las células hiperplasicas deriven de la linea ITAC-3.

No obstante, lo que no podemos descartar es que la hiperplasia se haya
desarrollado por algun factor de crecimiento liberado por las células tumorales en

contacto con la mucosa respiratoria.

Al realizar la comparacion de los resultados de la expresion proteica y los
resultados obtenidos con MLPA y m-CGH, observamos que no son coincidentes, ya
que el analisis genético mostré pérdida de la region correspondiente a TP53 y sin
embargo, la expresién de la proteina p53 fue positiva. Este hecho ya esta reflejado en
la literatura, en un estudio realizado recientemente en nuestro grupo, en donde se
concluye que la positividad de la inmunotincién no es un predictor apropiado para

determinar la presencia/ausencia de mutacion a nivel de TP53*,
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1 Se ha logrado inducir tumores con la linea celular NC-4 en el 100% de

los xenoinjertos murinos subcutaneos.

2 Se ha disefiado un modelo xenoinjerto murino ortotépico nasosinusal

con la linea NC-4, induciendo tumores en el 41% de los casos.

3 No se han podido inducir tumores con la linea celular ITAC-3 en ningan

caso ni con el modelo xenoinjerto subcutaneo ni con el ortotépico.

4 La caracterizacion genética del CENS origen, la linea celular NC-4 y los
tumores murinos inducidos (subcutaneo y ortotépico) es similar, indicando la
conservacién del patron genético entre el tumor origen y la linea celular,
manteniendo la pureza de la linea en los tumores inducidos, confirmando la

validez de los modelos in vitro e in vivo.

La caracterizacion genética del ACNS origen y la linea celular ITAC-3
muestra un patron genético muy similar, reflejando la linea las caracteristicas

genéticas del tumor origen, confirmando la validez del modelo in vitro.

La expresion proteica del CENS origen y los tumores murinos inducidos
valorada por IHQ muestra estrecha relacion en la mayoria de las proteinas

estudiadas, reafirmando lo observado en los estudios genéticos.
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Proyecto futuro

Con este trabajo se abre una linea de investigacion para seguir profundizando
en el conocimiento sobre los tumores nasosinusales. Una vez confirmada la pureza de
las lineas celulares (NC-4, ITAC-3) y haber disefiado y puesto a punto los modelos
animales, el paso siguiente se encamina a realizar estudios de quimiosensibilidad. Se
pretende hacer ensayos preclinicos con farmacos antitumorales especificos,
aprobados o en estudio, para alguna de las alteraciones genéticas detectadas. El
modelo ortotépico in vivo disefiado para NC-4 parece muy adecuado para estudiar los
CENS, mientras que los estudios in vitro de la linea ITAC-3 es lo recomendado por

ahora en los ACNS al no poder inducir tumores en los modelos animales.

Aunque los resultados en los modelos animales con ITAC-3 no han sido
satisfactorios, no renunciamos a desarrollar un modelo in vivo, modificando el medio y
las condiciones de cultivo, la concentracién, los animales, o disefiando un modelo ex

vivo, implantando las propias células del ACNS origen.

Parece interesante el estudio de enzimas proteoliticos relacionadas con el
proceso de invasion local, al ser los tumores humanos més agresivos que los murinos

y presentar con mas frecuencia invasion orbital y craneal.

Es necesario introducir en los modelos animales las nuevas técnicas de imagen
y marcaje molecular, con el fin de precisar el inicio y desarrollo de los tumores, asi
como el proceso de invasion y metastasis, sin necesidad de sacrificar a los animales.
Entre estas técnicas destacamos la Resonancia Magnética Nuclear (RN), la SPET
“Singel Photom Emission Tomography”, la PET-CT “Positrom Emission Tomography
Computed” y la micro TC, recientemente incorporadas en el animalario de la

Universidad de Oviedo.

Como reflexion final, considero que el disefio y perfeccionamiento de los
modelos funcionales especificos puede contribuir al conocimiento y manejo terapéutico
de los tumores nasosinusales. Los resultados obtenidos, convenientemente validados,

podrian servir para un tratamiento mas racional y eficaz de los pacientes.
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