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5-FU: 5 fluorouracilo
ACC: Adenocarcinomas colonicos
ADAM-9: Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9

ADN: Acido desoxiribonucleico

AJCC-UICC: American Joint Committee- Union internationale contre le cancer

APC: Poliposis adenomatosa colonica

Ber- EP4 (Ep-CAM): Antigeno especifico epitelial

CDK: Ciclina dependiente de kinasa

CEA: Antigeno carcinoembrionario

CGH: Hibridacién genémica comparada

CIMP: Fenotipo con metilacion de los islotes de CpG

CIN: Inestabilidad cromosomica

CISH: Hibridacién in situ con cromoégeno

CK o CQ: Citoqueratina

COX: Ciclooxigenasa

EGFR (HERLY): Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 1
Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal

EMA: Antigeno de membrana epitelial

FISH: Hibridacion in situ con fluorescencia

HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
HHV8: Virus herpes 8

HMFG-2: Human milk fat globule

HPV: Virus del papiloma humano

IARC: Agencia internacional de investigacion del cancer

IC: Intervalo de confianza

ICD-O: Clasificacion internacional de las enfermedades oncolégicas
IHQ: Inmunohistoquimica

IL: Interleuquina
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INOS: Inducible nitric oxide synthase

INT: Instituto Nazionale Tumori

ITAC: “Intestinal type Adenocarcinoma”. Adenocarcinoma tipo intestinal.
LCR: Liquido cefalorraquideo

LGALS4: Gen codificador de galectina 4

LIGHT: Homdlogo de linfotoxinas

LOH: Lost of heterozygosity (pérdida de herocigosidad)

MAPK: MAP quinasa

MAPK: Protein quinasas activadas por mitégenos

MLH2: Human mutL Homolog 1

MLPA: Prueba de amplificacién dependiente de ligando mdultiple
MMP: Metaloproteasas de la matriz

MMR: Genes reparadores del ADN

MSI: Inestabilidad de microsatélites

MTA: Manual tissue arrayer

MUC: Mucina

NF«f: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NO: Oxido nitrico

OMS: Organizacién mundial de la salud

OR: Odds ratio

ORL.: Otorrinolaringologia

PCRQ-RT: Reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa a tiempo real
PG: Prostaglandinas

PI3K: Fosfatidil inositol trifosfato

PKC: Proteina quinasa C

PMN: Polimorfonucleares

PTCC: Papilar tubular de células cilindricas

PTEN: Fosfatidil inositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa



QT: Quimioterapia

RB: Proteina del retinoblastoma

RMN: Resonancia magnética nuclear

RNS: Especies nitrdgeno reactivas

ROS: Especies oxigeno reactivas

Rt: Radioterapia

SCOEL.: Comité cientifico para la exposicion ocupacional de la Union Europea
SIGIRR: Receptor asociado a una sola Ig I1L-1

STATS3: Transductor de sefial y activador de la transcripcién 3
TAC: Tomografia axial computerizada

TEM: Transicion epitelio mesénquima

TGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

TK: Tirosin gquinasa

TLR: Receptor de tipo toll

TMA: Matrices de tejido

TNF: Factor de necrosis tumoral

TRAIL: Ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF

WT: Forma salvaje (Wild type)

Abreviaturas
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2.1.- DEFINICION

Los adenocarcinomas nasosinusales tipo intestinal (ITAC) son tumores primarios
malignos de la cavidad nasal y los senos paranasales que se asemejan histolégicamente a los
adenocarcinomas, a los adenomas de colon o excepcionalmente la mucosa intestinal normal.

2.2.- EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de los tumores nasosinusales malignos es menor de 1 caso por cada
100.000 habitantes al afio siendo los tipos histolégicos mas frecuentes los adenocarcinomas y
carcinomas escamosos (1, 2, 3) . Dentro de ellos, los ITAC son tumores poco frecuentes que
representan entre el 4 y el 20% de los tumores malignos nasosinusales (2) .

Los adenocarcinomas son el subtipo histoldégico de carcinomas nasosinusales méas
frecuente en Europa, no asi en Estados Unidos donde el carcinoma escamoso es el mas
frecuente. En nuestro medio, la incidencia de ITAC es de 0,19 casos/100.000 habitantes/afio (3)

La localizacion mas habitual del ITAC es el seno etmoidal y parte superior de las fosas
nasales (cornetes superior, medio y meato medio) (85%), seguida del seno maxilar (10%) siendo
excepcional en el resto de cavidades sinusales (1, 4, 5). Las localizaciones menos frecuentes
como el seno maxilar, son mas propias de pacientes no expuestos al polvo de la madera (Figura
1).

ETMOIDAL Y FOSAS

FRONTAL NASALES (85%)

MAXILAR (10%)
ETMOIDAL Y FOSAS NASALES (85%) ESFENOIDAL

Figura 1: Esquema representativo de nariz y senos paranasales y frecuencia de localizacién de los ITAC.

La edad de aparicion mas frecuente es entre los 50 y 60 afios, siendo raro antes de los 30
afios. El predominio masculino varia entre una refiacion de 4:1 hasta de 59:1(5-7).
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Los adenocarcinomas no relacionados con la exposicion al polvo de la madera son los
gue afectan mas frecuentemente a mujeres (8).

2.3.- ETIOPATOGENIA

Desde los afios 60 se conoce la relacion entre la exposicién al polvo de la madera y los
tumores nasosinusales malignos (9-11). Los estudios epidemioldgicos encuentran mayor
incidencia de estas neoplasias en trabajadores de la madera, de la industria del mueble, y con
menor frecuencia en trabajadores de refinerias de niquel, papeleras, fabricas de calzado, y
productos derivados del cuero (12, 13).

El subtipo histoldgico méas frecuente en los trabajadores de la madera es el
adenocarcinoma, excepto en los trabajadores japoneses, en los cuales es el carcinoma escamoso
y la localizacion mas frecuente el seno maxilar (14) .

La agencia internacional de investigacion del cancer (IARC) encuentra asociacion entre
los carcinomas nasosinusales y la exposicion al polvo de madera, sobre todo a maderas duras.
No encuentra aumento en el riesgo de desarrollar otros tumores como carcinomas escamosos
nasosinusales o carcinomas nasofaringeos. En 1995, en su evaluacion sobre el polvo de la
madera establece que:

“La alta incidencia de carcinomas nasosinusales puede atribuirse al polvo de la
madera en si mismo y no a otras exposiciones en el lugar de trabajo, ya que este aumento en la
frecuencia se ha observado en: diferentes paises, durante diferentes periodos, en diferentes
grupos ocupacionales y también porque la exposicion directa a otras sustancias quimicas no
produce riesgos relativos de la magnitud de los asociados a la exposicion al polvo de madera-.

Por tanto, se considera el polvo de la madera un carcinégeno en si mismo para el
hombre (15). La directiva de la Union Europea (1999/38) también ha clasificado el polvo de las
maderas duras como un carcindgeno, estableciendo el limite de exposicién permitido en el lugar
de trabajo en 5mg por m® de polvo inhalado en el aire del centro de trabajo (16).

Los trabajadores de la madera presentan un riesgo de desarrollar ITAC 500 veces
superior al de la poblacion masculina no expuesta y hasta 900 veces superior al riesgo de la
poblacién general (3, 10, 17). Los trabajadores expuestos presentan una incidencia del 1 por
1000, riesgo comparable al de desarrollar otros tumores malignos mucho mas frecuentes como
el cancer de c6lon o de pulmén.

El 90% de los ITAC se relacionan con la exposicion al polvo de la madera (18). Por ello
en 1981, la IARC recomienda que se reconozcan estos tumores como enfermedad profesional.
Actualmente se considera enfermedad profesional en paises como Alemania, Francia e
Inglaterra (19), aunque los criterios para reconocerla como enfermedad profesional varian en los
distintos paises. Los criterios mas restrictivos se encuentran en Alemania, Luxenburgo y Austria
en donde so6lo se reconoce como cancerigena la exposicion al polvo de maderas duras y el
desarrollo de adenocarcinomas tipo intestinal como enfermedad profesional, no admitiéndose
como tal ningun otro subtipo. A diferencia de estos paises, en Dinamarca, Inglaterra, Suiza,
Bélgica, Francia e Italia s6lo se exige un determinado tiempo de exposicion para su
reconocimiento como enfermedad profesional. La IARC recomienda reconocer el carcinoma
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nasosinusal como enfermedad profesional independientemente del tipo de madera y del subtipo
histolégico del tumor.

De entre los diferentes trabajos relacionados con la exposicion al polvo de la madera
existe menor riesgo en los carpinteros, siendo los trabajadores de la industria del mueble los que
mas riesgo presentan (14, 20).

Algunos estudios apuntan un aumento de la incidencia en esta poblacién de otros
tumores, como por ejemplo el adenocarcinoma colénico (ACC) (21, 22). La misma IARC
encuentra un aumento ligero de la incidencia de otros tumores como carcinomas orofaringeos,
hipofaringeos, pulmdn, linfaticos, sistema hematoldgico, estdmago, intestino y colon, sin poder
demostrarse la relacion causal con la exposicion al polvo de madera (15).

2.3.1- MATERIALES QUE SE ASOCIAN A RIESGO AUMENTADO DE CARCINOMA

Los carcinomas nasosinusales, ademas de en pacientes expuestos al polvo de madera, se
han observado en individuos espuestos a niquel, a radiacion ionizante, a formaldehido y a cuero
(23-25).

Dentro de los carcinomas nasosinusales, los ITAC se han asociado a la exposicion al
polvo de madera, sobre todo maderas duras como ébano, roble y haya. Su asociacion con
maderas blandas no se ha podido confirmar debido a la escasez de estudios especificos (15).

En 1993 Nylander (26) plantea cual es el elemento que hace a la madera un
carcindgeno: sustancias propias de la madera o bien aditivos empleados como lacas, sprays,
abrillantadores. Los maquinistas y los fabricantes de armarios, poco expuestos a lacas, sprays
etc tienen el mismo riesgo que los trabajadores con mayor exposicion a estos aditivos. Entre los
componentes nativos mutagénicos de la madera sospechosos de inducir el desarrollo de
carcinomas estan los taninos, los acidos tanicos, la 2,6-dimetoxil-1,4-benzoquinona, los
aldehidos no saturados, y sus productos de oxidacion. Durante el serrado se producen arenas a
partir de los productos de madera, los hongos de la superficie de la madera y sus metabolitos
producen sustancias piroliticas. Por otra parte otros estudios apoyan el efecto carcindgeno de
los aditivos mientras que otros estudios no encuentran este efecto.

Wolf y cols.(19) realizan un exhaustivo andlisis sobre la influencia de los diferentes
tipos de madera empleados, asi como otros conservantes, componentes y aditivos empleados en
la industria maderera. Por ultimo estudian el por qué de la variabilidad regional en la incidencia
de estos tumores. Estos autores llegan a la conclusion de que existe un efecto combinado entre
el polvo de la madera y determinados agentes quimicos empleados en la industria como lindane,
PCP y “cromate”. Ademas observan que esta aumentando el periodo de latencia desde el inicio
de la exposicion al polvo y el desarrollo del tumor desde 1985. Se observa una alta incidencia
en determinadas regiones de Alemania, normalmente sujeta a factores ocupacionales, pero se
desconoce si existen otros factores asociados.

Hoy en dia se cree que la madera es un carcin6geno en si mismo, independientemente
de otros materiales empleados en la industria maderera. Los mecanismos que desencadenan
estos tumores no estan claros y se desconoce si la inflamacion desempefia un papel en la
iniciacion y desarrollo de los mismos.

Entre las sustancias que también pueden asociarse a un riesgo elevado se encuentran la
exposicion al polvo de cuero, pero no al cuero en si mismo. Se ha descrito un aumento de la
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incidencia en los trabajadores de las fabricas manufactureras y de reparacion de calzado,
probablemente en relacion a los productos quimicos empleados en estas fabricas. Estos
trabajadores presentan también un aumento en la incidencia de otros subtipos tumorales como
carcinomas escamosos (12).

El desarrollo de los ITAC se ha relacionado también con la exposicion a sales de cromo,
niquel y taninos (5, 13).

La relacion entre los ITAC y el alcohol, tabaco y formaldehido no se ha podido
demostrar, estando estos ultimos mas asociados al desarrollo de carcinomas epidermoides
(SCC) (27).

2.3.2.-MECANISMO ETIOPATOGENICO

El desarrollo de estos tumores depende de un mecanismo etiopatogénico aun no bien
conocido y en el que se cree estan involucrados muchos factores entre los que destacan: el flujo
aéreo y aclaramiento mucociliar, el tiempo y nivel de exposicion a las particulas carcinégenas y
los mecanismos que desencadenan éstas como la genotoxicidad y la inflamacion.

2.3.2.1.- Flujo aéreo y aclaramiento mucociliar

La nariz es un drgano estructural y funcionalmente complejo. Es la puerta de entrada a
las vias respiratorias y funciona como filtro, ademés de humidificar y calentar el aire. En los
altimos veinte afios se ha visto un gran aumento del estudio de la toxicologia nasal. En los
pacientes expuestos al polvo de madera no sélo es importante tener en cuenta el tipo de madera
a la que estan expuestos, sino también el tamafio y tipo de las particulas generadas. Las
particulas mayores de 10 micras son detenidas por la valvula nasal. A su vez, las menores de 5
micras son las que mas tiempo permanecen en el aire y pasan a vias aéreas bajas provocando
una respuesta inflamatoria pulmonar (28) . Son el llamado “Polvo respirable” y son las
particulas de tamafios situados entre estas dos medidas (5-10 ) las que permanecen en las vias
aéreas altas.

La corriente aérea principal del flujo nasal empuja las particulas hacia el cornete medio
ejerciendo su efecto “irritante” en: cara medial del proceso unciforme, cara externa de la bulla,
cara medial del cornete medio, cornete superior, hendidura olfatoria, receso etmoido-esfenoidal
y la mucosa septal (Figura 2). Se ha describe la presencia de pediculos de implantacion de estos
tumores a estos niveles y la ausencia de pediculos de implantacion Unicos de estos tumores en
otras areas de la mucosa respiratoria nasal y en otros senos como el maxilar, frontal y
esfenoidal, donde es dificil que penetren estas particulas. El estudio de Georgel y cols. (29), que
emplea endoscopia y TC, postula como origen de estos tumores la hendidura olfatoria en
concreto (Figura 3).

El aclaramiento mucociliar también juega un importante papel etiopatogénico. EI moco
funciona como capa protectora en las vias respiratorias altas y es un importante agente
antioxidante (30). El aclaramiento normal es de 6-10 mm/min. La direccion del transporte tiene
una polaridad diferente segin la zona. En general sigue un desplazamiento hacia atréas,
dirigiendo las particulas hacia nasofaringe, laringe y es6fago. Se establece que hasta el 50-90%
de los elementos administrados con un sprays son deglutidos. Los gases inhalados pueden
modificar la actividad ciliar. Un ejemplo claro es el efecto que tiene la polucién urbana en la
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mucosa nasal en la que produce inflamacion y cambios epiteliales como hiperplasia, displasia
etc con la consiguiente alteracion de la actividad ciliar (31, 32). Este efecto es protector para las
vias aéreas bajas. La inhalacion de formol, cloro, cromo, altas concentraciones de oxigeno o gas
carbdnico, puede afectar también al trasporte mucociliar. EI humo del tabaco tiene una accion
cilio-estéatica clara.

En trabajadores expuestos al polvo de la madera aumenta la secrecién mucoide, se altera
el aclaramiento mucociliar debido fundamentalmente a cambios metapléasicos o hiperplésicos
del epitelio mucoso, favoreciéndose el contacto prolongado entre la mucosa respiratoria y las
particulas de polvo.

—

Figura 2: Imagen representativa de las fosas nasales en la que se resaltan las localizaciones més frecuentes de dep6sito de particulas
inhaladas: cornetes medio, superior, hendidura olfatoria y receso etmoido-esfenoidal.
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Figura 3: Técnicas de imagen con adenocarcinomas nasosinusales tomadas del articulo de Georgel y cols (29). A. Parte inferior del
laberinto etmoidal reducido a una fina lamina con el tumor penetrando al seno maxilar a través de la fontanela. B. TC de un
trabajador de madera con anosmia que muestra un adenocarcinoma incipiente en la hendicura olfatoria derecha (flecha). C. Tumor
de crecimiento lento que se origina en la hendidura olfatoria secuestrando un pequefio tridngulo de células etmoidales por debajo del
techo etmoidal mediante la lateralizacién, empujando, sin invadir, la lamina de la concha. D. RM: Tumor originandose en la
hendidura olfatoria con retencién en el laberinto etmoidal aplastado y seno maxilar.

2.3.2.2.- Tiempo de exposicion y nivel de exposicion

En cuanto al tiempo y niveles de exposicion al polvo de madera existen diferentes
estudios, pero todos establecen que el tiempo de exposicidn para desarrollar estos tumores es
largo. Es un dato dificil de estimar en muchas ocasiones por la inconsistencia de la exposicion y
sin poder determinarse el tiempo de evolucion.

D’Errico y cols. (12) establecen que el riesgo es claramente mayor en pacientes con un
nivel de exposicion de més de 35 mg/m®. La directiva de la Unién Europea (1999/380) establece
como limite maximo de exposicion ocupacional al polvo de maderas duras en 5mg/m® en el
aire del lugar de trabajo. EI Comité Cientifico para los limites de exposicion ocupacional de la
Unién Europea (SCOEL) determina que la exposicion a mas de 0,5 mg/m® provoca efectos
pulmonares indeseables (SCOEL 2002. “Recommendation from de Scientific Commitee on
Occupational Exposure Limits for Wood Dust”). En 2003 SCOEL propone un factor conversor
de polvo total a inhalable (2-3) estableciéndose el limite de exposicion ocupacional inhalable a
1,5 mg/m? (fraccion inhalable).

El tiempo de latencia, entendido como el tiempo desde que se origina el tumor hasta la
aparicion de los primeros sintomas varia entre los 10 y 40 afios de media (26, 33), con tiempos
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de exposicion que van entre los 2 y 67 afios, con una media de 40 afios (26). Esta variacion en
los tiempos de latencia hace suponer que existen factores individuales que hacen mas
susceptibles a determinados individuos. Wolf y cols. (19) determinan que desde 1985 los
tiempos de latencia estan aumentando.

El riesgo de desarrollar un ITAC aumenta con la intensidad de la exposicion asi como
por el tiempo de exposicion (34). Cualquier intensidad y tiempo de exposicién, por minimos
que sean aumentan el riesgo con respecto a la poblacion general (35). El riesgo aumentado de
desarrollar un ITAC no disminuye hasta al menos 15 afios después de que cese la exposicion al
polvo de madera (26).

2.3.3.- GENOTOXICIDAD

Hermann Druckrey es el primero en emplear el término GENOTOXICIDAD hace
treinta afios en una conferencia internacional sobre carcinégenos ambientales, y lo emplea de la
siguiente forma: “Con el fin de describir los constituyentes de la interaccién quimica con el
material genético se propone el término de genotoxicidad, como expresion general que cubre
los efectos tdxicos, letales y heredables que se producen sobre el material genético cariocitico o
extracariocitico en células somaticas o germinales”. Las particulas que tienen propiedades
genotoxicas se dividen en fibrosas o no fibrosas y forman un grupo especifico de toxicos con
un comportamiento muy diferente al de los carcindgeno quimicos (36).

En general, existen tres respuestas celulares a la exposicion a estas particulas:
Produccion de especies oxigeno-reactivas (ROS) y especies nitrogeno-reactivas (RNS),
induccidn de inflamacién, y dafio del ADN.

La genotoxicidad se divide en primaria y secundaria. La primaria es la que producen
directamente las particulas sobre las células diana del organismo, se determina mediante
estudios “in vitro” ya que se tienen que descartar influencias como la respuesta inflamatoria del
individuo. La genotoxicidad secundaria es la que se produce por la respuesta inflamatoria del
individuo en respuesta a la exposicion a determinadas particulas. Se mide mediante test “in
vivo” y tiene umbral. Por altimo, se sabe que las particulas influyen en la iniciacion y
progresion tumoral por cambios en las vias de sefializacion, cuyo punto final son alteraciones en
la apoptosis y proliferacion de células diana (Figura 4).
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PARTICULAS FIBROSAS/
NO FIBROSAS

SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE
SISTEMA DE REPARACION DELADN

GENOTOXICIDAD 12 GENOTOXICIDAD 22
Propiedades de superficie INELAMACION:

“Particle uptake” Activacién: macréfagos /PMN
Efecto transportador

Caracteristicas de las

particulas: tamafio, forma,

cristalinidad Citoquinas, quemoquinas,
Biopersistencia Factores de crecimiento

ROS/RNS

- Dafo protéico/peroxidacion lipidica

- Dafio ADN (ruptura hebras, 8-oxo-dG, 8-nitro-dG, acortamiento
telémero—> Alteraciones genéticas

- Sefalizacion intracelular (citoquinas, factores de transcripcion, MMP
1 reguladoras, inductores apoptosis)

CELULAS DIANA: INICIACION
APOPTOSIS/NECROSIS

PROLIFERACION COMPENSADORA (CELULAS INICIADAS O
CON DARNO SUBLETAL)

Figura 4: Mecanismos de accion de las particulas; mediante genotoxicidad directa o primaria, dependiente de las caracteristicas de
las particulas y propiedades de las mismas, siento la produccién de ROS el principal indicador de la actividad genotéxica. Y en
segundo lugar la genotoxicidad secundaria o mediada por células inflamatorias. Como fin Gltimo se producen cambios en las células
diana que favorecen la apoptosis, pero también la proliferacion celular (Basado en el articulo de Albrecht y cols. (37)).

El efecto genotoxico directo o primario depende fundamentalmente de la capacidad de
generar ROS, directamente responsables de los efectos biolégicos de las particulas (38, 39).
ROS es el mayor indicador de la actividad biologica de las mismas (40). ROS, al menos en el
colon, induce stress oxidativo con dafio de ADN (ruptura de hebras de ADN, produccion de 8-
ox0-dG, 8-nitro-dG y acortamiento de telémeros), peroxidacion lipidica, dafio proteico,
modificaciones en la sefializacion intracelular (induccion de la apoptosis, citoquinas, activacion
de factores de transcripcion y regulacion de MMPL), alteraciones genéticas ( mutaciones p53,
sobreexpresion Bcl-2, mutaciones APC, mutaciones de p16, pérdida de heterocigosidad de Rb)
y alteraciones epigenéticas (hipermetilacion de hMLH1, de p16 y de p14) (41).

El efecto genotoxico secundario estd mediado por macr6fagos y polimorfonucleares
(PMN) que provocan una inflamacion crénica que también genera ROS/RNS, citoquinas y
factores de crecimiento.

Ademas de los dafios en el ADN que llevan a la apoptosis, se produce una proliferacion
compensadora de las células supervivientes que muchas veces son células iniciadas quiescentes
o tienen dafio subletal del ADN. Las vias de sefializacion que se activan en este proceso son
sobre todo tres: MAPK, PKC y NFKB, que se asocian a progresion tumoral (37) (Figura 5).
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Figura 5: Posibles vias de sefializacién inducidas por particulas fibrosas o no fibrosas. Las particulas estimulan la produccién de
ROS/RNS, inflamaci6n crénica y cambios en las proteinas de la matriz extracelular. ROS/RNS y la inflamacién provocan activacion
de vias de sefializacion como MAPK que comprende tres cascadas que implican a JNK, ERK1/2 y p38. Las particulas activan de
forma directa PKC, sin mediaciéon de ROS/RNS ni de células inflamatorias. Los receptores de membrana (EGFR e integrinas)
responden a las variaciones en la matriz extracelular, pero también a las citoquinas, factores de crecimiento etc, producidos por las
células inflamatorias. Todas estas alteraciones tienen como fin dltimo los factores de transcripcion nucleares.

En su trabajo, Rekhadevi y cols.(42) estudian los efectos del polvo de madera
determinando el dafio genético en los trabajadores de la madera y encuentra dafios genéticos en
linfocitos de sangre periférica, y en las células epiteliales bucales, asi como una disminucion de
los niveles de enzimas antioxidantes. También Bruschweiler y cols.(43) encuentran dafio
genético en las células epiteliales bucales y nasosinusales de trabajadores de la madera, con
mayor inestabilidad cromosémica y mayor frecuencia de micronucleos

2.3.4.- INFLAMACION

La relacion entre la inflamacion y el cancer no es nueva. En 1893, Virchow establecié la
hipotesis de que el cancer se produce en lugares con inflamacion cronica: los irritantes, el dafio
tisular, y la misma inflamacion provocan aumento de la proliferacion celular (44). Se ha
establecido esta relacion tanto desde el punto de vista epidemiolégico como histopatolégico,
ademas de conocerse el efecto profilactico que tienen los farmacos antiinflamatorios. Existe
predisposicion a desarrollar tumores en el contexto de infecciones crénicas como las causadas
por el Virus del Papiloma Humano, el Helicobacter Pylori, el Virus del Herpes 8 (HHV8), o por
enfermedades inflamatorias (enfermedad inflamatoria intestinal) y en el contexto de una
irritacion cronica (asbesto, silice, tabaco...).

El proceso se puede resumir mediante los “Hallmarks of cancer” de Hanahan y
Weindberg (45),(46) que describe la adquisicion de siete propiedades fundamentales:
Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, falta de sensibilidad a las sefiales inhibidoras del

20



Introduccién

crecimiento, evasion por apoptosis, defectos en la reparacion del ADN, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis mantenida y capacidad para invadir y metastatizar. Otra propiedad es la
capacidad de escapar al rechazo e inmunidad (Figura 6).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 6: Esquema ilustrativo del proceso tumorogénico con las seis fases clasicas propuestas en el afio 2000 por Hanahan
(Tomado de: “Hallmarks of cancer: The next generation” Hanahan y Weinberg 2011).

Se puede entender el desarrollo del cancer en tres fases: Iniciacion, promocion y progresion.

- INICIACION: Cambios gendémicos: mutaciones puntuales, delecciones de genes,
amplificaciones y reordenamientos genéticos que dan lugar a cambios celulares
irreversibles.

- PROMOCION: Promocion de las células supervivientes y expansion clonal de estas
celulas iniciadas.

- PROGRESION: Crecimiento del tumor o metastasis. Implica también células NO
tumorales (tumor heterocelular) implicadas en la neoangiogénesis por ejemplo.

En estas tres fases el evento fundamental es la acumulacion de lesiones genéticas.

La inflamacion puede ser la causante de la iniciacion celular por la produccion de
ROS/RNS con el consiguiente dafio oxidativo y nitracion de las bases de ADN que llevan a
mutaciones. Hay mecanismos intrinsecos que previenen la acumulacion de mutaciones en el
ADN activando las vias de supresion tumoral, lo cual provoca un aumento de la apoptosis
produciéndose una proliferacion de precursores inmaduros. A veces, de los precursores
inmaduros sobreviven células con dafios en ADN subletales. Ademas se activan vias que
participan en la homeostasis, reparacion tisular y tumorogénesis tales como: WNT/Bcatenina,
NFkB, COX1y 2.

La promocion es el resultado de la proliferacion de células iniciadas. Puede ser debida
a la exposicién de las mismas a ésteres de phorbol, hormonas, irritantes o a la inflamacién
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cronica. Los promotores pueden actuar directa o indirectamente. Reclutan células inflamatorias
como neutrofilos, células dendriticas, macrofagos, eosinéfilos, mastocitos y linfocitos (producen
citoquinas, quemoquinas, eicosanoides, MMPs e inductores solubles de muerte celular como
TNFa, interleuquinas e interferones) y aumentan la produccion de ROS (47). Estimulan la
proliferacion de células tumorales y no tumorales. En la inflamacidén promotora del cancer son
componentes fundamentales: factores de transcripcion (NFkB, STAT3), citoquinas
proinflamatorias (TNF, IL6, COX2), y quemoquinas selectas (CCL2). Los mediadores que
mantienen la inflamacion son 1L10, TGFB, TLR y el inhibidor del receptor de IL1
TIR8/SIGIRR, “quemoquin decoy y scavenger receptor D6” (48).

En la progresion tumoral el estroma juega un papel importante (49). Actualmente, las
investigaciones se dirigen hacia el microambiente tumoral, sus células inflamatorias y circuitos
activados (44, 47).

2.4.- CLINICA

Los ITAC se manifiestan habitualmente con sintomas anodinos y de presentacion
insidiosa. Esta presentacion viene determinada por su origen en las fosas nasales y celdillas
etmoidales. Debido a su clinica inespecifica de obstruccion nasal, rinorrea, epistaxis y anosmia
se confunden con enfermedades inflamatorias cronicas (rinitis, sinusitis) o tumores benignos de
la zona. Este es el motivo por el que es frecuente un diagnostico tardio, hasta 6-8 meses desde el
inicio de la clinica. Cuando el tumor aumenta de tamafo invade la base del craneo, cerebro,
orbita, cara y cavidad oral, apareciendo entonces algias faciales, exoftalmos, diplopia, cefaleas,
confusion mental y crisis comiciales (3, 13, 50) .

Debido al escaso drenaje linfatico de las fosas nasales y de los senos paranasales
presentan poca tendencia a desarrollar metastasis linfaticas y a distancia (en total, menos del
5%) (5, 13), aunque si aumenta cuando invade estructuras adyacentes. En ese caso, los ganglios
retrofaringeos son los mas afectados, seguidos de los submandibulares y yugulares altos.

2.5.-DIAGNOSTICO

Para realizar un diagndstico precoz debemos sospechar esta patologia ante todo
sindrome obstructivo y secretor unilateral especialmente en pacientes con factores de riesgo
aumentados. El diagnostico se realiza habitualmente por rinoscopia anterior o endoscopia nasal
con toma de biopsia para establecer el diagnostico histopatolégico.

Los estudios de extensién que permiten seleccionar el abordaje terapéutico mas
adecuado se realizan mediante pruebas de imagen. Son de especial utilidad la tomografia axial
computarizada (TAC) y la resonancia magnética nuclear (RMN) que permiten determinar los
limites tumorales, la invasion de zonas adyacentes, y la presencia de metastasis ganglionares,
gue, aunque infrecuentes, cuando ocurren, son poco accesibles a la exploracion.

La TAC presenta la ventaja de detectar la destruccion 6sea. La RMN es superior en el
estudio de partes blandas, diferencia el tumor de las secreciones retenidas, del edema
peritumoral, y es de especial utilidad para el estudio del tejido nervioso en la invasion perineural
y cerebral. La combinacion de ambas técnicas permite una Optima estadificacion ya que, en el
momento del diagnostico, la mayoria presentan enfermedad avanzada (13).
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2.6.- HISTOLOGIA

Los adenocarcinomas nasosinusales se dividen entre aquellos con origen en las
glandulas salivales y de origen no salival. Entre los de origen no salival, los adenocarcinomas
nasosinusales se dividen en dos grandes grupos: Adenocarcinomas tipo intestinal (ITAC-
adenocarcinoma nasosinusal tipo intestinal) y Adenocarcinomas tipo no intestinal.

Barnes (8) observd que existe un subgrupo con gran parecido a los adenocarcinomas de
colon, adenomas coldénicos e incluso similares a la mucosa intestinal normal. Inicialmente
recibieron varios nombres, muchos de ellos confusos: adenocarcinomas mucinosos, de tipo
colonico, heterotopicos con metaplasia mucosa intestinal, adenocarcinomas simples o
inespecificos. El término entéricos se emplea como sinénimo de intestino delgado, asi que
Barnes fue el primero en llamarlos “Adenocarcinomas de tipo intestinal”. La primera vez que
los describio observa que son tumores epidemiolodgica e histolégicamente peculiares, en todos
ellos se observa inflamacion, hemorragia, necrosis y de 0 a 6 mitosis en 1 campo de 400
aumentos.

Se han propuesto dos clasificaciones para los ITAC (Tabla I):

- Barnes (8) divide estos tumores en cinco categorias: papilar, colonico, sélido, mucinoso

y mixto.
- Kleinsasser y Schroeder (51) los dividen en cinco categorias: Papilar tubular de células
cilindricas (PTCC) tipos I-1ll ( I- bien diferenciado, II- moderadamente diferenciado y

I11- pobremente diferenciado), tipo alveolar con células “caliciformes”, tipo células en
anillo de sello y tipo transicional.

Tabla I: Clasificacion de la OMS de los ITAC.

Barnes Kleinsasser and Schroeder
Papilary- type | PTCC- |
Colonic- type PTCC-II

Solid- type PTCC-I1I

Mucinous- type | Alveolar globet
Signet- ring

Mixed Transitional

Ambas clasificaciones son correctas, pero por su simplicidad, la OMS prefiere la
clasificacion propuesta por Barnes: (Tabla I)

» Tipo papilar: Supone aproximadamente el 20% de los casos. Predomina la arquitectura
papilar con formacion ocasional de glandulas tubulares. Muestra minima atipia
citoldgica y son raras las figuras mitoticas.

» Tipo colbnico: Suponen aproximadamente el 40% de los casos. Predomina la
arquitectura tubulo- glandular. Son raras las papilas. Aumenta el pleomorfismo nuclear
y la actividad mitotica.

> Tipo solido: Representan el 20% aproximadamente de los ITAC. Presenta pérdida de
diferenciacion con un crecimiento sélido, trabecular, con formaciones tubulares aisladas
y aumento del nimero de células cuboideas atipicas con nucleo vesicular y nucléolo
prominente. Se observa importante pleomorfismo y figuras mitdticas frecuentes.

» Tipo mucinoso: Incluye dos patrones de crecimiento:
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o Formando islotes solidos de células, glandulas aisladas, células en anillo de
sello y pequefias papilas con o sin eje fibrovascular. Presentan mucina de
predominio intracelular y ocasionalmente se observa una matriz mixoide.

o0 Glandulas grandes, dilatadas revestidas por una capa de células cuboideas o
caliciformes con grandes lagos de mucina extracelular. Estos lagos estan
separados por tactos finos de tejido conectivo que le dan un aspecto de patron
tipo alveolar.

» Tipo mixto: Mezcla de dos 0 mas patrones previamente definidos.

Independientemente del tipo histologico, los ITAC pueden simular mucosa intestinal
normal e incluir vellosidades, células de Paneth, células enterocromafines y muscular de la
mucosa (52).
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Figura 6: Microfotografias de los tipos de ITAC: 1y 2) Subtipo papilar (x100 y x400); 3 y 4) Subtipo colénico (x200
y x400) 5y 6) Subtipo s6lido (x 100 y x400); 7 y 8) Subtipo mucinoso (x200 y x400).
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2.7.- LESIONES PRECURSORAS

AUn no se ha demostrado la existencia de claras lesiones precursoras de ITAC pero hay
trabajos que abordan este tema; algunos estan basados en tejido peritumoral de pacientes que ya
han desarrollado los ITAC y otros en mucosa sana de pacientes con exposicion al polvo de
madera pero que no han desarrollado el tumor.

2.7.1.- CAMBIOS MORFOLOGICOS MUCOSA SANA

El epitelio del meato medio es de origen endodérmico a diferencia del resto de la
mucosa nasosinusal que es de origen ectodérmico, dato que se cree que justificaria el hecho de
que estos tumores se asemejen tanto histologicamente a los adenocarcinomas intestinales (53).

Estudios “in vivo” en mamiferos demuestran que como respuesta a téxicos inhalados se
producen remodelaciones y alteraciones nasales que varian dependiendo del toxico inhalado. Se
describen: hiperplasia del epitelio escamoso, metaplasia mucosa en el epitelio transicional,
metaplasia escamosa en epitelio respiratorio y transicional, acumulacién intraglandular de
material proteinico, degeneracion del epitelio olfatorio y otros cambios como inflamacion,
ulceracion o atrofia 6sea. En resumen, en todos los tipos de epitelio se ve degeneracién celular,
necrosis, atrofia, hiperplasia y metaplasia (54).

Estudios toxicolégicos basados en otros materiales que no son el polvo de madera
demuestran que en mucosa sana humana de trabajadores del cuero, el epitelio superficial tiene
en un 64,7% metaplasia escamosa, asociada a displasia leve-moderada en el 41,1%. La
hiperplasia de células caliciformes se observa en el 21,6%. De los pacientes con hiperplasia
de células caliciformes el 66% muestran positividad con MUC-2 y negatividad en todos ellos
para CQ20 y CDX-2 (55). En cuanto a la exposicion a “particulas de acido sulfarico” se estudid
la mucosa nasal de individuos expuestos y controles no expuestos. Se estudia la presencia de
epitelio respiratorio normal, epitelio metaplasico, atipia/displasia, y alteraciones a nivel de la
lamina propia. El hallazgo méas frecuente fue la metaplasia escamosa en el 79%, la atipia se
observa en el 35% de los casos (56).

En la mucosa de trabajadores de la madera se observd metaplasia escamosa, cuboidea
e intestinal. Wilhelmsson y cols (57) proponen la metaplasia cuboidea con displasia como la
lesion precursora de los ITAC. Mediante estudios citolégicos encuentra una alta frecuencia de
metaplasia cuboidea e hiperplasia mucosecretora en estos pacientes (4). Boysen (58) también
considera la metaplasia cuboidea como la lesién precursora en los ITAC. Wolf y cols (19)
estudian, en trabajadores de la madera, muestras de mucosa de la concha media y valoran la
presencia de epitelio respiratorio normal, hiperplasia cilindrocelular, metaplasia escamosa y
metaplasia cuboidea. Un hallazgo frecuente en estos pacientes es la hiperplasia
cilindrocelular, a diferencia de los expuestos a otros elementos como formaldehido o cromo
gue muestran metaplasia escamosa. La displasia se asocia a la exposicion a maderas duras y se
ve mas en los trabajadores de industrias pequefias expuestos a muchos otros factores. Bussi y
cols (59), a diferencia de estudios previos, demuestran un aumento de frecuencia de metaplasia
escamosa en la mucosa de aquellos pacientes trabajadores de madera frente a un grupo
control. Valente y cols (60) observan focos de metaplasia escamosa hasta en un 92% de los
pacientes estudiados.
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Otra hipdtesis es la que sostiene que se produce metaplasia intestinal en mucosa sana
de individuos expuestos al polvo de madera, hipétesis basada en la expresion positiva en los
ITAC de CQ20 y positividad variable para CQ7. Se ha demostrado este perfil IHQ en pocos
€asos y en mucosa sana supradyacente a tejido tumoral (61). La expresion de p53 en mucosa
sana de 60 trabajadores de la madera sin ITAC muestra una media de células positivas de 28,6%
frente al 7,9% del grupo control de individuos no trabajadores de la madera. Se observa también
un porcentaje del 11,7% de células positivas en zonas de metaplasia escamosa frente a 2,08% en
el epitelio ciliado. También se aprecia un mayor porcentaje de células positivas en el epitelio
ciliado sano préximo al ITAC de pacientes con mayor tiempo de exposicion al polvo de madera
(60).

2.8.- ESTADIFICACION

La clasificacion de los ITAC més utilizada en la clinica es el TNM de la UICC. Esta
basada en tres parametros: Extension tumoral (T), afectacion de ganglios linfaticos regionales
(N), y presencia de metéastasis a distancia (M). La informacién que aporta el TNM es descriptiva
pero no muy (til a la hora de orientar el pronostico individual. La baja incidencia de este tumor
impide la presentacion de series amplias que aglutinen y validen este tipo de informacion.
(Anexo 1) (62).

2.9. - TRATAMIENTO

En la actualidad la cirugia y la radioterapia combinada son el tratamiento de eleccion.
Se suele realizar en primer lugar el tratamiento quirdrgico y el segundo lugar la radioterapia.
Algunos autores recomiendan el orden inverso, especialmente en pacientes con tumores no
resecables, para disminuir el tamafio tumoral y hacer el abordaje quirargico factible, aunque el
avance de las técnicas quirlrgicas ha hecho que todos los tumores sean técnicamente
extirpables. Solo la invasion del seno cavernoso, quiasma Optico, fosa media o fosa anterior
amplia hacen que la cirugia no pueda ser radical por las evidentes secuelas. Los tumores
pequefios, bien delimitados podrian tratarse Unicamente con cirugia (8, 63) (Fig. 7).

Es controvertido que el tratamiento adyuvante con 5-Fluorouracilo (5-FU) permita
realizar una cirugia con margenes mas ajustados, es decir, menos agresiva. Segun algunos
autores (64), la esterilizacion post-quirargica de la cavidad nasal con 5-FU podria mejorar la
supervivencia.

Este tumor es poco sensible a la quimioterapia por lo que, actualmente se utiliza
Unicamente con fines paliativos debido a los resultados desalentadores. Se emplea el protocolo
CAP (ciclofosfamida, pirarubicina hidroclorhide y cisplatino) con una eficacia del 30% (65)
(66). Actualmente se proponen nuevos quimioterapicos, inhibidores selectivos de determinadas
dianas moleculares (13). Los marcadores bioldgicos permitirian seleccionar aquellos pacientes
que podrian responder a determinados quimioterapicos y reducir asi la toxicidad innecesaria del
tratamiento con drogas ineficaces. Se plantea la posibilidad de emplear drogas p53
independientes (taxanos) e incluso anticuerpos monoclonales frente a EGFR (13, 67).
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\ TRATAMIENTO DE LOS ITAC |
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TUMORES TUMORES TUMORES GRANDES O QUE
PEQUENOS RESECABLES TAMANO | | INFILTRAN ESTRUCTURAS
BIEN DELIMITADOS MEDIANO VITALES
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Figura 7: Tratamiento de los ITAC: En tumores de pequefio tamafio bien delimitados, la cirugia podria ser suficiente. En tumores
mayores, algunos autores afiaden radioterapia (RT) prequirirgica (PREQX).Lo mas habitual es dar RT portquirirgica. También se
pueden aplicar instilaciones de 5-FU. En los tumores de gran tamafio o irresecables por infiltrar érganos vitales se recomienda RT
prequirGrgica y cirugia lo mas amplia posible. En tumores en progresién o verdaderamente irresecables se emplea quimioterapia
(QT) paliativa.

2.10.- PRONOSTICO

El prondstico de estos tumores es malo, con una supervivencia que se sitta entre el 20-
50 % a los 5 afios (5, 50, 63, 68).

Se ha visto distinta supervivencia entre los ITAC en pacientes no expuestos al polvo de
madera (20- 40% a los 5 afios) frente a los expuestos al polvo de madera (50%) (1, 8) , aungue
esta diferencia no se encuentra en algunos estudios (3).

La supervivencia segun el subtipo histolégico es mayor en los ITAC tipo papilar y
colonico que en los s6lidos y mucinosos. El tamafio (T) es un factor pronéstico muy importante
ya que disminuye la supervivencia a los 5 afios del 80% en pacientes con un estadio local T1 al
25% en paciente con tumores en estadio T4. La supervivencia se reduce drasticamente cuando
existe invasion intracraneal (50, 69).

También se han descrito otros factores ligados a un comportamiento méas agresivo como
son las mutaciones de H-Ras, la expresion de cromogranina y de HER2-neu (68, 70).

La causa principal de mortalidad se debe a la recidiva local. Incluso después de una
cirugia de reseccion amplia, aparentemente resolutiva, estan descritas recidivas maltiples hasta
en un 40-50% de pacientes (8, 13, 33). La recidiva local tiene un pronéstico ominoso cuando
afecta la base de craneo o a la fosa craneal anterior y media (71).

Es importante sefialar que las metastasis linfaticas y a distancia son excepcionales,
aungue se han descrito casos con progresion a través del liquido cefalorraquideo (LCR). Existe
la posibilidad de desarrollar un segundo tumor primario en otras zonas de la mucosa expuesta al
mismo carcindgeno. Este hecho se puede confundir con una recidiva local, al no haber un limite
anatémico definido (63).
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2.11.- ALTERACIONES MOLECULARES Y GENETICAS EN LOS ITAC

El desarrollo del cancer es el resultado de una division incontrolada, no sujeta a las
restricciones habituales, y por la invasion y colonizacion de otros tejidos, ya sean circundantes
(invasion) o distantes (metéstasis).

Hahahan y Weinderg (46) describen siete cambios fundamentales en la fisiologia
celular que juntos determinan el fenotipo neoplasico: Autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, falta de sensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, evasién por
apoptosis, defectos en la reparacion del ADN, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis
mantenida, capacidad para invadir y metastatizar y capacidad de escapar al rechazo e
inmunidad.

Existen pocos estudios sobre la tumorogénesis de los ITAC y la mayor parte de ellos se han
enfocado en la comparacion con las alteraciones genéticas de los ACC dada su similitud
histoldgica (52, 72). EI ACC es uno de los tumores mejor caracterizados genéticamente, se
describen dos sindromes principales: Carcinoma colorectal hereditario no polipésico (HNPCC)
y la Poliposis adenomatosa familiar (APF) (73). HNPCC presenta alteraciones en los genes
reparadores de microsatélites (MMR) y en la APF se suman las alteraciones en el gen APC, f-
catenina, K-ras y TP53 entre otros (73, 74). En los ultimos afios se ha avanzado mucho el
estudio de las vias moleculares implicadas en el desarrollo de los ACC, y actualmente se
describen hasta 5 tipos de vias tumorogénicas diferentes: 1) CIMP (fenotipo con metilacion de
los islotes CpG) alto, MSI-H, metilacion de MLH1, mutacién de BRAF, estabilidad
cromosomica, con origen en polipos serrados y llamados generalmente esporadicos MSI-H; 2)
CIMP alto, metilacion parcial de MLH1, mutacién de BRAF, estabilidad cromosémica, MSS 6
MSI-L con origen en polipos serrados; 3) CIMP bajo, mutacion de KRAS, metilacion de
MGMT, CIN (inestabilidad cromosémica), MSS 6 MSI-L con origen en p6lipos adenomatosos
convencionales o serrados; 4) CIN, MSS, CIMP negativo con origen en p6lipos adenomatosos;
5) Sindrome de Lynch por mutacion heredada del gen MMR, MSI-H, CIMP negativo, sin
mutacion de BRAF, sin CIN, con origen en adenomas convencionales y mas raro en adenomas
serrados (75).

Centrandonos mas en el estudio de determinados genes, elegidos en su mayor parte por su
frecuente implicacion en ACC:

- Para K-RAS los estudios se centran en los codones 12, 13 y 61 ya que las mutaciones
puntuales en éstos se asocian en muchos tumores a la activacion constitutiva de las
proteinas derivadas de ras. Los ITAC muestran una frecuencia de mutacion que oscila
entre el 0-29%, frecuencia mas baja que en los ACC, s6lo hay un trabajo que sitla esta
frecuencia en el 50%. Estas discrepancias pueden deberse a diferencias metodolégicas,
el pequefio tamafio de las series estudiadas o a la inclusion de pacientes en el estudio
con exposicion a diferentes materiales (polvo de madera, niquel...). La mutacién mas
frecuente encontrada es la transicion G—A en el codon 12, al igual que en el ACC (76-
81). H-RAS muestra escasa frecuencia de mutaciones, desde ninguna mutacion (82)
hasta mutaciones (transversion GGC—GTC en el codon 12) en 4 de 20 casos
analizados mediante PCR (20%), ademés asociadas a un peor prondstico (81). Mediante
MLPA (83) , se encuentran pérdidas de 11p15.5 en el 10% de los casos estudiados y
ganancias en el 35%. Estas pérdidas se ven en estadios avanzados.
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TP53 es un gen supresor tumoral localizado en el brazo corto del cromosoma 17
(17p13.1). Las mutaciones de este gen se encuentran en aproximadamente el 50% de los
canceres humanos siendo las mutaciones mas frecuentes las “missense”, seguidas de las
“frameshift” y por ultimo las “nonsense” (84, 85). Los diferentes carcin6genos
provocan mutaciones caracteristicas de cada uno de ellos, pudiéndo relacionarse cada
tipo de mutaciones con las diferentes exposiciones ambientales, siendo diferentes las
mutaciones encontradas en hepatocarcinomas de pacientes expuestos a aflatoxina B1,
en carcinomas de pulmén asociados al tabaco o en el cancer cutaneo asociado a la
exposicion a rayos UV (84).En los ITAC, la frecuencia de mutaciones varia entre el 18-
86% (67, 78, 82, 86, 87). Se ha encontrado pérdida de heterocigosidad (LOH) en 17p13
en el 58% de los ITAC de pacientes con exposicion al polvo de madera (82). La pérdida
de heterocigosidad en este locus es frecuente en tumores relacionados con la exposicion
a carcindgenos (cancer laringeo asociado a tabaco o ACC). Holmilla y cols (86, 87)
encuentran alta frecuencia de mutaciones en TP53 en los ITAC, de hasta el 77%, que
ademas se asocian fuertemente con la exposicion al polvo de la madera, aumentando su
frecuencia con el nivel maximo de exposicion (>2mg/m®; OR 3.6, 95% Cl 1.2-10.8),
nivel acumulado de exposicion (>30mg/m’x afio; OR 3.5, 95% CI 1.2-10.7) y tiempo de
exposicion (>24 anos; OR 5.1, 95% CI 1.5-17.1). Se dan méas mutaciones tipo
“missense” a diferencia de los SCC en los que se observan mas mutaciones de tipo
“silent” (87). Con CGH se detectan pérdidas de 17p13 en un 57% de casos (88). Con
MLPA so6lo un15% muestran ganancias y un 5% perdidas (78, 79, 83). El status de
TP53 se emplea también como predictor de respuesta al tratamiento, ya que la
guimioterapia es mas efectiva en aquellos pacientes que conservan el TP53 no mutado
(67).

En los ACC un 90% de los tumores en pacientes con HNPCC y un 10-15% de los ACC
esporadicos presentan inestabilidad de microsatélites (MSI- “Microsatellite
instability””). En los ITAC s6lo un 5% tienen inestabilidad de microsatélites (80, 89).

Los ACC MSI negativos (90%) muestran combinaciones de mutaciones en oncogenes 0
genes supresores tumorales. Algunas de las mutaciones méas frecuentes se producen en
APC (80%), y delecciones en genes de carcinomas colorrectales DCC (55%). En los
ITAC no existen mutaciones “truncantes” en APC (80),(90).

Se encuentra con frecuencia (80%) pérdida de heterocigosidad en 18g donde se
encuentran tres genes supresores tumorales (DCC, SMAD2 y SMAD4) importantes en
la carcinogénesis de ACC (80, 90). Mediante CGH se encuentran pérdidas de 18q de un
64- 76% (88, 91).

Otros genes estudiados en los ITAC estan en relaciéon con otros tumores de cabeza y
cuello como el carcinoma escamoso, en el cual se observan deleciones en la banda 9p21
donde se localizan los genes p14 **"y p16 "™*2. Ambos genes, p14 **Fy p16 ""<** estan
involucrados en la regulacion del ciclo celular (92). La deleccion o hipermetilacion de
p16™K** es un evento temprano en la malignizacion del eséfago de Barrett y tardio en
los ACC (82). Existe metilacién aberrante en un 69% de los ITAC en pacientes
expuestos al polvo de la madera, frente al 55% de los ACC. La metilacion de p14"™ <A
se observa en el 67% de los ITAC frente al 28-32% de los ACC (82). La pérdida de
heterocigosidad en el loci cromosémico de p16™<** (9p21) se encuentra en tumores
como el carcinoma laringeo, claramente relacionados con la exposicién a carcin6genos
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como el tabaco, al igual que la pérdida de heterocigosidad en 17p13 (82). En ITAC,
mediante PCR comparativa multiple se observa LOH en 9p2len un 33% de casos de
pacientes expuestos al polvo de madera. Mediante CGH, el 27% de los ITAC muestran
pérdidas en 9p21 (88) y 60% de 9p (91). Con MLPA se detectan hasta un 40% de
pérdidas de CDKNA (9p21) (83).

- Los Receptores de Factores de Crecimiento Epidérmico son una familia de proteinas
compuesta por cuatro receptores tirosin quinasa relacionados: ErbBl (HER1/EGFR),
ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). EGFR y HER2/neu muestran
amplificacién del gen y sobreexpresion proteica en muchos canceres humanos. El
exceso de transmisidn de sefiales juega un papel importante en el desarrollo de muchos
de estos tumores. Niveles elevados de EGFR se asocian a peor pronostico en tumores de
cabeza y cuello, ACC, tumores de ovario, vejiga, cérvix y esofago (93). La
sobreexpresion o amplificacion de HER2/neu se produce en el 20-25% de los canceres
de mama, siendo estos tumores mas agresivos y asociados a peor pronostico (94, 95).
Existen anticuerpos monoclonales frente a ambas dianas que se emplean en el
tratamiento del cancer de mama en el caso del HER2/neu y frente a cancer de colon y
pulmon en el caso de EGFR. En los ITAC se ha encontrado amplificacion de EGFR en
un 8% de los casos y sobreexpresion en un 32%, con mayor frecuencia de
sobreexpresién en pacientes expuestos al polvo de madera, frente a los expuestos al
cuero o a los que no tienen antecedentes de exposicion a ninguno de estos materiales
(70, 96, 97). HER2/neu se sobreexpresa en un 32% de los casos (70).

Dentro de los estudios gendmicos mas amplios realizados en ITAC hay dos de hibridacion
gendmica comparada (CGH) (88, 91), uno de reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa en
tiempo real (PCRg-RT) (98) y otro de prueba de amplificacién dependiente de ligando mdltiple
(MLPA) (83) (Anexo 2).

M. Ariza y cols. (88) encuentran las ganancias méas frecuentes en 7q11-22 (71%), 18p11.2
(66%), 8q11-22 (62%), 5p11-13 (57%), 12911-13 (52%), 19p (52%), 20q (47%), X (43%), 5p
(43%), 3026-27 (38%). Pérdidas en 8p22-23 (86%), 18922-23 (80%), 17p13 (57%), 5q31-qter
(52%). Las amplificaciones mas frecuentes implican segmentos como Xql3 (33%), Xq25-26
(19%), Xq23 (19%), 7qll (14%), 12p13 (14%), 12q11-13 (14%), 7921-22 (9%), 8924 (9%),
20q (9%), Xp22 (9%). Formacion de isocromosomas: 5p/5q (20%), 8q/8p (16%), 179/17p
(10%). Muestran un perfil de alteraciones cromosomicas diferente al de los carcinomas
escamosos de esta localizacion (no hay pérdida de 3p, ganancia de 3q y amplificaciones de
11g13). Se describen pérdidas de 8p y 18q, asi como ganancias de 12q y X, que, aunque
también se describen en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello, son mas frecuentes en los
ITAC. Ambos tumores comparten las ganancias en 5p, 7911-21 y 18p. Al igual que los
adenocarcinomas de estomago y colon muestran pérdidas en 8p, 17p y 18q; ganancias en 8q11-
22 y 20q. Las ganancias y pérdidas cromosdmicas afectan areas donde se encuentran genes que
codifican factores de crecimiento o genes supresores: 7921-22 (HGF), 8qg (MOS y MYCC), 18q
(DCC, SMAD4), 59 (APC), 17p13 (p53). Practicamente las mismas regiones que muestran
amplificaciones se implican en las ganancias: 7q, 8q, 99, 12p, 12q y Xq. Lo cual sugiere que las
ganancias sean eventos que preceden a las amplificaciones. La pérdida de 4p, 5q y ganancia de
20p se asocia con el estadio, y la pérdida de 5q con peor prondstico.
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En el estudio CGH de Korinth y cols.(91) encuentran que aumentan las alteraciones
geneéticas a medida que aumenta el grado tumoral, se van sumando a las ya existentes en los
tumores PTCC- G1 otras alteraciones que se encuentran en PTCC-G2 y PTCC-G3. En PTCC-
G3 es mayor el nimero de delecciones que de ganancias. Las deleciones en 8p y 17p no
aumentan con el grado tumoral, las delecciones de 13q si aumentan con el grado tumoral. Las
ganancias en el cromosoma 17 se producen en estadios tempranos, tras lo que encontramos
deleciones asociadas a progresion tumoral. Deleciones en mas del 50% de los casos en 5q (APC
y MCC), 6q, 8p (asociada a peor prondstico en CCR, genes candidatos PRLTS y FEZ1) y 9p
(p14, p16). Pérdida de 18q también se observa en CCR (DCC, SMAD2, SMAD4 y DPC4). Las
ganancias mas frecuentes se encuentran en el Cr 7 (regién 7g31- oncogén MET, asociado a
cancer gastrico) junto a las amplificaciones de 8q (activacion de MYC o MOS) y 12p (K-RAS,
alterado en adenocarcinomas de eséfago y estdbmago). Las amplificaciones en 1q se observan en
tumores de alto grado. También se observan ganancias en el cromosoma 20 y 22.

Mediante MLPA (83) se encuentran alteraciones genéticas en todos los casos estudiados.
Las pérdidas en orden descendente de frecuencia y resaltando las mas trascendentes se
encontraron afectando: 18921.3 (BCL2), 5931 (IL13), 13qg14.3 (RB1), 7921(ABCB1),
9p21(CDKNA), 5q31.1 (IL4), 8q24.12 (MYC), 6p21.2 (CDKN1A), 1g31 (IL10), 2q14
(IL1A1), 17921 (BRCA1), 17925 (TIMP2), 11p15.5 (HRAS),17921.1 (ERBB2), 8pll.2
(FGFR1), 8g24.2 (PTP4A3), 13g12.3 (BRCA2), 17p13.3 (P53). Las ganancias, también en
orden descendente de frecuencia y resaltando las mas relevantes: 8924.3 (PTP4A3), Xq25
(PDCD8), 12p13 (TNFRSF7), 87g24.3 (RECQL4), 11p13 (LMO2), 12p12 (LRMP), 1p13.2
(NRAS), 11p15.5 (HRAS), 19q13.3 (BAX), 211l (STCH), 6q22 (MYB), 8q24.12 (MYC),
13g12.3 (BRCA2). Las pérdidas, otra vez afectando 18q, 59, 13g y menos frecuentemente
17p. Las ganancias en comun con estudios previos estan a nivel de 8q, Xq, 12p y a diferencia de
estudios previos en 1p, 11p, y 19q.

Mediante PCR-RT se muestra una regulacion al alza de genes como LGALS4 (19913.2),
ACS5 (10g25), COL4A1 (13g34) y JUN (1p32-31). Genes regulados a la baja como CLU
(8p21-12), S100A2 (1g21), AKRICI (10p15) y PPAP2B (1p22.1). LGALS4, JUNy CLU estan
alterados también en carcinomas colorectales. Las regiones de ganancias 19q, 13q y 1p estan en
congruencia con estudios previos (83). En cuanto a las pérdidas, comparte con estudios previos
las que afectan a la region 8p, 10p, también con menor nimero de pérdida de copias, 5q, 3p
(CGH), 3q (MLPA), 9p y 11q (83, 88, 91).

2.12.- PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO
2.12.1.- INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica (IHQ) o inmunocitoquimica es una técnica de localizacion
especifica de antigenos basada en el reconocimiento antigeno-anticuerpo. Fue descrita hace mas
de medio siglo por Coons (99). Desde los afios 90 se aplica en la patologia quirGrgica rutinaria,
para diagnostico, clasificacién de tumores, y como determinante de marcadores predictivos y
pronosticos tumorales (100, 101). Inicialmente la técnica se realizaba en tejido congelado pero
la aplicacion en tejido fijado en formol y embebido en parafina ha supuesto un gran avance
(101, 102). Desde entonces se ha ido perfeccionando con el desarrollo de la técnica del
hibridoma (103), la digestion enzimatica (permite desenmascarar antigenos alterados por la
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fijacion en formol) (104, 105) y por ultimo la recuperacién antigénica (106-110) como pre-
tratamiento con el consiguiente aumento en la intensidad de la tincion IHQ (109, 111).

La principal finalidad de una buena IHQ es la visualizacion y localizacion del
“componente diana” en la célula o en el tejido con un optimo ratio sefial/ruido (tincion de fondo
inespecifica) (112) asi como un reconocimiento sensible y especifico de las proteinas. Los
anticuerpos que se emplean pueden ser monoclonales o policlonales. Los policlonales son
menos especificos pero mas sensibles que los monoclonales (113). La mayor parte de los
anticuerpos monoclonales son de origen murino, pero se han desarrollado anticuerpos
originados en conejos con muy buenos resultados. Para eliminar la tincion de fondo inespecifica
(causada por la union inespecifica a anticuerpos, por la presencia de enzimas end6genos o por
la unién antigeno-anticuerpo inespecifica motivada por “cargas” intrinsecas de los anticuerpos)
se pre-incuba el tejido en suero y se inhibe la actividad peroxidasa endégena mediante peréxido
de hidrégeno (H,0,) (114-116).

Como sistemas de deteccion de sefial se pueden emplear la conjugacion directa o el
método de deteccion indirecto.

El estudio IHQ es una herramienta de reconocimiento de expresion proteica, pero ésta
no siempre se produce por las mismas alteraciones genéticas, con lo que el estudio
inmunohistoquimico debe ser completado con el estudio histolégico y mediante otras técnicas
moleculares.

2.12.2.- PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS ADENOCARCINOMAS
NASOSINUSALES TIPO INTESTINAL

Los estudios IHQ en ITAC no son muchos y la mayoria comparan el perfil
inmunohistoquimico de los ITAC con los ACC debido a su parecido histolégico. Los ITAC se
cree que se originan de la membrana Schneideriana, de origen ectodérmico, que en condiciones
normales no muestra diferenciacion intestinal. Se especula con la posibilidad de que los ITAC
se originen a partir de una metaplasia intestinal inducida por diversos factores como el polvo de
la madera, del cuero etc. Se desconocen los mecanismos moleculares involucrados (61, 117)

(Fig.8).
2.12.3.- PRINCIPALES MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS ESTUDIADOS
2.12.3.1.- Filamentos intermedios del citoesqueleto

En las células eucariotas, el citoesqueleto estd compuesto de tres tipos diferentes de
estructuras filamentosas: microfilamentos, filamentos intermedios y microtdbulos. La familia de
filamentos intermedios es la mas compleja y comprende seis subtipos (118). Las tipo | y Il
(acidas y basicas respectivamente) constituyen las citoqueratinas. Las citoqueratinas son
codificadas por una gran familia de genes con aproximadamente 50 miembros (119). La CQ20
pertenece al tipo | que son proteinas &cidas y constituye la proteina mayor celular de los
enterocitos maduros, células caliciformes y se expresa especificamente en la mucosa gastrica o
intestinal. La CQ7 pertenece al tipo 11 que se coexpresan en la diferenciacion del epitelio simple
y estratificado (120, 121).

El patron de expresion de las citoqueratinas CQ7 y CQ20 en ITAC se ha comparado
con el patron de expresion en los ACC. También se utiliza como herramienta para hacer el
diagnostico diferencial entre ITAC y las metéstasis nasosinusales de ACC. Los ITAC presentan
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una positividad para CQ20 del 73-100% vy reactividad variable para CQ7 que va del 43% al
100% (122), diferente al fenotipo que cabria esperar en mucosa del tracto respiratorio alto
(CQ7+/CQ20-). Se especula que podria deberse a una metaplasia intestinal previa al desarrollo
del ITAC a nivel del epitelio respiratorio, de forma que la lesién pasa a expresar CQ20 sin
perder totalmente la expresion de CQ7(61, 122-125) (Fig.8).

CK 7 +/-
CcK20+
Villina+
CDX2+
Metaplasia 73

—7 escamosa
Epitelio

respiratorio\

Hiperplasia de Me i Adenocarcinoma

células T intestinal 7 tipo intestinal
caliciformes,
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Fig 8: Perfil inmunohistoquimico segln la hipétesis patogénica defendida por Choi et al (61).
2.12.3.2.- Genes supresores tumorales (p53, p16) y B-catenina nuclear
En los ACN se han estudiado genes como p53, p16 y B—catenina.

TP53 es el gen supresor tumoral méas frecuentemente alterado en los tumores humanos,
estd mutado en la mayoria de los tumores invasivos, independientemente de tipo y localizacion.
La mayor parte de las mutaciones de TP53 en ITAC se producen en los exones 5 a 8 y dan lugar
a una forma mas estable de p53 con mayor expresion IHQ que la forma no mutada o “Wild
Type” (WT). Un aumento de expresion de p53 se debe la mayor parte de las veces a una
mutacion en TP53, aunque no siempre es reflejo de la forma mutada (126). ElI 16% de las
mutaciones de TP53 producen una proteina truncada (127), en ACC, hasta un 28% de los
tumores con mutacion de p53, no expresaban la proteina (128). En los ITAC, la positividad para
p53 oscila del 52 al 80% (82, 122, 124).

La mutacién de TP53 y la delecion o hipermetilacion de p16'™*** son alteraciones que
se producen en fases tardias en los ACC. En ITAC existe hipermetilacion del promotor en el
67% de los casos (82). El 64% de los casos pierden la tincion IHQ para p16 (122).

La B—catenina es una proteina codificada por el gen CTNNB1. Forma parte del
complejo proteico cadherina-catenina, fundamental en el mantenimiento de la adhesion celular.
Ademas puede actuar como un oncogén si es trasladada al ndcleo. Esta alteracion y traslacion
puede deberse a una delecion del gen APC, mutacion de la propia - catenina o activacion de la
via WNT, cambios que provocan una acumulacién citoplasmética de B-catenina y traslacion
nuclear. En ITAC, la expresion nuclear IHQ de B-catenina va de la ausencia de tincion hasta un
31-40% de casos positivos (80, 129, 130) .
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2.12.3.3.- Factor de proliferacion Ki-67

Ki67 (MIB-1) es una proteina nuclear marcador de proliferacion celular. Se expresa en
el nucleo celular durante la fase activa del ciclo celular (G1, S, G2, mitosis). Es un buen
marcador de la fraccion celular tumoral en crecimiento, con lo que es un marcador pronostico en
muchos tumores (131). En los ITAC no se ha estudiado la actividad proliferativa mediante
Ki67, aunque si se ha estudiado la actividad proliferativa mediante contaje mitdtico,
observandose diferencias entre los subtipos histoldgicos (8).

2.12.3.4.- Receptores de factores de crecimiento: EGFR, HER2-neu

Dentro de los receptores de factores del crecimiento y més concretamente de la familia
del receptor EGF, en los ITAC se ha estudiado HER2-neu (HER2) y EGFR (HER1). Con
HER2-neu se encontr6 una positividad IHQ de membrana en el 32% de los tumores asociada al
riesgo de recurrencia (70). Mediante CISH, el 18% tienen un nimero de copias aumentado
(124). EGFR (HER1) activa una cascada de sefializacion con efectos procarcindgenos como la
proliferacion celular, adhesion, invasion y angiogénesis. En ITAC se sobreexpresa en el 80% de
los casos (132).

2.12.3.5.- Proteinas de adhesion celular: E-cadherina, g-catenina

La B-catenina forma un complejo de adhesion celular con E-cadherina uniéndose a su
dominio citoplasmaético. Este complejo es fundamental para el establecimiento de las uniones
intercelulares y en la integracion de sefiales intra e intercelulares. La alteracion del complejo E-
cadherina/B-catenina disminuye la adhesividad de las células tumorales.

Los estudios IHQ en ITAC para deteccion de B-catenina y E-cadherina revelan una
positividad para E-cadherina conservada asi como para 3- catenina de membrana (129, 130).

2.12.3.6.- Marcadores relacionados con la inflamacion: COX2, P65, TNFa, iNOS

Recientemente se han planteado nuevas teorias acerca los mecanismos carcinogénicos
implicados en el desarrollo de los ITAC, y se ha propuesto que la inflamacion podria jugar un
papel importante en el desarrollo de estos tumores, al igual que en los ACC. Se ha visto que el
polvo de madera provoca una fuerte respuesta inflamatoria en la mucosa respiratoria. Las
ciclooxigenasas (COX) catalizan el primer paso en la sintesis de prostaglandinas (PG) a partir
de &cido araquidonico. Existen tres isoformas, la primera, COX1 es constitutiva, la segunda,
COX2, es inducible y la tercera, COX3 de la cual no se tiene mucha informacién. EI gen COX2
es un gen de respuesta inmediata, inducida por una gran variedad de sefiales de estrés como
factores de crecimiento (como EGFR) (133), citoquinas y otros mediadores de la inflamacion,
promotores tumorales, agentes oxidantes y agentes dafiinos para el ADN. Muchas de las sefiales
que activan COX2 también inducen la expresion de p53 (79). COX2 parece tener un papel
importante en la carcinogénesis y se asocia a la supervivencia celular. Se ha encontrado
expresion de COX2 tanto en células transformadas como en tejidos malignos y premalignos, asi
como en mucosa oral de fumadores (133). Los inhibidores selectivos de COX2 protegen frente
a la formacién y crecimiento de tumores experimentales, incluyendo del tracto aerodigestivo. En
tumores gastrointestinales, el aumento de expresién inmunohistoquimica esta entre un 38,3 y
un 80%, en contraste con el tejido sano que muestra escasa positividad o es totalmente negativo
(134-136). Se ha estudiado la expresion de COX2 en ITAC encontrdndose un aumento
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significativo de su expresion, en un 92% de los casos, mucho mayor que en carcinomas
escamosos de la misma localizacion.

P65 (RELA) forma parte de la familia de los factores de transcripcion NFKB . En
células quiescentes se encuentra localizado en el citoplasma, en células activadas es traslocada
al nacleo donde regula la expresion de muchos genes implicados en la proliferacion,
supervivencia, adhesion y angiogénesis. La via NFkf se encuentra constitutivamente activada
en muchos tumores(137), (138). Todavia no se ha estudiado su actividad en ITAC.

TNFo pertenece a la familia de TNF (Factor de Necrosis Tumoral) junto con
TNFB, CD40L (ligando de CD40), FasL (Ligando de Fas), TRAIL (Ligando inductor de
apoptosis relacionado con TNF) y LIGHT (homologo de linfotoxinas). TNFa se produce
principalmente en los macréfagos y ocasiona necrosis celular tumoral y apoptosis ademas de ser
mediador de reacciones inflamatorias sistémicas crénicas y agudas (139, 140). No se ha
estudiado en los ITAC.

iNOS (“Inducible Nitric Oxide Synthase™) es un enzima encargado de la sintesis de NO,
produciendo grandes concentraciones de la misma en inflamaciones crénicas. EI NO provoca
stress oxidativo o nitrativo con el consiguiente dafio al DNA (141). iNOS se expresa a nivel
citoplasmaético tanto en tejidos sanos como tumorales, siendo mas débil la tincion en tejido sano
(142-145). En los ITAC no ha sido estudiada su expresion inmunohistogquimica.
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2.12.3.7.- Otros marcadores estudiados en los ITAC

Otros marcadores IHQ que han sido estudiados en los ITAC se recogen en la Tabla Il.

Tabla Il: Resumen de los marcadores IHQ realizados en ITAC.

MARCADOR IHQ

TINCION EN ITAC

MARCADORES Positividad difusa para CQAE1/AE3, EMA, B72.3, Ber-EP4, BRST-

EPITELIALES 1, Leu-M1, HMFG-2 (52).

CDX-2 Factor de transcripcion nuclear implicado en la diferenciacion y
proliferacion de células epiteliales intestinales. No se expresa en
mucosa respiratoria, y si en ITAC, en un 90% de los casos (117).

P63 Negativo, estos tumores no muestran diferenciacion mioepitelial
(146).

Villina Proteina del citoesqueleto que forma el ribete en cepillo de la mucosa
de intestino delgado y colon. En ITAC se observa intensa tincion
apical (51).

CEA Sin resultados concluyentes. Se ha observado que muestra una

positividad menos frecuente e intensa que en los ACC (52).

CROMOGRANINA

Existen grupos de células dispersos positivos para cromogranina en
los ITAC (52). Las células neuroendocrinas pueden expresar ademas
una amplia variedad de hormonas peptidicas (serotonina,
colecistoquinina, gastrina, somatostatina, y leu-encefalina) (147).

MLH1, MSH2, MSH3
Y MSH6

La perdida de expresion nuclear de estos genes MMR se observa en
el 10% de los ACC llamados MSI (inestabilidad de microsatélites)
positivos. En los ITAC la expresidn estd conservada (90, 130).

ADAM-9 Proteina de membrana implicada en el crecimiento tumoral. Muestra
una positividad citoplasmatica moderada-intensa (148).
LGALS4 Sobreexpresada en los ITAC mejor diferenciados (98).

SYALOSYL-Tn

No se expresa en mucosa sana nasosinusal pero si en ITAC(149).
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3.- HIPOTESIS

Los ITAC son tumores nasosinusales poco frecuentes y agresivos que actualmente
carecen de un tratamiento complementario quimioterapico eficaz ademas de la cirugia y la
radioterapia. El estudio de una amplia serie de ITAC nos permite valorar los rasgos histologicos
e IHQ de este tipo de tumores, lo cual facilita el conocimiento de los mismos mejorando la
precision en su diagndstico, evaluacion pronostica y tratamiento.

Presentan gran similitud histoldgica con los ACC por lo que los estudios histologicos,
IHQ y genéticos se han inspirado en la comparacion con los hallazgos a nivel de los mismos,
con resultados dispares. La tendencia actual se aleja de esta comparacién con los ACC y busca
enfocar los estudios desde punto de vista diferente, puesto que, a pesar de su similitud
histoldgica, se originan en epitelios diferentes, se desarrollan en un microambiente distinto y se
presentan en contextos etiopatogénicos dispares.

Que sean tumores fuertemente relacionados con la exposicion al polvo de madera y
cuero, y que se desarrollen en el contexto de la inflamacién crénica ha hecho que actualmente se
estudie el efecto en la iniciacion tumoral de la exposicion al polvo de madera conocida como
genotoxicidad primaria, y de la genotoxicidad secundaria, mediada por la inflamacion. Ademas
de los ITAC, otros tumores asociados a agentes “irritantes” o a inflamacion crénica presentan
una histologia similar a los ACC tales como el adenocarcinoma sobre eséfago de Barrett o el
adenocarcinoma vesical sobre cistitis glandular. Podriamos pensar que este tipo de cambio
histoldgico a un epitelio de tipo intestinal podria ser un mecanismo de defensa frente a la
inflamacion.

Entender la tumorigénesis de los ITAC permitiria la busqueda de tratamientos
complementarios personalizados mas eficaces. También la bldsqueda de cambios histol6gicos,
IHQ y moleculares en el tumor y en la mucosa de riesgo que permitirian un diagnéstico precoz e
incluso posibilitarian la realizacion de screenings en pacientes en un contexto laboral de riesgo.
La IHQ se presenta como la técnica ideal para aplicar tanto dentro de la investigacién
trasnacional en general y en los ITAC en particular.
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4.- OBJETIVOS

Caracterizacion clinica e histologica de los ITAC. Determinacion de los rasgos clinico-
patoldgicos que presentan implicaciones en la supervivencia.

Caracterizacion de la expresion en ITAC de un panel inmunohistoquimico que
comprende oncogenes, receptores de factores de crecimiento, moléculas de adhesion y
marcadores relacionados con la inflamacion.

Examinar si alguno de los marcadores IHQ presentan relacién con alguna de las
variables clinico-patolégicas.

Estudio de los cambios histologicos e IHQ que se producen en la mucosa sana
adyacente al tumor y de posibles lesiones preneoplasicas.

Estudio de cambios histoldgicos e IHQ en la mucosa sana correspondiente a la fosa sana
contralateral a la tumoral y su relacién tanto con los hallazgos en mucosa sana
adyacente al tumor como con el propio tejido tumoral.
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5.1.- MUESTRA TUMORAL
5.1.1.- PERFIL PACIENTES

El estudio incluye 98 pacientes operados en el Servicio de Otorrinolaringologia (ORL)
del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) con diagnostico de Adenocarcinoma
nasosinusal tipo intestinal entre al afio 1981 y 2010. La busqueda de los mismos se ha realizado
empleando el registro manual de quir6fano del servicio de ORL para los pacientes
diagnosticados antes del afio 2000 y la base de datos de Patwin® del servicio de Anatomia
Patoldgica para los pacientes diagnosticados después del afio 2000. Para esta blUsqueda se
localizaron los tumores situados en cavidad nasal y senos paranasales empleando el cddigo
morfoloégico de la ICD-O (“International Classification of Diseases for Oncology) y la
nomenclatura sistematizada de Medicina (http://snomed.org) que para los ITAC es M81443.

Se recogen los siguientes datos clinicos de la muestra de pacientes: Edad (afios), Sexo
(Hombre/Mujer), Exposicion al polvo de Madera (Si/No), Tiempo de exposicion (Meses),
Héabito tabaquico (Si/No), Habito alcoholico (Si/No), Presencia de enfermedad metastésica
(Si/No), Presencia de recidivas (Si/No), Exitus (Si/No/exitus por otra causa), Tiempo de
seguimiento (meses), Tiempo libre de enfermedad (meses) y Estadio local tumoral
(TL/T2/T3/T4a/T4b) (150) y los diferentes estudios histoldgicos e IHQ realizados.

5.1.2.- MUESTRAS EMPLEADAS

Se estudian las muestras de tejido tumoral fijado en formol y embebido en parafina. Se
revisa el diagnéstico verificando que los tumores pertenecen al tipo histolégico ITAC. Se
reclasifican segun la clasificacion de la OMS (Barnes et al) (8) que los clasifica en tumores
papilares, colonicos, solidos, mucinosos y mixtos. Los tumores mixtos se reclasifican
incluyendolos en el subtipo tumoral de peor prondstico, aun asi se recogen los subtipos
histoldgicos observados en cada uno de los tumores. Seleccionamos los bloques de cada caso
con mejor representacion tumoral.

5.1.3.- TISSUE ARRAYS

Empleamos la técnica conocida como “Tissue microarrays” introducida en 1998 por
Kononen et al (151) . Para ello utilizamos un “Tissue Arrayer”, modelo MTA1 (Manual Tissue
Arrayer) de Breecher Instruments Inc (Fig 9). ElI “Tissue Arrayer” pincha con una aguja de
pequefio diametro (1mm) los bloques de parafina seleccionados y extrae un diminuto cilindro de
tejido que se coloca en el blogue denominado “receptor” en el que se disponen de forma
matricial un gran nimero de cilindros.
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Fig. 9: Imagen del “Tissue Arrayer” empleado
5.1.3.1- Seleccion de las zonas a muestrear

Realizamos cortes de rutina de los bloques incluidos en el estudio que se tifien con H-E
(hematoxilina-eosina). Las laminillas tefiidas correspondientes a cada bloque se revisan y se
eligen las areas representativas que se marcan con circulos (minimo 3) de 1 mm de diametro
para poder identificar las zonas correspondientes en cada bloque (Fig.10).

Bloque de parafina
de la biopsis
correspondiente:

oE90)
HEOVAR

1) Se marcan con
circulos las zonas
mas representativas
de la muestra

2) Se identifican las
zonas correspondientes
en cada bloque

Fig. 10: Ejemplo de seleccionado de zona a muestrear

5.1.3.2.- Elaboracidn de la base de datos y esquema del “Tissue Array”

Elaboramos el esquema topogréafico del “Tissue array” en una tabla de Microsoft Office
Word que dispone de tantas casillas como cilindros de tejido. En cada casilla se especifica el
namero de biopsia identificativo.
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Realizamos cuatro bloques de “Tissue array” de 2 x 2,5 cm, con cores de tumor de 1mm
separadas por 1,5 mm. Cuatro bloques con 84, 82, 66 y 66 cores en cada uno y un total de 98
casos (Figura 11). De 9 casos se incluye ademas representacion de tejido sano.

Fig 11: Dos de los “Tissue arrays” empleados, de de 2 x 2,5 cms con 84 'y 82 muestras por bloque
5.1.3.3.- Elaboracién del “Tissue array”

Para la elaboracion de los blogues se siguieron las instrucciones técnicas del proveedor
del aparato. Una vez se han extraido los cores de tejido de 1mm de didmetro, se van colocando
en el bloque receptor segln el esquema previamente definido. Una vez completado este proceso,
se procede a la homogenizacion del bloque. Se hace en la estufa a 60°C durante 12-15 minutos
colocandolo boca abajo sobre un porta y nunca directamente sobre el metal. Posteriormente se
deja enfriar a temperatura ambienten el tiempo que se necesite introduciéndolo posteriormente
en la nevera para endurecerlo antes de proceder a cortarlo.

5.1.3.4.- Secciones del bloque

Las secciones se realizaron de una sola tanda, para evitar la pérdida de tejido que
supone reorientar el bloque. Se hacen cortes de 3 um. Se realiza una tincion de hematoxilina-
eosina de control en el primer corte Gtil. En el caso de que hayan necesitado mas de 20
secciones, se hace un corte de control por cada 20 secciones y se tifie con hematoxilina-eosina
(Fig. 12).

de los bloques de parafina

O =)
o,E.LgA
APENCEARLC .

2ESNOQ)

Fig 12: Tincién hematoxilina- eosina de control
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Las secciones que no se utilizaron de inmediato se cubren con una fina capa de parafina
y se guardaron refrigeradas en la nevera de -3°C.

5.1.3.5.- Requerimientos minimos estandar del “Tissue Array”

Para dar por valido el “Tissue Array” todos los tumores muestreados deben estar
representados en las secciones, o al menos en un nimero superior al 90%

Los cilindros una vez seccionados deben estar intactos o si se ha perdido parte del
tejido, debe estar representado al menos el 50% del caso.

Si el nimero de casos perdidos fuese superior a 3 se debe proceder a la repeticion del
“Tissue- array”.

5.1.4.- TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Para todas las tinciones se emplean cortes de 3 um que se colocan en portas para
inmunohistoquimica Flex (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) y se secan en la estufa a
56°C- 58°C (minimo 2 horas y maximo 18).

Las muestras son desparafinadas con xilol e hidratadas mediante un gradiente de
alcoholes hasta llegar al agua. La recuperacion antigénica se realiza con solucién
recuperadora de antigenos en el Ptlink de Dako® a 95° durante 20 min. Se dejan las
preparaciones dentro de la solucién recuperadora de antigenos hasta que baje la temperatura a
60°C. Después, las preparaciones se colocan en un recipiente que contenga Buffer de lavado.

Buffer de lavado

Solucion bloqueante de peroxidasa; 5 min
Buffer de lavado

Anticuerpo primario; tiempo y dilucion dependientes de tipo de anticuerpo
Buffer de lavado

EnVision Peroxidasa; 30 min

Buffer de lavado

Cromogeno DAB; 10 min

. Buffer de lavado

10. Hematoxilina; 10 min

11. Agua destilada; 5 min

12. Buffer de lavado; 5 min

CoOoNORA~WNE

Po

=

ultimo, deshidratar, aclarar y cubrir:

Alcohol de 96°C; 3 min
Alcohol absoluto; 5min
Alcohol absoluto; 5 min
Xilol; 5 min

Xilol; 5 min

Cubrir con Entellan

ok wNPE
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En la Tabla Il se resumen las técnicas empleadas para la realizacion de las tinciones
inmunohistoguimica

Tabla I11: Técnicas inmunhistoquimicas realizadas.

MARCADOR | SRA* AP** D*** TIxx*=* CONTROL
CQ7™ pH9 Clon OV.TL 12/30 Dako® | 1/200 10° Amigdala
(DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca)
CQ20™ pH9 Clon K208 Dako® 1/50 15° Apéndice
(DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca)
P53 pH9 Clon Do7 1/100 15’ Carcinoma ductal
(DakoCytomation, Glostrup, infiltrante
Dinamarca)
P16 pH9 Clon E6H4 CINtec® Cancer de Cérvix
Histology Kit (MTM
Laboratorios, Madrid,
Espafia)
B—catenina pH9 Clon ﬁ—catenina-lDako® 1/200 25’ Colon
(DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca)
Ki-67 pH9 Clon MIB-1 Dako® 1/20 10° Amigdala
(DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca)
E-cadherina pH9 Clon NCH-38 Dako® 1/50 20 Carcinoma ductal
(DakoCytomation, Glostrup, infiltrante
Dinamarca)
EGFR Pr*K Clon 2-18C9 Kit pharm 30’ Piel
Dx® (DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca)
COX-2 pH9 Clon CX-294 Dako® 1/100 20’ ACC, apéndice, amigdala
(DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca)
P50 pH9 Clon 20/NF-«kf/p50 ;BD 1/500 30’ Amigdala
Transduction Laboratories
NF-kp P65 pH9 Clon 20/NF-kp/p65 ;BD 1/50 90’ Amigdala
Transduction Laboratories
TNFa pH9 Clon Ab6671 (Abcam® 1/500 30’ Adenocarcinoma de
Cambridge, UK) pulmén
iNOS pH9 Clon Ab 5323 (Abcam@ 1/500 30’ Carcinomas escamoso de
Cambridge, UK) pulmén, adenocarcinoma
de pulmény ACC
STAT3 PrK; pH9; | Clon 232209 RyD 1/200; 15°; 20’; | Adenocarcinoma de
pH6; Systems Inc® 1/100 307; 16 | colon, Colon no tumoral
PrK+pH6; hrs.
PrK+pH9
116 PrK; pH9; | Monoclonal ratén (Santa 1/20; 15°;  20’; | Adenocarcinoma de
pHS; Cruz Biotechnology®, 1/30; 30’; 45’; | colon, Colon no tumoral
Prk+pH§; Heidelberg, Alemania) 1/50; 50’; 60’
PrK+pH9 1/100

SRA*: Solucién recuperadora de antigenos; AP™: Anticuerpo primario; D™: Dilucién; T1™

Proteinasa; CQ20"": Citoqueratina 20; CQ7***: Citoqueratina 7.

Tiempo de incubacion; Pr*:

47




Material y Método

5.1.4.2.- Hercept Test

Para la realizacion de la tincion inmunohistoquimica de Hercep-test se emplea el
TechMate y el Kit (K5206) de Dako®.

Se emplean cortes de 3 um en portas para inmunohistoquimica Flex ( DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca ). Se dejan secar los cortes en la estufa a 50°C- 55°C (minimo una noche/
maximo 24 horas).

Se desparafinan e hidratan. Y se procede al desenmascaramiento antigénico con
solucion recuperadora de antigenos 1/10 a 95°C- 99°C durante 40 min. Despueés se saca del bafio
la jarra Coplin con las muestras y se deja enfriar 20 min a temperatura ambiente.

Se colocan las preparaciones en el TechMate donde se ponen en contacto con el
anticuerpo primario (Rabbit Anti-Human HER 2 Protein) se continda con una solucion
blogueante de peroxidasa, un reactivo visualizador y por Gltimo se ponen en contacto con un
sustrato cromdgeno. Entre los diferentes pasos se realizan varios lavados con el buffer del Kit
diluido al 1/10.

Deshidratar, aclarar y cubrir:

Alcohol de 96°; 3 min
Alcohol absoluto; 3 min
Alcohol absoluto; 3 min
Aclarar

Xilol; 4 min

Xilol; 4 min

Cubrir con Entellan

NookkwdE

Control: Incluido en el Kit. Carcinoma de mama.

5.1.5.- INTERPRETACION DE LAS TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS
5.1.5.1.- Citoqueratina7

En condiciones normales es positiva en el epitelio respiratorio.

En tejido tumoral se observa tincion de membrana y citoplasmatica focal o difusa.
0: Negativo; 1: Positividad focal; 2: Positividad difusa
5.1.5.2.- Citoqueratina 20

En condiciones normales es negativa en el epitelio respiratorio sano.

En tejido tumoral se observa tincion de membrana y discretamente citoplasmatica focal
o difusa.

0: Negativo; 1: Positividad focal; 2: Positividad difusa
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5.1.5.3.- p53

En tejido sano muestra una tincion de intensidad muy débil y localizada preferente en
las células basales de epitelio respiratorio.

En tejido tumoral se observa tincién intensa nuclear con variabilidad en la distribucién,
a diferencia del epitelio sano, presenta escasa variacion de la intensidad. Inicialmente se realizan
dos valoraciones. La primera valora intensidad y porcentaje de células tumorales positivas:

- Intensidad: O:negativo; 1: Positivo debil; 2: Positivo moderado; 3: Positivo intenso.
- Porcentaje: 0:<10%; 1: >10-30%; 2: >30-50%); 3: >50-70%); 4: >70%

De acuerdo con el score IRS=intensidad x porcentaje de células tefiidas se clasifico
como valor: 1: 0-3; 2: 4-7; 3: 8-12

Siguiendo las recomendaciones de Zlobec y cols.(152), se realiza una segunda
valoracion en la que sélo se tuvo en cuenta el porcentaje de células tefiidas sin hacer distincion
en la intensidad de tincion:

0: <10%; 1: >10-25%; 2: > 25-50%); 3: > 50%

La segunda valoracion muestra resultados mas reproducibles y asociaciones
histopatoldgicas mas significativas. Se observa que las variaciones en intensidad son escasas en
el tejido tumoral, encontrandose 12 casos con intensidad grado 1, de éstos, 8 tienen un
porcentaje de positividad de menos del 10%. En general si la tincién es débil, el porcentaje de
células es bajo.

5.1.5.4.- p16

El tejido sano muestra una tincion citoplasmatica y nuclear de intensidad moderada y
focal en epitelio respiratorio, sobretodo en las células cilindricas ciliadas, en acinos de las
glandulas seromucosas y en las capas mas superficiales de las areas de metaplasia escamosa.

En tejido tumoral muestra una tincion nuclear y citoplasmatica focal y de intensidad
uniforme en los diferentes casos. Se valora el porcentaje de células tefiidas dando cuatro
valores:

0: < 10%; 1: >10-30%; 2: >30-50%; 3: > 50%

5.1.5.5.- B-catenina

En mucosa sana presenta tincion a nivel de la membrana citoplasmética y ausencia de
tincién citoplasmaética y nuclear.

El tejido tumoral que valoramos presenta una tincion focal de membrana. En algunos
casos también se observa tincion focal nuclear.
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Se realizan dos valoraciones independientes:

A.- Tincion de membrana: 0: Ausencia completa de tincion de membrana; 1: Tincion de
membrana presente

B.- Tincién nuclear: 0: Ausencia de tincion nuclear; 1: Tincion nuclear presente en al menos
un 1% de la muestra

5.1.5.6- ki67:

Tincidn nuclear con variabilidad focal. Porcentaje bajo de células positivas en epitelio
respiratorio sin alteraciones, mostrando Unicamente cierta positividad tenue en células basales.

Aumenta discretamente la intensidad y el porcentaje en la metaplasia escamosa. La
tincion en las glandulas seromucosas es también débil y discreta.

0: <5%:; 1: >5-10%:; 2: >10%

5.1.5.7.- E-cadherina
En mucosa sana se observa positividad difusa y continua de membrana citoplasmatica.
Las muestras tumorales presentan tincion difusa de membrana de intensidad variable.
Se valora la tincién de la siguiente forma:

0: Ausencia de tincion de membrana; 1: Tincién de membrana de intensidad moderada; 2:
Tincion de membrana de intensidad fuerte

5.1.5.8.- EGFR
En mucosa sana no se observa expresion de EGFR.

En tejido tumoral se valora tincion de membrana, se observa que existen variaciones en
intensidad y que es una tincién focal asi que se tienen en cuenta la intesidad y el porcentaje de
células tumorales positivas:

- Intensidad: 0: negativo; 1: Positivo débil; 2: Positivo moderado; 3: Positivo intenso
- Porcentaje: 0: <10%; 1: >10-30%; 2: >30-50%; 3: >50%

De acuerdo con el score IRS=intensidad x porcentaje de células tefiidas se clasifico
como valor: 1: 0-3; 2: 4-6; 3: 7-9

Consideramos los scores 2 y 3 como positivos y dividimos la muestra en casos positivos
y negativos.

5.1.5.9. - HER2-neu / HER2/ c-erbB2
En mucosa sana no se observa expresién de HER2-neu.

Se emplearon los scores de 0 a 3 + recomendados por DAKO®.
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0: No tincién completa o tincion de membrana incompleta en menos del 10% de células
tumorales

1: Tincion débil completa de membrana en el 10% de las células tumorales

2: Tincion débil- moderada completa en mas del 10% de las células tumorales

3: Tincidn intensa completa de membrana en méas del 10% de las células tumorales

En nuestro trabajo todos los casos resultaron negativos segln este score, se dividieron
por tanto entre aquellos que presentaban cualquier rango de positividad y los casos negativos.

0: Ausencia de tincion
1: Tincion débil- moderada focal incompleta

5.1.5.10.- COX2

Presenta una positividad discreta y focal, de localizacion citoplasmatica con refuerzo de
membrana nuclear a nivel de epitelio respiratorio. Muestra tincion focal de membrana y en
ribete citoplasmatico apical en acinos y ductos de glandulas seromucosas. Tifie también células
inflamatorias como linfocitos y plasmaticas.

En tejido tumoral muestra una tincion focal citoplasmatica con refuerzo paranuclear sin
variacién en intensidad pero si en porcentaje de células tefiidas, por ello no realizamos una
valoracion semicuantitativa, sino que valoramos Unicamente el porcentaje de células tefiidas,
estableciendo el limite para la positividad en el 10%, no en el 20% como en estudios previos
(153).

0: Negativo; 1: Presencia de células tefiidas en un porcentaje superior al 10%
5.1.5.11.- p65

Tincion nuclear y citoplasmatica tenue y focal de endotelios, linfocitos,
polimorfonucleares, epitelio respiratorio, acinos y ductos glandulares.

En tejido tumoral presenta una tincién nuclear focal y a veces citoplasmatica. Se valora
la tincién nuclear:

0: Negativo; 1: Positividad en al menos el 10% de las células tumorales
5.1.5.12.- TNFa

Muestra una tincién citoplasmatica tenue en el epitelio respiratorio, mas marcada en el
componente apical. Esta tincion tenue citoplasmatica se observa también en el epitelio ductal
glandular y ceélulas serosas de las glandulas seromucosas. Tifie nervios, vasos, células
plasmaticas y estroma en las areas de erosion epitelial.

En tejido tumoral muestra una tincion citoplasmatica uniforme difusa con variabilidad
de intensidad.

0: Negativo; 1: Positivo con intensidad moderada; 2: Positivo con intensidad alta
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5.1.5.13.- iINOS

En epitelio respiratorio sano muestra una tincion citoplasmatica apical tenue, granular y
a veces de membrana también, similar a la que se observa en las glandulas seromucosas, tanto
en acinos como en epitelio ductal. Tifie también células plasmaticas y mastocitos.

En tejido tumoral muestra una tincion citoplasméatica y de membrana difusa.
Ocasionalmente presenta una tincién nuclear.

0: Negativo; 1: Positivo con intensidad moderada; 2: Positivo con intensidad alta
5.1.5.14.- STAT3

Tincidn inespecifica difusa sin variaciones en la intensidad que tifie por igual epitelio
sano y tumoral en diferentes muestras tomadas para control.

5.1.5.15.- IL6

Tincion inespecifica difusa sin variaciones en la intensidad que tifie por igual epitelio
sano, tumoral, musculo liso, células endoteliales y linfocitos.

5.2.- MUESTRAS DE TEJIDO SANO
5.2.1.- PACIENTES Y MUESTRAS EMPLEADAS

Se toman muestras de 53 pacientes operados de ITAC en el Servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Central de Asturias correspondientes a mucosa
sana adyacente a tejido tumoral. Se obtiene también representaciones de mucosa nasal de fosa
contralateral en 20 de estos pacientes, siendo el tejido fijado en formol y embebido en parafina.

5.2.2.- ESTUDIO DE CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

5.2.2.1.- Epitelio mucoso: Se valora la presencia de representacion de epitelio respiratorio
habitual.

Metaplasia escamosa: Se valora que exista transformacion en epitelio estratificado plano
tanto maduro como inmaduro.

Metaplasia cuboidea: Se valora la presencia de metaplasia cuboidea, descrita por
Wilhelmsson (57) como un epitelio mono o bi-estratificado con células cuboideas a nivel
superficial.

Hiperplasia cilindrocelular: Se valora que exista hiperplasia mucosecretora, de células
caliciformes y también la presencia en ocasiones de epitelio hiperplésico de tipo transicional.

Metaplasia intestinal: Se valora tras el estudio inunohistoquimico con CQ20, se observa
gue histoldgicamente difiere poco del epitelio respiratorio con hiperplasia cilindrocelular de tipo
mucosecretor.

Displasia: Se valora la presencia de un epitelio desorganizado constituido por células
que muestran rasgos atipicos como aumento de la relacion ndcleo/citoplasma, pleomorfismo y
aumento de la actividad proliferativa.

5.2.2.2.- Erosion: Se valora la presencia o ausencia de areas con pérdida del epitelio de
revestimiento mucoso.
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5.2.2.3.- Membrana basal: Se valora el espesor de la membrana basal y se consideran que
existe engrosamiento de la membrana basal cuando tiene un espesor mayor de 10 micras,
estableciendo tres categorias; 0: cuando no existe engrosamiento de la membrana basal; 1:
cuando el engrosamiento es leve y 2: cuando el engrosamiento es moderado.

5.2.2.4.- Fibrosis: Se valora que esté ausente 0 presente y se considera que existe fibrosis
cuando hay un exceso de tejido conectivo fibroso a nivel estromal, como consecuencia de un
proceso reparativo o reactivo a un proceso inflamatorio cronico.

5.2.2.5.- Edema: Se observa si existe acumulacion de liquido intersticial estromal. Se valora
como; O: ausente; 1: presente leve y 2: presente moderado.

5.2.2.6.- Infiltrado inflamatorio: Se valora la presencia de infiltrado inflamatorio a nivel
estromal, tanto la cantidad de infiltrado (leve o moderado) como el tipo de infiltrado, si esta
formado por linfocitos, eosinofilos o neutrdfilos.

5.2.3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO: TECNICAS E INTERPRETACION

Para el estudio inmunohistoquimico de mucosa sana se revisan todos los casos y se
seleccionan los blogues mas representativos en los que se realizan las técnicas.

El mecanismo de realizacién de las técnicas inmunohistoquimicas es igual al expuesto
en el apartado 4.1.4.

En la interpretacion de las mismas existen variaciones:
5.2.3.1.- Citoqueratina 20
Suele presentar una tincion focal, de membrana y discretamente citoplasmatica.
0: Ausencia de tincién; 1: Presencia de tincion
5.2.3.2.-p53

Se observa una llamativa variacion en la intensidad de la tincion nuclear con lo que se
valoran la intensidad y el porcentaje de células tefiidas:

- Intensidad: 0: negativo; 1: Positivo débil; 2: Positivo moderado; 3: Positivo intenso.
- Porcentaje: 0: <6%; 1: >5-10%; 2: >10-20%; 3: >20

De acuerdo con el score IRS=intensidad x porcentaje de células tefiidas se clasifico como valor:
0: 0-1; 1: 2-3; 2: 4-5-6

5.2.3.3.- p16

Muestra una tincion citoplasmatica y nuclear de intensidad moderada y focal. Se valora
el porcentaje de células tefiidas dando los siguientes valores:

0: Ninguna célula positiva; 1: >1-10%; 2: >10-25%; 3: >25-50%; 4: >50%
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5.2.3.4.- B-catenina

Tincion de membrana completa en epitelio respiratorio, ductal y glandular. No se
observa tincién nuclear en ningln caso.

0: Ausencia total de tincion de membrana; 1: Presencia de tincion a nivel de la membrana
citoplasmaética

5.2.3.5.- ki67

Tincion nuclear con variabilidad focal.
0: <5%; 1: >5-10%:; 2: >10%
5.2.3.6.- E-Cadherina

Tincion de membrana completa en epitelio respiratorio, ductal y glandular. No se
observa tincién nuclear en ningln caso.

0: Ausencia total de tincion de membrana; 1: Presencia de tincion a nivel de la membrana
citoplasmaética

5.2.3.7.- COX2

Presenta una positividad discreta y focal, de localizacion citoplasmaética con refuerzo de
membrana nuclear.

0: Negativo; 1: Presencia de células tefiidas en un porcentaje superior al 10%
5.2.3.8.- p65

Tincion nuclear y citoplasmatica tenue y focal.
0: Negativo; 1: Positividad en al menos el 10% de las celulas tumorales
5.2.3.9.- TNFalfa

Muestra una tincion citoplasmatica difusa de intensidad variable.

0: Ausencia de tincion; 1: Presencia de tincion de intensidad débil; 2: Presencia de tincion de
intensidad moderada

5.2.3.10.- INOS

En epitelio respiratorio sano muestra una tincién citoplasmatica apical tenue, granular y
a veces de membrana también.

0: Ausencia de tincion; 1: Presencia de tincion de intensidad débil; 2: Presencia de tincion de
intensidad moderada
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5.3.- ANALISIS ESTADISTICO

Para el anlisis estadistico de los resultados IHQ y pardmetros clinico-patolégicos se
aplico el test de Chi-Cuadrado (%°). Se calcularon las curvas de supervivencia mediante el
método de Kaplan-Meier. Las diferencias entre los tiempos de supervivencia se analizaron
mediante el método de long-rank. Se llevo a cabo un andlisis multivariante (para examinar el
impacto relativo de las variables que dieron resultados significativos en el analisis univariante)
mediante el método de regresion de Cox (Forward Wald). Los valores p corresponden a test
bilaterales. Se consider¢ significativo el p valor < 0,05. Para todo ello se empled el programa
informético SPSS 19.0 (SPSS IBM Statistics).

Para el analisis estadistico se agruparon los resultados de algunas variables. En el caso
del subtipo histolégico tumoral agrupamos el subtipo histolégico papilar con col6nico y sélido
con mucinoso. También se ha hecho el andlisis estadistico para variables inmunohistoquimicas
con los grupos resultantes de las valoraciones iniciales y posteriormente agrupamos algunas de
esas variables
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Resultados

6.1.- CARACTERIZACION CLINICA E HISTOLOGICA DE LOS
ADENOCARCINOMAS NASOSINUSALES TIPO INTESTINAL

6.1.1.- PERFIL CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO DE LA MUESTRA

La muestra const6 de 98 casos. 95 pacientes eran hombres (97%) y 3 mujeres (3%) con
edades comprendidas entre los 45 y 92 afios, siendo la media de 65 afios. 84 casos (87%)
presentaban antecedentes de exposicion al polvo de la madera con un tiempo de exposicion
medio de 32 afios (rango 1 a 60 afios). Presentaban habito tabaquico 52 casos (54%) y habito
enolico 49 (51%). El periodo de seguimiento de los pacientes fue de un minimo de 1 mes hasta
los 217 meses (media de 40 meses).

Tabla IV: Resumen de las principales variables clinico-epidemioldgicas

Frecuencia de positivos (%) Frecuencia de negativos (%)

Exposicion a madera (n=97) 84 (87) 13 (13)
Tabaco (n=97) 52 (54) 45 (46)
Alcohol (n=97) 49 (51) 48 (49)

De los 98 casos, se diagnosticaron en estadio local T1 el 33% (32 casos), en T2 el 12%
(12 casos), en T3 el 33% (32 casos), en T4a el 13% (13 casos) y en T4b el 9% (9 casos). Las
supervivencias a los 5 afios de cada uno de los estadios fueron del 60% para T1, 76% para T2,
41% para T3, 10% para T4a y 0% para T4b. Los estadios de enfermedad local (T) en el
momento del diagndstico se resumen en la figura 12.

33% 33%

Porcentaje

Estadio tumoral

Figural2: Estadio local T de los ITAC en el momento del diagndstico.

6.1.2.- SUBTIPO HISTOLOGICO

Se revisaron todos los casos confirmandose el diagnostico de ITAC. Se subclasificaron
siguiendo el sistema modificado de Barnes et al. (8) eliminando el subtipo histoldgico mixto y
encuadrando estos tumores segin el componente de peor prondstico, no el predominante.
Observamos que 8 tumores eran de tipo papilar (8%), 49 colonicos (50%), 10 s6lidos (10%) y
31 mucinosos (32%) (Fig.13).
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Fig13: Porcentajes de los subtipos histolégicos de los ITAC.
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AUln asi, recogimos todos los subtipos tumorales que encontramos en cada caso y
obtuvimos 36 casos (37%) con tumores mixtos. Las combinaciones mas frecuentes se
produjeron entre los subtipos papilar y colonico: 21 casos (58 % de todos los tumores mixtos) y

entre colénico y mucinoso: 9 casos (25% de todos los tumores mixtos) (Figura 14).

MUCINOS

SOLIDO+MUCINOS

SOLIDO

COLONICO+MUCINOSO

COLONICO+SOLIDO

PAPILAR+MJCINOSO—:|
PAPILAR+OOLONIOO+NUCINOSO‘E

PAPILAR+COLC’)NICO+SOLIDO‘E|

PAPILAR+COLONICO

Porcentaje

Figl4: Casos con ITAC mixtos; porcentajes de las distintas asociaciones.

6.1.3.- RELACIONES ENTRE LOS RASGOS CLINICO-PATOLOGICOS

Los diferentes subtipos histologicos mostraron rasgos clinicos variables, siendo mas
frecuentes los antecedentes de exposicion al polvo de madera en los tipos histolégicos papilar,
colénico y mucinoso. Los tumores de tipo sélido fueron los que tuvieron un mayor porcentaje

diagnosticos en estadio local avanzado. Los resultados se reflejan en la tabla V.
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Tabla V: Esquema en el que se resumen de las caracteristicas clinicas de la muestra segtn los distintos subtipos histolégicos.

Total n=98(%) Papilar Colénico  Sélido Mucinoso
n=8(%) n=49(%) (n=10) (n=31)

Edad Media 65 aflos (45-92)
Género Hombre 95(97) 8(100)  47(96) 9(90)  31(100)
Mujer 3(3) 0 2(4) 1(10) O
Trabajador Si 84(86) 8(100)  43(88) 5(50)  28(90)
de la No 13(13) 0 6(12) 5(50) 2(6)
Madera Desconocido 1(1) 0 0 0 1(4)
Fumador Si 52(53) 6(75) 27(55) 5(50)  14(45)
No 45(46) 2(25) 22(45) 5(50) 16(52)
Desconocido 1(1) 0 0 0 1(3)
Estadio local T1 32(33) 2(25) 23(47) 1(10)  6(19)
Tumoral T2 12(12) 2(25) 4(8) 0 6(19)
T3 32(33) 4(50) 16(33) 3(30)  9(29)
T4a 13(13) 0 4(8) 3(30) 6(19)
T4b 9(9) 0 2(4) 3(30) 4(14)

Media de sequimiento 40 (1-217)

Los subtipos histologicos papilares y colonicos se diagnosticaron con mayor frecuencia
en estadios T1 y T3 seguidos de T2 y por Gltimo T4a y b. Los subtipos sélido y mucinoso
fueron més frecuentemente diagnosticados en estadios T4a y T4b (p=0,008). Separando los
tumores en dos subgrupos, el primero que comprendia los estadios T1, T2y T3y el segundo los
estadios T4a y T4b vemos que se diagnosticaron en estadios mas avanzados los tumores con
componentes sélido (p<0,001) a diferencia de los que tenian componente papilar y col6nico
(p=0,031 y p=0,028 respectivamente). La mayor parte de la muestra tenia antecedentes de
exposicion al polvo de madera y en casi todos los subtipos histolégicos fue mayor el nimero de
pacientes expuestos que no expuestos, a excepcion del grupo de pacientes con tumores de tipo
solido en el que es igual el nimero de casos con antecedentes de exposicion al polvo de madera
que sin antecedentes. (p=0,004) (Fig. 15).

i Subtipo
Izl s E;mim 50 p=0,003 histolégico
I
W Papiter
p=0,008 a2 1 Colorico
Téa
|_hehy A

Recuento
Recuento

Paplares+Cokricos Stidos hiinosos No S
SUBTIPOS HISTOLOGICOS EXPOSICION AL POLVO DE MADERA

Fig. 15: A) Asociaciones entre el subtipo histoldgico y el estadio y B) Y entre el subtipo histolégico y los antecedentes de
exposicion al polvo de madera.

6.2.- DATOS DE SEGUIMIENTO Y RASGOS CLINICO-PATOLOGICOS
RELACIONADOS CON EL PRONOSTICO Y LA SUPERVIVENCIA

El seguimiento desde el diagndstico varia entre 1 y 134 meses, siendo la media de 40,69
meses. Durante el seguimiento fallecieron 49 pacientes (50%), 39 (40%) por causa de la
enfermedad y 10 (10%) por otras causas. Al final del seguimiento, 49 pacientes estaban vivos
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(50%), 28 de ellos libres de enfermedad (29%). Recibieron tratamiento prequirtrgico 11
pacientes (11%); 5 de ellos con radioterapia (5%); un caso con quimioterapia concomitante. Los
6 restantes habian sido sometidos a cirugias previas incompletas (6%). Se pautd tratamiento
complementario en 66 pacientes (68%). Todos ellos radioterapico a excepcion de un caso que
recibié quimioterapia paliativa. Durante el seguimiento 13 pacientes presentaron metastasis
(13%), 48 pacientes recidiva locoregional (49%) y extension intracraneal 17 pacientes (17%).
Las recidivas locoregionales se producen en un intervalo de tiempo que va de 0 meses a 108
meses, siendo la media de aparicion de las mismas a los 19 meses.

Tabla VI: Esquema resumen de las caracteristicas clinicas de toda la muestra y de los distintos subtipos histol6gicos por separado.

Casos positivos (%) Casos Negativos (%)
Exitus (n=97) 39 (40)* 10 (10)** 48 (50)
Vivos (N=97) 28(29)***  20(21)**** 49(50)
Tto pregx’ (n=98) 11 (11) 87 (89)
Tto postgx''(n=97) 66 (68) 31 (32)
Metastasis (n=98) 13 (13) 85 (87)
Recidivas (n=98) 48 (49) 50 (51)
Invasion intracraneal (n=97) 17 (17) 80 (83)

*: Exitus por la enfermedad; **: Exitus por otra causa;***: Vivos sin enfermedad; ****: Vivos con enfermedad T: Tratamiento
prequirdrgico; TT: Tratamiento postquirdrgico.

La invasién intracraneal se asocio de forma significativa con el subtipo histolégico
(p=0,04) y el subtipo histol6gico agrupado (p=0,013) (Fig.15). De 17 pacientes que presentaron
invasion intracraneal, 8 tenian tumores de tipo mucinoso, 4 coloénicos, 4 solidos y solo se
observd en un caso de tumor papilar (Figura 15). El 41% de los pacientes con invasion
intracraneal tenian componente de tumor sélido. Proporcionalmente, los tumores solidos y
mucinosos también mostraron mayor numero de recidivas. ElI 60% de los tumores solidos y el
58% de los tumores mucinosos presentaron recidivas, frente a un 47% de los coldénicos y un
12% de los papilares. Ademas de la asociacion con el subtipo histolégico (p=0,04) y con el
subtipo histolégico agrupado (p=0,027), se observd que los casos con metastasis y recidivas son
maés frecuentes que los casos sin metéstasis ni recidivas entre los ITAC con componente de
tumor sélido (p=0,048), al igual que en los que tenian componente de tumor mucinoso
(p=0,049). Los tumores que tenian componente de tumor de tipo sélido, presentaron una
frecuencia de metastasis del 31% frente al 13% de frecuencia metastasica general. S6lo un 12%
de los tumores sin componente de tumor sélido presentaron metéastasis. Ademas de asociarse
con el subtipo histolégico (p=0,003) y el subtipo histologico agrupado (p=0,004), los exitus
fueron mas frecuentes en los tumores con componente sélido (p=0,004) y mucinoso (p=0,014) y
menos frecuente en los que presentaban componente de tumor papilar (p=0,004).
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Subtipos
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Fig. 15: Relacion entre el subtipo histolégico agrupado en tumores papilares con colénicos y sélidos con mucinosos y la presencia o
no de invasion intracraneal.

Otra caracteristica clinica fuertemente relacionada con el exitus por la enfermedad fue la
presencia de metastasis (p<0,001), los casos que muestran metéstasis mueren en un 91,6%. Las
recidivas también se asociaron con el exitus (p<0,001), el 62% de los pacientes con recidivas de
la enfermedad son exitus por la misma debido a las cirugias de rescate. Un 82,3% de pacientes
con invasion intracraneal, mueren también a causa de la enfermedad (p<0,001).

Tabla VI1: Cuadro que representa la frecuencia de recidivas, metéstasis, invasion intracraneal y exitus en toda la muestra y en cada
subtipo tumoral.

Total Papilar ~ Col6nico  Solido Mucinoso
N=98(%) N=8(%) N=49(%) N=10(%) N=31(%)
Recidivas  Si 48(49) 1(12) 23 (47) 6 (60) 18 (58)
No 50(51) 7(88) 26 (53) 4 (40) 13 (42)
Desconocido 0 0 0 0 0
Metastasis  Si 13(13) 1(12) 3(6) 2 (20) 7(22)
No 85(87) 7(88) 46 (94) 8 (80) 24 (78)
Invasion Si 17(17) 1(12) 4 (8) 4 (40) 8 (26)
intracraneal No 80(81) 7(88) 45 (92) 6 (60) 22 (71)
Desconocido 1(2) 0 0 0 1(3)
Estatus Vivo 48(49) 6 29 (59) 2 (20) 11 (36)
Exitus por la enfermedad 39(40) 1 13 (27) 7 (70) 18 (58)
Exitus por otras causas 10(10) 1 6 (12) 1(10) 2 (6)
Desconocido 1(1) 0 1(2) 0 0
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6.2.1. - CARACTERISTICAS CLINICAS Y SUPERVIVENCIA

La supervivencia especica a los 5 afios en estos tumores ha sido del 43% (Fig.16)

Supervivencia acumulada

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Seguimiento (meses)

Fig. 16: Supervivencia global a los 120 meses del seguimiento.

El estadio local avanzado empeoraba la supervivencia global (p<0,001/ HR: 11,299).
Esta disminuia progresivamente con el estadio, de T1 a T4, a excepcion de los casos en estadio
T2 que tienen mejor supervivencia que el estadio T1. La supervivencia a los 5 afios para T1 era
del 60%, para T2 del 76%, para T3 del 41%, para T4a del 10% y T4b del 0%. La invasion
intracraneal fue la caracteristica clinica que mas ensombrecia la supervivencia global
(p<0,001/HR: 11,297), muy pocos pacientes han presentado invasion intracraneal, todos ellos
con muy mal prondstico, al igual que la presencia de enfermedad metastasica. Las recidivas
disminuian la supervivencia especifica menos bruscamente (p=0,009/ HR: 12,513) (Fig. 17).

ESTADIO i
INVASION INTRACRANEAL

1.0
k P<0,001
1] P<0,001

Supervivencia acumulada
Supervivencia acumulada

T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Seguimiento (meses) Seguimiento (meses)
Fig. 17: A) Grafica de supervivencia de los pacientes en funcion del estadio y B) En funcidn de la invasion intracraneal.

6.2.2. — SUBTIPO HISTOLOGICO, SUPERVIVENCIA Y TIEMPO LIBRE DE
ENFERMEDAD

El seguimiento ha mostrado que la mayor supervivencia especifica se daba en los
tumores de tipo papilar, seguidos de los de tipo colénico, mucinoso y solido, respectivamente
(p<0,001/HR: 12,513). La presencia de componente de tipo papilar conferia un mejor
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pronostico (p=0,007/ HR: 12,513), y la presencia de componente de tipo solido (p<0,001/HR:
12,513) y mucinoso (p=0,014/HR: 12,513) peor prondstico (Fig. 18).
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Fig 18: Gréficas de supervivencia (A) y tiempo libre de enfermedad (B) de los pacientes en funcion del subtipo histoldgico.

En cuanto al tiempo libre de enfermedad, entendido como el tiempo que transcurre
desde el momento del diagndstico hasta que reaparece la enfermedad (metéastasis/recidiva) o
bien fallece el paciente, éste fue mayor en los tumores de tipo papilar, seguido de los de tipo
colonico, solido y mucinoso (p=0,001/HR: 5,547). La presencia de componente tumoral de tipo
papilar aumento el tiempo libre de enfermedad (p=0,018/HR: 5,547), al contrario sucedia en los
tumores que tenian componente de tumor sélido (p=0,001/ HR: 5,547) o mucinoso (p=0,028/
HR: 5,547) (Fig. 18).

6.3.- MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS EN ADENOCARCINOMAS
NASOSINUSALES DE TIPO INTESTINAL

Se realizaron 14 marcadores IHQ que dividimos en 6 subgrupos. En cada subgrupo
determinamos las frecuencias de expresion inmunohistoquimica: en toda la muestra, en los
casos con antecedentes de exposicion al polvo de madera, sin antecedentes de exposicion, y en
cada uno de los subtipos histologicos (Fig.19).
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Fig.19: Tissue arrays de los diferentes marcadores inmunohistoquimicos (40 aumentos)

6.3.1.- FILAMENTOS INTERMEDIOS DEL CITOESQUELETO: CQ7 Y CQ20

Presentaron positividad para CQ7 el 44% de los tumores de la muestra (38/86 casos) y
fueron negativos el 56% (48/86 casos). Proporcionalmente, el subtipo histolégico con mayor
porcentaje de casos positivos fue el sélido con un 78% (7/9 casos positivos), seguido del
coldnico con un 46% (20/43 casos positivos), el mucinoso con un 44% (9/26 casos positivos) y
por ultimo el papilar con un 25% (2/8 casos positivos). Los pacientes expuestos al polvo de
madera fueron positivos para CQ7 en un 41% (29/72), frente al 62% de casos positivos entre los
que no presentan antecedentes de exposicion (5/13) (Tabla VIII) (Fig 21).

Para la CQ20 se observé positividad en un 73% de la muestra (66/90 casos). En los
pacientes no expuestos al polvo de madera los casos positivos suponian el 46% (6/13 casos)
frente al 78% (59/76) de entre los expuestos. Los subgrupos histolégicos més frecuentemente
positivos y con mayor intensidad de tincion fueron los papilares y colénicos seguidos de los
mucinosos (Fig.20).

El patron CQ20-/CQ7- se ha visto en un 13% de los tumores (11 casos: 6 de ellos de
tipo mucinosos, 4 colénicos y 1 solido). El patron CQ20-/CQ7+ en un 14% (12 casos: 7 eran
tumores de tipo solido, 2 mucinosos, 2 coldnicos, 1 papilar). CQ20+/CQ7- se observé en el 42%
(36 casos: 6 tumores papilares, 18 coldnicos, 1 so6lido, 11 mucinosos). CQ20+/CQ7+ se di6 en
el 31% (26 casos: 1 de tipo papilar, 18 colénicos y 7 mucinosos).
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Tabla VI11: Cuadro resumen de los resultados del estudio inmunohistoquimico para CQ7 y CQ20 en toda la muestra y separando la
muestra en funcién de la exposicion al polvo de madera y los distintos subtipos histolégicos.

TODA LA NO
MADERA PAPILAR  COLONICO  SOLIDO  MUCINOSO
MUESTRA N MADERA N N N N6

N(%6) N(%%)
cor | - 48(56) 43(59) 5(38) 6(75) 23(54) 2(22) 17(66)
(N=86) | * 14(16) 13(18) 1(8) 0 10(23) 1(11) 3(11)
++ 24(28) 16(23) 7(54) 2(25) 10(23) 6(67) 6(23)
cow | - 24(27) 17(22) 7(54) 1(12) 6(13) 8(89) 9(32)
(N=90) | + 29(32) 25(33) 3(23) 2(25) 17(38) 0 10(36)
++ 37(41) 34(45) 3(23) 5(63) 22(49) 1(11) 9(32)

o Al

Fig. 20: A: Microfotografia con ITAC de tipo col6nico con positividad difusa para CQ7 (200 aumentos). B: ITAC de tipo colénico
con positividad difusa para CQ20 (200 aumentos).

6.3.2.- GENES SUPRESORES TUMORALES (P53, P16), B—CATENINA NUCLEAR

Mostraron positividad para p53 (en méas del 10% de las células) un 72% de los tumores
(65/91 casos) siendo similar entre pacientes expuestos (57/79 casos positivos) y en los no
expuestos al polvo de la madera (8/11 casos positivos). EI mayor porcentaje de casos positivos
se encuentra entre los tumores de subtipo papilar con un 87% (7/8), seguido de los col6nicos
con un 80% (36/45), sélidos con un 67% (6/9) y por ultimo los mucinosos con un 55% (16/29)
(Tabla IX) (Fig. 21).

La expresion de p16 se ha perdido (<10% de células tumorales positivas) en un 64% de
los tumores (56/88). El porcentaje de casos negativos ha sido mayor en los pacientes expuestos
al polvo de la madera en los que supone el 66% (50/76), que en los no expuestos, con un 45%
de casos negativos (5/11). Las diferencias entre los distintos subtipos tumorales son pequefias,
Ilama la atencion la presencia de casos con alto porcentaje de células positivas en el subgrupo de
los tumores solidos (56% de casos con mas del 30% de células positivas).

La expresion nuclear de B—catenina se ha observado en un 31% de la muestra (28/91).
En cuanto a los subgrupos histoldgicos, la mayor frecuencia de casos positivos la encontramos
en los tumores papilares con un 50% de casos positivos (4/8) seguidos de los s6lidos con un
44% (4/9), los col6nicos con un 34% (16/47) y por altimo, con una diferencia importante, los de
tipo mucinoso con un 15% (4/27).

65



Resultados

Tabla I1X: Cuadro resumen de los resultados del estudio inmunohistoquimico para p53, p16 y B-catenina nuclear en toda la muestra
y separando la muestra en funcién de la exposicion al polvo de madera y los distintos subtipos histolégicos.

TODA LA NO
MADERA PAPILAR COLONICO SOLIDO MUCINOSO
MlilE(So/:)RA N (%) MSE();SA N (%) N (%) N (%) N (%)
<10% 26(28) 22(28) 3(27) 1(12) 9(20) 3(33) 13(45)
P53 10-
o S0% 18(20) 13(16) 5(46) 2(25) 7(16) 5(56) 4(14)
>50% 47(52) 44(56) 3(27) 5(63) 29(64) 1(11) 12(41)
<10% 56(64) 50(66) 5(45) 5(63) 29(68) 2(22) 20(72)
10-
. 20% 13(15) 12(16) 1(9) 3(37) 4(9) 2(22) 4(14)
N=88 >30-
S0% 10(11) 6(8) 4(37) 0 6(14) 4(45) 0
>50% 9(10) 8(10) 1(9) 0 4(9) 1(11) 4(14)
B—CATN* - 63(69) 54(69) 8(67) 4(50) 31(66) 5(56) 23(85)
N=82 + 28(31) 24(31) 4(33) 4(50) 16(34) 4(44) 4(15)

*B—CATN: B—catenina nuclear.

Fig. 21: A) Tincién IHQ en tumor de tipo colénico, observandose tincion difusa e intensa, nuclear y citoplasmatica para 3-catenina
(200 aumentos) B) Tinci6n nuclear intensa y focal para p53 en tumor de tipo colénico (200 aumentos); C) Tincién nuclear y focal
para p16 en un tumor de tipo sélido (200 aumentos)

6. 3.4.- FACTOR DE PROLIFERACION K167

El factor de proliferacion Ki-67 ha sido positivo en el 98% de los casos (83/85) con un
porcentaje de células positivas mayor del 50% en el 23% de los casos (20/85). No se han
observado casos negativos entre los pacientes no expuestos al polvo de madera, pero los casos
positivos, en comparacion con los pacientes expuestos, muestraron un porcentaje menor de
células tumorales positivas. Las diferencias entre subtipos histolégicos no han sido llamativas,
lo Unico llamativo es que no se observa ningun caso de tumor so6lido con un porcentaje de
células positivas mayor del 50% (tabla X) (Fig.22).
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Tabla X: Cuadro resumen de los resultados del estudio inmunohistoquimico para Ki67 en toda la muestra y separando la muestra
en funcion de la exposicion al polvo de madera y los distintos subtipos histol6gicos.

I\;(L)JEQTLRAA MADERA A’\E‘)CE)R A PAPILAR COLONICO SOLIDO MUCINOSO
N(O%) N(%6) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
<5% 2(2) 2(3) 0 0 1(11) 1(4)
KI67 >5-2506 37(44) 31(42) 6(55) 4(50) 19(45) 3(33) 11(42)
>25-50% 26(31) 22(30) 3(27) 2(25) 11(26) 5(56) 8(31)
N=85 >50% 20(23) 18(25) 2(18) 2(25) 12(29) 0 6(23)

F

Fig 22: Tinci6n nuclear difusa para Ki67 en tumor de tipo col6nico (200 aumentos).

6.3.5. - RECEPTORES DE FACTORES DE CRECIMIENTO: EGFR, HER2-neu

El HER2-neu ha sido débilmente positivo en 8/95 tumores (8%) de los casos, todos
ellos relacionados con la exposicion al polvo de la madera. Los Unicos subtipos que mostraron
positividad fueron el papilar con un 12% de casos positivos (1/8) y el coldnico con un 15%
(7/48) (Tabla XI).

En cuanto al EGFR, en un 4% de los tumores se observo positividad (4/90), Gnicamente
en pacientes expuestos al polvo de madera y tumores de tipo colénicos (2 casos), sélido (1 caso)
y mucinoso (1 caso) (Fig.23).

Tabla XI: Cuadro resumen de los resultados del estudio inmunohistoquimico para HER2-neu y EGFR en toda la muestra y
separando la muestra en funcion de la exposicion al polvo de madera y los distintos subtipos histoldgicos.

TODA LA NO
MADERA PAPILAR COLONICO SOLIDO MUCINOSO
MUESTRA MADERA
NE6) N(%) NE%) N(%) N(%) N(%) N(%)
HER2-neu - 87(92) 73(90) 13(100) 7(88) 41(85) 10(100) 29(100)
N=95 + 8(8) 8(10) 0 1(12) 7(15) 0 0
Corn - 86(96) 74(96) 11(92) 8(100) 44(96) 7(88) 27(96)
. 33) 2(3) 1(8) 0 2(4) 0 1(4)
++ 1(1) 1(1) 0 0 0 1(12) 0
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Fig 23: A) Tincién de membrana completa, intensa y difusa para EGFR en un tumor de tipo sélido (200 aumentos); B) Tincion para
HER2- neu focal, de intensidad muy débil y citoplasmatica en un tumor de tipo papilar (200 aumentos)

6. 3.6.- PROTEINAS DE ADHESION CELULAR: E-CADHERINA Y B—-CATENINA DE
MEMBRANA

En ningun caso se observé pérdida de expresion de E-cadherina, Unicamente se
apreciaron variaciones en la intensidad, mostrando mayor frecuencia de tincion débil los
pacientes expuestos al polvo de madera con un 8% de casos con tincion débil (6/91), asi como
los subtipos coldnico con un 2% (1/44) y mucinoso con un 17% (5/30). En el resto de subgrupos
presentan tincion intensa y difusa (Tabla XI1).

La p—catenina presentd un 3% de casos negativos para tincion de membrana y
citoplasmética (3/85). Estos casos se encontraban entre los expuestos al polvo de la madera y
suponen el 5% de los tumores de éste subgrupo (3/72). Fueron un tumor del subtipo colénico
2% de los casos dentro de este subgrupo (1/43) y dos del subtipo mucinoso, un 8% de los
mismos (2/26) (Fig.24).

Tabla XI1: Cuadro resumen de los resultados del estudio inmunohistoquimico para E-cadherina y B-catenina en toda la muestra 'y
separando la muestra en funcion de la exposicién al polvo de madera y los distintos subtipos histoldgicos.

TODA LA NO

MADERA PAPILAR COLONICO SOLIDO MUCINOSO

MUESTRA ) MADERA 0 ) ) !

N N(%6) N N(%6) N(%6) N(%) N(%)

E-CADHERINA | + 6(7) 6 0 0 T7) 0 5(17)
N=91 ++  85(93) 72092  12(100)  8(100) 43(98) 9(100) 25(83)
30) 36) 0 0 1) 0 26)

B‘C?IT_ESN'NA + 1619 14(19) 2(17) 1(14) 6(14) 1(11) 8(31)
- ++  66(78) 55(76) 10(83) 6(36) 36(84) 8(89) 16(61)

Fig 24: A) Tincidn difusa para B-catenina a nivel de membrana en un tumor de tipo col6nico (200 aumentos). B) Tincion difusa de
membrana para E-cadherina en un tumor de tipo sélido (200 aumentos).
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6.3.7.- MARCADORES RELACIONADOS CON LA INFLAMACION: COX2, P65, TNFa,
INOS, STAT3 E IL6

COX2 ha sido positivo en un 40% de los casos (36/91), sin apenas diferencias entre
pacientes expuestos al polvo de madera y no expuestos. Entre los subtipos histologicos, los mas
frecuentemente positivos fueron los papilares con un 62% de casos positivos (5/8), seguidos de
solidos con un 60% (6/10), después los de tipo colonico con un 37% (17/46) y por ultimo los
mucinosos con un 29% (8/27) (Tabla XI111) (Fig. 25).

Se observo que un 37% de casos de toda la muestra ha sido positivo para p65 (36/96).
El porcentaje de casos positivos fue ligeramente superior entre los expuestos al polvo de
madera, en los que un 39% de casos eran positivos (32/82) frente a los no expuestos con un 31%
(4/13). El subtipo histoldgico con mas casos positivos fue el papilar, con un 63% (5/8), seguido
del s6lido con un 50% (5/10) (Tabla XIII) (Fig.25).

TNF-o ha sido positivo en el 98% de los casos. S6lo se ha visto un 2% de casos
negativos, correspondientes al grupo de trabajadores de la madera y al subtipo de tumores
mucinosos (Tabla XI1I1) (Fig.25).

iINOS fue positivo en un 98% (81/84). Apenas se observaron casos negativos, solo tres
casos, uno sin antecedentes de exposicion al polvo de madera y los otros dos con antecedentes.
Dos de ellos solidos y el tercero mucinoso (Tabla XI11I) (Fig.25).

Las tinciones para STAT3 e IL6 se consideraron no valorables en las pruebas para la
ajustar el anticuerpo. No se han realizado en los “Tissue Arrays” dado que en las pruebas
previas los marcadores mostraban una tincion difusa, de intensidad constante que no
discriminaba epitelio sano del tumoral, ni entre diferentes tumores, ni con el estroma
representado en la muestra.

Tabla XI11: Cuadro resumen de los resultados del estudio inmunohistoquimico para p65, iINOS, COX2 y TNFa en toda la muestra
y separando la muestra en funcién de la exposicion al polvo de madera y los distintos subtipos histolégicos.

TODA LA NO
MADERA PAPILAR  COLONICO SOLIDO  MUCINOSO
MUESTRA MADERA
NE6) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
P65 | - 60(63) 50(61) 9(69) 3(37) 31(66) 5(50) 21(68)
N=96 | + 36(37) 32(39) 4(31) 5(63) 16(34) 5(50) 10(32)
nos | 33) 2(3) 1(8) 0 0 2(25) 1(4
s | 62(74) 57(81) 4(31) 6(75) 32(74) 4(50) 20(80)
++ 19(23) 11(16) 8(61) 2(25) 11(26) 2(25) 4(16)
coxa | 55(60) 47(61) 7(54) 3(37) 29(63) 4(40) 19(71)
on | 27(30) 22(29) 5(38) 2(26) 15(33) 4(40) 6(22)
++ 9(10) 8(10) 1(8) 3(37) 2(4) 2(20) 2(7)
N 2(2) 2(3) 0 0 0 0 2(7)
e | 31(36) 25(34) 6(46) 3(37) 13(30) 4(50) 11(39)
++ 54(62) 46(63) 7(54) 5(63) 30(70) 4(50) 15(54)
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S

Fig 25: A) Tincion nuclear focal para p65 en un tumor de tipo colénico (200 aumentos); B) Tincién difusa, citoplasmatica e
intensa para iNOS en un tumor de tipo papilar (200 aumentos); C) Tincién citoplasmatica con refuerzo paranuclear y focal para
COX2 en un tumor de tipo colénico (200 aumentos); D) Tincién difusa, citoplasmatica e intensa para TNFo en un tumor de tipo
mucinoso (200 aumentos).

6.4.- RELACION ENTRE LOS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS Y LAS
VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

6.4.1.- CQ7y CQ20

Un 44% de los tumores mostraron positividad para CQ7. En todos los subtipos
histoldgicos se vié un nimero menor de casos positivos que negativos, a excepcion del subtipo
solido en el que el 78% son positivos, asociacion sin significacion estadistica (p=0,089). Las
metastasis fueron mas frecuentes en los tumores negativos, en cambio las recidivas fueron
ligeramente mas frecuentes en los tumores positivos (p=0,046).

La CQ20 fue positiva en el 73% de los tumores y s6lo en el subtipo histoldgico sélido
fue més frecuente la ausencia de tincion que la positividad (11% positivos). S6lo un caso de
tumor papilar fue negativo (87% positivos). EI componente papilar tumoral y los antecedentes
de exposiciébn a madera se asociaron con positividad para la tincién (p=0,032 y 0,018
respectivamente). Al contrario sucede con los tumores con componente de tumor sélido, que
fueron mas frecuentemente negativos para CQ20 (p=0,001) (Fig.26).
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Fig. 26: Asociaciones entre la expresion de CQ20 y el subtipo histolégico

6.4.2.- P53, P16, B—~CATENINA NUCLEAR

El subtipo histolégico con mayor nimero de casos negativos para p53 fue el mucinoso
(45%). EI que més porcentaje de casos positivos presentd es el subtipo papilar (87%). En toda
la muestra, el mayor nimero de casos positivos pertenecian al subtipo col6nico con 36 casos
positivos (55 %), 29 de ellos con un porcentaje de células positivas de méas del 50 % (p=0,011).
Un 94% de los casos que muestran positividad en méas del 50% de las células eran pacientes
expuestos al polvo de madera (p=0,062) (Fig 27).

P=0,05 Subtipo

407 histoldgico

Subtipo 8 Papilar+Colénico
309 P=0,011 histolégico M Solido+Mucinoso
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Fig 27: A: Expresion de p53 segtn el subtipo histoldgico; B: Expresion de B—catenina en funcién del subtipo histoldgico

La pérdida de expresidon de pl6 se ha asociado significativamente con la ausencia de
enfermedad metastasica (p=0,044). De todos los pacientes de la muestra que no desarrollaron
metastasis ni recidivas el 74% habian perdido la expresion de pl6 y entre los casos que
conservaron la expresion de pl6, ésta en ningun caso fué en mas del 50% de las células
(p=0,015).

La expresion de B—catenina nuclear ha mostrado relacion con el subtipo histoldgico, los
tumores papilares y colonicos expresan con mayor frecuencia el marcador, con un 38% de casos
positivos frente al 18% de casos positivos entre los tumores de tipo sélido y mucinoso (p=0,05).
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6.4.3. — KI67

La tincién IHQ para Ki67 no mostrd asociaciones estadisticamente significativas con
ningun rasgo clinico-patolégico.

6.4.4. - E-CADHERINA'Y B-CATENINA DE MEMBRANA

Todos los tumores fueron positivos con la tincion de E-cadherina. Se observé una
disminucion en la intensidad de tincion en los tumores de tipo mucinoso y menos frecuente en
los de tipo col6nico (p=0,05) (Fig.28).

Subtipo
p=0,05 histologico
ClPapilar

Recuento

E-CADHERINA
Fig. 28: Expresion de E-cadherina segun el subtipo histolégico.

La tincion de membrana se perdié Unicamente en tres casos, dos de los cuales
presentaron enfermedad metastésica (p=0,008) y el tercero recidiva local. En dos de los tres
casos con pérdida de expresion también se observé invasion intracraneal (p=0,032). Los Unicos
tres casos negativos han sido exitus por la enfermedad (p=0,037) (Fig. 29).

= Metastasis =
aod P=0,08 st P=0,032 intracraneal
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Fig. 29: A) Presencia de metastasis en funcidon de la expresion de B-catenina de membrana. B) Invasién intracraneal en funcion de la
expresion de B-catenina de membrana.

6.4.5 - HER2-neu y EGFR

Los Unicos casos positivos para HER2-neu pertenecian a los subtipos histolégicos
papilar y coldnico (p=0,021). EGFR no mostré asociacién con ninguna variable clinico-
patoldgica.
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6.4.6. - COX2, TNFa, iNOS, p65

La mayor parte de los tumores con componente solido fueron positivos para COX2 (el
62% de los tumores con componente de tumor sélido) (p=0,037).

A pesar de que los Unicos casos negativos para TNF-o pertenecian al subgrupo de
tumores papilares y colonicos, cuando presentaban positividad, ésta era intensa (++), mas que
en el subgrupo de tumores mucinosos y solidos, un 70 % frente a un 48% (p=0,043) (Fig.30).

aor] p=0,043

histologicos
agrupados
M Papilares+Colénicos
B Sdlidos+Mucinosos

Recuento

TNFalfa
Fig. 30: Expresion de TNFa en funcidn del subtipo histol6gico agrupado.

La negatividad para iNOS sélo se ha visto en 3 casos, dos de ellos sélidos y uno
mucinoso. La positividad intensa (++) ha sido méas frecuente en los tumores de tipo colonico
(p=0,035). De los tres casos que presentaron negatividad para iNOS, s6lo uno recidivd. De los
gue mostraron una tincién positiva intensa (++), el 74% recidivaron (p=0,034). Sin embargo, la
positividad intensa (++) no se asoci6 al riesgo de metastasis. Los pocos casos sin antecedentes
de exposicion al polvo de madera (13 casos), mostraron frecuente positividad intensa (++), en
un porcentaje mayor al de los casos con antecedentes de exposicion (p=0,001). Si agrupamos
los resultados de la variable iNOS en dos subgrupos (casos positivos y negativos) la asociacion
con el subtipo histolégico fue més significativa (p=0,006) (Fig. 31).

_ Subtipo 0,001  Exposicion
= P=0,006 histologico o P

al polvo de
madera
o
®si

Recuento
Recuento

iNOS AGRUPADA

Fig. 31: A) Expresion de iNOS en funcién del subtipo histoldgico B) Expresion de iNOS en funcién de la exposicion al polvo de
madera.
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6.4.7.- ASOCIACIONES ENTRE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

La expresion IHQ de CQ7 mostré una asociacion estadisticamente significativa con la
de la CQ20 (p=0,028). De los 47 casos negativos para CQ7, 36 (77%) fueron positivos para
CQ20. Un 68,4% de los casos positivos para CQ7 también lo fueron con CQ20 (Tabla XIV).

Tabla XIV: Tabla de contingencia que refleja las relaciones entre la expresion de CQ7 y de CQ20.

CQ20GRUPOS
NEGATIVO | POSITIVO
CcQ7 NEGATIVO 11 36
POSITIVO FOCAL 1 13
POSITIVO 11 13
TOTAL 23 62

Los unicos casos negativos para TNFa, fueron también negativos para CQ7, dos de ellos
también para CQ20 (p=0,008).

Comprobamos que existia una asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de CQ20 y p53 (p=0,007). EI 78% de los casos con positividad para CQ20 lo fueron
también para p53, y de éstos, un 62% tenian un porcentaje de células positivas mayor del 50%
(Fig.33). La negatividad para CQ20 se asociaba de forma significativa con la negatividad
nuclear para B-catenina (p=0,026). También [B-catenina nuclear negativa se asocié a la
negatividad para COX2 (p=0,05) y a una baja positividad con Ki67 (p=0,025). Se asociaron las
expresiones de p53 y COX2 (p=0,005). Un 88% de los casos negativos para p53 también lo

fueron para COX2 y a su vez, un 91% de los casos positivos para COX2 lo eran también con
p53.

Ki67 y p53 presentaban una asociacién estadisticamente significativa (p=0,016). Los
dos Unicos casos con ausencia de tincion para ki67 también fueron negativos con p53. Un 67%
de los casos con positividad para p53 en mas del 50% de las células tumorales, también
mostraron una positividad con Ki67 en méas del 25% de células tumorales. TNFa fue negativa
en sélo dos casos en los que p53 también lo era. A mayor intensidad de tincién, mayor
porcentaje de células positivas para p53 mostraron los casos (p=0,046) (Fig. 32).

Ki67

307 P=0,042

0%
E410-50%
>50%

Recuento
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CITOQUERATINA 20 BETA-CATENINA NUCLEAR
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Fig. 32: A) Expresion de CQ20 en funcién del valor de p53; B) Expresion de B-catenina nuclear en funcion de Ki67; C) Expresion

de Ki67 en funcion de P53; D) Expresion de COX2 en funcién de p53.

A

Recuento

[-catenina de membrana y p16 mostraron una asociacion estadisticamente significativa
(p<0,001). Los unicos casos con pérdida de expresion de 3-catenina de membrana tenian tincion
para p16 en mas del 50% de las células. La negatividad para CQ7 se encontro también de forma
mas frecuente en los casos con pérdida de expresion para pl6 (<10% de células tumorales
positivas para p16) (p=0,021) (Fig. 33).

P<0,001 Beta-catenina

” de membrana

M Negativo

ElPositivo focal (+)
Wrositivo (++)

B

Recuento

P=0,021

car

Megativo
& Positivo

Fig. 33: A) Expresion de p16 en funcién de B-catenina de membrana; B) Expresion de p16 en funcién de la CQ7.

con los positivos débiles con E-cadherina (Fig. 34).

Recuento
&

Fig 34:

La positividad de intensidad débil para E-cadherina se acompafié también de tincion
débil para B-catenina, aln asi, los casos negativos para B-catenina de membrana no coincidieron

= Beta-catenina
p=0,002 de membrana

M Negativo
EPositivo focal (+)
HPrositivo (+)

E-CADHERINA

Expresion de E-cadherina en funcion de B-catenina de membrana.
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6.5.-MARCADORES IHQ QUE MUESTRAN IMPLICACIONES PRONOSTICAS O
RELACION CON LA SUPERVIVENCIA O EL TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD

6.5.1.- MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS Y SUPERVIVENCIA ESPECIFICA

La positividad para pl6 (p=0,005/HR:13,147), Ki67 (p=0,006/HR:13,717) y la
negatividad para p—catenina de membrana (p=0,022/HR:13,1) se asociaron a una menor
supervivencia. La influencia en la supervivencia observada para pl6 variaba en funcion de
donde estableciamos el limite para determinar si un caso perdia o no la expresion de pl16. Si la
pérdida de expresion la estableciamos en los tumores con menos del 50% de células positivas y
los casos con méas de 50% de células positivas como expresion conservada, la influencia en la
supervivencia tenia un P valor de 0,001. En cambio, si considerabamos que existia pérdida de
expresion cuando menos del 10% de células tumorales eran positivas, ya no existia relacion con
la supervivencia.

Para Ki67, la supervivencia en los casos con una positividad menor del 25% ha sido
mayor que en el gurpo de pacientes con una positividad entre el 25-50%, pero la de éste grupo
ha sido menor que la del de tumores con positividad mayor del 50% (p=0,007) (Fig. 35).

A P16 B Ki67
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BETA-CATENINA DE MEMBRANA

C 1 L_-I P=0,022
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Supervivencia acumulada
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Fig 35: A) Gréficas de supervivencia de los pacientes en funcion de la expresion tumoral de p16; B) De Ki67y C) De B-catenina
de membrana
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Supervivencia en funcion de la invasion intracraneal:

La invasion intracraneal es el dato clinico que mayor influencia tuvo sobre la supervivencia,
por ello, si separamos la muestra en un grupo de pacientes con invasion intracraneal y sin
invasion intracraneal observamos lo siguiente:

- Grupo de pacientes con invasion intracraneal (N=17): El subtipo histolégico y el
estadio dejaban de influir en el prondstico. Seguian teniendo relacion con el prondstico
la tincidn para B-catenina de membrana (p=0,001/HR: 2,949), y la de p16 cuando se
subdivide en méas 0 menos del 50% de celulas positivas (p=0,032/HR: 2,881).

- Grupo de pacientes sin invasion intracraneal (N=80): Siguieron presentando relacion
con el pronoéstico el subtipo histologico (p<0,001), el estadio (P=0,011), p16 (p=
0,015/HR: 14,801) y maés si se agrupa en tumores con > 0 < del 50% de células
positivas (p=0,005/HR: 14,801) y la B-catenina de membrana (p=0,042/HR: 14,674).

B—catenina nuclear mostraba diferente comportamiento en relacién con la
supervivencia en funcidon de si el grupo de pacientes presentaba 0 no invasion
intracraneal. Los pacientes con positividad nuclear para p-catenina mostraron menor
supervivencia especifica que aquellos pacientes con positividad para la misma, sin ser
estadisticamente significativo (P=0,0071). En cambio, si que se observa mayor
supervivencia global en aquellos pacientes que presentan positividad nuclear para -
catenina (p=0,048/HR: 13,981) (Fig.36).

BETA-CATENINA NUCLEAR EN PACIENTES SIN INVASION INTRACRANEAL

07 P=0,048

NEGATIVA

Supervivencia acumulada
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T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Seguimiento (meses)

Fig. 36: Gréficas de supervivencia de los pacientes sin invasion intracraneal en funcion de la expresion tumoral de B-catenina
nuclear.

6.5.2- MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS Y TIEMPO LIBRE DE
ENFERMEDAD:

La pérdida de expresion de pl6 se asocié a un mayor tiempo libre de enfermedad
(p=0,022). La influencia de la tincion para p16 en el TLE es mas significativa si establecemos el
punto de corte para la pérdida de expresion en los casos con un porcentaje de células positivas
mayor o menor del 50% (p=0,007), no asi con otros puntos de corte.
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6.5.3.- ANALISIS DE SUPERVIVENCIA MULTIVARIANTE DEL MODELO DE
REGRESION DE RIESGOS PROPORCIONALES DE COX:

Realizamos un modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariante para las
variables que se relacionaron con la supervivencia en el analisis univariante: p16, B-catenina de
membrana, Ki67 y B-catenina nuclear, se incluyeron en el modelo para cada una de las variables
la Edad, el Sexo, el Subtipo histoldgico y el Estadio tumoral. Se estratificd la muestra en
pacientes con o sin invasion intracraneal. Finalmente, se ajustaron las variables entre si con el
fin de determinar la influencia que ejercen entre ellas.

6.5.3.1. — p16:

Para p16 bruto se observo que, de forma univariante (cruda), los casos con expresion
conservada (més del 50% de células positivas) tenian 4,36 mas riesgo de fallecer que los
pacientes que habian perdido la expresién (p=0,001). Ajustando por las variables
epidemioldgicas cléasicas (Edad y Sexo), la razén de riesgos aumentaba ligeramente a 4,425
veces (p=0,001). Afadiendo ademas variables de gravedad del tumor (Histologia y Estadio), la
razon de riesgos volvié a aumentar a 5,073 veces (p=0,0002) (Tabla XV).

Tabla XV: Esquema de los riesgos relativos e intervalos de confianza del anélisis multivariante en una muestra estratificada por la
presencia de invasion intracraneal y en relacion a la expresion de p16 y p16 ajustada a las variables tiempo y sexo, y por ultimo p16
ajustada a las variables sexo, edad, estadio e histologia

P16 HR (95% IC)

MODELO 1* 4,360 (1,848-10,32)
MODELO 2** | 4,425 (1,856-10,549)

MODELO 3*** | 5,073 (2,044-12,594)

HR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza. * Modelo 1: Modelo crudo; ** Modelo 2: Modelo 1 ajustado a Edad y Sexo;
***Modelo 3: Modelo 2 ajustado a Estadio e Histologia.

6.5.3.2. — B- catenina de membrana:

Para p—catenina de membrana se observo que, de forma univariante (cruda), los casos
con peérdida de expresién tenian 3,503 mas riesgo de fallecer que los que muestran una tincion
débil (+) (p=0,006), y éstos a su vez, 3,19 veces mas que los que tienen una expresion difusa
(++) (p=0,093). Ajustando por las variables epidemioldgicas clasicas (Edad y Sexo) la razon de
riesgos aumenta ligeramente a 3,580 (p=0,005). Si afiadimos las variables de gravedad del
tumor (Histologia y Estadio) disminuye ligeramente la razén de riesgos ya que estamos
empleando muchas variables (Tabla XV1).
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Tabla XVI: Esquema de los riesgos relativos e intervalos de confianza del analisis multivariante en una muestra estratificada por la
presencia de invasion intracraneal y en relacion a la expresién de B—catenina y B-catenina ajustada a las variables Edad y Sexo, y

por Gltimo B-catenina ajustada a las variables Sexo, Edad, Estadio e Histologia.

HR (95% IC)

B-CATENINA DE MEMBRANA

MODELO 1*

MODELO 2*

MODELO 3**

++

+

1
3,190 (0,825-12,336)

3,503 (1,473-8,321)

1
3,073 (0,784-12,039)

3,580 (1,466-8,742)

1
11,440 (2,162-60,540)

3,135 (1,141-8,617)

HR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza. * Modelo 1: Modelo crudo; ** Modelo 2: Modelo 1 ajustado a Edad y Sexo;
***Modelo 3: Modelo 2 ajustado a Estadio e Histologia

6.5.3.3. - Ki-67:

Para Ki67 vimos que, de forma univariante (cruda), los pacientes con una tincion de
entre el 25-50% de células tumorales positivas tenian 2,687 veces mas riesgo de fallecer que
aquellos con una positividad menor del 25% (p=0,018). Ajustando por las variables
epidemioldgicas clésicas (Edad y Sexo) la razon de riesgos aumentaba ligeramente a 2,842
(p=0,016). Finalmente, afiadiendo variables de gravedad del tumor (Histologia y Estadio) la
razén de riegos volvia a aumentar a 3,521 (p=0,01). Llama la atencion que no aumentaba la
razén de riesgos entre los pacientes con una positividad mayor del 50% frente al grupo de
pacientes con positividad entre el 25-50% (Tabla XVII)

Tabla XV11: Esquema de los riesgos relativos e intervalos de confianza del anélisis multivariante en una muestra estratificada por la
presencia de invasion intracraneal y en relacion a la expresion de Ki67 y Ki67 ajustada a las variables tiempo y sexo, y por Gltimo
Ki67 ajustada a las variables sexo, edad, estadio e histologia.

HR (95% IC)

Ki67 MODELO 1* MODELO 2* MODELO 3**
<25% 1 1 1

25-50% | 2,687(1,184-6,096) | 2,842(1,215-6,652) | 3,521(1,356-9,146)
>50% | 1,264(0,430-3,713) | 1,325(0,427-4119) | 1,700(0,489-5,917)

HR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza. * Modelo 1: Modelo crudo; ** Modelo 2: Modelo 1 ajustado a Edad y Sexo;
***Modelo 3: Modelo 2 ajustado a Estadio e Histologia

6.5.3.3. —f-catenina nuclear:

Para B-catenina nuclear bruto se observé que, de forma univariante (cruda), los casos
con positividad tenian 2,087 méas probabilidades de fallecer en el seguimiento que los pacientes
con negatividad para el marcador, aunque sin ser una diferencia significativa (p=0,059).
Ajustando por las variables epidemioldgicas clasicas (edad y sexo), la razén de riesgos
aumentaba ligeramente a 2,386 veces (p=0,03). Afiadiendo ademas otras variables de gravedad
del tumor (Histologia y Estadio), la razén de riesgos volvia a aumentar a 2,625 veces (p=0,021)
(Tabla XV1I1).
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p—Catenina Nuclear

HR (95% IC)

MODELO 1*

MODELOQO 2**

MODELOQO 3***

2,087 (0,973-4,476)

2,386 (1,087-5,235)

2,625 (1,158-5,951)

Resultados

HR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza. * Modelo 1: Modelo crudo; ** Modelo 2: Modelo 1 ajustado a Edad y Sexo;
***Modelo 3: Modelo 2 ajustado a Estadio e Histologia

6.5.3.4.- MODELO FINAL:

Con el fin de determinar cual es el valor predictivo de cada uno de los marcadores
estudiados previamente (p16, Ki67 y B-catenina de membrana) realizamos un modelo de COX
utilizando un modelo de inclusidn por pasos, en el cual entraban los tres marcadores IHQ, lo
cual confirma el valor predictivo independiente de estos tres marcadores, ademas de estadio y el

subtipo histologico (Tabla XIX).

Tabla XI1X: Modelo COX de inclusion por pasos en el que entran p16, Ki67, 3-catenina, el subtipo histologico y el estadio.

B HR (95% IC)
K167 <25%
K167 25-50% 2,298 | 9,958  (2,712-36,565)
K167 > 50% 1,166 | 3,208  (0,767-13,413)
B-CATENINA MEMBRANA (++)
B-CATENINA MEMBRANA (+) | 1,491 | 4,443  (0,551-35,844)
B-CATENINA MEMBRANA (-) | 2,718 | 15,144 (3,208-71,484)
P16 0,967 | 2,630 (0,669-10,328)
SUBTIPO PAPILAR
SUBTIPO COLONICO 2,527 | 12,517 (1,109-141,285)
SUBTIPO SOLIDO 3,886 | 48,704 (3,507-676,397)
SUBTIPO MUCINOSO 2,769 | 15,936 (1,629-155,911)
T1
T2 0,506 | 1,659  (0,104-26,453)
T3 2,649 | 14,133 (3,502-57,046)
T4a 1,996 | 7,357  (1,087-49,785)
T4b 1,688 | 5406 (0,515-56,759)
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6.6.- CAMBIOS HISTOLOGICOS A NIVEL DE LA MUCOSA SANA ADYACENTE
AL TUMOR

6.6.1.- PERFIL CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO DE LA MUESTRA

Los casos de mucosa sana adyacente estudiada fueron 52. De ellos, 51 pacientes eran
varones (98%) y 1 mujer (2%) con edades comprendidas entre los 45 y 92 afios con una media
de 65 afios. En 45 casos existian antecedentes de exposicion al polvo de la madera con un
tiempo de exposicion entre 0 y 55 afos, y una media de 27 afios. El seguimiento fue de entre 2 'y
50 meses (x= 38 meses). En tabla XX se resume el perfil clinico de los pacientes.

Tabla XX: Resumen del perfil epidemiolégico de la muestra de tejido no tumoral, tanto de la mucosa sana situada adyacente al
tumor como en la fosa contralateral.

VARIABLE FRECUENCIA DE FRECUENCIA DE CASOS TOTAL
CASOS POSITIVOS (%)  CASOS NEGATIVOS (%) PERDIDOS (%)
MADERA 45 (87) 6 (11) 1(2) 52
TABACO 27 (52) 24 (46) 1(2) 52
ALCOHOL 29 (56) 22 (42) 1(2) 52
EXITUS 21 (40) *4(8) 26 (50) 1(2) 52
METASTASIS 6 (11) 45 (87) 1(2) 52
RECIDIVAS 26( 50) 25 (48) 1(2) 52
INTRACRANEAL | 11 (21) 41 (79) 0 52
TTO PREQX 3 (6) 48 (92) 1(2) 52

* Otra causa.
6.6.2.- CAMBIOS HISTOLOGICOS EN MUCOSA SANA ADYACENTE:

6.6.2.1.- Estudio morfoldgico de la mucosa sana adyacente al tumor:

Los estudios morfoldgicos a nivel de mucosa adyacente mostraron como cambio mas
frecuente la hiperplasia cilindrocelular de tipo mucosecretor, seguida de la metaplasia cuboidea.
La displasia epitelial ha sido un hallazgo poco frecuente. El infiltrado inflamatorio se observo
también en practicamente todas las muestras, siendo éste de tipo linfoplasmocitario. Las
glandulas mostraron escasos cambios histoldgicos (Tabla XXI) (Fig. 37).
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Fig 37: A: Metaplasia escamosa (100 aumentos); B: Metaplasia cuboidea (200 aumentos); C: Hiperplasia cilindrocelular de células
mucosecretoras (100 aumentos); D: Hiperplasia cilindrocelular, de células basales (100 aumentos); E: Hiperplasia cilindrocelular de
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tipo transicional (200 aumentos); F: Epitelio displasico (200 aumentos); G: Erosion e hipertrofia de la membrana basal (200
aumentos); H: Epitelio respiratorio con metaplasia intestinal (CQ20 positivo) (100 aumentos).

Tabla XXI: Tabla resumen de los cambios histolgicos encontrados en la mucosa sana adyacente al tejido tumoral

SI N (%) NO N (%)
Epitelio respiratorio 48(96) 2(4)
Metaplasia escamosa 11(22) 39(78)
Hiperplasia cilindrocelular Mucosecretora Basales Transicional Mucosecretora y 16(34)
de basales
15(30) 10(20) 6(10) 3(6)
Metaplasia cuboidea 29(58) 21(42)
Metaplasia intestinal 4(8) 45(92)
Displasia 7(14) 43(86)
Infiltrado inflamatorio Leve Moderado 4(8)
36(72) 10(20)
Linfoplasmocitario Leve Moderado 4(8)
36(72) 10(20)
Eosinéfilos Leve Moderado 30(60)
16(32) 4(8)
PMN Leve Moderado 32(64)
17(34) 1(2)
Membrana basal Engrosamiento leve Engrosamiento moderado 22(44)
18(36) 10(20)
Edema Leve Moderada 30(60)
19(38) 1(2)
Fibrosis 9(18) 41(82)
Erosion Moderada | Extensa (ulcera) 7(14)
32(64) [ 11(22)
Glandulas hiperplasicas 17(34) 33(66)
Glandulas con atipia 10(21) 37(79)

6.6.2.2.- Relacidn entre caracteristicas histoldgicas y variables clinicas

Las Unicas relaciones entre las caracteristicas histolégicas y los rasgos clinicos de la
muestra fueron las siguientes: la exposicion al polvo de madera se asociaba con un mayor
infiltrado inflamatorio (p=0,046) (Fig. 39). Se observo que los casos con displasia (7/50) se
asociaban a tumores de tipo colonico (5/7) y papilar (2/7), no asi sélidos 0 mucinosos. De las 7
muestras con displasia, 6 tenian antecedentes de exposicion al polvo de madera y 5 recidivaron,
éstos resultados sin significacion estadistica. La metaplasia escamosa se observaba en 11 casos,
9 tenian antecedentes de exposicion al polvo de madera y sélo 5 eran fumadores.
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Intensidad del infiltrado inflamatorio en funcion de la exposicion al polvo de madera.
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6.7.- ESTUDIO DE EXPRESION DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS EN
MUCOSA SANA ADYACENTE AL TUMOR

6.7.1.- CITOQUERATINA 20

Unicamente 4/49 casos de mucosa sana adyacente (8%) mostraron positividad focal
para CQ20 (Fig. 39 y tabla XXII).
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Fig 39: Ay B: Hematoxilina- eosina y tincion IHQ para CQ20 en la misma representacion de mucosa sana (100 aumentos).

Tabla XXI1: Cuadro resumen con los resultados del estudio IHQ para CQ20 en la mucosa sana adyacente al tejido tumoral

CITOQUERATINA 20 FRECUENCIA PORCENTAJE
POSITIVOS 4 8
NEGATIVOS 45 92

TOTAL 49 100

6.7.2.- P53, P16:

A diferencia de lo observado a nivel de tejido tumoral, en el cual la tincion para p53
mostraba una tincién de intensidad fuerte y constante en los casos positivos, en la mucosa sana
se observaba una marcada variacion en la intensidad de tincion, en muchos casos habia un alto
porcentaje de células positivas de una intensidad muy débil o por el contrario, muy bajo
porcentaje de células positivas con una intensidad alta. En casi todos los casos se observaba
alguna célula positiva con tincion nuclear de baja intensidad. Realizamos un score de valoracion
teniendo en cuenta el porcentaje de células tefiidas y la intensidad de tincion y observamos que
s6lo un 29% muestran una tincién nivel 2. EI mayor nimero de casos positivos se observaba en
areas de epitelio respiratorio, seguido de las areas de metaplasia escamosa e hiperplasia
cilindrocelular y la mayor intensidad de tincién para p53 se vio en las areas de metaplasia
escamosa. Las areas de metaplasia escamosa mostraron tincion para p53 en un 90% de los
casos (9 casos de 10 tinciones valorables en areas con metaplasia escamosa), y en un 60% de los
casos (6 de 10 casos), la tincidn es nivel 1, en el 30% restante es nivel 2 (4/10) (Figs. 40,41)
(Tabla XXIII). En los casos con hiperplasia cilindrocelular (14 casos), el 72% son negativos
para p53 (10/14) en el epitelio hiperplasico, el 14% tenian una positividad nivel 1 (2/14) y el
14% restante nivel 2 (2/14). A nivel de la metaplasia cuboidea, p53 fue siempre negativa. En
epitelio glandular la tincién IHQ iba paralela a la tincién a nivel del epitelio mucoso.
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Fig. 40: A: Tincion nuclear para p53 en epitelio respiratorio con metaplasia escamosa (100 aumentos); B: p53 en epitelio displasico
(200 aumentos); C: P53 en epitelio respiratorio (400 aumentos); D: P53 en metaplasia cuboidea (200 aumentos); E: P53 en epitelio

con hiperplasia cilindrocelular de tipo transicional (200 aumentos); F: P53 en &reas de epitelio respiratorio con metaplasia intestinal
demostrada por la positividad inmunohistoquimica para CQ20 (100 aumentos).

Tabla XXI1I: Resultados del estudio IHQ para p53 en mucosa sana y tipo de epitelio con mayor positividad en el que ha sido
valorada la tincion.

P53 FRECUENCIA  PORCENTAJE
0 13 26
1 22 45
2 14 29
TE
ER 26 53
ME 9 19
MC 1 2
HCC 8 16
D 1 2
ER+HCC 4 8
TOTAL 49 100

TE: Tipo de epitelio; ER: Epitelio respiratorio; ME: Metaplasia escamosa; MC: Metaplasia cuboidea; HCC: Hiperplasia
cilindrocelular; D: Displasia.
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Fig. 41: Asociaciones entre la expresion de p53 y los distintos tipos de epitelio mucoso.

En cuanto a p16, en el 25% (13/51) de las muestras de mucosa sana se observé ausencia
total de tincidn, en el 66% (34/51) de las muestras, la positividad se vio Unicamente en un 1-
25% de las células. La positividad fue mas frecuente en el epitelio respiratorio y en el epitelio
hiperpléasico (Fig. 42 y tabla XXIV). Del total de casos que contenian representacion de epitelio
respiratorio en la muestra seleccionada para la realizacion del estudio IHQ (37), el 54% fueron
negativos para p16 (20/37 casos), y el 30% (11/37) tenian una positividad entre el 1-10%. En
los casos con metaplasia escamosa (9 casos valorables), p16 fue negativo en el 67% (6/9) y el
33% (3/9) restante tenian una positividad entre el 1 y el 10%. La metaplasia cuboidea nunca
mostré tincion para pl16. En las areas de hiperplasia cilindrocelular (24 casos), el 30% (7/24)
de los casos no tenian tincién, el 38% (9/24) presentaron una tincion entre el 1 y el 10%, un
29% (7/24) tenian una positividad entre el 10-25% de las células y por el Gltimo, el 4% (1/24)
tenian una positividad mayor del 25%. No se observé un aumento de la positividad en las areas
CQ20 positivas (metaplasia intestinal). En el epitelio glandular habia una positividad focal
gue afectaba células luminales de los acinos glandulares, células no mucosecretoras, de tipo
seroso. Esta tincion se observé en practicamente todos los casos con intensidad variable sin
relacién con areas de inflamacidn. Si que parecia haber un aumento de positividad en el epitelio
ductal glandular cuando existia hiperplasia.

Tabla XXI1V: Frecuencias y porcentajes de tincion para p16. Tipo de epitelio en el que la positividad es mayor y donde se ha
valorado la expresién del marcador.

P16 FRECUENCIA PORCENTAJE | TE FRECUENCIA PORCENTAJE
0% 13 25,5 ER 19 46
1-10% 21 41 ME 1 2,6
>10-25% 13 25,5 MC 1 2,6
>25-50% 4 HCC 19 46
>50% 4 D 1 2,6
TOTAL 51 100 TOTAL 41 100

TE: Tipo de epitelio; ER: Epitelio respiratorio; ME: Metaplasia escamosa; MC: Metaplasia cuboidea; HCC: Hiperplasia
cilindrocelular; D: Displasia.
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Fig. 42: A: Imagen de la positividad observada para p16 en el epitelio respiratorio (200 aumentos); B: Positividad para p16 en el
epitelio con metaplasia escamosa (200 aumentos ); C: Negatividad para P16 en epitelio con metaplasia cuboidea y positividad a
nivel de epitelio ductal glandular con hiperplasia (200 aumentos ); D: Positividad para p16 en epitelio con metaplasia intestinal
(positividad para CQ20); E: Positividad para p16 focal en células acinares (200 aumentos ); F: Imagen anterior a mayor aumento
(400 aumentos)

6.7.3.-KI167:

La mayoria de las muestras de mucosa sana no presentaba positividad para Ki67, y si la
tenian era menor del 10%. S6lo un 14,3% del total tienen mas de un 10% de células positivas
(Fig. 43 y tabla XXV).

Fig. 43: Positividad focal para Ki67 en epitelio displasico (400 aumentos).
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Tabla XXV: Tabla resumen de frecuencias y porcentajes de positividad para Ki67.

K167 FRECUENCIA PORCENTAJE
0-5% 31 74
5-10% 5 12
>10% 6 14
TOTAL 42 100

6.7.4.- B— catenina

Se realizan dos valoraciones, en una se contempl6 la tincién de membrana y en otra la nuclear.
Todos los casos presentan tincion de membrana y ningin caso tincidn nuclear (Fig. 44 y tabla
XXVI).

Fig. 44: Epitelio respiratorio y glandular con positividad de membrana para f3- catenina y ausencia de tincién nuclear (200
aumentos).

Tabla XXVI: Tablas de frecuencia de tincion para - catenina de membrana y nuclear.

B—-CATENINA MEMBRANA FRECUENCIA PORCENTAJE
POSITIVOS 51 100
B—CATENINA NUCLEAR

NEGATIVOS 51 100
TOTAL 51 100

6.7.5.- COX2, P65, TNFa, iNOS:

COX2 fue positiva en el 57% de los casos estudiados (29/51). La positividad se ha visto
con mayor frecuencia en los casos con epitelio respiratorio, seguido de los que muestran
hiperplasia cilindrocelular. Los casos con representacion de epitelio respiratorio (34 casos
valorables) fueron positivos para COX2 en este epitelio en un 17,6% (6/34), la mayor parte de
estos casos (4/6) un 11,8% del total de casos valorables de epitelio respiratorio, con una
positividad de entre el 20 y el 30% de células positivas. En los casos con representacion de
metaplasia escamosa valorable (6 casos) se observa positividad en este tipo de epitelio para
COX2 en el 67% (4/6 casos) siendo ésta en un caso (9% del total de casos con metaplasia
escamosa Vvalorables) mayor del 30%. Los 18 casos con metaplasia cuboidea valorables para el
estudio de expresién de COX2 fueron negativos, mostrando Unicamente 2 de ellos una
positividad discreta, menor del 10%. Contamos con hiperplasia cilindrocelular en 12 casos
para valorar la tincion, siendo el 58% negativos para COX2 (7/12). El resto (5/12) se dividen en
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un 25% del total (3/5) que presentan una positividad entre el 10-20% de las células y un 17%
de todos los casos con hiperplasia que tienen un porcentaje de células positivas mayor del 30%
(2/5 casos de hiperplasia positivos para COX-2). (Fig. 45 y tabla XXVII).
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Fig. 45: A: Tinciéon de COX2 a nivel de epitelio respiratorio (200 aumentos); B: Tincién de COX2 en epitelio con metaplasia
escamosa (200 aumentos); C: Tincién de COX2 en epitelio con metaplasia intestinal (positivo con CQ20) (200 aumentos); D:
Tincién de COX2 a nivel de la membrana citoplasmatica de las células ductales y acinares de las glandulas estromales (200
aumentos).

Tabla XXVI1: Frecuencias y porcentajes de casos teflidos con COX2, asi como el tipo de epitelio en el que presentan mayor
porcentaje de células positivas.

COX2 FRECUENCIA PORCENTAJE
<10 22 43
>10-20% 15 29
>20-30% 9 18
>30-40% 3 6
>40% 2 4
TOTAL 51 100
TE TE: Tipo de epitelio; ER: Epitelio respiratorio; ME: Metaplasia escamosa;
ER 1 ) M_C: Mgtaplasm cuboidea; HCC: Hiperplasia cilindrocelular; D:
ME 3 1 Displasia.
HCC 11 38
MC 1 3
D 1 3
ER+HCC 1 3
ME+HCC 1 3
TOTAL 29 100

La tincion inmunohistoquimica para p65 mostro positividad en un 12% (6/51) de casos
de mucosa sana. EI 8% (4/51) presentan una positividad de entre el 10 y el 25%. A pesar de que
la valoracion se realizo en el epitelio respiratorio normal, donde la positividad era mayor, en dos
casos no habia representacion de epitelio respiratorio y se valoré en la metaplasia cuboidea (Fig.
46 y tabla XXVIII).
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Fig. 46: A: Tincion citoplasmatica en epitelio respiratorio y en citoplasma del epitelio ductal y acinar glandular (100 aumentos); B:
Positividad citoplasmatica para p65 en epitelio respiratorio de superficie y en ductos y acinos glandulares (200 aumentos); C:
Positividad citoplasmatica en epitelio respiratorio, en células inflamatorias y en endotelio vascular (400 aumentos); D: Tincién no
solo citoplasmatica sino también en nuclear (200 aumentos).

Tabla XXVI11: Frecuencias y porcentajes de tincion para p65. Tipo de epitelio en el que se observa una mayor intensidad de
tincion.

P65 FRECUENCIA | PORCENTAJE
<10% 45 88
>10-25% 4 8
>25-50% 2 4
TOTAL 51 100
TIPO EPITELIO

ER 4 67

MC 2 33
TOTAL 6 100

ER: Epitelio respiratorio; MC: Metaplasia cuboidea

Las tinciones IHQ para TNFa e iNOS presentaron una positividad en porcentajes
similares, del 74% (38/51) y 78% (40/51) respectivamente. Los casos positivos muestran una
tincion difusa que varia en intensidad. Se valoré en el epitelio respiratorio normal que es el que
presentd una tincion mas frecuente e intensa (Fig. 47 y tabla XXVIXI, XXX).
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Fig. 47: A: Tincién inmunohistoquimica para TNFa (200x); B: Tincién inmunohistoquimica para iNOS (200x).

También se observo positividad en epitelio glandular, con intensidad similar a la descrita en el
epitelio mucoso.

Tabla XXVIX: Frecuencias y porcentajes de tincion para TNFa. Tipo de epitelio en el que se observa una mayor intensidad de
tincion.

TNFa FRECUENCIA PORCENTAJE
- 13 26

+ 17 33

++ 21 41
TOTAL 51 100

TE FRECUENCIA PORCENTAJE
ER 32 84

HCC 6 16

TOTAL 38 100

TE: Tipo de epitelio; ER: Epitelio respiratorio; HCC: Hiperplasia cilindrocelular

Tabla XXX: Frecuencias y porcentajes de tincién para iNOS. Tipo de epitelio en el que se observa una mayor intensidad de tincién.

iNOS FRECUENCIA PORCENTAJE
NEGATIVO 11 22
POSITIVO DEBIL 26 51
POSITIVO 14 28
TOTAL 51 100
TE FRECUENCIA PORCENTAJE
ER 34 79
ME 2 5
HCC 7 16
TOTAL 43 100

TE: Tipo de epitelio; ER: Epitelio respiratorio; ME: Metaplasia escamosa; HCC: Hiperplasia cilindrocelular.

6.8.- RELACION ENTRE RASGOS HISTOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS
DE LA MUCOSA SANA ADYACENTE Y VARIABLES CLINICAS

Los pacientes con antecedentes de exposicion al polvo de madera presentaron mayor
infiltrado inflamatorio en la mucosa sana adyacente al tumor (p=0,037) y éste infiltrado era de
tipo croénico linfoplasmocitario. La metaplasia cuboidea se vio en mucosas con erosion
(p=0,029). Los casos con displasia epitelial se asociaban a la presencia de atipia glandular con
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mayor frecuencia (p=0,029). También Ki67 en mucosa sana adyacente tendi6 a ser mas positiva
en los casos con antecedentes de exposicion al polvo de madera (p=0,092). Todos los casos con
positividad para CQ20 en mucosa sana adyacente han recidivado (p=0,045) (Fig. 48).

204 P=0,037 fntecedentes = p=0,045  Recidivas
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INFILTRADO INFLAMATORIO CITOQUERATINA 20
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Fig. 48: A) Intensidad del infiltrado inflamatorio en funcidn de la exposicion al polvo de madera; B) Presencia de enfermedad
recidivante en funcion de la positividad en mucosa sana adyacente al tumor para CQ20.

La positividad para CQ20 se asocié a la displasia epitelial (p=0,018). A pesar de la
escasa frecuencia de displasia epitelial, un 50% de los casos positivos para CQ20 tenian
displasia epitelial.

Los resultados de la tincion para TNFo se asociaron a los obtenidos para iNOS, el 61%
de los casos negativos para TNFa, también lo eran para iNOS (p=0,001). En 35 casos fueron
positivos ambos marcadores, aunque variaba la intensidad de tincion para cada uno de ellos.
TNFa también se asocio con la presencia de infiltrado inflamatorio eosinofilico (p=0,038) (Fig.
49).

Recuento

Fig. 49: Expresion de iNOS en funcion de la expresion de TNFa.

La positividad para Ki67 y el porcentaje de células positivas aumenta con la intensidad
del infiltrado inflamatorio, el 83% de los casos con méas del 10% de células positivas para Ki67
tienen un infiltrado inflamatorio intenso (p=0,004) (Fig. 50).
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Fig. 50: Asociaciones entre la intensidad del infiltrado inflamatorio y la positividad para Ki67.

La pérdida de tincion IHQ para pl6 se ha asociado a un indice proliferativo bajo
(p=0,001). Se ha observado también una asociacion entre la expresion de iNOS y TNFa con la
de p16 (p=0,01y 0,015) (Fig. 51).
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Fig. 51: A) Expresion de p16 en funcion de Ki67; B) En funcion de TNFo.  y C) En funcién de iNOS

6.9.- CAMBIOS HISTOLOGICOS EN MUCOSA SANA CORRESPONDIENTE A LA
FOSA NASAL CONTRALATERAL A LA TUMORAL

6.9.1.- PERFIL CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO DE LOS PACIENTES CON MUESTRAS
DE MUCOSA SANA CONTRALATERAL

De mucosa sana contralateral se estudiaron las muestra de 20 pacientes, 17 varones
(85%) y 2 mujeres (10%), con edades entre 45y 78 afios (x= 67). El seguimiento fue de entre 4
y 48 meses (x= 17 meses). Tenian antecedentes de exposicion al polvo de madera 17 (85%), con
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exposiciones desde 0 a 50 afios (x= 29,29 afios). En tabla XXXI se resumen las caracteristicas
clinicas de los tumores que desarrollaron estos pacientes.

Tabla XXXI: Rasgos clinicos de las muestras correspondientes a mucosa sana contralateral.

VARIABLE FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS FRECUENCIA DE CASOS NEGATIVOS
(%) (%)

MADERA (N=19) 17(89) 2(11)

TABACO (N=18) 9(50) 9(50)

ALCOHOL (N=18) 4(22) 14(78)

EXITUS (N=19) 0 19(100)

METASTASIS (N=19) 1(5) 18(95)

RECIDIVAS (N=19) 5(25) 14(70)

INTRACRANEAL (N=19) | 3(16) 16(84)

TTO PREQX (N=19) 1(5) 18(95)

6.9.2- ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA MUCOSA SANA EN FOSA CONTRALATERAL

AL TUMOR

Los resultados del estudio histoldgico de la mucosa de fosa contralateral muestran que los
cambios més frecuentes son la metaplasia cuboidea y la hiperplasia cilindrocelular, también se
observo infiltrado inflamatorio crénico de intensidad leve. La erosion de la mucosa fue un
hallazgo frecuente (Tabla XXXII).

Tabla XXXI1: Cuadro resumen de los hallazgos histologicos observados en la mucosa sana contralateral al tumor.

Sl (%) NO (%)

EPITELIO RESPIRATORIO | 19(95) 1(5)

METAPLASIA ESCAMOSA 1(5) 19(95)

HIPERPLASIA 5 (25) 15(75)

CILINDROCELULAR

METAPLASIA CUBOIDEA 5(25) 15(75)

METAPLASIA INTESTINAL 0 20(100)

DISPLASIA 2(10) 18(90)

INFILTRADO Leve Moderado 4(20)

INFLAMATORIO 14(70) 2(10)

LINFOPLASMOCITARIO Leve Moderado 4(20)
13(65) 3(15)

EOSINOFILOS Leve Moderado 18(90)
2(10) 0

NEUTROFILOS Leve Moderado 13(65)
7(35) 0

MEMBRANA BASAL Engrosamiento leve Engrosamiento moderado 4(20)
13(65) 3(15)

EDEMA Leve Moderada 9(45)
9(45) 2(10)

FIBROSIS 0 20(100)

EROSION Moderada Extensa (ulcera) 1(5)
9(47,5) 9(47,5)

GLANDULAS 5(36) 9(64)

HIPERPLASICAS

GLANDULAS CON ATIPIA 0 14(100)
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6.10.- MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS EN MUCOSA SANA
CONTRALATERAL AL TUMOR

6.10.1.- CQ 20:

Ningun caso mostrd positividad para citoqueratina 20 (Tabla XXXIII).

TablaXXXII1: Cuadro resumen de los resultados obtenidos con la tincién inmunohistoquimica para CQ20.

CITOQUERATINA 20 FRECUENCIA PORCENTAJE
POSITIVOS 0 0
NEGATIVOS 19 100
TOTAL 19 100

6.10.2.- P53, P16:

5 casos muestraron una positividad nivel 1 para p53, el resto presentaron ausencia total
de tincion. Para p16, 10 casos mostraron ausencia total de tincion, sélo 2 tienen més de un 10%
de células positivas. Para Ki67 la positividad en todos los casos oscila entre el 0-5% (Tabla
XXXI1V).

Tabla XXXI1V: Cuadro resumen de los resultados de las tinciones inmunohistoquimicas para p53 y p16 en la mucosa sana de la
fosa contralateral a la tumoral.

P53 FRECUENCIA PORCENTAJE
0 14 74
1 5 26
TOTAL 19 100
P16 FRECUENCIA PORCENTAJE
0 10 56
<10% 6 33
10-25% 2 11
TOTAL 18 100
6.10.3.-K167

El estudio inmunohistoquimico con Ki67 mostré que todos los casos presentan una
positividad entre el 0-5% (Tabla XXXV).

Tabla XXXV: Cuadro resumen con los resultados del estudio inmunohistoquimico con Ki67.

K167 FRECUENCIA PORCENTAJE
0-5% 18 100
TOTAL 18 100

6.10.4.- B— CATENINA

Todos los casos conservaron la tincion de membrana para [B-catenina y mostraron
ausencia de tincion nuclear (Tabla XXXVI).
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Tabla XXXVI: Cuadro resumen de los resultados obtenidos con la tincién inmunohistoquimica para p— catenina, a nivel nuclear y
de membrana citoplasmatica

B-CATENINA | FRECUENCIA PORCENTAJE
MEMBRANA

POSITIVOS 19 100
TOTAL 19 100
B-CATENINA | FRECUENCIA PORCENTAJE
NUCLEAR

NEGATIVOS 19 100
TOTAL 19 100

6.10.5.- COX2, TNFa, INOS, P65

Unicamente dos casos mostraron una tincion IHQ para COX2 superior al 10%. Para iNOS
se observd positividad en un 74% de los casos, en un 42% para TNFoy para p65 una
positividad débil en menos del 10% de las células en todos los casos (Tabla XXXVII).

Tabla XXXVII: Cuadro resumen de los resultados obtenidos para las tinciones inmunohistoquimicas de COX-2, iNOS, TNFa. y
p65

COX2 FRECUENCIA | PORCENTAJE
<10% 17 90
>10-20% 2 10
TOTAL 19 100
TNFa

- 11 58

+ 7 37

++ 1 5
TOTAL 19 100
iNOS

NEGATIVO 5 26
POSITIVO 14 74
TOTAL 19 100

P65

<10% 20 100
TOTAL 20 100
6.11.- RELACION ENTRE CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS,

INMUNOHISTOQUIMICAS Y VARIABLES CLINICAS

No se encontrd ninguna asociacion entre los cambios histolégicos hallados en la mucosa
sana y rasgos clinicos o pronosticos. No se encontrd relacion entre las tinciones
inmunohistoquimicas y los rasgos clinicos del paciente. Las mucosas que mostraron mas
infiltrado inflamatorio presentaban una membrana basal mas engrosada (p=0,008). Los casos
con infiltrado inflamatorio moderado muestran una p53 nivel 1 (p=0,029) (Fig 52).
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Fig 52: Asociaciones entre la expresion de p53 y la intensidad de infiltrado inflamatorio

No se observo asociacion entre las tinciones IHQ y otros cambios histologicos, tampoco
se observa asociacion con las tinciones IHQ en la mucosa sana adyacente.

6.12.- RELACION ENTRE LOS CAMBIOS EN MUCOSA SANA Y LOS RASGOS
HISTOLOGICOS O INMUNOHISTOQUIMICOS DEL TEJIDO TUMORAL

No se observd relacion entre los cambios histolégicos en mucosa sana adyacente al
tumor y el tipo de tumor que se desarrolla, ni desde el punto de vista histolégico ni en cuanto a
comportamiento del mismo. Si existe alguna asociacion entre marcadores IHQ en tejido sano y
los de tumor que se desarrolla, por ejemplo, la mucosa sana adyacente con mayor expresion de
COX2 se relacionaba con tumores de tipo papilar o colénico (p=0,009), sobre todo con tumores
con componente papilar (p=0,003) (Fig 53)

107 p=0,009 cox2

Recuento

SUBTIPO HISTOLOGICO TUMORAL

Fig. 53: Expresion de COX2 en tejido sano adyacente al tumor y tipo histolégico tumoral.

También existia una relacion entre la expresion IHQ de determinados marcadores en
tejido sano y la expresion de otros marcadores en el tejido tumoral. Sin embargo, no se ha
obsrvado relacion entre la expresion de los mismos marcadores en tejido sano y tumoral. La
positividad para iNOS en tejido sano se ha relacionado con el desarrollo de tumores CQ20
positivos (p=0,015) y p65 positivos (p=0,029).
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No se observd ninguna relacion entre los cambios encontrados en la mucosa sana
contralateral y las caracteristicas clinicas, histoldgicas o IHQ del tumor desarrollado en la fosa
contralateral. Tampoco existia relacion con los hallazgos en mucosa sana adyacente al tumor.

97



Discusion

7.DISCUSION



Discusion

7.1. - PERFIL CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO DE LA MUESTRA

Los ITAC, por el contexto etiologico en el que se producen son mucho mas frecuentes en
hombres que en mujeres, sin embargo existen series compuestas por hombres en su totalidad (154) y
otras con un porcentaje similar de hombres y mujeres (8). Se diagnostican en un rango amplio de
edad que oscila entre 23 y 91 afios, siendo menos del 10% los casos diagnosticados en menores de 50
afios (35). Nuestra serie, desde el punto de vista epidemioldgico, se asemeja a los estudios previos
(tabla XXXVIII) y esta constituida en un 97% por varones, con una edad de presentacién de entre 45
y 92 afios, siendo la media de 65 afios.

Tabla XXXVII1: Cuadro resumen con las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las principales series de ITAC.

EDAD | SEXO* | EXPOSICION** | RECIDIVAS | METASTASIS
Kleinsasser (51) 95% 89%
Barnes (8) 31-80 | 53% 38% 25%
Franguemont (155) | 37-75 80% 27% 46,6%
Franchi (154) 41-79 | 100% 32% 46% 31%
Orvidas (156) 47-84 | 75% 3% 12%
Roux (69) 36-77 | 99% 96%
Bimbi (157) 30-80 | 92% 90/ 33% ***
Lietin (7) 41-82 | 98% 74% 32% 8%
Choussy (13) 3191 | 73% 85% 51% 4%
Licitra (67) 23-70 | 90% 87%
Alyoubi (132) 43-77 | 94% 74% 33% 6%
Nuestra serie 45-92 97% 86% 49% 13%

*: Porcentaje de pacientes varones;**: Porcentaje de pacientes expuestos al polvo de madera; ***: Porcentaje de pacientes
expuestos al polvo de madera del todas de pacientes varones/ porcentaje de pacientes expuestos al polvo de madera del total de
pacientes mujeres.

El antecedente de exposicion al polvo de madera varia en los diferentes estudios entre el
27 y el 97%, con tiempos de exposicidn entre un minimo de un afio y un maximo de 58 afios,
con una media de tiempo de exposicion de 30 afios (7, 13, 69, 158-160). Nuestra muestra
presentaba unos valores dentro del rango de estudios previos, con el 86% de los pacientes con
antecedentes de exposicion al polvo de madera y tiempos de exposicion de entre 1y 60 afios, el
tiempo medio de exposicion es de 32 afios.

Las metastasis ganglionares y a distancia son poco frecuentes en estos tumores, nuestra
serie presentaba un 13% de metastasis a distancia. En estudios previos oscilaba entre el 4% vy el
31%, afadidas al 12% de metéstasis ganglionares de las series con mayor incidencia (154) .

La invasion intracraneal en el momento del diagnostico se ha observado en el 17% de
los pacientes, cifra menor que en otros estudios, donde se eha encontrado en el 30-33% (13,
154). La menor frecuencia de invasion intracraneal en nuestra muestra se debe quizas a un
diagndstico mas temprano, ya que el 45% de nuestros pacientes se diagnostican en estadio T1y
T2.
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En cuanto al estadio tumoral en el momento del diagnostico, la comparacion de los
diferentes estudios es complicada por los diferentes sistemas de estadificacion empleados. Las
mayores series de ITAC estadificaban los tumores siguiendo la clasificacion de AJCC-UICC
(American Joint Committee- Union Internationale Contre le Cancer), la mas reciente es la
llevada a cabo en la 72 edicién en 2010 (150, 161, 162). Existen otros sistemas de estadificacion
como el propuesto por el Instituto Nazionale Tumori (INT) (163) y el sistema propuesto por
Roux (69). La principal aportacion de la clasificacion de la AJCC-UICC del 2002 es la division
del estadio T4 en T4a y T4b, considerando T4b la invasion de una de las siguientes estructuras:
techo de la orbita, dura, cerebro, fosa craneal media, pares craneales a excepcion de V2,
nasofaringe y clivus (Anexo 4). La ultima clasificacion de la AJCC-UICC es del 2010 y no
muestra diferencias frente a la del 2002 (62). Las principales series de ITAC muestran los
siguientes estadios en el momento del diagndstico (Tabla XXXIX):

Tabla XXXIX: Estadio local T (%) en el momento del diagnéstico en las principales series tumorales.

SERIES T1 | T2 | T3 | T4a | T4b
Cantu (163) AJCC-UICC 2002 9 9 26 26 30
Roux (69) Roux 2 18 | 58 11 11
Choussy (13)AJCC-UICC 1997 3 13223 42
Lietin (7) AJCC-UICC 2002 131023 3 [ 25
El Ayoubi (132) UICC2002 3 (25 |22] 3 | 11
Gras-Cabrerizo (164) AJCC-UICC 2002 | O 42 | 23 19 16
Nuestra serie 33 |12 | 33 | 13 9

A diferencia de series previas, nuestra muestra casi triplica el nimero de casos
diagnosticados en estadio T1 y presenta pocos casos diagnosticados en estadio T4b
(irresecables). Probablemente, la alta incidencia de estos tumores en nuestro medio favorece la
sospecha y el diagndstico en estadios mas tempranos. Dada la clara asociacién etiopatogénica y
la escasa e inespecifica sintomatologia que producen estos tumores se ha propuesto un protocolo
de screening para trabajadores de la madera ya que el diagndstico en estadio T1 y T2 implica
una supervivencia a los 5 afios superior al 90% (35) .

El porcentaje de recidivas global oscila entre el 12% y el 51% (8, 13, 33, 35, 132, 154,
164), siendo en nuestra serie un 49%.

La supervivencia a los 5 afios en los ITAC se encuentraba entre el 43 y el 73% siendo
en nuestra serie del 43%. Los rasgos clinicos que clasicamente muestran asociacion con la
supervivencia son el estadio, la exposicién a toxicos, la invasion intracraneal, de la 6rbita, el
tamafio tumoral, la invasion linfatica y la calidad de la exéresis (7, 13, 69, 132, 156, 165-167).
Nosotros observamos que los rasgos clinicos con clara asociacion con la supervivencia eran el
estadio local, la presencia de metéstasis o recidivas y la invasion intracraneal, siendo este Gltimo
el factor clinico que mas ensombrecia el pronostico. En cuanto a la supervivencia en funcion de
estadio, observamos mejor supervivencia en estadio T2 que T1, seguido de T3, T4ay T4b. En
un estudio sobre la validez de los distintos sistemas de estadiacion, Cantu y cols (163) observan
que la clasificacion de la AJCC-UICC no tiene valor prondstico ya que no hay diferencias entre
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T1, T3y T4 (AJCC-UICC 1997) ni entre T1 y T3 (AJCC-UICC 2002). También observaban
gue T2 tenia mejor pronostico que T1, misma caracteristica que presentd nuestra serie. Esto se
debe a que éste sistema incluye es el estadio T1 tumores muy dispares que pueden ser grandes,
y erosionar la lamina papiracea o la lamina cribifome sin extension intracraneal. Por el
contrario, en T2 se incluyen tumores que invaden fosa nasal pero que pueden ser exofiticos,
polipoides y escasamente agresivos. Con el sistema INT si se observaba como empeoraba el
pronostico a medida que avanza el estadio de T1 a T4.

7.2.- CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LA MUESTRA

Una vez mas en este tipo de tumores, la utilizacion de diferentes clasificaciones
histologicas dificulta el estudio comparativo. Urso y cols.(168) los subdividen en cuatro grupos
dependiendo del grado de diferenciacion basandose en la clasificacion de la OMS de los ACC.
Alessi y cols (71) también emplean una clasificacion basada en el grado de diferenciacion de los
ACC con tres grupos: bien, moderada y pobremente diferenciado. Las clasificaciones
histol6gicas méas aceptadas son la de Kleinssaser y Schroeder (51), adoptada por Franquemont
(155) y Franchi (154), y la de Barnes (8), la més aceptada en la actualidad dada su facilidad de
aplicacion y sus implicaciones prondsticas. Las principales series con los siguientes porcentajes
de los distintos subtipos tumorales quedan resumidos en la tabla XXXX.

Tabla XXXX: Resumen de los frecuencias porcentuales de los distintos subtipos histologicos en las principales series de ACN

PAPILAR COLONICO MUCINOSO SOLIDO MIXTO
Franquemont (155) | PTCC | PTCCII ANILLO DE SELLO | ALVEOLAR | MIXTO
26,6% 40% 6,6% 20% 6,6%
Franchi(154) PTCCI PTCCII | PTCC I ANILLO DE SELLO | ALVEOLAR | TRANSICIONAL
17,07% 36,5% 14,63% 2,43% 14,63% 14,63%
Barnes (8) 29% 29% 6% 24% 12%
OMS2005 (169) 18% 40% 22% 20%
Ayoubi (132) 6% 38% 28% 6% 22%
Nuestra serie 8,2% 50% 31% 10%

Como se ve en la tabla en nuestra muestra el mayor porcentaje de tumores fueron de
tipo colénico y mucinoso y menos frecuentes fueron los tumores papilares y solidos. Las
diferencias mas significativas con la revisién de la OMS las encontramos en la frecuencia de
diagnostico de tumores papilares y solidos, probablemente debido a una intrerpretacion
diferente de los criterios propuestos por Barnes (8).

La mayor parte de los tumores tienen mas de un componente histoldgico con lo que
preferimos encuadrarlos en el subtipo de peor pronostico y no emplear el subtipo histolégico
mixto. El subtipo sélido so6lo se diagnostica si la mayor parte del tumor es solido sin areas de
diferenciacion. Cualquier grado de diferenciacion con formaciones glandulares o papilares
descarta el diagndstico de tumores solidos. Por ello encontramos un bajo nimero de tumores
papilares y sélidos, y un alto nimero de tumores colénicos.
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La mayor parte de los autores (8, 154, 155, 166, 167) no encuentraron implicaciones
prondsticas en la subclasificacion histoldgica, a diferencia de EI Ayoubi y cols. (132) y de
Barnes y cols. (8). Antes de la clasificacion histolégica actual, ya se habia observado que los
tumores de tipo mucinoso tenian un claro peor prondéstico, tanto de células en anillo de sello
como alveolar y que el crecimiento papilar confiere mejor pronostico (147).

En nuestra serie, los subtipos histolégicos sélidos y mucinosos mostraron un
comportamiento mas agresivo, menor supervivencia y fué mas frecuente su diagnostico en
estadios avanzados T4a y T4b; también fueron los que presentaron un mayor numero de exitus y
de invasion intracraneal. La presencia de areas de crecimiento solido se asocié a mayor
frecuencia de metastasis, recidivas, mayor invasién intracraneal y a exitus. En cambio la
presencia de areas de tumor papilar se asocié a un mayor tiempo libre de enfermedad (147).
Franchi y cols. (154) encontraron que los ITAC de tipo mucinoso en estadio avanzado tenian
menor tiempo libre de enfermedad y menor supervivencia que los no mucinosos (122). Su
comportamiento mas agresivo es semejante al de los adenocarcinomas mucinosos de otras
localizaciones y puede deberse a la presencia de células menos cohesivas, con mayor tendencia
a la diseminacion. A pesar de la importante implicacién prondstica del subtipo histol6gico, éste
dejaba de tenerla en tumores con invasion intracraneal o en tumores en estadio T4a y T4b. Es
interesante, tal como han propuesto algunos autores, incluir el subtipo histolégico en la
estadificacion del tumor, sobretodo en estadios menos avanzados. A pesar de que se han
encontrado combinaciones de los cuatro subtipos histolégicos cabe pensar que los tumores
papilares y coldnicos son tumores mejor diferenciados que los solidos.

7.2.1.- PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO DE LA MUESTRA
7.2.1.1.- Filamentos intermedios del citoesqueleto: CQ7 y CQ20

En estudios previos en ITAC (61, 122-124, 125, 132), la CQ7 mostraba un positividad
gue oscilaba entre el 22% y el 100% (Tabla XXXX) y la CQ20 entre el 75% y el 100% (tabla
XXXXI). Nuestra serie ha presentado un 44% de positividad para CQ7 y del 73% para CQ20,
menor a la positividad descrita en series anteriores. En las combinaciones posibles entre ambos
marcadores, la mas frecuente ha sido CQ20+/CQ7- (42%), seguidos de CQ20+/CQ7+ (30%),
CQ20-/CQ7+ (14%) y CQ20-/CQ7- (13%).

Tabla XXXXI: Resumen de los resultados de estudios inmunchistoquimicos de CQ7 y CQ20 en ITAC

CITOQUERATINAS | Abecasis | Bashir | Choi | Franchi Resto | Kennedy | Alyoubi | Sandison | Nuestra
y cols. | A yly y cols. | ycols. | y cols. |y cols. |y cols. | serie
(123) cols. cols. (122) (125) (117) (132) (175)
(124) (61)
CQ7 (%) 22 100 43 88 100 60 65 59 44
CQ20 (%) 88 75 100 84 100 100 98 100 73

Estos dos marcadores se han empleado clasica y erroneamente para diferenciar tumores
primarios nasosinusales frente a tumores de otro origen metastasicos en el area nasosinusal. Los
tumores que con mayor frecuencia metastatizan al area nasosinusal son los tumores de rifion,
pulmdn, mama, testiculo y adenocarcinomas de origen gastrointestinal (170). La expresion de
CQ20 y ausencia de expresion de CQ7 ha sido clasicamente considerado como propio de los
adenocarcinomas de origen intestinal, de la mucosa sana a nivel intestinal, de los carcinomas
gastricos, de carcinomas de células de Merckel y se han descrito en adenocarcinomas tipo
intestinal pulmonares CQ20+/CQ7-.
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La expresion de CQ20 y CQ7 se ha observado en carcinomas transicionales de vejiga,
en carcinomas gastricos, en tumores pancreaticos, de vias biliares, tumores mucinosos de
ovario, adenocarcinomas de tipo intestinal de cérvix, ovario y vulva (170, 171). La pérdida de
expresion para CQ20, aunqgue rara, se ha descrito en algunos ACC. En una serie de ACC (172)
con inestabilidad de microsatélites y sin mutacién de BRAF se observa disminucion de la
expresion de CQ20, siendo éstos casos con intestabilidad de microsatélites y mutacion de BRAF
CQ20 negativos. Ademas de la pérdida de expresion de CQ20 en los ACC con inestabilidad de
microsatélites se ha visto que también hay pérdida de expresion en los tumores de alto grado. El
patron CQ20 negativo y CQ7 positivo se ve en carcinomas de mama, ovario, pulmon,
endometrio, tiroides, glandula salival y mesoteliomas. La ausencia de ambos marcadores se
observa en carcinomas hepatocelulares, tumores carcinoides de tracto gastrointestinal, pulmon y
carcinoma renal (173).

En series previas de ITAC se ha descrito como lo mas frecuente la coexpresion de
CQ20 y CQ7 en un 62% de los tumores, seguido de la expresion de CQ20 con ausencia de CQ7
en el 35% y por Gltimo, un 2% de los casos no expresan CQ20 y si CQ7. Comparandolo con
nuestra serie, nosotros observamos un perfil IHQ predominante diferente CQ20+/CQ7-, seguido
de cerca por el perfil CQ20+/CQ7+. Choi y cols. (61) consideraron que los casos con
coexpresion de ambas queratinas son el resultado de una transformacién metaplasica rapida del
epitelio respiratorio a epitelio intestinal de forma que no se producia la pérdida de expresion de
CQ7. Kennedy y cols. (117) consideraban que existian dos tipos de ITAC, unos con un perfil
IHQ igual a los ACC (CQ20+/CQ7-) y otro subgrupo con perfil tipo tumor del tracto
gastrointestinal alto (CQ20+/CQ7+). En nuestra serie hasta un 14% de los pacientes mostraron
CQ20-/CQ7+ y encontramos algun caso con pérdida de ambos marcadores.

Ritter y cols. (174) observaron que en adenocarcinomas de otras localizaciones, el
patrén de expresién de CQ20 y CQ7 también es muy variable dentro del mismo tipo de
adenocarcinomas, estando asociado a veces al cardcter mucosecretor de los tumores. En los
ACC se asociaba la negatividad para CQ20 con una escasa diferenciacion, siendo los tumores
solidos, poco diferenciados, los que con mayor frecuencia pierden la expresion de CQZ20.

Nosotros también hemos observado diferencias IHQ dependiendo del patrén de
crecimiento del tumor, por ejemplo, los tumores sélidos eran en un 70% CQ20-/CQ7+. Los
tumores papilares expresaban mas frecuentemente CQ20 y menos CQ7 y el subtipo que mayor
porcentaje de casos negativos para CQ7 era el papilar seguido del mucinoso. En otros trabajos
se describia la pérdida de expresion de CQ7 como mas frecuente en el subtipo mucinoso (175).
La pérdida de expresién de CQ20 era muy poco frecuente en otras series comparado con la
nuestra.

Los tumores papilares y colénicos mostraron una positividad para CQ20 (87,5%)
significativamente mayor que en los tumores sélidos y mucinosos (50%). CQ7 también era
positiva en el 50% de los tumores s6lidos y mucinosos y en el 41% de los papilares y coldnicos.
Parece que la mayoria de los tumores pertenecientes a pacientes con antecedentes de exposicion
al polvo de madera perdian la expresion de CQ7 (el 90% de los casos negativos para CQ7 tienen
relacion con el polvo de madera) y tenian positividad para CQ20 (70% de todos ellos son
positivos). Entre los pacientes no expuestos al polvo de madera, era mas frecuente la pérdida de
expresion de CQ20 (54%). Probablemente esto guarda relacion también con el subtipo
histolégico ya que el sélido es mas frecuentemente negativo para CQ20 y también tiene menos
relacion con la exposicion al polvo de madera.
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7.2.1.2.- Genes supresores tumorales (p53, p16) y B—catenina nuclear

TP53 es el gen supresor tumoral més frecuentemente alterado en los tumores humanos.
Las mutaciones de TP53 y la hipermetilacion de p16 y pl4 son eventos que se producen en
carcinomas relacionados con la exposicion a carcinégenos como en los carcinomas de laringe
asociados al tabaco y son eventos tempranos en el esdfago de Barrett y tardios en el ACC (84)
(176). Podria ser que las mutaciones en TP53 se observen como respuesta a la inflamacion
cronica secundaria a la exposicion al polvo de madera y también por el efecto genotoxico del
mismo (41).

En los ITAC se encuentraron mutaciones de TP53 en el 18-86 % de los tumores (67, 78,
79, 82, 130) y éstas se presentaban con mayor frecuencia en los pacientes expuestos al polvo de
madera y aumentaban con el tiempo y los niveles de exposicion. También la exposicion al polvo
de madera se asociaba con mayor frecuencia de mutaciones de tipo missense (60%) (86, 87).

Tabla XXXXII: Tabla resumen con los hallazgos IHQ en ITAC para f—catenina, p16 y p53,

B—catenina pl16 p53
Pérez-Ordofiez (130) | Nuclear | Membrana

0 100%
Frattini M (80) Nuclear | Membrana

40% 100%
Frachi A (122) 100% 64%* 61%
Perrone F (82) 52%
Wu TT (78) 58%
Holmila R (79) 52,6%
Bashir AA (124) 80%
Yom SS (90) 14%
Nuestra serie Nuclear | Membrana | 89* 77

33% 83 %

Porcentaje de casos positivos.* Porcentaje de casos negativos.

La expresion IHQ de p53 en los ITAC oscila entre el 14 y el 80% (79, 82, 90, 122, 124)
con una media del 47% (177) y con mayor expresion en pacientes expuestos al polvo de madera
(60, 82). Existe en la literatura una minima discordancia entre la expresién IHQ vy el estatus
mutacional del gen. El producto de un gen TP53 mutado es una proteina metabdlicamente
estable, con una vida media mayor que el producto de un p53 WT (“wild type”- no mutado) que
tiene una vida media de 6-60 minutos y no se acumula en cantidad suficiente para ser detectable
por IHQ (178, 179). Sin embargo no siempre la expresion IHQ se corresponde con un TP53
mutado (180, 181). En nuestra serie, un 77% mostraron sobreexpresion de p53 y esta expresion
fue significativamente mayor en pacientes expuestos al polvo de madera posiblemente debido al
efecto genotoxico e inflamacidn cronica que éste produce. Por otra parte, la positividad para p53
se asocio significativamente al subtipo histolégico tumoral. Al igual que en el trabajo de Franchi
y cols. (122) observamos que el subtipo papilar presentaba mayor expresion de p53, en cambio,
el subtipo mucinoso tenia menor positividad que el resto. También se ha onbservado mayor
positividad en los casos con expresion para CQ20. Los tumores CQ20 positivos tenian mayor
expresion de marcadores asociados a la inflamacion (p65, TNFa, iNOS) y menor actividad
proliferativa determinada mediante Ki67 (Anexo 3).

En el cancer en general, la expresion aumentada de p53 se asocia a mayor agresividad
tumoral. Sin embargo, en los ITAC Unicamente el trabajo de Yom y cols. (90) encuentra esta
asociacion, ningin otro autor ni nosotros en nuestra serie observamos asociacion entre la
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expresion IHQ de p53, la supervivencia o la presencia de metéstasis o recidivas y si observamos
con mayor frecuencia positividad en los tumores papilares.

P16 es un inhibidor de ciclina dependiente de kinasa, clave en la regulacion del ciclo
celular que se encuentra con frecuencia inactivado en algunos canceres (182) y los mecanismos
de inactivacion incluyen deleccién, metilacién del promotor y menos frecuentemente la
mutacién (183). Se ha visto que la expresion de pl6 tiene implicaciones pronosticas y varia
dependiendo del grado de diferenciacion o estadio evolutivo tumoral (184). La disminucion de
la expresion de pl6 en los ACC se ha asociado a la invasion linfatica, a la infiltracion en
profundidad, a peor diferenciacion, y al subtipo histolégico mucinoso (185). De forma
sorprendente, s6lo en ACC mucinosos la supervivencia es mayor en los casos negativos (186).
Por otro lado, en otros tumores como el neuroblastoma, carcinoma de ovario, carcinoma de
mama y carcinoma prostatico, la sobreexpresion de p16 se ha asociado a peor prondstico.

El estudio IHQ de pl6 presenta muchas limitaciones dado que no esta claro el
mecanismo que subyace a la expresion de pl6. No afectan a la expresion IHQ ni el tiempo de
fijacién, ni el tipo de anticuerpo empleado (187). Como teoria principal y mas aceptada, p16 es
positiva inmunohistoquimicamente cuando no existen alteraciones en el gen INK4a (9p21). Las
delecciones o metilaciones del promotor provocan una disminucion de la expresion IHQ, no
existiendo expresion cuando hay hipermetilacion y s6lo en la mitad de los casos con deleccion,
probablemente heterocigota. Por otro lado, la sobreexpresion se asocia a la infeccién por el virus
del papiloma humano, a alteraciones de la via Rb que disparan su expresion y también a la
senescencia celular que es un mecanismo inducido por diferentes factores como la edad, el
dafo al ADN, la activacion de oncogenes, el estrés oxidativo y que activan una cascada mediada
por Rb. Otra de las limitaciones para la valoracion IHQ de pl6 es la inexistencia de un
protocolo standard que defina con qué porcentaje de células positivas se considera que existe
una pérdida de expresion o por el contrario, la expresion esté conservada (188-192).

En la bibliografia, los estudios moleculares en ITAC muestran hipermetilacion del
promotor en un 67% de casos (82), pérdida de heterocigosidad en 9p21 en el 33% , delecciones
génicas en el 27% y en 9p en el 60% mediante estudios de CGH (88). Con MLPA se detectan
un 40% de pérdidas en CDKNA (83). El Unico trabajo que valora la expresion IHQ de p16 en
ITAC presenta una pérdida de la tincion para p16 en el 64,5%. Estos autores establecen que los
casos con el 20% de células tumorales negativas tienen pérdida de expresion (122) (Tabla
XXXXII). Cabe destacar que todos ellos cuentan con una muestra de pacientes menor que la
nuestra.

Nosotros establecimos el nivel de corte para diferenciar entre casos negativos y
positivos en el 50%. Los casos con pérdida de expresion para pl6 en méas del 50% de células
tumorales fueron considerados negativos y suponian el 90% de la muestra. EI nimero de casos
negativos en nuestra serie fue mucho mayor que en la de Franchi y cols. (122) que tienen un
64% de casos negativos frente a nuestro 90%, a pesar de que el nivel de corte para establecer la
negatividad del caso es mucho mas bajo para estos autores que para nosotros (20% frente al
50%).

No se observaron diferencias significativas en la expresion de pl6 entre los pacientes
expuestos y no expuestos al polvo de madera. No existia relacion entre la expresion de pl6 vy el
subtipo histolégico tumoral, pero se observo que hay una menor pérdida de positividad en los
tumores solidos con respecto al resto. Franchi y cols. (122) describieron mayor nimero de
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casos negativos entre los tumores mucinosos. La falta de criterios estandar de valoracién para
pl6 y los escasos trabajos IHQ en ITAC, con series menores que la nuestra, impide sacar
conclusiones definitivas. De todas formas, observamos un hecho no descrito anteriormente en
los ITAC que es que una menor pérdida de expresion de pl16 esta fuertemente relacionada con el
prondstico, se asocia a la presencia de metéstasis y de recidivas y a una menor supervivencia.
Los casos con expresion conervada tenian una supervivencia significativamente menor,
independientemente de la invasion intracraneal, la edad, el sexo, el subtipo histolégico tumoral
y el estadio.

La B-catenina es una proteina codificada por el gen CTNNB1. Forma parte de la via
Whnt/B-catenina. La via canonica es importante para determinar el destino celular, para el
desarrollo embrionario de la cresta neural, corazon y tracto gastrointestinal (193). La via no
candnica es importante para el control del movimiento celular y de la interaccion con proteinas
del citoesqueleto y promueve la interaccién con E-cadherina, importante para el mantenimiento
de la adhesién celular. Es una de las proteinas claves en la transicion epitelio mesénguima en el
carcinoma colorrectal. Cuando la 3-catenina no es fosforilada, se estabiliza y se acumula en el
nacleo donde actta como factor de transcripcion; la no fosforilacién de p-catenina es
consecuencia de la activacion de WNT, o bien de la mutacién de APC o B-catenina. La via
WNT esta alterada hasta en el 90% de los ACC y el 80% de los ACC esporadicos tienen
mutaciones somaticas del gen de APC (194-198). El estudio IHQ de B-catenina demuestra que
en los ACC asociados a enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) la positividad es menor que en
los ACC no asociados a EIll, con un 48% frente al 81% de casos positivos respectivamente
(129). El aumento de expresion nuclear se asocia a peor pronostico en algunos canceres como el
de mama y el ACC donde se asocia a una mayor frecuencia de metéstasis hepéticas y
ganglionares (199, 200).

En ITAC, la mayoria de los trabajos no encuentraban mutaciones en APC ni en (-
catenina, Unicamente Frattini y cols. (80) observan un 28% de mutaciones. También se observan
pérdidas de 5q en un 81% (88, 90, 91). La determinacion IHQ de APC revelaba una tincion
conservada citoplasmatica en practicamente el 100% de los casos, los resultados para B-catenina
son variables, desde la ausencia de tincién nuclear en todos los casos hasta un 40% de casos con
positividad nuclear (tabla XXXXII) (80, 122, 130). En nuestra serie, la positividad nuclear para
[-catenina se ha dado en un 31% de los casos, mas que la mayoria de las series; aln asi, supone
solo un tercio de los casos y no parece una alteracion fundamental en la tumorogénesis de los
ITAC. No se ha relacionado con la exposicion al polvo de madera ni con ningun rasgo clinico.
Si se asociaba al subtipo histolégico tumoral, observandose que en los tumores papilares y
colonicos la tincion se encuentraba hasta en un 50% de casos, mayor que la observada en
solidos y mucinosos. La tincion nuclear para B-catenina fue negativa en el 85% de los tumores
mucinosos, mas frecuente que el resto de subtipos tumorales, este dato apoya la teoria de que
éste subtipo tumoral tiene una tumorigénesis diferente al resto de subtipos de ITAC. También
hemos observado que los tumores con positividad nuclear para [-catenina tienen menor
supervivencia global.

7.2.1.3.- Factor de proliferacion Ki67

Los estudios IHQ en ITAC con Ki67 son pocos y se ha observado que Ki-67 es mas
importante en los carcinomas escamosos que en los ITAC ya que en los carcinomas escamosos
se asocia al estadio tumoral y al grado histologico, hecho que no se produce en los ITAC (177).
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En el estudio histoldgico, los ITAC presentan un alto indice mitético (8), pero con el estudio
IHQ de Ki67 sdlo un 19% de los ITAC tenian una actividad proliferativa mayor del 50% y no se
asociaba con la supervivencia. La supervivencia disminuia a medida que aumenta la positividad,
con una excepcion, curiosamente, el grupo de pacientes con una positividad entre el 25-50%
tiene peor supervivencia que el de pacientes que tienen una positividad mayor del 50%, dato que
se repite en la serie de Valente y cols. (201). Esta asociacion se pierde en el anélisis
multivariante en el que se incluyen la invasion intracraneal, edad, sexo, subtipo histol6gico y
estadio. Si que existe una asociacion estadisticamente significativa entre la positividad para ki67
y para p53. Ambos marcadores se asocian clasicamente a una mayor agresividad tumoral y mal
pronostico, los tumores con mutacion de p53 presentan menos apoptosis, y mayor actividad
proliferativa.

Mediante la tincion IHQ de Ki67 nosotros observamos positividad en el 97% de los
tumores, s6lo en el 23% la positividad era mayor del 50%. No se observaron diferencias
significativas entre pacientes expuestos y no expuestos al polvo de madera. Entre los tumores
s6lidos ninguno presentaba una actividad proliferativa mayor del 50%, pero como ya hemos
observado, los tumores con una actividad proliferativa entre el 25-50% parecian ser los mas
agresivos.

De todas formas, no existia una asociacion significativa entre el subtipo tumoral y la
tincién para ki67.

7.2.1.4. - Receptores de Factores de Crecimiento: EGFR, Hercept test

La familia de los receptores de factores de crecimiento (ERBB) se compone de 4
subtipos que son HER1 (EGFR, ErbB1), HER2 (ErbB2 o HER2/neu), HER3 (ErbB3) y HER4
(ErbB4) que comparten estructura molecular, con un dominio extracelular rico en cisteina y un
dominio intracelular con actividad tirosin quinasa. A excepcion de HER3, participan en la
proliferacion celular normal y patogénesis tumoral.

EGFR activa una cascada de sefializacion con efectos procarcinégenos: proliferacion
celular, motilidad, adhesion, invasion y angiogénesis. En condiciones normales se requiere un
ligando para activar EGFR pero en las células tumorales existen otros mecanismos de activacion
como el aumento del nimero de copias o las mutaciones activadoras que se traducen en una
activacién y sobreexpresion inmunohistoquimica de EGFR. La sobreexpresion de EGFR se ha
asociado a estadios tumorales avanzados, resistencia a tratamientos convencionales y a peor
prondstico (202, 203). Existen tratamientos especificos frente a esta diana y, en principio, son
candidatos los pacientes con sobreexpresion de EGFR, pero se han encontrado muchos casos
con sobreexpresion y sin respuesta al mismo y ésto puede deberse a mutaciones en K-ras,
BRAF, PI3BKCA y pérdida de expresion de PTEN.

En los estudios de expresion IHQ en diferentes tumores se ha observado que en los
casos positivos existe mucha variacion en la tincidén intratumoral, en su mayoria van
encaminados a valorar candidatos susceptibles de tratamiento con anticuerpos anti-EGFR pero,
en el caso de los ACC no existe un método estandarizado de valoracion, se propone un estudio
IHQ inicial para seleccionar el area de mayor expresion de EGFR y posterior determinacion del
numero de copias mediante FISH. En ACC la sobreexpresion de EGFR se encuentra en un 40-
90% de los casos (204-207).
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En ITAC, EGFR estd amplificado Unicamente en el 8% de los casos, a diferencia de los
carcinomas escamosos de cabeza y cuello que presentan mayor frecuencia de amplificaciones
(aproximadamente el 60%) (96, 97, 132) . Mediante CGH no se han visto amplificacion en
7p12 (88), pero se ha observado ganancia de copias mediante FISH en el 45% (208).

Las determinaciones IHQ de EGFR en ITAC muestran una sobreexpresion entre el 32 'y
el 80% de los casos (122, 132, 209), observandose en alguna de las series que todos los casos
positivos eran de tipo papilar o coldnico, pero no es una asociacion estadisticamente
significativa ni se observa en otros estudios. Tampoco se relaciona con la supervivencia.

Sélo el 3% de nuestros casos tenian positividad de membrana para EGFR. La mayor
parte de los casos mostraron una tincion difusa con variaciones en intensidad. Los casos
positivos eran mas frecuentes en pacientes expuestos al polvo de madera, pero no se asociaba ni
al tipo histoldgico, ni tenia relacién con el prondstico tumoral. Las discrepancias en los
resultados de las determinaciones IHQ de EGFR se deben a diferencias en los métodos de
fijacidn, en los anticuerpos empleados y en los criterios de evaluacion de los resultados. Nuestro
estudio tiene la limitacion de que s6lo se valora la representacién tumoral seleccionada para la
matriz de tejido. En cualquier caso la amplificacion de EGFR, tanto por los estudios
moleculares como IHQ previos y por nuestra propia experiencia, no parece tratarse de una
alteracion clave necesaria para la iniciacion tumoral. Sin embargo quizés tenga implicaciones en
la progresién de los mismos y tenga interés terapéutico ya que estos tumores responden mal a la
guimioterapia convencional. Algunos autores proponen como tratamiento de primera o segunda
linea en los ITAC el irinotecan (inhibidor de las topoisomerasas) mas un anti-EGFR (210, 211).

Her-2/neu (c-Erb-B2 o HER2) es un miembro de la familia de receptores de factores de
crecimiento y también un protooncogén. Regula procesos celulares como proliferacion,
diferenciacion y supervivencia. La sobreexpresién/amplificacion de HER2 se ha asociado a mal
prondstico en tumores de mama, ovario, estomago, vejiga urinaria y glandula parétida (212-
215) y a diferente respuesta a tratamientos quimioterapicos, mostrando resistencia a
guimioterapia convencional o tamoxifeno y la buena respuesta con tratamientos selectivos como
el trastuzumab (216). Para algunos autores no existe relacion entre la sobreexpresion y el
prondstico (217). En ACC la expression de HER2 va del 0 al 83% y en algunos casos se asocia
a peor prondstico, como estadio avanzado, tamafio tumoral, metéstasis a distancia o menor
supervivencia. A diferencia del cancer de mama o gastrico, donde la amplificacion de HER2 es
clave en la iniciacién, progresion y metastasis, en el ACC es un evento tardio que empeora el
prondstico. La amplificacion de HER2 se asocia a la sobreexpresion 1HQ (218). Aun asi, la
determinacion IHQ es poco objetiva con variabilidad interobservador, requiere un buen
entrenamiento, y es muy sensible a los tiempos de fijacion en formol.

En los ITAC se ha observado en series previas una positividad del 32% para Her2-Neu,
de intensidad leve-moderada y en células tumorales, no a nivel del epitelio respiratorio normal.
Se asocia a un aumento del riesgo de recurrencia (70). Bashir y cols. (124) ademas del estudio
de expresion realizaron una determinacion del nimero de copias mediante CISH y obsevaron
aumento de las mismas Gnicamente en un 18% de los casos con expresion IHQ, siendo estos
tumores del subtipo sélido. Nazar y cols. (96) descartaron amplificacion de ERBB2/neu y
mediante CGH no se observan ganancias en 17921 (88).

En nuestra serie solo el 8% presentaron una minima tinciéon de membrana, a veces
citoplasmatica para Her2-Neu que en los criterios de valoracion de HERCEP TEST para cancer
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de mama entrarian dentro de 1+, es decir, se considerarian negativos. Todos los casos positivos
eran trabajadores de la madera y del subtipo histolégico colénico o papilar. Al igual que en los
ACC, parece que la sobreexpresion de HER2 no es un evento importante en la iniciacion ni en
la progresion tumoral.

7.2.1.5.- Proteinas de adhesion celular: E-cadherina y p—catenina de membrana

El complejo E-cadherina/B-catenina es fundamental en el establecimiento de uniones
intercelulares, en la integracion las sefiales intra e intercelulares e incluyendo funciones
nucleares y vias de sefializacion (via WNT). Con el estudio de expresion IHQ de membrana
valoramos el papel de la E-cadherina y B-catenina en la adhesion celular. La disociacion celular
es un paso importante en la cascada metastasica y la pérdida de expresion de cadherinas y
cateninas se asocian a esta pérdida de cohesividad. En ACC la pérdida de E-cadherina se asocia
a mayor crecimiento, invasién, metastasis hepaticas y resistencia a drogas. Se ha observado
pérdida de expresion de B-catenina en muchos tumores: hepaticos, biliares, colorrectales o de
pulmén. De hecho, se ha observado en la mucosa colénica normal una intensa expresion de -
catenina, menor expresion en el tumor primario colorrectal y todavia menor en las metastasis
hepaticas. Por otro lado, la pérdida de estas moléculas de adhesion impediria el anclaje de las
células tumorales en territorios alejados del tumor principal, lo cual va en contra de la tendencia
metastasica que muestran los tumores con pérdida de estas moléculas de adhesion, aunque
posiblemente los mecanismos de implantacion son diferentes de los de adhesion.

El estudio IHQ presenta la limitacién de que no existe un score o sistema de valoracion
de expresion estandarizado, lo cual dificulta la comparacion e interpretacién de resultados. En
ITAC, Pérez- Ordébfiez y cols. (130) encontraron positividad en todos los casos para E-cadherina
y para 3-catenina de membrana con variaciones de intensidad. Franchi y cols. (122) valoraron la
pérdida de positividad para E-caherina como la pérdida de tincion en el 20% de las células
tumorales que se observa en el 45% de los casos, discretamente més frecuente en los ITAC de
tipo mucinoso. En cambio, todos los casos conservaron la expresion de B-catenina. El locus de
E-cadherina esta situado en el brazo largo del cromosoma 16 y s6lo un estudio refleja pérdidas
en 16¢g22 en un tercio de los ITAC (219).

En nuestra serie, E-cadherina mostraba siempre una positividad difusa con variaciones
en la intensidad. Se asociaba al subtipo histol6gico tumoral, siendo la positividad débil mas
frecuente en los tumores mucinosos y con componente de tumor mucinoso.

Con B-catenina, tres casos perdian la expresion de membrana y en el resto, la
positividad fue difusa con variaciones en la intensidad de tincién. De los tres casos negativos,
dos eran de tipo mucinoso. Los tumores mucinosos fueron ademas los que mayor nimero de
tumores con intensidad débil de tincion presentaron. Estos tumores se caracterizan
histologicamente por presentar células discohesivas, a veces con células en anillo de sello o
dispersas en lagos de moco. La negatividad o tincion débil para p—catenina de membrana se
asociaba a una mayor frecuencia metastasica y de recidivas, asi como de invasion intracraneal y
exitus. La supervivencia también fue significativamente menor en pacientes con pérdida de
expresion de B-catenina o con positividad débil. Incluso en el anélisis multivariante se observa
que la relacion con la supervivencia es independiente de la edad, sexo, estadio,
subtipohistolégico y presencia o no de invasion intracraneal.
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En resumen, aungue es un evento poco frecuente, fueron los tumores mucinosos los que
con mayor frecuencia perdian el eje cadherina-catenina y ésto se traducia en una menor
supervivencia, mayor frecuencia de metastasis, recidivas e invasion intracraneal, tal como se ha
descrito en tumores de otras localizaciones pero que hasta ahora no se habia comprobado en los
ACN (220-223).

7.2.1.6.- Marcadores relacionados con la inflamacion: COX2, TNF alfa, iINOS y p65.

La ciclooxigenasa (COX) es un enzima regulador de la sintesis de prostaglandinas que
tienen un papel fundamental en muchos procesos fisioldgicos. Existen tres isoformas: COX1
expresado de forma constitutiva en muchos tejidos, COX2 enzima inducido por varios factores
como factores de crecimiento, inflamacion, oncogenes o carcin6genos que se encuentra ausente
0 en bajas concentraciones en las células normales y COX3 de la cual se tiene poca informacion
(136). COX2 tiene un importante papel en la carcinogénesis, se asocia a mayor inestabilidad
gendémica, angiogénesis, diferenciacion tumoral, apoptosis, proliferacion celular y a mayor
capacidad invasiva de las células tumorales (224-227). Se describe que esta involucrado en
estadios tempranos de la carcinogénesis colorectal (228). Por otro lado su expresion se asocia a
estadios avanzados, a una menor supervivencia y a mayor frecuencia de metastasis ganglionares
en ACC (229-232). Interacciona en varias vias y con multiples genes. EGF y TGF-a inducen la
expresion de COX2, las PGs inducidas por COX2 estimulan a su vez la sefializacion de EGFR,
COX2 interacciona con p53 (P53 “wild type” suprime la transcripcion de COX2), la
sobreexpresion y amplificacion de HER2 induce la expresion de COX2 en el epitelio mamario,
en carcinoma seroso de ovario y también las mutaciones en APC inducen la produccion de
COX2 (136, 233). En tumores gastrointestinales, el aumento de expresion IHQ esta entre un
38% y un 80%, en comparacion con el tejido sano que muestra escasa positividad o es negativo
(134-136). El tratamiento con inhibidores de COX2 ha demostrado una inhibicion del
crecimiento celular, aumento de la apoptosis y de las células en fase GO/G1. Su uso conjunto
con inhibidores de EGFR muestra un efecto sinérgico/aditivo en estudios preclinicos en cancer
de cabeza y cuello (133).

En ITAC el Unico trabajo de expresion de COX2 muestraba que un 92% de los casos
son positivos y la positividad se asociaba también con positividad para p53 (79).

En nuestra serie, el 38% de los casos mostraron tincién para COX2, sin diferencias
significativas entre los casos relacionados con la exposicion al polvo de madera y los no
expuestos. En cuanto al subtipo histoldgico, los tumores con componente sélido fueron mas
frecuentemente positivos, con un 61% de casos positivos entre ellos. Estos tumores son
histoldgicamente peor diferenciados y mas agresivos. Se ha descrito mayor positividad de
COX2 en estadios avanzados de ACC (230, 234). También observamos que el 91% de los
casos positivos para COX2 lo eran también para p53, dato que apoya la hipotesis de que la
forma mutada de p53 no es capaz de suprimir la transcripcion de COX2 (136). También la
positividad para [-catenina nuclear se asociaba a mayor frecuencia de positividad para COX-2,
lo que apoya la teoria de que las mutaciones de APC (con la consiguiente acumulacion nuclear
de B-catenina) inducen la expresion de COX-2 (235).

El Oxido Nitrico (NO) es un radical libre que se sintetiza a partir de la L-Arginina
mediante tres enzimas, dos de ellos constitutivos eNOS y nNOS (NOS neuronal; NOS I11) que
sintetizan NO en bajas concentraciones y una tercera isoforma inducible, iINOS que puede ser
inducido por citoquinas inmunomoduladoras (TNFo, NFxf, Il 1-12), por hipoxia o por
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productos bacterianos (142, 143, 236). El papel de NO en la biologia tumoral es complejo ya
actia como agente protumoral y antitumoral dependiendo de varios factores como la
concentracion local y duracién de la exposicion, actividad y localizacion de las isoformas, el
microambiente, la susceptibilidad genética y la presencia de otros factores como la activacion de
COX2 que confiere resistencia a NO. Depende también de la diferente sensibilidad de las
células tumorales a NO, ya que existen células tumorales NO-resistentes y NO-dependientes
(237). NO induce angiogénesis, crecimiento tumoral, apoptosis y metastasis (143). La
sobreproduccion de NO por iNOS en inflamaciones crénicas provoca stress oxidativo o
nitrativo con dafio en el ADN e inactivacion de las proteinas reparadoras del ADN (141). iINOS
produce altas concentraciones de NO, y es la isoforma mas frecuentemente relacionada con
malignidad. iNOS se expresa a nivel citoplasméatico en epitelio sano, lesiones borderline,
epitelio y estroma tumoral. Se ha visto un pico de actividad de iINOS en adenomas col6nicos
antes de su transicion a carcinomas. También hay un aumento de la actividad iNOS en cambios
metaplasicos como la metaplasia apocrina de la mastopatia fibroquistica o hiperplasia estromal
en el es6fago de Barrett. Generalmente la tincion es mas débil en epitelio benigno que en tejido
tumoral pero su expresion no es un indicador de malignidad (142-145). La expresion de iNOS
se asocia a factores clinicos prondsticos y a la supervivencia, pero con resultados dispares desde
aumento de la supervivencia en carcinomas colorrectales o todo lo contrario, siendo su
expresion un factor de mal prondstico (238). iINOS es una diana interesante para
quimioprevencion y para tratamiento combinado quimioterapico. Existe un inhibidor no
especifico de NOS llamado L-NMMA (NG-nitro-L_arginine methyl ester), L-NAME vy
Cavtratin que se ha empleado en lineas celulares de mama, carcinomas colorrectales, tumores de
cabeza y cuello y en modelos animales (142, 236). iNOS influye en la respuesta a tratamientos
quimioterapicos convencionales. La hipoxia que produce inhibicion de iNOS hace a las células
tumorales resistentes al tratamiento quimioterdpico, ademas iINOS podria activar
metabdlicamente ciertas drogas (143). El principal problema con iNOS es que no se han
establecido claramente las cantidades constitutivas y las cantidades potencialmente dafiinas o
con efectos protectores y hasta que no se establezcan va a ser imposible emplearlo como
marcador diagndstico o terapéutico.

En ITAC no se ha estudiado previamente la expresion IHQ de iNOS. En ACC la
expresion es mayor en tejido tumoral que en tejido sano, a su vez se observa una mayor
positividad en tejido sano con inflamacién que sin inflamacion. El tejido tumoral metastésico en
cambio tenia una menor expresion (239).

Nuestra serie presentaba una positividad en el 96% de los casos a nivel citoplasmatica
en epitelio tumoral. La positividad era mas intensa en pacientes sin antecedentes de exposicion
al polvo de madera al contrario de lo que se pudiera pensar y no tenia significado prondstico.

NFxpB es una familia de factores de transcripcion con cinco miembros: RELA/p65,
CcREL, REL B, NFxB1(p50), NFkPB2 (p52). REL A/p65 es el mejor caracterizado. En células
quiescentes, los miembros de NFkP forman heterodimeros localizados en el citoplasma e
inactivos. Por medio de estimulos externos se libera la forma activa de NF« que se trasloca al
nucleo donde regula la expresion de muchos genes implicados en proliferacion, supervivencia,
adhesién y angiogénesis. La via NFk[ esta constitutivamente activada en muchos canceres por
diversos estimulos regulados por otras vias: EGFR/HER2-PI3K-Akt-IKKa, TP53, PTEN, Akt-
mTOR, G protein-coupled receptor-RAS-RAF-Akt y Wnt-B-catenina y producidos por
citoquinas inflamatorias, mitdgenos, productos bacterianos, inhibidores de la sintesis de
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proteinas, especies oxigeno reactivas y luz ultravioleta (137, 138). En ACC, adenomas y
mucosa sana coldnica se ha observado mayor positividad nuclear en el epitelio tumoral y se ha
observado que esta positividad aumenta con la progresion tumoral de mucosa sana a carcinoma.
En mucosas sanas no se observa positividad nuclear en epitelio y si en citoplasma de células
estromales (137, 240). También en neoplasias intraepiteliales pulmonares se ha visto expresion
nuclear de p65 que va aumentando con el grado de la patologia hasta el cacinoma invasivo y en
estadios tardios (111-1V) frente a estadios tempranos (I-11) (241, 242).

En estudios previos en ITAC se detectaron pérdidas en un 25% y ganancias en un 10%
de los casos (33). Sin embargo nunca se ha estudiado la expresion de p65 (RELA) en ITAC.
Nosotros observamos positividad nuclear en el 37% de los casos en la muestra tumoral, sin
relacion con ningun rasgo clinico patolégico. Si que existe mayor frecuencia de casos positivos
para p65 entre los casos positivos para COX2, aunque no es un dato significativo.

TNFa es una citoquina proinflamatoria que regula respuestas inmunes, pirégeno
enddgeno que regula la inflamacion e induce la apoptosis y que en general se considera que
inhibe la tumorogénesis. Pero se ha visto que promueve la invasividad célular y por tanto las
metéastasis en el carcinoma nasofaringeo. En los carcinomas de mama esta cronicamente elevado
de forma enddgena, es un inductor tumoral y favorece el remodelamiento tisular y desarrollo
estromal necesario para el crecimiento y diseminacion tumoral en cambio y también en
carcinomas de mama, las altas concentraciones locales tienen efecto antitumoral (243, 244) .
Activa mdltiples vias de sefializacion: MAPK (ERK, JNK, NFkp), caspasas y estimula el
VEGEF, a su vez, los efectos de TNFa son mediados por NFkB y MAPK (245). Interacciona con
los genes IAP (proteinas inhibidoras de la apoptosis) (246). Se ha observado que en ACC
aumenta la concentracion plasmatica de TNFa y que existe una via tumorigénica alternativa en
la que desarrolla un papel (247).

Son escasos los estudios IHQ, uno de ellos en carcinoma escamoso de eso6fago en el
cual no se observé ninguna relacion con el prondstico. Se ha observado que cuando los niveles
de TNFa estan elevados en pacientes con ACC, éstos tienen peor pronostico (248) .

En ITAC no existe ningln estudio previo de TNFa, ni molecular ni proteico. Nosotros
observamos una positividad para TNF de intensidad variable en el 97% de los tumores, muy
intensa en el 62%. En tejido tumoral la ausencia de expresion se asociaba a la negatividad para
p53, ambos hechos son factores que permiten la apoptosis celular. También se asociaban la
negatividad para TNF y la negatividad para CQ20 y CQ7, asi como al subtipo histolégico
tumoral, siendo los casos negativos de tipo papilar y col6nico, aungue es también en estos
subtipos en los que la positividad fue mas intensa. No existia relacion con la supervivencia.

7.3.- CARACTERISTICAS DE LOS DISTINTOS SUBTIPOS HISTOLOGICOS:

Los subtipos histologicos de ITAC, ademéas de sus caracteristicas clinico-histoldgicas
presentan diferente comportamiento y perfil IHQ.

Los ITAC papilares son diagnosticados en estadios mas tempranos, se observan menos
recidivas, metastasis, invasion intracraneal y en definitiva mejor pronostico. Son mas frecuentes
si hay antecedente de exposicién al polvo de madera y tienen una mayor positividad IHQ para
CQ20, B-catenina nuclear, y HER2-neu.
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Los ITAC colonicos son diagnosticados en estadios tempranos, tienen menos recidivas,
invasion intracraneal, metéstasis y mejor prondstico. Presentan con mayor frecuencia
antecedentes de exposicion al polvo de madera, y con mayor frecuencia expresion de p53, -
catenina nuclear, y HER2-neu.

Los ITAC solidos se diagnostican en estadios mas avanzados, con mas recidivas,
metastasis, invasion intracraneal y peor prondstico. Hay una menor relacion con la exposicién al
polvo de madera y presentan con mayor frecuencia positividad IHQ para CQ7, COX2, y
negatividad para CQ20, B-catenina nuclear, HER2-neu, e iNOS.

Los ITAC mucinosos se diagnostican en estadios mas avanzados, presentan mayor
nimero de metastasis, recidivas, invasion intracraneal y mortalidad. Tienen antecedentes de
exposicion al polvo de madera, son IHQ negativos con p53, B-catenina nuclear, HER2-neu,
iNOS y la tincién para E-cadherina es de intensidad débil.

Todos estos resultados han sido pormenorizados en el Anexo 3.

Tabla XXXXII1: Correlaciones estadisticas entre los distintos marcadores IHQ en ITAC y el subtipo histoldgico tumoral

PAPILAR | COLONICO | SOLIDO | MUCINOSO p PAPILARY | SOLIDOY P
COLONICO | MUCINOSO
cao7 ”5 46 -8 % 0,095 41 50 0,403
C(S_Z)O 88 87 11 68 <0,001 87 50 <0,001
P53 88 80 67 55 0,01 76 63 0,09
E-CAD* 100 98 100 83 0,05 98 86 0,02
B-CAT 50 34 44 15 0,130 38 18 0,05
Nuclear**
Her2-neu 12 15 0 0 0,106 13 0 0,021
EGFR 0 4 0 4 0,08 3 6 041
P65 62 34 50 32 0,334 41 32 0,33
COX2 62 32 60 27 0,093 36 35 0,915
INOS | + 75 74 50 80 74 73 0,035
- 0,047
25 26 25 16 " 16
TNFo | + 37 30 50 39 29 45 0,043
" 0,416
63 70 50 54 2 48

*: E-Cadherina; ** B-catenina nuclear. Porcentaje de casos positivos dentro de cada subtipo histologico para los distintos
marcadores inmunohistoquimicos y p valor para el test de Chi Cuadrado

7.4.- CARACTERISTICAS DE LOS TUMORES CQ20+ Y CQ20-:

Los tumores positivos para CQ20 estan mas frecuentemente asociados a la exposicion al
polvo de madera y son con mayor frecuencia de tipo papilar o coldnico. El estudio IHQ sélo
muestra diferencias significativas en la expresion de CQ7 y de p53, siendo mas frecuentes los
casos negativos para CQ7 y mayor la positividad para p53 en los tumores CQ20+. El resto de
marcadores no presentan diferencias significativas pero se observan tendencias, como es un
mayor nimero de casos positivos para p16, TNFa, iNOS, y p65, estos tres Gltimos marcadores
de inflamacidn en los tumores CQ20+. El pronéstico no difiere entre ambos grupos de tumores.
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7.5.- CAMBIOS HISTOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS EN MUCOSA SANA

Wilhelmsson y cols. (57) sostienen la hipétesis de que en estos pacientes, al igual que
los pacientes con carcinomas de estomago y esofago, tienen lesiones precursoras precancerosas
como hiperplasia, metaplasia y displasia.

Nuestro estudio de la mucosa sana adyacente al tumor mostraba varios cambios
histologicos siendo el més frecuente la hiperplasia cilindrocelular (65%), seguida de una
metaplasia cuboidea (56%) y la metaplasia escamosa (21%). Mediante la tincién IHQ para
CQ20 observamos metaplasia intestinal en el 8% de las muestras de mucosa sana adyacente.
Observamos mucha menos metaplasia escamosa (21%) que en estudios previos en los que va
del 64% al 92% (55, 56, 59, 60). Nuestras observaciones fueron similares a las descritas por
Wolf y cols. (19) con la citada hiperplasia cilindrocelular como variacion histolégica mas
frecuente. Solo observamos displasia en el 13% de los casos en el epitelio respiratorio o con
hiperplasia cilindrocelular y no a nivel del epitelio cuboideo. Esto difiere de lo observado por
Palomba y cols. (55) que describian la displasia a nivel del epitelio escamoso y lo descrito por
Boysen y cols. (23) o Wilhelmsson y cols. (57) que describian como lesién precursora la
metaplasia cuboidea y la displasia sobre el epitelio con metaplasia cuboidea. Nuestro estudio no
encontrd ninguna relacion entre la displasia y la metaplasia cuboidea. Kleinsasser y cols.(249) si
referian la existencia de esta metaplasia cuboidea y de displasia a este nivel, pero sin relacion
directa con el tumor, si no alejada de él. Nuestro estudio tiene la limitacion de no poder
determinar con exactitud la distacia a la que se encuentra la muestra de mucosa sana con
respecto al tejido tumoral.

No encontramos relacién entre la displasia y la recidiva tumoral, pero si se observa que
la metaplasia cuboidea se asocia a la erosion de la mucosa por lo que pensamos que se trata de
un cambio reactivo, reparativo, o de reepitelizacion.

Ninguno de estos cambios en la mucosa sana adyacente tenia relacién con el subtipo
histoldgico tumoral que presentaban los pacientes.

En la mucosa de la fosa nasal contralateral se observo metaplasia cuboidea e hiperplasia
cilindrocelular en un 25% de las muestras, la displasia en el 10% y la metaplasia escamosa en
el 5%. No hemos encontrado relacién entre estos cambios, los de la mucosa sana adyacente al
tumor y la evolucion del paciente.

Observamos por tanto mucha menos metaplasia escamosa que en estudios previos. Si
encontramos frecuente metaplasia cuboidea de caracter reparativo e hiperplasia cilindrocelular,
(que es donde se producen los cambios displasicos que observamos en pocos pacientes) sin que
encontremos una relacion con las recidivas tumorales posteriores.

Los estudios en mucosa sana describen que el epitelio sano es negativo para CQ20 y
positivo para CQ7 (CQ20-/CQ7+) (61, 125, 175). Kennedy y cols. (117) consideraron que el
cambio inicial tumorigénico en mucosa sana es una metaplasia cuboidea seguida de una
metaplasia intestinal que cuando experimenta cambios displasicos evoluciona al ITAC, y
encuentran positividad para CQ20 sélo en uno de cada 10 casos. Choi y cols. (61) describieron
la presencia de areas de metaplasia intestinal CQ20 positivas y CQ7 negativas en la mucosa
respiratoria sana adyacente al tumor y defienden la teoria de la metaplasia intestinal como lesién
precursora de los ITAC; describieron este cambio en 4 de 12 casos.
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En nuestras muestras de mucosa sana adyacente al tumor existian 4 casos con
positividad para CQ20 (8%) y en todos estos pacientes el tumor recidivd. En las muestras de
mucosa sana contralateral no se observé ningln caso positivo. Si aceptamos la hipdtesis de Choi
y cols. (61), la metaplasia intestinal es un cambio preneopléasico, éste probablemente evolucione
bruscamente al ITAC y sea ésta la razon por la que se observa tan pocas veces en la mucosa
sana. También el hallazgo de este cambio en tumores que siempre recidivan sugiere que podrian
ser tumores multifocales y segundos primarios en vez de recidivas. Franchi y cols (122) en
cambio creian que el hecho de no encontrar la metaplasia intestinal en la mucosa sana de
trabajadores de la madera y Unicamente en &reas proximas al tumor puede deberse a que la
adquisicion de este fenotipo era un evento tardio, precedido de numerosas alteraciones
moleculares en la mucosa Schneideriana o bien que representara una extension intraepitelial de
las células neoplasicas. Esta metaplasia intestinal se ha descrito también en otros tejidos
sometidos a inflamacion crénica como es en la cistitis glandular vesical, la gastritis, o en el
esofago de Barrett. Tres de los cuatro pacientes con expresion de CQ20+ tenian antecedentes de
exposicion al polvo de madera.

La expresion IHQ de p53 se asocio a la exposicion al polvo de madera no sélo a nivel
tumoral sino en la mucosa sana. Estaba aumentada en el 8% de individuos sanos no expuestos y
se observd en células basales y suprabasales siendo raro en las células ciliadas. En cambio, la
sobreexpresion de p53 se vi6 en el 28% de los individuos expuestos al polvo de madera y en las
areas de metaplasia escamosa (60). En trabajadores del cuero también se observd mayor
expresion en el epitelio de superficie de individuos expuestos frente a no expuestos y en la
mucosa oral de pacientes fumadores. Palomba y cols (55) consideraron que el aumento de
expresion de p53 en los trabajadores del cuero se debia al dafio epitelial mediado por estas
sustancias y no a un fenémeno inespecifico relacionado con la irritacion.

En nuestra muestra, la expresion en la mucosa sana adyacente al tumor fue de
intensidad baja. La mayor tincion, tincién nivel 2 (28%), se observo en las areas de metaplasia
escamosa, nho en las areas de displasia y no se asocia a la exposicion al polvo de madera de
forma significativa. En la mucosa sana contralateral, la expresion en mucho menor. En general
no fué una tincion frecuente y la intensidad de tincion en la mayoria de los casos que la
presentaron fué muy débil lo cual no permite predecir un cambio preneoplasico en estos
pacientes.

No existen estudios previos en mucosa sana nasosinusal con pl16. Nosotros observamos
en mucosa sana adyacente y en mucosa de fosa contralateral una marcada pérdida de expresion,
con positividad baja en el epitelio respiratorio normal y en areas de hiperplasia sin relacién con
la exposicion al polvo de madera, ni con el tipo histolégico tumoral ni con la edad del paciente.
En la mucosa sana adyacente al tumor, los casos con un porcentaje de células positivas mayor
del 50% fueron 2 (el 4%). EI mayor nimero de casos se situaba entre el 1 y 25% de células
positivas (67%). En la mucosa sana contralateral la positividad era todavia menor, con un 55%
de los casos sin ninguna célula positiva.

A diferencia de la teoria de que la expresion de p16 es lo normal en mucosa sana y un
reflejo de la ausencia de alteraciones genéticas a este nivel, nuestros hallazgos contradicen esta
hipotesis. La mucosa sana de nuestra serie presentaba escasa positividad, siempre en menos del
50% de las células epiteliales mucosas y en el tejido tumoral existia mayor expresién cuanto
mas agresivo era el tumor y era un claro indicador de mal prondstico. Uno de los pocos trabajos
que estudian la expresion de p16 en tejido no tumoral motro diferencias en la expresion IHQ en

115



Discusion

los diferentes 6rganos, aunque en general, definia la expresion de p16 como muy restringida y
presente Unicamente en células concretas de algunos organos (187). Se observo
inmunonegatividad en epitelio bronquial, gastrico, de intestino delgado y grueso, se cree que
p16 esta fisioldgicamente inhibida por hipermetilacidn en el epitelio coldnico. Si la presencia de
tincién se asocia a un p16 activado como resultado del estrés oxidativo o del dafio del ADN y
que provoca senescencia celular, no encontramos explicacion al hecho de que la expresion de
pl6 en tejido tumoral se asocie a una mayor agresividad tumoral y peor prondstico. Si esta
tincion responde a una senescencia de las células tumorales, éstas carecerian de capacidad
replicativa. Aln asi, podria obedecer a una gran actividad replicativa que resulta en una rapida
senecescencia que da esta positividad. Otra hip6tesis es que pl6 se encontrara fisiologicamente
hipermetilado en la mucosa sana y en tumores de bajo grado y sea en tumores de alto grado en
los que exista alguna alteracion molecular a nivel de p16 que explicara su mayor expresion.

La mucosa sana adyacente al tumor tenia una tincién para Ki67 de una intensidad baja,
confinada casi siempre a la capa basal y menor del 5% en casi todas las muestras. La positividad
estaba en relacién con la inflamacion observada y no se asoci6 a la displasia epitelial. En la
mucosa de la fosa sana contralateral Ki67 tenia en todos los casos una positividad de entre el 0-
5% situado en células basales y que consideramos normal.

En la mucosa sana no se observaron alteraciones en la expresion de E-cadherina y -
catenina. Todos los casos, tanto de mucosa sana adyacente como contralateral son positivos a
nivel de membrana para E-cadherina y B-catenina y en ningln caso se observa tincién nuclear
para B—catenina.

En cuanto a la expresion de COX2, los estudios en epitelio sano son de otras
localizaciones, no en mucosa nasosinusal. En tejido colonico sano fueron negativos. A nivel de
la vesicula biliar si se observé un aumento de expresion en relacion con la inflamacion cronica,
en pacientes con colelitiasis, pero también en epitelio pre-maligno, maligno y menos
frecuentemente epitelio sano (250).

Nuestras muestras de tejido sano adyacente al tumor expresaron COX2 en el 57% de los
casos y solo el 29% tienen mas del 20% de células positivas. En la mucosa sana de la fosa nasal
contralateral el porcentaje de casos con al menos el 10% de células positivas fue del 10%, y esta
positividad no se asocid a la inflamacién ni a ningun otro rasgo clinicopatolégico. Tampoco
existia una clara asociacion entre el nivel de expresion en mucosa sana y tejido tumoral del
mismo paciente. Parece que la positividad es algo més frecuente en las muestras de mucosa sana
que en las de tejido tumoral. En la mucosa sana se encuentr6 mas expresion en relacion con
tumores de tipo papilar y col6nico. En cambio, en el tejido tumoral fueron las areas sélidas las
mas frecuentemente positivas.

En el tejido sano se observo para iINOS positividad en el 78% de los casos de mucosa
sana adyacente y 74% de los casos de mucosa sana contralateral, positividad en ambos casos
discretamente menor que en tejido tumoral pero sin una diferencia significativa. Como se cita,
no es posible determinar en qué nivel de expresion iINOS pasa a ser patolégico ni si este
marcador es predictor pronostico. Se observd que en tejido sano la negatividad para iNOS se
asocio también a la escasa positividad para p16 (<10% células positivas).

En la mucosa sana adyacente, el 12 % de los casos son positivos para p65 y ninguno en
la mucosa sana contralateral. Si existe un aumento de la positividad en el tejido tumoral con
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respecto al tejido sano, sin ser ésta una diferencia significativa que permita sacar alguna
conclusion.

En tejido sano adyacente el 74% de los casos fueron positivos para TNFa., y también lo
fueron el 42% de los casos de mucosa sana contralateral. Se observé que la positividad es menor
en el tejido no tumoral.

En el tejido sano se asociaron la expresion de iNOS y TNFo, ambos marcadores de
inflamacién, y también la ausencia de expresion de p16 con la negatividad para TNFa.

7.6.- VIAS TUMORIGENICAS:

Se ha comparado siempre los ITAC con los ACC y son estos ultimos tumores quizas
por su frecuencia en los que en los Gltimos afios més se ha avanzado en cuanto al estudio de las
vias moleculares implicadas en su desarrollo. Se describen hasta 5 tipos de vias tumorigénicas
diferentes: 1) CIMP (fenotipo con metilacion de los islotes CpG) alto, MSI-H, metilacion de
MLH1, mutacién de BRAF, estabilidad cromosémica, con origen en polipos serrados y
llamados generalmente esporadicos MSI-H; 2) CIMP alto, metilacion parcial de MLH1,
mutacion de BRAF, estabilidad cromosémica, MSS 6 MSI-L con origen en polipos serrados; 3)
CIMP bajo, mutacion de KRAS, metilacion de MGMT, CIN (inestabilidad cromosémica), MSS
6 MSI-L con origen en pdlipos adenomatosos convencionales o serrados; 4) CIN, MSS, CIMP
negativo con origen en pélipos adenomatosos; 5) Sindrome de Lynch por mutacién heredada del
gen MMR, MSI-H, CIMP negativo, sin mutacion de BRAF, sin CIN, con origen en adenomas
convencionales y mas raro en adenomas serrados (75).

Aparte de estos cinco tipos de vias tumorigénicas se describen los ACC asociados a
enfermedad inflamatoria intestinal, tumor que al igual que los ITAC se desarrollan en un
contexto de inflamacion cronica y se pueden dar 2 6 mas lesiones cancerosas sincronicas. En
estos tumores la patogenia es diferente y depende de varios factores como son las alteraciones
genéticas, los mediadores inflamatorios en la mucosa (COX2, TNFa, NFkb), los cambios en la
expresion de receptores en las células epiteliales y por ultimo al estrés oxidativo, dafio epitelial
mucoso Y flora intestinal. Se han encontrado cambios epigenéticos con inactivacion de genes
supresores tumorales como p53, KRAS, APC, DCC y KLF6 por metilacion del promotor. Las
mutaciones de p53 son un evento temprano y no tardio en estos tumores. Las alteraciones en la
via WNT son menos frecuentes en estos tumores y se describen mas hipermetilaciones que
mutaciones. Hay mayor expresion de marcadores de inflamacion y parece que la expresion de
EGFR es mayor en el tejido inflamado (247).

Las comparaciones entre los ITAC y ACC han puesto de manifiesto diferencias entre
los perfiles moleculares e IHQ de ambos tumores. En los ITAC son mucho mas infrecuentes las
alteraciones a nivel de H-RAS y K-RAS, la inestabilidad de microsatélites y las alteraciones en
la via WNT. No obstante, por estas alterciones menos frecuentes, los ITAC parecen tener mas
similitud a los ACC que asientan sobre la EIl. Ademas, las mutaciones de p53 y la metilacion de
p16 son eventos tempranos y no tardios en los ACC asociados a Ell, en los que existe expresion
de marcadores inflamatorios.

Los diferentes subtipos histoldgicos de ITAC difieren en sus caracteristicas histologicas
y sobretodo en su comportamiento clinico, siendo claramente de peor prondstico los subtipos
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solido y mucinoso. Franchi y cols.(122) apuntan que el subtipo histolégico mucinoso tiene una
carcinogénesis diferente al resto, ya que es un subtipo que se presenta en estadios mas
avanzados, tiene peor pronostico y desde el punto de vista molecular presenta menor pérdida de
p16, mayor pérdida de expresion de DCC y de E-cadherina, y menor expresion de p53. En
nuestro caso, observamos que el subtipo papilar y en menor medida el col6nico presentan un
comportamiento clinico mas favorable, una histologia mas diferenciada con menor atipia,
pleomorfismo y actividad proliferativa y un perfil IHQ mas parecido al de los ACC con
positividad para CQZ20, negatividad para CQ7, mayor positividad para p53, menor pérdida de
expresion de pl6 y E-cadherina, mayor positividad para marcadores de la inflamacion y de B-
catenina nuclear, a diferencia de los subtipos solidos y mucinosos. Franchi y cols. (122) en su
estudio no emplean la clasificacion de Barnes y clasifican segin el grado de diferenciacion,
separando Unicamente el subgrupo de tumores mucinosos sin contemplar el subtipo sélido que
engloba dentro de los poco diferenciados. Nosotros encontramos combinaciones entre todos los
subtipos histol6gicos tumorales y consideramos que, al igual que reflejaban otros sistemas de
clasificacion, se trata de diferentes grados de diferenciacion de un mismo tipo tumoral,
observando Unicamente diferencias en cuanto al patrén de expresion IHQ en el subtipo
mucinoso.

En varias localizaciones del organismo se ha observado metaplasia intestinal en un
contexto de inflamacién crénica o irritacion. Por ejemplo, a nivel de cérvix hay metaplasia
intestinal con células de Paneth y células caliciformes como cambio premaligno, casi siempre
asociado al desarrollo de adenocarcinomas. En algunos casos se cree que este tumor se
desarrolla a partir de areas de adenocarcinoma in situ usual CDX2 positivo, y se considera que
es un cambio precoz de diferenciacion intestinal, previo a que sea morfolégicamente aparente.
También se puede asociar a metaplasia gastrica (171, 251, 252). Se describe la metaplasia
intestinal en un contexto de colecistitis crénica o colelitiasis, afectando este cambio metaplasico
a la superficie epitelial, a las invaginaciones epiteliales y a las glandulas intramurales. Casi
siempre se asocia a metaplasia glandular pilérica. En un 75% existe inflamacién cronica que
podria inducir la aparicion de células multipotenciales stem que se diferencian a fenotipo
intestinal (células de Paneth, mucosecretoras y neuroendocrinas). La inflamacién da lugar a una
regeneracién mucosa y a una metaplasia intestinal, que son el ambiente propicio para la
oncogénesis. Esta metaplasia intestinal y no la pilérica es un cambio premaligno en la via biliar
(253). A nivel esofagico, en pacientes con ADC normalmente asociado a reflujo
gestroesofagico, se observa metaplasia intestinal en mucosa adyacente al ADC en un 65%,
mayor cuanto menor es el tumor (100% de pacientes con tumores menores de 1 cm) y menor
cuanto mayor o mas agresivo es el tumor (254). En el es6fago la metaplasia intesinal con células
caliciformes se considera un cambio premaligno. En pacientes con gastritis crénica asociada a
Helycobacter Pylori se produce una cascada de cambios que se inicia con la propia gastritis
crénica que evoluciona a una gastritis atréfica multifocal y posteriormente una metaplasia
intestinal que puede ser completa (intestino delgado) o incompleta (intestino grueso),
considerada esta ultima por algunos autores una forma de displasia de bajo grado (255). A nivel
de vejiga urinaria, y también un contexto de inflamacién crénica o irritacion como son la
extrofia vesical o la esquistosomiasis, se puede desarrolla el ADC tipo intestinal, subtipo
tumoral muy poco frecuente y casi siempre desarrollado en un contexto de inflamacion crénica
0 irritacion (256). Estos ADC son muy infrecuentes a nivel vesical y suelen estar asociados a la
cistitis glandular. Existen dos tipos de cistitis glandular, la usual que da lugar a epitelio
cuboideo o cilindrico y la intestinal, con células caliciformes, pudiéndo observarse ambas
formas a la vez. Se cree que la cistitis glandular con metaplasia intestinal es un cambio
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premaligno, no asi el cambio cilindrico o cuboideo (257). Se ha visto que en el epitelio de la
cistitis glandular con metaplasia intestinal existe un acortamiento de los telémeros y que éste
predispone a la inestabilidad cromosémica, sobretodo con ganancias y pérdidas a nivel de
proteinas reguladoras del ciclo celular. El epitelio transicional vesical responde a estimulos
inflamatorios o irritativos con proliferacion y reemplazo de las células dafiadas (con
acortamiento de los telémeros) y posterior metaplasia. El dafio oxidativo acelera este
acortamiento de los telomeros que se ha observado también a nivel del epitelio en el es6fago de
Barrett y en la colitis ulcerosa. En este epitelio metaplasico en el que existe un acortamiento de
los telémeros y ganancias cromosdmicas indica que puede estar progresando a un estado de
inestabilidad cromos6mica que podria abocar a una transformacion maligna (258).

La histogénesis de los ITAC sigue sin estar claramente establecida, estudios previos
sugieren que se origina en el epitelio de superficie mucoso, menos frecuentemente en los ductos
y glandulas seromucosas o de ambos epitelios. Otros autores sugieren que se originan de una
“stem cell” totipotencial. Extrapolando los hallazgos morfol6gicos en otros drganos a nuestro
estudio podemos proponer la hip6tesis de que el origen de los ITAC puede establecerse en un
epitelio respiratorio de superficie, a veces con afectacién también de las invaginaciones
epiteliales o de los ductos glandulares, que es el area expuesta que se encuentra sometida a una
inflamacidn cronica y erosion, asi como expuesta al polvo de madera, lo cual provoca ademas
un estrés oxidativo. EIl epitelio responde a estos estimulos inflamatorios e irritativos con
alteraciones que transmite a una “stem cell”. Es esta “stem cell” la que acumula alteraciones
genéticas y en un momento dado produce una colonizacién de la mucosa nasosinusal dando
lugar a un epitelio fenotipicamente diferente y a cambios presmalignos como la metaplasia
intestinal o los ITAC. La metaplasia cubidea puede considerarse un cambio reparativo previo a
la metaplasia intestinal o bien, al igual que se ha descrito a nivel de cérvix en donde se observan
diferentes tipos de metaplasia originadas en una stem cell, que todos los cambios metaplasicos
en el epitelio se originen en una misma “stem cell”. Al igual que en la cistitis glandular, el
esofago de Barrett y la colitis ulcerosa, en éstas células se irian acumulando alteraciones
genéticas tales como el acortamiento de los telémeros. La presencia de telémeros disfuncionales
puede provocar una inestabilidad cromosémica y favorecer el desarrollo de los ITAC.

En nuestro estudio de mucosa adyacente observamos una gran presencia de metaplasia
cuboidea e hiperplasia cilindrocelular en las que son escasas las alteraciones IHQ y es poco
frecuente la presencia de metaplasia intestinal, pero cuando ésta se observa siempre existe
recidiva tumoral. La escasa representacion de metaplasia intestinal puede deberse a que es un
evento tardio, precedido de otras alteraciones moleculares o bien que por la localizacion
anatomica, exista poca representacién de tejido sano peritumoral. También, al igual que lo
observado a nivel de la metaplasia intestinal adyacente al es6fago de Barrett, la cantidad de
metaplasia intestinal es inversamente proporcional al tamafio y estadio tumoral. En nuestra
serie, muchos tumores se diagnostican en estadios avanzados, aunque menos que en otras series.

Existe controversia en cuanto a la consideracién de la metaplasia intestinal como un
cambio premaligno en los adenocarcinomas de cérvix, esofagicos y vesicales, pero cuando se
encuentra se realiza reseccion de las &reas metaplasicas o seguimiento (171, 253-258). En
nuestro caso seria interesante realizar screening en los pacientes expuestos al polvo de madera
con toma de biopsia o citologia, ya que la simple inspeccion (rinoscopia/endoscopia) no
diagnostica estas alteraciones histoldgicas. Ello permitiria realizar diagndsticos mas preoces y
mantener una actitud expectante, sobretodo en aquellos pacientes con metaplasia intestinal. Los
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estudios IHQ no han mostrado ningun marcador que nos ayude a establecer si existe un riesgo
de malignizacion aumentado.

Aumentar nuestros conocimientos sobre los ITAC y sus lesiones precursoras podria
ayudar a mejorar la clasificacién histolégica e IHQ y ademas pueden ser de utilidad para el
desarrollo de métodos de screening precoces en los pacientes expuestos a factores de riesgo
tales como el polvo de madera o de cuero.
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Conclusiones

1.- Los subtipos histolégicos papilares y colénicos tienen mejor supervivencia que los solidos y
mucinosos. La invasion intracraneal es el rasgo clinico que mas ensombrece el pronostico.

2.- Los ITAC se caracterizan por una frecuente positividad para CQ20 (73%), para p53 (72%) y
para algunos marcadores de inflamacion como TNFa (98%) e iINOS (98%). P16 suele ser
negativo. f—catenina, COX2 y p65 muestran positividad en un tercio de los casos.

3.- En el tipo sélido es mas frecuente la positividad para CQ7 y COX2 y la negatividad para
CQ20 e iNOS. El tipo mucinoso presenta con mayor frecuencia negatividad para p53 y E-
cadherina. Los tumores col6nicos en cambio son mas frecuentemente positivos para HER2-neu,
TNFa e iNOS. Los antecedentes de exposicion al polvo de madera se asocian a tumores que
expresan CQ20 y p53. Las metastasis son mas frecuentes en tumores p16 positivos (22% frente
al 7% en pacientes con p16 negativo), con tincion débil para E-cadherina (15% en pacientes con
tincién débil para E-cadherina frente al 0% en los pacientes con tincion intensa para E-
cadherina) y negativos en la membrana con (-catenina (14% en pacientes negativos frente al 6%
en positivos).

4.-Empeoran la significativamente la supervivencia especifica la expresion de pl6, la
positividad para Ki67 y la negatividad para B-catenina de membrana. En los pacientes con
invasion intracraneal solo tienen valor pronostico la negatividad para -catenina de membrana 'y
la positividad para pl6. En el analisis multivariante sélo pl6 tiene valor prondstico
independiente. En los pacientes sin invasion intracraneal la expresion nuclear de B-catenina se
asocia significativamente a peor supervivencia global.

5.- La mucosa sana adyacente al tumor presenta como cambios histolégicos mas frecuentes la
hiperplasia cilindrocelular (66%) y la metaplasia cuboidea (58%). La metaplasia intestinal es
poco frecuente (8%), viene marcada por una positividad para CQ20 y se relaciona con la
presencia de recidivas y la displasia epitelial. P53 demuestra una positividad débil, a excepcion
de las areas de metaplasia escamosa y con infiltrado inflamatorio intenso. Ki67 es mayor en el
tejido con mayor infiltrado inflamatorio.

6.- La mucosa sana de la fosa contralateral presenta como cambios mas frecuentes la hiperplasia
cilindrocelular (25%) y la metaplasia cuboidea (25%). No se observa asociacion entre los
hallazgos histoldgicos e IHQ de la mucosa sana contralateral y los observados en el tumor o la
mucosa sana adyacente.
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ANEXOS

ANEXO 1:

ESTADIAJE TNM DE LA UICC 72 EDICION (2010)

Tabla 1. Tumor primario (T)?

X

TO

Tis

T1

T2

T3

T4a

Tab

T1

T2

T3

T4a

T4b

No se puede documentar tumor primario.
No evidencia de tumor primario.
Carcinoma in situ.
Seno maxilar
Tumor limitado a la mucosa del seno maxilar sin erosién o destruccion del hueso.

Tumor que erosiona o destuye el hueso incluyendo extension al paladar duro y/o meato medio, excepto extension a pared
posterior del seno maxilar o lamina pterigoidea.

Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: hueso de la pared posterior del seno maxilar, tejido cellular
subcuténeo, suelo o pared medial de la drbita, fosa pterigoidea o seno etmoidal.

Enfermedad local moderadamente avanzada.

Tumor que invade el contenido de la 6rbita anterior, piel de la mejilla, lAmina pterigoidea, fosa infratemporal, Iamina
cribriforme, o senos esfenoidal o frontal.

Enfermedad local muy avanzada.

Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: apex orbital, dura, cerebro, fosa craneal media, nervios craneales a
excepcion de la rama maxilar del trigémino (V2), nasofaringe, o clivus.

Cavidad nasal y seno etmoidal
Tumor limitado a cualquiera de las localizaciones con o sin invasion 6sea.

Tumor que invade dos sublocalizaciones en la misma region o se extiende afectando regiones adyacentes dentro del complejo
nasoetmoidal, con o sin invasion Gsea.

Tumor se extiende e invade la pared medial o suelo de la 6rbita, seno maxilar, paladar o Idmina cribiforme.
Enfermedad local moderadamente avanzada.

Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: contenido de la drbita anterior, piel de la nariz o mejilla, minima
extensién a fosa craneal anterior, lamina pterigoidea, senos frontal o esfenoidal.

Enfermedad local muy avanzada.

Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: apex orbitario, dura, cerebro, fosa craneal media, cualquier nervio
craneal excepto (V,), nasofaringe o clivus.

Tabla 2. Ganglios linfaticos regionales (N)*

NX

NO

N1

N2

N2a

N2b

N2c

N3

No se puede documentr el estado de los ganglios linfaticos regionales.

No metéstasis en ganglios linfaticos regionales.

Metéstasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, <3 cm de didmetro maximo.

Metéstasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, >3 cm pero <6 cm de didmetro maximo, o metéstasis en multiples ganglios
linféticos ipsilaterales, <6 cm de didmetro maximo, o en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales, <6 cm de didmetro
maximo.

Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, >3 cm pero <6 cm de didmetro maximo.

Metastasis en multiples ganglios linfaticos ipsilaterales, <6 cm de didmetro maximo.

Metastasis en ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales, <6 cm de didmetro maximo.

Metastasis en un ganglio linfatico, >6 cm de diametro maximo.
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Tabla 3. Metastasis a distancia (M)?

ANEXOS

MO0

Sin metastasis a distancia..

M1

Con metéstasis a distancia..

Tabla 4. Estadio anatémico/ Grupos prondsticos

Estadio T
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
1 T2 NO MO
11 T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
IVA T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
IVB T4b Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
IvVC Cualquier T Cualquier N M1

140




ANEXOS

CGH MLPA (Llorente) PCR-RT(Tripodi
1 (Ariza) 2 (Kornt) REG PERD | GAN | GEN GAN PERD GEN
GAN AVP PERD GAN AVP PERD
132 [ 7G5 NRAS
22 200) | _4(0) F3
1p22.1 5(25) 2(10) BCAR3 Tp22.1 PPAP2B
3z JON
a e MADHI
égm STMNI
19362 ENOI
Eea)
TPV
1q22(5) 1q21.2 CKSIB
51002
31 30 0 10
2p13 ANXAZ
2p24.1 MYCN
2gq11.1 ARPCIB
2914 3(15) 2(10) IL1A1 gg“' COL5A2
20211 PLEKFEZ
2624 2024 1(5) 4(20) TANK
CCL20
2 HSPDI
EED)
3213 SEMASE
s
5622 3@t |
35‘;,2)27 3q26.3 9(45) 1(5) PIK3CA
a8
oIt
! PDGFRA
4022.1 DHRSB
25 CASP6
ENCED) 5505
Spil-
13(57)
561
5312.1 PLK2
531 TG [ 0 [5E]
50311 7(35) 0 L4
Gp2L2 209) | _4@0) COKNIA | 6p2i3 clic
969
6022 2(10) 6(30) MYB
7p
713 BPIA
cYCsS
7p15.2 oS
7q(74) 7q(14)
711
21(75)
7qIL (14)
22(291) 721 1060 | 15 ABCBL 7q21.1 SRI
7933
. PTN
EE)
8p11.2 1(5) 3(15) FGFR1 2221- cL
822"
23(86)
89070 89305
81122
62
802409
822 VRPL13
8023.1 YWHAZ
824,12 (20) 530) MYC
8243 15 1365 | PTPaAs
80243 0 9(45) RECQLA
90(60)
op2t 5@0) 200 CORNA
op22t ADEP
9p2a 1 NFIB
5022 CKS2
T0p12.1 7(35) 0 CREM
10p1a 0 4(20) RENT
T0p15 ARRICT
0023 PAPSSZ
1052_5 ACS5
11p13 0 9(45) LMO2
Tipi55 200 7(35) HRAS Tipisa oA
Tiq6D
11913 5(25) 2(10) RELA
11q13 8(40) 2(10) EMS1
lng_Z.S CRYAB
205 | 125(15)
12pi1 MRPS35
Top12 7(20) B(40) TRVP
T2p13(14) 1213 2(10) 10(50) | TNFRSFY
12911~ 12q11-
13(52) 13(14)
g2 RRTS
T3q FENED) 221 CSRP2
T3q123 36 525 BRCAZ
13q14(7) 13914.3 10(50) | 0 RBL
133§4 COL4A1
Taqiz
Tog1s
16021 CKLE.
16022 9(4_5) 0 CDH1
17p(52)
713670 Tip133 1) 3@ P53
721 35 2(10) BRCAL
T7q2L1 2(10) 2(10) ERBB2
17925 3(15) 1(5) TIMP2
T8pi12
(66)
184(76)
T2 [ 525 Corz
T8921(9) 18023 14G0) | 0 BCL2 8211 ACARZ
18q22-
23(80)
1962
Toq133 ) 7G5 BAX 99132 ToFBL
2005)
20p(47)
20pter-
e PCNA
20p112 XRNZ
20047 |_20909) 200070 _|_20q(12)
20013.3 ]@ 2(10) STK15/6 20g13.3 PSMA7
2150)
21qi1 ) 7G5 STCH
22059)
Z2qi123 | 2000 | 429 WIE
2&13 FBLN1
2450)
X@3)
Xp2209)
Xz
Xq25 0 13(65) | PDCD8
Yai1 530) 15 UTY




ANEXO 3:

ANEXOS

ESTADIO ESTADIO AGRUPADO INVASION INTRACRANEAL | EXPOSICION A MADERA | EXITUS METASTASIS | RECIDIVAS | METASTASIS O RECIDIVAS | METASTASIS Y RECIDIVAS
X2 P xX? P xX? P X? P X? P xX? P xX? P xX? P xX? P
TIPO HISTOLOGICO 23,883 | 0,021 | 15,059 0,002 8,340 0,04 14,008 0,004 13,798 | 0,003 | 4,909 | 0,179 | 5,852 | 0,119 | 10,547 0,014 13,128 0,041
TIPO HISTOLOGICO AGRUPADO 13,855 | 0,008 | 10,333 0,001 6,164 0,013 1,569 0,210 8,131 | 0,004 | 3271 | 0,071 | 1,974 | 0,160 | 6,145 0,013 7,238 0,027
COMPONENTE DE TUMOR PAPILAR 7,170 | 0,127 | 4,665 0,031 1,942 0,163 0,545 0,465 8,240 | 0,004 | 2,032 | 0,154 | 2,506 | 0,113 | 6,006 0,014 6,428 0,04
COMPONENTE DE TUMOR COLONICO | 8,702 | 0,069 | 4,932 0,026 3,736 0,053 0,408 0,523 1,333 | 0,248 | 3271 | 0,071 | 0,447 | 0,504 | 0,636 0,425 3,315 0,191
COMPONENTE DE TUMOR SOLIDO 28,511 | 0,000 | 18,842 0,000 13,701 0,000 13,875 0,000 18,418 | 0,004 | 3,991 | 0,046 | 0,142 | 0,706 | 4,310 0,038 6,236 0,048
COMPONENTE DE TUMOR MUCINOSO | 6,460 | 0,167 | 2,506 0,113 2,511 0,113 1,698 0,193 6,044 | 0,014 | 3,420 | 0,064 | 1,498 | 0,221 | 4,788 0,029 6,207 0,049
HISTOLOGIA | HISTOLOGIA | CTE CTE CTE SOLIDO | CTE ESTADIO ESTADIO INVASION EXPOSICION | TABACO ALCOHOL EXITUS MTX RECIDIVAS | MTX O METASTASIS
AGRUPADA PAPILAR COLONICO MUCINOSO AGRUPADO | INTRACRANEAL | A MADERA RECID Y
RECIDIVAS
X? P X? P x? P X? P x? P x? P X? P X? P X? P x? P x? P x? P x? P x? P x? P x? P X? P
CQ7 11,330 | 0,089 | 2436 | 0,296 | 1,058 | 0,589 | 1,887 | 0,389 | 3,480 | 0,176 | 1,438 | 0,487 | 9,154 | 0,329 | 0,204 | 0,903 | 1,226 0,542 5669 | 0,059 | 0,429 | 0,807 | 1,166 | 0,558 | 1,229 | 0,541 | 4,348 | 0,114 | 3,910 | 0,142 | 0,478 | 0,788 | 6,402 | 0,171
CQ 7(+/-) 6,372 | 095 | 0,699 | 0,304 | 1,056 | 0,304 | 0,188 | 0,664 | 1,132 | 0,287 | 1,384 | 0,239 | 6,126 | 0,190 | 0,078 | 0,780 | 1,017 0,313 | 2,025 | 0,155 | 0,412 | 0,521 | 0,033 | 0,857 | 1,127 | 0,288 | 4,282 | 0,039 | 3,546 | 0,06 | 0,350 | 0,554 | 6,255 | 0,046
CQ20 24,621 | 0,000 | 15,287 | 0,000 | 4,933 | 0,085 | 3,753 | 0,153 | 11,360 | 0,003 | 1,406 | 0,495 | 10,682 | 0,220 | 2,914 | 0,233 | 3,365 0,186 5672 | 0,059 | 1,439 | 0,487 | 3,716 | 0,156 | 0,140 | 0,932 | 2,224 | 0,329 | 0,491 | 0,782 | 4,192 | 0,123 | 4,885 | 0,299
CQ20 (+/-) 23,159 | 0,000 | 15,213 | 0,000 | 4,581 | 0,032 | 3,740 | 0,053 | 11,329 | 0,001 | 0,623 | 0,430 | 7,970 | 0,093 | 2,338 | 0,126 | 1,099 0,294 5585 | 0,018 | 1,429 | 0,232 | 2,648 | 0,204 | 0,046 | 0,830 | 1,081 | 0,298 | 0,146 | 0,702 | 1,333 | 0,248 | 1,781 | 0,410
P53 16,564 | 0,011 | 4,792 | 0,091 | 4,059 | 0,131 | 3,157 | 0,206 | 5,358 | 0,069 | 5577 | 0,062 | 10,559 | 0,228 | 0,591 | 0,744 | 0,118 0,943 5555 | 0,062 | 2,929 | 0,231 | 4,535 | 0,104 | 1,303 | 0,521 | 0,756 | 0,685 | 0,635 | 0,728 | 1,581 | 0,454 | 2,459 | 0,652
P16 11,797 | 0,067 | 1,261 | 0,532 | 2,441 | 0,295 | 0,365 | 0,833 | 5596 | 0,061 | 3,260 | 0,196 | 4,025 | 0,855 | 0,203 | 0,904 | 3,422 0,181 2,370 | 0,306 | 0,116 | 0,994 | 0,161 | 0,923 | 9,553 | 0,008 | 6,252 | 0,044 | 4,118 | 0,128 | 8,435 | 0,015 | 11,695 | 0,02
E-CAD 7477 | 005 [ 5148 | 0,023 | 0,866 | 0,325 | 5,148 | 0,023 | 0,976 | 0,323 | 7,374 | 0,007 | 9,316 | 0,054 | 2,941 | 0,086 | 0,005 0,941 0,989 | 0320 | 0,459 | 0,498 | 0,714 | 0,398 | 0,357 | 0,836 | 1,071 | 0,301 | 0,007 | 0,933 | 0,179 | 0,672 | 1,076 | 0,584
B-CAT N 5642 | 0,130 | 3,851 | 0,05 1,050 | 0,306 | 1,336 | 0,248 | 0,771 | 0,380 | 4,587 | 0,032 | 4,097 | 0,393 | 0,062 | 0,804 | 0,000 0,989 0,032 | 0,858 | 0,061 | 0,805 | 0,592 | 0,442 | 1,697 | 0,428 | 0,216 | 0,642 | 0,148 | 0,701 | 0,363 | 0,547 | 0,442 | 0,802
B-CAT M 2,092 | 0554 | 1,116 | 0,291 | 1,696 | 0,193 | 1,116 | 0,291 | 0,947 | 0,330 | 1,906 | 0,167 | 4,178 | 0,382 | 0,124 | 0,724 | 4,575 0,032 0519 | 0471 | 2,570 | 0,109 | 0,453 | 0,501 | 4,356 | 0,037 | 7,083 | 0,008 | 0,423 | 0,515 | 1,973 | 0,160 | 7,414 | 0,025
HERCEPTEST | 6,122 | 0,106 | 5,330 | 0,021 | 3,247 | 0,072 | 2,394 | 0,122 | 1,385 | 0,239 | 3,838 | 0,05 | 1,806 | 0,771 | 0,558 | 0,455 | 0,282 0,595 1,403 | 0,236 | 0,1 0,752 | 0,004 | 0,950 | 3,027 | 0,082 | 0,000 | 0,991 | 0,501 | 0,479 | 0,223 | 0,636 | 0,246 | 0,884
EGFR 11,003 | 0,088 | 1,756 | 0,416 | 1,925 | 0,382 | 3,475 | 0,176 | 7,628 | 0,022 | 0,462 | 0,794 | 5505 | 0,703 | 0,501 | 0,778 | 0,918 0,632 1,191 | 0,551 | 1,368 | 0,505 | 1,334 | 0,513 | 2,845 | 0,241 | 0,707 | 0,702 | 1,358 | 0,507 | 2,049 | 0,359 | 2,257 | 0,689
COX2 0,11 0,915 | 6,428 | 0,093 | 0,061 | 0,804 | 0,031 | 0,861 | 4,345 | 0,037 | 1,588 | 0,208 | 7,644 | 0,106 | 0,062 | 0,803 | 1,597 0,206 0,651 | 0,420 | 1,899 | 0,168 | 3,377 | 0,066 | 0,973 | 0,324 | 0,704 | 0,401 | 0,124 | 0,725 | 0,174 | 0,677 | 0,725 | 0,696
INOS 6,132 | 0,047 | 13,559 | 0,035 | 2,05 | 0,359 | 3,503 | 0,174 | 7,853 | 0,02 | 0,893 | 0,640 | 7,046 | 0,532 | 1,875 | 0,392 | 3,748 0,154 14,595 | 0,001 | 0,642 | 0,725 | 3,218 | 0,2 0,245 | 0,885 | 4,444 | 0,108 | 6,744 | 0,034 | 3,455 | 0,178 | 11,240 | 0,024
TNFA 6,067 | 0,416 | 6,293 | 0,043 | 1,276 | 0,528 | 9,249 | 0,010 | 0,296 | 0,862 | 4,849 | 0,089 | 15,606 | 0,048 | 0,636 | 0,728 | 2,716 0,257 0941 | 0625 | 7,753 | 0,021 | 4,607 | 0,1 2,335 | 0,311 | 0,494 | 0,781 | 1,372 | 0,504 | 0,086 | 0,958 | 0,653 | 0,957
K167 9,449 [ 0,397 | 4151 | 0,246 | 2,149 | 0,542 | 6,769 | 0,08 | 3,298 | 0,348 | 0,371 | 0,946 | 7,872 | 0,795 | 0,964 | 0,810 | 2,387 0,496 0,813 | 0,846 | 1,054 | 0,788 | 0,236 | 0,972 | 7,585 | 0,05 | 5,227 | 0,156 | 1,574 | 0,665 | 3,868 | 0,276 | 6,865 | 0,334
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ANEXOS

ANEXO 4:

CLASIFICACION INT* TUMORES MALIGNOS ETMOIDALES

T1 | Tumor invade el etmoides y la cavidad nasal acercandose a las celdas etmoidales superiores

T2 | Tumor que se extiende o erosiona la lamina cribiforme, con o sin erosién de la ldmina papiracea y
sin extension a la drbita

T3 | Tumor que se extiende a la fosa craneal anterior sin invadir la dura y/o a los dos tercios anteriores
de la 6rbita, con o sin erosion de la pared antero-inferior de seno esfenoidal y/o afectacién del
seno maxilar y frontal

T4 | Tumor con extensidn intradural, o afectacion del &pex orbitario, seno esfenoidal , base del

pterigoides, fosa infratemporal o la piel

*INT: Instituto Nazionale per lo Studio e Cura dei Tumori

CLASIFICACION TNM DE LOS CARCINOMAS DE CAVIDAD NASAL Y SENO ETMOIDAL

(2000)

T1 | Tumor confinado a un area de la cavidad nasal o seno etmoidal, con o sin invasion dsea

T2 | Tumor que afecta dos zonas dentro del mismo area o que se extiende afectando un area adyacente
del complejo naso-etmoidal, con o sin invasion 6sea

T3 | Tumor que invade la pared medial o el suelo orbitario, seno maxilar, paladar o Iamina cribiforme

T4a | Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: Contenido orbitario anterior, piel de la
nariz o de la mejilla, minima extensién a fosa craneal anterior, base del pterigoides, esfenoides o
seno frontal

T4b | Tumor que invade alguna de las siguientes estructuras: apex orbitario, dura, cerebro, fosa craneal

media, cualquier nervio craneal excepto V2, nasofaringe o clivus

CLASIFICACION DE ROUX

T1 Tumor en un &rea etmoidal sin erosién del hueso

T2 Tumor que se extiende a varias areas etmoidales sin erosion ésea

T3 Tumor que erosiona una 0 mas paredes Gseas, excepto la lamina cribosa

T4 | T4a | Tumor que invade la lamina cribosa sin extension intracraneal ni invasion de la duramadre

T4b | Tumor que invade la lamina propia con invasion intracraneal
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ANEXOS5:

MARCADOR IHQ | CQ7 | CQ20 | P53 | P16 | B-CATENINAN | B-CATENINA M | E-CADHERINA | EGFR | HER-2 | COX-2 | INOS | TNFa | P65 | Ki67
PAPILAR 25 87,5 87,5 | 375 | 50 100 100 0 12,5 62,5 100 100 62,5 | 50
COLONICO 46,6 | 86,7 80 32,6 | 34 97,7 100 4,3 14,6 37 100 100 34 54,8
SOLIDO 778 | 111 66,7 | 77,8 | 45 100 100 12,5 0 60 75 100 50 55,6
MUCINOSO 346 | 67,8 552 | 28,6 | 15 92,3 100 3,6 0 29,6 96 92,9 32,3 | 538
MARCADOR IHQ | CQ7 | P53 | P16 [ B-CATENINAN | B—-CATENINA M | E-CADHERINA [ EGFR | HER-2 | COX-2 | INOS | TNFa | P65 | KI67

CQ20+ 394 | 781 | 33,3 | 36 86,4 100 31 91 37,9 100 100 42,4 | 54,7

CQ20- 50 54,2 | 12,5 | 17 95,5 100 9 8,3 37,5 62,5 75 29,2 | 52,4

e  P16: casos con > 50% de células positivas
e P53: casos con > 10% de células positivas

e Ki67: casos con > 25% de células positivas

ANEXOS
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