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El cancer de pulmdn tiene la incidencia mas alta en los paises en desarrollo
donde el tabaquismo es mas frecuente, con una variacion de mas de 20 veces en
la incidencia entre regiones, ademds, es la principal causa de mortalidad por
cancer en todo el mundo, sumando ambos sexos, y hombres y mujeres por
separado. Representa por tanto un problema de salud mundial y de primera
magnitud.

Estd integrado por un grupo heterogéneo de tumores con caracteristicas
morfoldgicas, inmunohistoquimicas y genéticas diferentes. Antes de 2004 no
tenia implicacién terapéutica la distincion entre adenocarcinoma (AC) vy
carcinoma escamoso (SCC) vy, con frecuencia, junto con el carcinoma
indiferenciado de células grandes se agrupaban juntos, bajo la denominacion de
carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC) (85% del total de
diagndsticos) para distinguirlos del carcinoma de pulmoén de células pequeiias
(SCLC) (15% del total de diagnosticos) cuyo abordaje terapéutico era diferente de
inicio. En el aflo 2004 se comunica por primera vez la respuesta terapéutica de
enfermos con AC y mutaciones del receptor para el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) al tratamiento con inhibidores tirosina quinasa anti-EGFR v,
desde este momento, se producen importantisimos avances en el conocimiento
de la biologia molecular del cancer de pulmén y en el desarrollo de terapias
dirigidas a estas alteraciones moleculares, que han supuesto una mejora
considerable en la supervivencia de estos enfermos. Por todo lo anterior, hoy en
dia, es absolutamente necesaria la distincidn histoldgica precisa entre AC y SCC,
asi como el andlisis de las alteraciones moleculares que pueden ser dianas
terapéuticas.

Sin embargo, si se tiene en cuenta que el 70 % de los pacientes con cdncer de
pulmén se diagnostican en estadio avanzado, no resecable, esta precision
diagndstica hay que alcanzarla sobre biopsias pequefias y especimenes
citoldgicos, en los que hay ademas la necesidad de realizar estudios moleculares
con finalidad terapéutica. Conseguir este objetivo puede ser un reto en muestras
tumorales pequefias de tumores de pulmdn primarios o metastasicos obtenidos
por aspiracidn con aguja fina (FNA) o de biopsias broncoscépicas muy pequeiias,
en las cuales la clasificacion precisa del tumor puede estar impedida por la
existencia de escasas células viables y/o por ser tumores pobremente
diferenciados. Existe en la actualidad un panel limitado de marcadores
inmunohistoquimicos que ayudan a distinguir entre los diferentes tipos
histolégicos en NSCLC.

Es por todo ello, que se decidié valorar en este estudio nuevos marcadores
inmunohistoquimicos, PKP1, KRT15 y DSG3 en cancer de pulmén de células no
pequefias y determinar la tincion inmunohistoquimica tanto en nucleo como
citoplasma y membrana para incorporar esas diferencias al diagndstico



diferencial entre AC y SCC. De igual forma se ha hecho una valoracién de los
marcadores inmunohistoquimicos convencionales.

En el presente trabajo se pone de manifiesto que, en relacidn con la expresién de
los marcadores inmunohistoquimicos convencionales, entre los marcadores CK7,
TTF1 y Napsina A, caracteristicos de AC, y CK 5/6, p40 y p63, caracteristicos de
SCC, solo TTF1 en AC y p40 en SCC fueron especificos en 294 % de las muestras
utilizadas en el estudio con 294 % de verdaderos positivos.

En el caso de los nuevos marcadores PKP1, KRT15 y DSG3, la tincidén de
membrana fue especifica para 294 % de las muestras de SCC, con 294 % de
verdaderos positivos en las muestras utilizadas en el estudio. En cuanto al panel
de anticuerpos estudiado, la clasificacion tanto de las muestras de AC como las
de SCC fue mas eficaz cuando los anticuerpos se aplicaron sucesivamente de
forma escalonada. El modelo de regresion logistica multivariante paso a paso
determind que la combinacion de los marcadores CK5/6, p63 y PKP1 en la
membrana dio un porcentaje de clasificacidn correcta del 94,6 % en muestras de
ACy de 97,6 % en muestras de SCC. Se proponen dos paneles para el diagndstico
de SCC que proporcionan una especificidad del 100 %:

Panel 1- tincion positiva de membrana para PKP1 y DSG3 y tincion negativa para
TTF1; con un area bajo la curva (AUC) de 0,7619.

Panel 2- tincidon positiva de membrana para PKP1, DSG3 y KRT15 y tincién
negativa para TTF1 y Napsina A; con un area bajo la curva (AUC) de 0,7375.

Asi mismo, se proponen dos paneles para el diagndstico de AC que proporcionan
una especificidad del 100 %:

Panel 1- tincidon negativa de membrana para PKP1 y DSG3 y tincidn positiva para
TTF1; con un drea bajo la curva (AUC) de 0,8552.

Panel 2- tincidn negativa de membrana para PKP 1, DSG3 y KRT15 y tincién
positiva para TTF1 y Napsina A; con un area bajo la curva (AUC) de 0,8088.

En los estudios de supervivencia de los pacientes en relacion con la expresién de
los distintos marcadores inmunohistoquimicos, se establece la existencia de una
relacidon entre niveles altos de ARN y proteina de PKP1 (y, en menor medida,
DSG3) con una supervivencia general mas prolongada para la cohorte de
pacientes de la base de datos TCGA-LUSC (The Cancer Genome Atlas).






1.1. CANCERY CANCER DE PULMON COMO PROBLEMA DE SALUD

En el cancer se producen alteraciones genéticas que dan lugar a la presencia de
células anormales que presentan un crecimiento desregulado, constituyendo un
proceso complejo, de multiples etapas. Durante este proceso se produce una
division celular incontrolada, acelerada y sin limite (la célula pierde la capacidad
de muerte celular programada) y da como resultado la aparicion de un tumor
maligno. La proliferacidon constituye un proceso por el que se produce un
aumento progresivo de las células tumorales. En este proceso, las células se van
indiferenciando cada vez mds y van adquiriendo cambios genéticos que
aumentan su potencial de extensidn local o locorregional y la infiltracién de los
microvasos linfaticos y sanguineos, invasion de ganglios linfaticos y posterior
colonizacion de otros organos (metastasis a distancia) (Hanahan & Weinberg,
2011).

La interaccion entre factores genéticos y agentes ambientales ( carcindgenos
externos quimicos, fisicos y bioldgicos), el envejecimiento y algunos habitos de
vida como el consumo de alcohol, el consumo de tabaco, la inactividad fisica y la
alimentacién poco saludable; son factores de riesgo importantes de padecer
cancer a nivel mundial (Stewart et al., 2014).

Con respecto a la biologia del cancer, mientras que las células normales maduran
a un tipo de célula especifico, las células cancerosas tienen un menor grado de
especializacion y permanecen en una etapa inmadura, evitando las sefiales anti-
crecimiento, replicdndose de forma descontrolada sin sefiales de factores de
crecimiento y adquiriendo la capacidad de invadir los mismos tejidos o contiguos
(lo que se conoce como metastasis y representa una de las principales causas de
muerte por cancer en todo el mundo (Massagué & Obenauf, 2016).

Las células tumorales no son genéticamente idénticas pero tienen un origen
monoclonal, durante el desarrollo del tumor se producen una serie de
transformaciones: mutaciones (alteraciones genéticas), competencia y seleccién
celular (Greaves & Maley, 2012).

Las mutaciones que desencadenan los procesos que conducen al cancer tienen
lugar en tres tipos de genes: protooncogenes, genes supresores de tumores y
genes de reparacion del ADN.



> Protooncogenes. Dentro de este grupo se encuentra la familia RAS, C-Erb-B2 y
Bcl-2. La mutacidn de estos genes normales crea oncogenes, la activacién de los
oncogenes suele ser por mutacidn, amplificacién o reordenamientocomo y como
consecuencia las proteinas alteradas resultantes de la expresién de estos
oncogenes, pueden estimular el crecimiento celular y/o la invasividad (Lee &
Muller, 2010).

» Genes supresores de tumores. Dentro de este grupo se encuentra p53 vy la
proteina del retinoblastoma (RB). La funcidon normal de estos genes es regular el
ciclo celular, evitar la proliferacion excesiva y promover una determinada
localizacidn celular. La inactivacidon de ambos alelos en estos genes puede causar
proteinas aberrantes o pérdida de expresién, induciendo tumorogénesis. Estas
inactivaciones bialélicas pueden ser causadas por mutacion, metilacién o pérdida
de heterocigosidad (por pérdida de fragmentos cromosémicos o recombinacion
homdloga) (L.-H. Wang et al., 2018).

» Genes de reparacion del ADN. Estos genes se encargan de rectificar errores por
incorporacion incorrecta de nucleétidos durante la replicacidon del ADN, y reparar
alteraciones inducidas por radiacién y productos quimicos. Las mutaciones en
estos genes pueden inducir cancer cuando dejan de poder reparar errores
acumulados en protooncogenes y genes supresores de tumores (Carrassa &
Damia, 2017).

1.2.  CANCER DE PULMON. EPIDEMIOLOGIA

Segun las ultimas estimaciones de GLOBOCAN, 2.094.000 nuevos casos de cancer
de pulmén fueron diagnosticados a nivel mundial en 2018, lo que convierte al
cancer de pulmodn en el cancer de mayor incidencia a nivel mundial. El cancer de
pulmén es el segundo cancer mas comun en los hombres, después del cancer de
prostata, y el segundo cdncer mds comun en las mujeres, después del cancer de
mama (Figura 1.1) (Bray et al., 2018).



Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Breast
2261 419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers
8879 843 (46%)

Colorectum
1931500 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.79%)

Total : 19 292 789

Figura 1.1. Incidencia en nimero de casos a nivel mundial en ambos sexos y
todas las edades. Global Cancer Observatory: Cancer Today. International Agency
for Research on Cancer. Lyon, France. Available at: https://gco.iarc.fr/today
(Accedido: 29.06.2022).

El cancer de pulmdn tiene la incidencia mas alta en los paises en desarrollo
donde el tabaquismo es mas frecuente, con una variacion de mas de 20 veces en
la incidencia entre regiones. En Estados Unidos la incidencia actual ha bajado en
gran parte debido a la disminucién del tabaquismo, tendencia que se repite en
otros muchos paises occidentales. Mientras que en paises como China vy las
naciones de la antigua Unidn Soviética no se ha visto esta disminucién en el
numero de casos (Figura 1.2) (Bray et al., 2018).



Ranking (Lung), estimated number of new cases in 2020, both sexes, all ages (excl. NMSC)
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Figura 1.2. Incidencia en nuimero de casos de cancer de pulmén a nivel mundial
en ambos sexos y todas las edades. Global Cancer Observatory: Cancer Today.
International Agency for Research on Cancer. Lyon, France. Available at:
https://gco.iarc.fr/today (Accedido: 29.06.2022).

1.2.1. Mortalidad

El cdncer de pulmdn es la principal causa de mortalidad por cancer en todo el
mundo, en ambos sexos y hombres y mujeres por separado. En 2018, el cancer
de pulmén representd el 18,4% de todas las muertes por cancer en el mundo fue
la principal causa de muerte entre los hombres en 93 naciones, incluidos EE. UU.,
Rusia y China (Bray et al., 2018) (Barta et al., 2019). El cancer de pulmodn fue la
principal causa de muerte en mujeres en 28 naciones, incluidos EE. UU. y China
(Bray et al., 2018). A diferencia de los hombres, la incidencia y mortalidad del
cancer de pulmén entre las mujeres en los EE.UU. y Europa sigue aumentando.
En 2017, el cancer de pulmén superd al de mama como la principal causa muerte
por cancer entre las mujeres en Europa, con 14,6 muertes por 100.000 mujeres
(Malvezzi et al., 2017).

1.2.2. Supervivencia

Segun SEER (U.S. National Cancer Institute's Surveillance, Epidemiology and End
Results (SEER) Program), la tasa de supervivencia a 5 afios para el cancer de
pulmon en los EE. UU. (de 2010 a 2016) fue del 20,5 %. El primer registro en la
tasa de supervivencia a 5 afos es de 1975 y fue del 11,5% (Bray et al., 2018). El
aumento en la supervivencia es probable que se deba a una deteccién mas
temprana (p. ejemplo, examen de tomografia computarizada (TC) entre aquellos
individuos con antecedentes significativos de tabaquismo), asi como mejoras en
las posibilidades de tratamiento con la introduccién de terapias dirigidas



(inhibidores de EGFR, ALK, ROS y BRAF) y terapias inmunoldégicas (inhibidores de
PD-1, PDL-1y CTLA-4) (Barta et al., 2019).

1.2.3. FACTORES DE RIESGO NO MODIFICABLES

1.2.3.1. Edad

La edad promedio para el diagndstico de cancer de pulmodn en Estados Unidos
Fue 70 afios entre hombres y mujeres. Se estima que el 53 % de los casos
ocurren en personas de 55 a 74 afios, mientras que el resto, el 37% ocurre en
mayores de 75 afios (Torre et al., 2016). El cdncer de pulmén es la principal causa
de muerte en hombres mayores de 40 afios y en mujeres mayores de 59 afios en
Estados Unidos (Siegel et al., 2020). La tumorogénesis en los pulmones parece
ocurrir décadas después de la exposicion inicial a los mutagenos, lo que explica el
retraso en la evolucién temporal de la enfermedad. El envejecimiento bioldgico
también probablemente contribuye porque, con la edad, los teldmeros se
acortan, los niveles del metabolito NAD+ disminuye y las células pierden la
capacidad para resistir y reparar el dano del ADN, asi como para vigilar células
aberrantes (Siegel et al., 2020) (Campisi, 2013) (Shay, 2016). El cancer de pulmdn
también se puede observar en adultos mas jovenes, menores de 55 afios que
representan el 10% de los casos en Estados Unidos. Los estudios de NSCLC en
personas de 20 a 46 afios de edad indican que los pacientes mas jovenes tienden
a ser mujeres, no fumadores, y presentarse con un adenocarcinoma mas
avanzado, lo que sugiere un curso de la enfermedad mas asociado con factores
genéticos y menos asociado con mutagenos ambientales (Arnold et al., 2016).

1.2.3.2. Género

A nivel mundial, los hombres tienen mas del doble de probabilidades de ser
diagnosticados y morir de, cancer de pulmén. La disparidad de género se debe
sobre todo a que hay mayor nimero de fumadores entre los hombres. En el
mundo desarrollado, las tasas de incidencia estdan cayendo para el cdncer de
pulmén en el caso de los hombres mientras que aumentan para las mujeres, esto
parece ser debido a que las mujeres adoptaron mas tarde el hdbito tabaquico y
también han tardado mas tiempo en abandonar dicho habito (Pesch et al., 2012).
Si las mujeres son por naturaleza mdas susceptibles al cancer de pulmoén sigue
siendo polémico. Hay una mayor tasa cancer de pulmdén en mujeres no
fumadoras en comparacion con hombres no fumadores, especificamente
adenocarcinomas EGFR positivos (Subramanian & Govindan, 2007). También se
ha sugerido que la influencia hormonal puede contribuir a esta diferencia pero es
todavia objeto de estudio (Dougherty et al., 2006) (Kligerman & White, 2011)
(Devesa et al., 2005). La mortalidad en Andalucia y Espafia no ha dejado de
aumentar desde 1980, tanto en varones como en mujeres. De los casos nuevos
en el momento del diagndstico tan sélo el 20% se encuentra en estadios



tempranos (estadios | y Il de la clasificacion TNM) y hasta el 40% de los casos
tienen enfermedad diseminada (Cayuela et al., 2006).

1.2.4. FACTORES DE RIESGO MODIFICABLES

1.2.4.1 Tabaco

Mds del 80% de los casos de cancer de pulmdn en los paises occidentales son
atribuibles al tabaquismo. El tabaquismo es considerado la principal causa
prevenible de muerte en todo el mundo, principalmente debido al mayor riesgo
de cancer de pulmdn (junto con neoplasias de vejiga, colorrectal, y otras) (Bray
et al., 2018). La nicotina es el ingrediente adictivo en el tabaquismo que se une a
los receptores nicotinicos de acetilcolina en el cerebro, produce alteracién de la
expresidn de genes y receptores y alteracion en los niveles de neurotransmisores
para fomentar la dependencia. La combustién del tabaco produce mas de 60
carcinégenos conocidos, incluidos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y
N-nitrosaminas. Estos compuestos inducen dafio y mutaciones en el ADN que
aumentan el riesgo de carcinogénesis décadas después de su uso. La exposicion
al humo del tabaco, en fumadores pasivos, también ha demostrado una relacion
dependiente de la dosis con el riesgo de cancer de pulmdn. Ciertos carcinégenos
en el humo en los fumadores pasivos se inhalan en concentraciones mas altas
qgue en el caso del fumador debido a las filtros presentes en los cigarrillos
(Wynder, 1950) (Jamal et al., 2018).

1.2.4.2. Amianto

Se estima que la exposicion ocupacional a carcinégenos representan del 5 al 10%
de los casos de cancer de pulmén en el mundo, de los cuales, el asbesto es el
contribuyente mas comun (Devesa et al., 2005). El amianto es un mineral natural
gue se utiliza en la construccion debido a sus propiedades ignifugas. Se sabe que
el asbesto deposita fibras en los pulmones y se ha asociado con variadas
patologias pulmonares incluyendo neumoconiosis, cancer de pulmédn
broncogénico y mesotelioma, una neoplasia rara de la pleura pulmonar (Singh
et al., 2019) (Attanoos, 2010) (Nielsen et al., 2014) . La tasa de cancer de pulmdn
entre los no fumadores en una cohorte norteamericana de aisladores (que
trabajaba habitualmente con amianto) se incrementé 3,5 veces. También se sabe
que las fibras de asbesto atrapan particulas de tabaco, lo que explica el efecto
sinérgico del amianto con el tabaquismo en el cancer de pulmén (Markowitz
et al., 2013). Mientras que el uso de amianto estad altamente regulado en el
mundo occidental, la utilizacién de amianto estd aumentando en paises en
desarrollo como Asia y América Latina (Kazan-Allen, 2005).

1.2.4.3. Raddn
El radén es un gas producido naturalmente a partir de la descomposicion de

uranio en el suelo, que tiene propiedades mutagénicas. La exposicién al radén se



asocia con el tiempo que los individuos pasan bajo tierra, como en sétanos o
minas, especialmente en regiones geograficas con alto contenido de uranio. Se
sabe que los trabajadores de minas de metales o uranio tienen un riesgo
notablemente mayor de desarrollar carcinoma de pulmdén de células escamosas
y en otros organos (Roscoe etal., 1995) (Schubauer-Berigan et al., 2009). La
exposicién al raddn es el segundo factor de riesgo mas importante para la
enfermedad pulmonar y presenta una sinergia con el tabaquismo,
incrementando el riesgo de cancer de pulmon (Krewski et al., 2006).

1.2.4.4. Contaminacion del aire

Hay factores de riesgo para el cancer de pulmén relacionados con la calidad del
aire: carcinégenos de la combustién de combustibles fdsiles, y particulas de
materia suspendidas en el aire. Un estudio de las grandes ciudades en Estados
Unidos determind un aumento del 40 % en el riesgo de cancer de pulmoén en las
6 ciudades con mayores niveles de material particulado en el aire. La asociacién
con el cancer fue mayor entre los individuos no fumadores (Alberg et al., 2013).

1.2.4.5. Arsénico

El arsénico es un metal pesado clasificado como carcindgeno del grupo 1
(carcinégeno para el ser humano) por la IARC (International Agency for Research
on Cancer). La principal fuente de exposicidn son las fugas de arsénico inorganico
en aguas subterraneas; muchos trabajadores agricolas y  trabajadores
industriales estan expuestos a este metal (P. Liu et al., 2012). Segun la IACR, el
arsénico ha sido implicado en canceres de piel, pulmén, vejiga, prostata, rifiones
y higado en humanos (Q. Zhou & Xi, 2018). El arsénico también ha sido implicado
en el desarrollo de enfermedades vasculares, incluido el accidente
cerebrovascular y cardiopatia isquémica (Palma-Lara etal., 2020). Estudios
recientes también han sugerido secuelas diabéticas, neuroldgicas y reproductivas
(Hong et al., 2014).

1.2.4.6. Infeccion
La inflamacién y el dafio celular durante las infecciones respiratorias se ha

relacionado también con carcinogénesis pulmonar. La tuberculosis (TB), que es la
principal causa infecciosa de muerte a nivel mundial, confirié una razén de
probabilidad de desarrollo de cancer de pulmdn de 1,76 segin un metanalisis
(Brenner et al., 2011). La enfermedad por VIH también aumenta el riesgo de
cancer de pulmodn hasta 2,5 veces, independientemente de si el individuo es o no
fumador (Sigel et al., 2012) (D’Jaen et al., 2010). El mecanismo patogénico mas
probable es la inmunosupresion y deterioro de la vigilancia del cancer. Los
receptores de transplantes de érganos en terapias inmunosupresoras tienen
tasas igualmente elevadas de cancer de pulmon(Sigel et al., 2012) (D’Jaen et al.,
2010). Por otro lado, las secuelas a largo plazo de la inflamacién pulmonar, la
liberacion de una tormenta de citoquinas vy dificultad respiratoria aguda



observada en los pacientes con COVID-19 pueden conferir un mayor riesgo de
cancer de pulmon décadas mas adelante (Tay et al., 2020).

1.2.4.7. Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) principalmente ocurre

debido al tabaquismo. La inflamacién relacionada con la EPOC y la cicatrizacion
se asocia independientemente con un aumento de riesgo de desarrollar cancer
de pulmén. Los mecanismos por los cuales la EPOC puede aumentar el riesgo de
cancer de pulmén incluyen aumentar el dafio oxidativo que resulta en dafio al
acido desoxirribonucleico (ADN), exposicion prolongada a citoquinas
inflamatorias, supresion de los mecanismos de reparacién del ADN, y aumento
de la proliferacién celular (Caramori etal., 2011). La EPOC es la enfermedad
independiente con un factor de riesgo mas comun, distinto del tabaquismo, para
el cancer de pulmédn, aumentando el riesgo de cancer de pulmén entre 6 y 13
veces (Kuller et al., 1990) (Barreiro, 2008). La relacion entre inflamacién y cancer
no es exclusiva del pulmén, ya que la enfermedad inflamatoria crénica
constituye un sustrato patoldgico que favorece el desarrollo de neoplasias en
otros 6rganos. Por ejemplo, la pancreatitis cronica, la enfermedad inflamatoria
intestinal y el es6fago de Barret son factores de riesgo para el desarrollo de
cancer de pancreas, colon y eséfago respectivamente (Barreiro, 2008).

1.3.  CLASIFICACION DE LOS TUMORES PULMONARES

La ultima revisidon que el panel de expertos de la OMS ha realizado sobre los
tumores pulmonares se encuentra incluida en el libro de la OMS de tumores
toracicos, publicado en 2021 (Organisation mondiale de la santé & Centre
international de recherche sur le cancer, 2021) (Tabla 1.1). La anterior
clasificacion del 2015 introdujo importantes cambios con respecto a las previas
(1967, 1981, 1999 y 2004), principalmente como consecuencia del progreso en el
conocimiento de la genética y de dianas moleculares con utilidad terapéutica. La
inmunohistoquimica se introdujo por primera vez en la clasificacion de la OMS en
1999 y en la de 2004 se limitaba su uso con finalidad diagndstica a los
carcinomas neuroendocrinos de células grandes, carcinomas sarcomatoides y en
el diagndstico diferencial con el mesoteloma maligno. El uso de Ia
inmunohistoquimica y de estudios moleculares ha llevado a un diagndstico mas
preciso desde el punto de vista patolégico y genético, permitiendo la aplicacién
de estrategias terapedticas mejores (Travis, Brambilla, Burke, et al., 2015)..

En la clasificaciéon actual permanecen los principios de usar primero la
morfologia, apoyada por la inmunohistoquimica y después por técnicas
moleculares. En la clasificacion del 2015 se puso un especial énfasis en el uso de



la inmunohistoquimica para hacer el diagndstico mas preciso. En la clasificacién
del 2021 se hace mas hincapié en los avances en la patologia molecular para
todos los tipos de tumores (Nicholson et al., 2022).

Determinadas anomalias moleculares individuales se utilizan como criterio
diagndstico para algunos tumores infrecuentes (por ejemplo, la fusién EWSR1-
CREB1 para el sarcoma mixoide pulmonar). Aunque muchas anomalias
moleculares no se utilizan como criterio para la clasificacion de subtipos
especificos si que pueden afectar al tratamiento del enfermo (Nicholson et al.,
2022).

Epithelial tumours Adenosquarnous carcinomas
Papillomas 8560/3 enosquamous carcinoma
8052/0  Sguamous cell papilloma, NOS
8053/0 Squamous cell papilloma, inverted Sarcomatoid carcinomas
8260/0 Glandular papilloma 8022/3 Plecmorphic carcinoma
8560/0 Mixed squamous cell and glandular papilloma 8031/3 Giant cell carcinoma
8032/3 Spindle cell carcinoma
Adenomas 8972/3  Pulmenary blastoma
8832/0  Sclerosing pneumocytoma 8980/3 Carcinosarcoma
8251/0  Alveclar adenoma
8260/0 Papiliary adenoma Other epithelial tumours
8140/0  Bronchiolar adenoma / ciliated muconodular papillary 8023/3  NUT carcinoma
turnour? 8044/3  Thoracic SMARCA4-deficient undifferentiated tumour
8470/0  Mucinous cystadenoma
8480/0 Mucous gland adenoma Salivary glana-type tumours
8940/0  Pleomorphic adenoma
Precursor glandular lesions 8200/3 Adenoid cystic carcinoma
8250/0  Atypical adenomatous hyperplasia 8562/3 Epithelial-myoepithelial carcinoma
Adenocarcinoma in situ 8430/3 Mucoepidermoid carcinoma
8250/2 Adenocarcinoma in situ, non-mucinous 8310/3  Hyalinizing clear cell carcinoma’
8253/2 Adenacarcinoma in situ, mucinous 8982/0  Myoepithelioma

8982/3  Myoepithelial carcinoma
Adenocarcinomas

Minimally invasive adenocarcinoma Lung neuroendocrine neoplasms
8256/3 Minimally invasive adenocarcinoma, non-mucinous Precursor lesion
8257/3 Minimally invasive adenocarcinoma, mucinous 8040/0  Diffuse idiopathic neuroendocrine cell hyperplasia

Invasive non-mucinous adenocarcinoma
8250/3 Lepidic adenocarcinoma Neuroendocrine tumours
8551/3 Acinar adenocarcinoma 8240/3  Carcinoid tumour, NOS / neuroendocrine tumour, NOS
8260/3 Papillary adenocarcinoma 8240/3 Typical carcinoid / neuroendocrine tumour, grade 1
8265/3 Micropapillary adenocarcinoma 8249/3 Atypical carcinoid / neuroendocrine tumour, grade 2
8230/3 Solid adenocarcinoma
8253/3 Invasive mucinous adenocarcinoma Neuroendocrine carcinomas
8254/3 Mixed invasive mucinous and non-mucinous 8041/3  Small cell carcinoma

adenocarcinoma 8045/3 Combined small cell carcinoma

8480/3 Colloid adenocarcinoma 8013/3 Large cell neuroendocrine carcinoma
8333/3 Fetal adenocarcinoma 8013/3 Combined large cell neuroendocrine carcinoma
8144/3  Adenocarcinoma, enteric-type s
8140/3 Adenocarcinoma, NOS Tumours of ectopic tissues

8720/3 Melanoma

Squamous precursor lesions 9530/0 Meningioma

8070(2 Satiamous el carciiomain sl Mesenchymal tumours spegific to the lung
8077/0  Mild squamous dysplasia > N
8992/0  Pulmonary hamartoma
8077/2 Moderate squamous dysplasia
8077/2  Severe squamous dysplasia 822005 Chordroima N
9170/3 Diffuse lymphangiomatosis'
8973/3  Pleuropulmonary blastoma
9137/3  Intimal sarcoma
8827/1 Congenital peribronchial myofibroblastic tumour

Squamous cell carcinomas
8070/3 Squamous cell carcinoma, NOS

8071/3 Squamous cell carcinoma, keratinizing
8072/3 Squamous cell carcinoma, non-keratinizing 8842/3  Pulmonary myxoid sarcoma with FWSR1-CREB1 fusion
8083/3 Basaloid squamous cell carcinoma

PEComatous tumours

9174/3* Lymphangioleiomyomatosis
8714/0 PEComa, benign

8714/3 PEComa, malignant

8082/3 Lymphoepithelial carcinoma

Large cell carcinomas
8012/3 Large cell carcinoma



4)

5)
6)

7)

{aematolymphoid tumours
I rge B ymphoma, N

L

Tabla 1.1. Clasificacion de los tumores pulmonares de la OMS 2021 (Organisation
mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le cancer, 2021).

Las principales novedades de la edicion del 2021 sobre la del 2015 son:

Mayor énfasis en los estudios genéticos

Una seccién totalmente dedicada a la clasificacidn de las muestras pequefias
Recomendacién de documentar los porcentajes de patrones histolégicos en los
adenocarcinomas no mucinosos invasivos y el uso de estas caracteristicas en un
sistema de gradacion; usar sélo el tamafio de la porcién invasiva, para el tamafio
de T, en los adenocarcinomas no mucinosos, en parte lipidicos, como se
recomienda en la octava edicidn de la clasificacion TNM.

Reconocimiento de la diseminacion a través de los espacios aéreos como una
caracteristica histoldgica con significado prondstico.

El carcinoma linfoepitelial se incluye en los carcinomas escamosos.

Se actualizan los conceptos en evolucién acerca de la clasificacién de los tumores
neuroendocrinos.

Reconocimiento del adenoma bronquiolar/tumor ciliado muconodular papilar
como entidad nueva dentro del subgrupo de adenomas.

Reconocimiento del tumor indiferenciado toracico deficiente en SMARCA4.
Inclusién de criterios diagndsticos esenciales y deseables para cada tumor.

Nos centraremos en el anadlisis de las neoplasias malignas epiteliales y, dentro de
ellas, en el adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas, que han sido
objeto de nuestro estudio.

1.3.1. TUMORES MALIGNOS EPITELIALES

Constituyen un grupo heterogéneo con caracteristicas clinicopatoldgicas muy
variadas (Travis, Brambilla, Burke, et al., 2015). En sentido amplio, segun las
caracteristicas morfoldgicas, inmunohistoquimicas y genéticas, los tumores



malignos epiteliales de pulmén se clasifican en dos grupos principales: carcinoma
de pulmdn de células no pequefias (NSCLC) (85% del total de diagndsticos) o
carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC) (15% del total de diagndsticos).
Dentro de las clasificaciones de NSCLC, los adenocarcinomas son el subtipo mas
comun de cancer de pulmdn (40 % del total de diagndsticos) , seguidos por los
carcinomas de células escamosas (25 % de los diagndsticos), el carcinoma de
células grandes representa el 10 % de los diagndsticos (Travis, Brambilla, Burke,
et al., 2015) (Figura 1.3). La incidencia del carcinoma de células escamosas, que
fue la histologia mas comun, ha disminuido sustancialmente, en parte debido a
reducciones en las tasas de tabaquismo en los paises de ingresos altos y los
cambios en la composicidn de los cigarrillos (Alberg et al., 2013).

Uno de los avances mas importantes en los ultimos afios en el diagndstico y
tratamiento del cancer de pulmén es el concepto de medicina personalizada, en
la que las decisiones terapeuticas se basan en las caracteristicas histoldgicas y
genéticas del tumor de cada enfermo. El descubrimiento de que las mutaciones
de EFGR y ALK por ejemplo son dianas terapeuticas para los inhibidores de EFGR
tirosin-quinasa y ALK y de que estas mutaciones se encuentran principalmente
en AC, hace que la distincidon entre los subtipos de NSCLC sea imperativo (Travis,
Brambilla, Nicholson, et al., 2015).
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Figura 1.3. Histologia en cancer de pulmén. A) Clasificacién histoldgica en cancer
de pulmén. B) Clasificacidn histolégica en NSCLC. C) Mutaciones oncogénicas en
NSCLC. (Adaptada de (Thai et al., 2021)

1.3.2. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

La definicion de la OMS para este tipo de tumor es la de un tumor maligno
epitelial caracterizado por la presencia de queratinizaciéon, y puentes
intercelulares o marcadores inmunohistoquimicos de diferenciacion escamosa
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2021).

Las células escamosas tumorales son de un tamafo grande con nucleos centrales
hipercromaticos, uno o mas nucléolos pequefios y un citoplasma abundante y
pueden tener formas abigarradas (Roden et al., 2014).



Al menos dos terceras partes son de localizacion central y surgen en los
bronquios principales o lobares. La localizacién periférica se da mas en enfermos
con enfermedad pulmonar intersticial (Organisation mondiale de la santé &
Centre international de recherche sur le cancer, 2021).

La displasia y el carcinoma escamoso in situ son lesiones preinvasivas
precursoras del carcinoma escamoso. Surgen en el epitelio bronquial y forman
parte de un continuo de cambios en el epitelio bronquial, asociado con la
acumulacidon de alteraciones genéticas somdticas (Tabla 1.1) (Organisation
mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le cancer, 2021).

Desde el punto de vista histoldgico se distinguen tres subtipos de carcinomas
escamosos: queratinizante, no queratinizante y basaloide (Tabla 1.1), que
presentan las mismas caracteristicas que los carcinomas escamosos de otras
localizaciones. El  queratinizante presenta hechos morfolégicos de
gueratinizacion (queratinizacidn celular, perlas cérneas o puentes intercelulares),
gue varian segun el grado de diferenciacién. El no queratinizante carece de estos
hechos y para demostrar diferenciacién escamosa se requiere confirmacion
inmunohistoquimica. El subtipo basaloide muestra arquitectura lobulillar con
empalizada periférica y células de pequefias a intermedias, sin morfologia
escamosa, pero con expresion inmunohistoquimica de marcadores escamosos.
Todos estos subtipos pueden mostrar una serie de variaciones histoldgicas
inusuales: morfologia fusocelular, citologia de células claras, asi como patrén
papilar, pseudovascular o de relleno alveolar (Organisation mondiale de la santé
& Centre international de recherche sur le cancer, 2021).

En la dltima revision de la OMS (Organisation mondiale de la santé & Centre
international de recherche sur le cancer, 2021), como se ha comentado
anteriormente, se incluye dentro de los carcinomas escamosos al carcinoma
linfoepitelial. Se define como un carcinoma escamoso pobremente diferenciado
con variable cantidad de infiltrado linfoplasmacitico y que frecuentemente se
asocia al virus de Epstein-Barr.

El carcinoma de células escamosas se caracteriza inmunohistoquimicamente por
queratinas de alto peso molecular (CK5/6, 34BE12) vy antigeno
carcinoembrionario (CEA). Es también pfositivo para p63, aunque su
especificidad es limitada, dado que se expresa hasta en el 30% de los
adenocarcinomas (Bota etal.,, 2001). El marcador que se considera mas
especifico de diferenciacién escamosa es p40. Aunque a veces puede haber
positividad para algin marcador neuroendocrino sobre todo CD56, si hay
positividad difusa para p40 el tumor se debe clasificar como escamoso
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2021).



Ninguna alteracion molecular relevante se ha descrito en este tipo de tumor.
Aunque se ha descrito la presencia de mutaciones del gen epidermal growth
factor receptor (EGFR) y translocaciones de ALK la frecuencia no suele ser
superior al 1% (Travis et al., 2011) (Organisation mondiale de la santé & Centre
international de recherche sur le cancer, 2021) .

1.3.3. ADENOCARCINOMA

A diferencia del carcinoma escamoso, suelen tener una localizacion periféricay la
ocurrencia de sindromes paraneoplasicos es menos frecuente que en el
carcinoma escamoso y carcinoma de células pequefias. De acuerdo con el grado
de invasion, los adernocarcinomas (AC) se dividen en AC in situ, AC minimamente
invasivos y AC invasivos. Segun la producion de moco se clasifican como no
mucinosos y mucinosos (Tabla 1.1). La hiperplasia adenomatosa atipicay el ACin
situ se consideran lesiones precursoras de las formas invasivas.

La OMS define el AC in situ como un AC pequefio (menor o igual a 30mm),
localizado y cuyo crecimiento estd restringido a lo largo de estructuras alveolares
preexixtentes (patrén lepidico puro), sin caracteristicas invasivas. El AC
minimamente invasivo seria igual al AC in situ, pero con presencia de invasién
menor o igual a 5mm. Tanto el AC in situ como el minimamamte invasivo
requieren para su diagnodstico la pieza de reseccion quirdrgica, ya que no pueden
establecerse con certeza estos diagndsticos en biopsias pequefias o citologias
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2021).

La OMS define al AC invasivo no mucinoso como un NSCLC con evidencia
morfoldgica o inmunohistoquimica de diferenciaciéon glandular, presenta unas
caracteristicas histopatoldgicas heterogéneas (Kerr, 2012) y distintos patrones
arquitecturales: lepidico, acinar, papilar, micropapilar y sélido. Estos diferentes
patrones guardan relacién con el grado de diferenciacion y por tanto tienen valor
prondstico. Los bien diferenciados y de mejor prondstico son los
predominantemente lepidicos, los moderadamente diferenciados presentan un
patron acinar o papilar y los pobremente diferenciados tienen en mas del 20%
patrén solido, micropapilar, cribiforme o glandular complejo (Organisation
mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le cancer, 2021).

El AC mucinoso invasivo es un adenocarcinoma primario de pulmdén con células
tumorales, con morfologia de células caliciformes o columnares, con abundante
mucina intracitopldsmica. Es menos frecuente que los mucinosos (3-10 %).



Otros subtipos de adenocarcinomas son el coloide con lagos de moco
extracelular, el fetal con una histologia que semeja el pulmdn fetal y el tipo
entérico cuya morfologia es semejante al adenocarcinoma colorectal
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2021).

La inmunohistoquimica es util para el diagnéstico diferencial entre AC de pulmon
y adenocarcinomas metastasicos, para el diagnéstico de AC sélido (salvo que se
demuestre moco intracelular) y, en muestras pequefias, para hacer el
diagndstico de NSCC probablemente AC.

No hay marcadores con 100% de sensibilidad o especificidad, pero los
marcadores de neumocitos TTF1 y Napsina A son positivos en la mayoria de los
casos (75-80%). Los AC mucinosos suelen ser negativos para TTF1y Napsina A. En
algunos de estos tumores la pérdida de expresion de TTF1 puede estar motivada
por mutaciones conductoras en NKX2-1, cuyo producto proteico es TTF-1. De
igual forma el AC de tipo entérico es negativo para TTF1 en mds de la mitad de
los casos. Cuando se utiliza un panel limitado es preferible el uso de TTF1 que de
Napsina A. Puede haber a veces positividad simultdnea para TTF1 y p40 que
suele corresponder a un AC con esta doble expresion, pero hay que considerar la
posibilidad de un carcinoma adenoescamoso. Cuando se valora TTF1 siempre
hay que excluir la posibilidad de que las células positivas sean células nativas
atrapadas. Hay que considerar también que TTF1 es positivo ademas en los
tumores de tiroides, en carcinomas neuroendocrinos de células pequefias
pulmonares y extrapulmonares y en algunos tumores del tracto genital
femenino. La Napsina A también puede expresarse en tumores de otro origen
como el carcinoma renal de células claras (Organisation mondiale de la santé &
Centre international de recherche sur le cancer, 2021) (ver mas adelante).

En el AC de pulmédn se dan una serie de mutaciones oncogénicas conductoras
gue afectan a los genes EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS1, RET, NTRK1-3, MET, ERBB2
(HER2), MAP2K1, NRAS y NRG1. En la actualidad se dispone de terapia dirigida
para enfermos cuyos tumores albergen mutaciones en los genes EGFR, ALK,
ROS1, BRAF, MET, RET y familia NTRK (Organisation mondiale de la santé &
Centre international de recherche sur le cancer, 2021). Por ello, el estudio de
estas mutaciones es crucial para orientar la terapia en cada enfermo.

A diferencia de las alteraciones genéticas de otros tumores como linfomas,
leucemias y sarcomas no hay una correlacién histolégica/molecular en céancer de
pulmon, aunque hay asociaciones estadisticas entre determinadas mutaciones y
ciertos patrones histoldgicos. Por ejemplo, la mutacién EGFR es mas frecuente
en el AC no mucinoso con patrén lepidico (Organisation mondiale de la santé &
Centre international de recherche sur le cancer, 2021).



Las mutaciones de EGFR y ERBB2 y las fusiones de ALK, ROS1, RET y familia NTRK
se dan mas en AC que son TTF1 positivos y en tumores de enfermos que nunca
han fumado. La mutacion de EGFR es también mas frecuente en mujeres y en
poblaciones del este asidtico; las mutaciones de KRAS, NRAS y MAP2K1 (MEK1)
son mas prevalentes en fumadores y las de BRAF y MET ocurren tanto en
fumadores como no fumadores (Organisation mondiale de la santé & Centre
international de recherche sur le cancer, 2021). Dos terceras partes de los AC
pulmonares tienen una mutacién oncogénica o una fusién en alguno de los genes
mencionados anteriormente, todos los cuales estan implicados en la via de
sefializaciéon RAS/MAPK.

Las mutaciones mas frecuentes y que se asocian a sensibilidad al tratamiento con
inhibidores de la tirosin-quinasa anti EGFR afectan al exén 19. La mayoria de los
enfermos con mutacién de EGFR que reciben tratamiento con estos inhibidores
progresan y el mecanismo molecular mas frecuente de su resistencia al
tratamiento es la mutacién EGFRT790M que aparece en el 50-60% de los casos
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2021) (Conde E, Hernandez S, Gémez-Roman J, Lépez-Rios F, 2021)

Como se ha comentado anteriormente, en el apartado del carcinoma escamoso,
este tumor puede tener también mutaciones de EGFR y translocaciones de ALK
pero con baja frecuencia (Travis et al., 2011). De igual forma, La mutacién EFGR
se ha descrito en carcinoma de células grandes pero no en carcinoma de células
grandes de tipo neuroendocrino (Leiro-Fernandez et al., 2014)-

1.4.  CLASIFICACION TNM EN CANCER DE PULMON. ESTADIFICACION

La Asociacion Internacional Para el Estudio del Cancer de Pulmén (IASLC) ha
desarrollado una nueva base de datos con 94,708 casos, provenientes de 35
fuentes y 16 paises de todo el mundo (Rami-Porta et al., 2014) (Eberhardt et al.,
2015) (Travis et al., 2016). Fruto del andlisis de los datos recogidos, nace la tltima
propuesta de clasificacién TNM para el Cancer de Pulmén, que fue publicada a
finales de 2016 (Goldstraw et al., 2016) y adoptada por la UICC (Union for
International Cancer Control) en la octava edicion de la clasificacion TNM
(Brierley et al., 2017).

En el sistema TNM se establecen tres descriptores:

Descriptor T: Extensién del tumor primario
Dentro de este descriptor se establece:



. Tx: El tumor primario no puede ser evaluado o tumor evidenciado por la
presencia de células malignas en esputo o lavados bronquiales, pero no
evidenciado en pruebas de imagen o broncoscopia

. TO: Ninguna evidencia de tumor primario.
. Tis: Carcinoma ™" in situ™.
. T1: Tumor < de 3 cms en su dimensidén mayor, rodeado por pulmén o

pleura visceral sin evidencia mediante broncoscopia de invasion mas proximal
gue el bronquio lobara.
e Tla (mi): Adenocarcinoma minimamente invasivo. Adenocarcinoma
solitario de 3 cm o0 menos con un predominante componente lepidicoy 5
mm o menos de invasion en cualquier foco
e Tla: Tumor <1 cms en su dimensién mayor.
e Ti1b: Tumor > 1 cms, pero < de 2 cms en su dimensién mayor.
e Tlc: Tumor >2 cms, pero < de 3 cms en su dimensién mayor.
= T2: Tumor > de 3 cms pero < a 5 cms en su dimensién mayor o tumor con
alguna de las siguientes caracteristicas:
- Afecta bronquio principal independientemente de la distancia desde
carina pero sin afectacién carinal.
- Invade pleura visceral.

- Asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la
regidn hiliar, afectando a parte o todo el pulmdn. Los tumores con estas
caracteristicas se catalogan como T2a si son de 4 cm o menos o si el tamafio
no puede determinarse y T2b si son mayores de 4 cm pero no mayores de 5
cm.

T2a: Tumor > de 3 cms pero < de 4 cms en su dimesién mayor.

T2b: Tumor > 4 cms pero < de 5 cms en su dimensién mayor.

T3: Tumor > de 5 cms pero < de 7 cms o que invade directamente alguna de
las siguientes estructuras: pleura parietal, pared toracica (incluyendo los
tumores del sulcus superior), nervio frénico, pericardio parietal; o nédulo (s)
tumorales en el mismo lébulo que el primario.

T4: Tumor > 7 cm en su didmetro mayor o cualquier tamafio con invasion de
alguna de las siguientes estructuras: diafragma, mediastino, corazén, grandes
vasos, traquea, nervio laringeo recurrente, eséfago, cuerpo vertebral y carina; o
asociado a ndédulos tumorales, en distinto Iébulo, ipsilateral al del tumor
primario.

Descriptor N: Afectacién de ganglios linfaticos regionales.
Dentro de este descriptor se establece:
Nx: No pueden ser evaluados los ganglios linfaticos regionales.



NO: No existen ganglios linfaticos regionales afectados.

N1: Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales y/o hiliares e
intrapulmonares ipsilaterales. Incluyendo afectacion por extensidn directa.

N2: Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinales.

N3: Metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares
contralaterales, escalénicos o supraclaviculares ipsilaterales o contralaterales.

Descriptor M: Metastasis a distancia.
Dentro de este descriptor se establece:
MO: No metastasis a distancia
M1: Existen metdstasis a distancia

. M1a: Nodulos tumorales presentes en lébulo contralateral; tumor con
nddulos pleurales o pericardicos o derrame pleural o pericardico malignos (La
mayoria de los derrames pleurales (pericardicos) con Cancer de Pulmdn son
debidos al tumor. En pocos pacientes, sin embargo, multiples examenes del
liguido pleural (pericardico) son negativos para células neoplasicas y el liquido no
es hematico ni un exudado. Cuando estos aspectos y el juicio clinico concluyen
qgue el derrame no se relaciona con el tumor, el derrame deberia ser excluido
como descriptor de estadificacion).

. M1b: Metastasis Unica extratoracica (esto incluye la afectacion de un
Unico ganglio no regional).

. M1c: Metastasis multiples extratoracicas en uno o varios érganos.



Segun la clasificacion TNM se establecen los siguientes estadios:

Carcinoma oculto Tx NO MO
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IA1 Timi NO MO
Tla NO MO
Estadio IA2 T1b NO MO
Estadio IA3 Tlc NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio IIA T2b NO MO
Estadio 1IB Tla-c,T2a,b N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA Tla-c,T2a,b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO, N1 MO
Estadio IlIB Tla-c,T2a,b N3 MO
T3,T4 N2 MO
Estadio IIC 13,74 N3 MO
Estadio IV cualquier T cualquierN M1
Estadio IVA cualquier T cualquierN  Mi1la,b
Estadio IVB cualquier T cualquier N  Mic

1.5. PRUEBAS MOLECULARES

Las pautas actuales (p. ej., Colegio de Patélogos Estadounidenses, Asociacidn
Internacional para el Estudio del Cancer de Pulmén y la Asociacién de Patologia
Molecular) recomiendan que todos los pacientes con adenocarcinoma de
pulmén avanzado con diagndstico reciente se sometan a pruebas para
mutaciones de EGFR; reordenamientos de ALK y ROS-1; BRAF Val600Glu
(BRAFV600E); reordenamientos de RET; y mutaciones de omision del exon 14 de
MET (Kalemkerian et al., 2018) (Lindeman et al., 2018). Sin embargo, a la luz de
los nuevos farmacos aprobados se recomiendan pruebas moleculares mas
amplias, que incluyan otras alteraciones susceptibles de tratamiento, como
fusiones de NTRK, sobreexpresion de HER-2 y mutaciones de HER-2 (Lindeman
etal., 2018). Histdricamente, se pensaba que las mutaciones conductoras en
NSCLC ocurrian en pacientes con histologia de adenocarcinoma y antecedentes



de tabaquismo leve o no fumador (Shaw et al., 2009) (Bergethon et al., 2012); sin
embargo, las mutaciones conductoras se pueden encontrar en todas las
histologias, edades y antecedentes de tabaquismo. Los casos NSCLC BRAF
positivos,, MET amplificados y KRAS positivos se encuentran en mayor
proporcién en fumadores que en no fumadores (Marchetti etal.,, 2011)
(Cardarella et al., 2013).

Se recomiendan las pruebas multiplex con secuenciacion de uUltima generacion
para las pruebas moleculares, ya que este proceso anula la necesidad de
multiples pruebas cuando puede haber poca disponibilidad de tejido (Lindeman
et al., 2018). Se pueden usar ensayos de un solo gen para alteraciones genéticas
especificas, pero a menudo se realizan secuencialmente, lo que retrasa el tiempo
de tratamiento.

Las recomendaciones generales de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patolégica
(SEAP) para la determinacion de biomarcadores moleculares e inmunes en los
NSCLC son semejantes y se especifican a continuacion (Conde E, Hernandez S,
Gbémez-Roman J, Lépez-Rios F, 2021):

-Las mutaciones de EGFR, reordenamientos de ALK y ROS 1 asi como las
mutaciones de Braf se deben realizar en todos los pacientes en estadio avanzado
con el diagndstico de AC o cuando este no se pueda excluir. También en
enfermos con otros tumores, por ejemplo, SCC cuando clinicamente se sospeche
la probabilidad de albergar una alteracion molecular (por ejemplo, no
fumadores, enfermos jévenes).

-La determinacion de otros marcadores moleculares (MET, RET, HER2 y KRAS) no
se recomienda con pruebas independientes, pero se recomienda su estudio
mediante secuenciacion masiva dirigida (NGS next-generation sequencing) de
forma semejante a las recomendaciones de otras sociedades médicas, como se
ha comentado antes. Esto se debe hacer tanto de forma inicial como cuando los
resultados de los estudios de ALK/ROS1/EGFR/BRAF sean negativos.

-En pacientes con mutaciones EGFR que han progresado tras el tratamiento con
inhidores tirosina-quinasa anti EGFR, se recomienda el andlisis de la mutacion de
resistencia EGFRT790M.

-Con respecto a los biomarcadores de respuesta inmune (ver mas adelante en el
apartado de tratamiento), actualmente es obligatoria la determinacién de la
expresiéon inmunohistoquimica de PDL1 en todos los pacientes con NSCLC
avanzado y muy probablemente esto se extienda también a aquellos con
enfermedad avanzada localmente.



El estudio de biomarcadores se puede llevar a cabo, ademas de en material en
parafina procedente de biopsias o de bloques celulares de citologias, en
extensiones citoldgicas, siempre que tengan un numero suficiente de células.

Un tipo de muestra recientemernte incorporada es la biopsia liquida procedente
de sangre (plasma), orina, liquido pleural, saliva etc. De ellas se pueden obtener
células tumorales, ADN libre circulante, ADN circulante tumoral, exosomas
circulantes, ARN plaquetario y ARN circulante tumoral. El nimero de falsos
negativos es alto por lo que cuando el resultado es negativo se recomienda
recurrir a las muestras convencionales si es posible (Conde E, Hernandez S,
Gbémez-Roman J, Lépez-Rios F, 2021).

1.6.  BIOLOGIA DE LAS MUTACIONES ONCOGENICOS CONDUCTORAS

Las mutaciones conductoras somaticas en EGFR fueron las primeras descubiertas
en NSCLC y confieren sensibilidad a los inhibidores de la tirosina quinasa (TKI)
(Lynch etal., 2004) (Paez etal.,, 2004). Fundamentalmente, los canceres de
pulmén impulsados por oncogenes siguen marcos biolégicos comunes.
Alteraciones conductoras oncogénicas: dan como resultado la activacién
constitutiva de las vias de sefalizacion de las quinasas que normalmente
requieren una activacion dependiente del ligando, como se refleja en la Figura
1.4A (J. Zhang etal., 2009); parecen ser eventos clonales tempranos en la
evolucidn del tumor y se mantienen en todos los subclones que se desarrollan
durante la progresidén del tumor, suelen ser mutuamente excluyentes de otras
mutaciones conductoras, y conducen a la llamada adiccién al oncogén siendo las
células cancerosas dependientes de la via de sefalizacidn activada para
sobrevivir (Govindan et al., 2012) (Toyooka et al., 2006). Estas caracteristicas
constituyen la base para el uso dirigido de TKI contra estas mutaciones
oncogénicas conductoras.

A pesar del éxito de las terapias dirigidas, inevitablemente se produce resistencia
(Figura 1.4B) (Bivona & Doebele, 2016). La resistencia adquirida se puede
clasificar en tres categorias reflejadas en la Figura 1.4C. La resistencia en la diana
describe alteraciones en el gen diana, que pueden incluir la amplificacidn del gen
diana o mutaciones en un segundo sitio que interfieren con la unién del farmaco.
La resistencia fuera de la diana a menudo ocurre a través de la reactivacion de
vias de sefnalizacién oncogénicas aguas abajo del gen diana, a pesar de la
inhibicién continua de la quinasa diana (Garraway & Janne, 2012) (Rotow &
Bivona, 2017) (Sequist et al., 2011). La tercera categoria es la transformacion
fenotipica, en la que las biopsias realizadas en los pacientes durante la
progresion de la enfermedad con terapias dirigidas han mostrado una



transformacion de NSCLC a SCLC (Garraway & Janne, 2012) (Rotow & Bivona,
2017) (Sequist et al., 2011) (Niederst et al., 2015) (Kim et al., 2013).
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Figura 1.4. Mecanismos de terapias anticancerigenas y evolucién de la resistencia
a terapias dirigidas. A) Se muestran los mecanismos de accion generalizados de
los agentes citotoxicos, los inhibidores de la tirosina quinasa y los inhibidores del
punto de control inmunitario. B) Después de la respuesta a los inhibidores de la
tirosina quinasa, inevitablemente se desarrolla la resistencia a los farmacos. C) La
biopsia en el momento de la progresidon puede identificar el mecanismo de
resistencia dominantey guiar la decision terapéutica posterior. (Adaptada de

(Thai et al., 2021)



1.7.  MUESTRAS DIAGNOSTICAS PEQUENAS

Para el 70 % de los pacientes que presentan la enfermedad en estado avanzado,
no resecable, el diagndstico debe ser primariamente sobre biopsias pequefias y
especimenes citoldgicos. Una clasificacion histoldgica precisa (y en muchos casos
pruebas moleculares y/o de biomarcadores) del céncer de pulmén es esencial
porque el clinico necesita establecer terapias sistémicas acordes con el tipo
histoldgico, asi como acorde al perfil molecular y/o de biomarcadores.

Como ya se ha comentado con anterioridad, en los uUltimos 15 afos, los éxitos
terapéuticos mas destacados incluyen los inhibidores de la tirosina quinasa del
EGFR para tumores con mutaciones de EGFR; inhibidores de ALK, ROS1, BRAF,
RET y NTRK y la reciente adicién de inhibidores de la via del punto de control
inmunitario, ya sea en el tratamiento de segunda linea o de primera linea del
NSCLC (Travis, Brambilla, Nicholson, et al., 2015) (Planchard et al., 2019). (Reck
et al., 2016).

Por esta necesidad de establecer un diagndstico preciso en estas muestras, en la
clasificacion de los AC de pulmén de la IASLC/ATS/ERS (International Association
for the Study of Lung Cancer/American Thoracic Society/European Respiratory
Society) de 2011 se introdujo una clasificacion para muestras pequefias, que fue
adoptada posteriormente por la OMS en su clasificaciéon del 2015 (Organisation
mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le cancer, 2015)
(WHO 2015). En la dltima revision de los tumores pulmonares de la OMS de 2021
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2021) se dedica un capitulo al diagndstico de muestras pequeiias.

De forma resumida, las recomendaciones generales, con respecto a los
carcinomas escamosos y adenocarcinomas son:

-Siempre que sea posible hay que clasificar a los tumores en un tipo especifico
evitando el uso del término NSCLC NOS.

-Debe establecerse si el diagndstico se hace en base a la histologia sélo o con la
ayuda de técnicas especiales.

-Si existe citologia y biopsia deben examinarse en conjunto para conseguir un
diagnédstico concordante.

-Los términos AC in situ y AC minimamente invasivo no pueden usarse en
muestras pequenas; en este caso deben referirse como patrén lepidico.

-No debe usarse el término carcinoma de células grandes en muestras pequefias.
Se usara sélo en piezas quirlrgicas, una vez muestreadas extensamente, para
descartar componente diferenciado.



Si hay morfologia clara de SC o AC se diagnostican como tales. Si no hay
caracteristicas morfoldgicas claras a favor de uno u otro, se diagnostica como
NSCLC a favor de carcinoma escamoso si es positivo para p40 y si expresa TTF1
como NSCLC a favor de AC,

-Si hay caracterlsticas sarcomatoides, se procede como se comenta en el parrafo
anterior y sélo si p40 y TTF1 son negativos se denominarda NSCLC NOS con un
comentario sobre la presencia de areas sarcomatoides.

-Se realizardn marcadores neuroendocrinos sélo en casos en que por la
morfologia se sospeche esta diferenciacion.

1.8. TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON

El tratamiento del cancer de pulmén depende del tipo, ubicacidn, tamanio,
estadio tumoral y la extension de la enfermedad y, también por supuesto,
depende del estado de salud general del paciente. Existen también ensayos
clinicos que se ponen en marcha con el fin de investigar nuevos tratamientos y
en los que pueden participar los pacientes previamente informados de las
caracteristicas del ensayo.

1.8.1. TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON DE CELULAS NO PEQUENAS

Se tratara en este apartado tanto del tratamiento convencional como de los
nuevos tratamientos en NSCLC.

1.8.1.1. TRATAMIENTO CONVENCIONAL

El tratamiento convencional del NSCLC incluye la cirugia, quimioterapia y
radioterapia. La cirugia es el tratamiento de preferencia para extirpar tumores
NSCLC en estadio | y Il. Ademas, la cirugia también se puede utilizar para extirpar
tumores que causan dolor o presion, e incluso para ayudar a que otros
tratamientos funcionen mejor (Howington et al., 2013). En términos generales la
cirugia esta indicada cuando la reseccion puede ser completa, o cuando el
residuo sea microscopico o adenopatico pero no macroscopico. La quimioterapia
(QT) y radioterapia (RT) son también pilares fundamentales del tratamiento. En
enfermos con estadio Il y Ill se recomienda QT adyuvante o postquirdrgica



siempre que la reseccidn haya sido completa y el paciente esté recuperado de la
cirugia. En pacientes con reseccidn incompleta se recomienda QT y RT. En
enfermos con estadio lll o enfermedad localmente avanzada no hay una
recomendacion Unica y se requiere de un equipo multidisciplinar que examine
las distintas opciones terapeuticas. La QT siempre ha sido el tratamiento de
eleccion para enfermos en estadio IV (Ramalingam & Belani, 2008) (Amini et al.,
2014). En la actualidad con el descubrimiento de alteraciones moleculares con
valor terapeltico (como se ha comentado anteriormente en esta introduccion),
ha cambiado el esquema de tratamiento de estos enfermos. A continuacion, se
incluye una tabla (Tabla 1.2), con las recomendaciones terapeuticas de la SEPAR
(Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica), de acuerdo al estadio
(Villar Alvarez et al., 2016).

La quimioterapia adyuvante después de la extirpacion del tumor puede prevenir
la reaparicién del cancer, principalmente para pacientes en estadio Il y IlIA
(«Chemotherapy in Non-Small Cell Lung Cancer», 1995) (grupo colaborativo,
1995). Asi, se recomienda una combinacién de tratamientos de quimioterapia y
radioterapia a aquellos pacientes con tumores de pulmdn en estadio Il que no se
pueden extirpar mediante cirugia.

En muchos pacientes con cancer de pulmén se utiliza el tratamiento con
guimioterapia antes de la radioterapia o la cirugia para facilitar la posterior
extirpacién del tumor o para aumentar la eficacia de la radiacion.

La quimioterapia de primera linea incluye dos farmacos: uno de ellos esta basado
en platino (cisplatino, carboplatino) y el otro firmaco que se administra
(gemcitabina, docetaxel, pemetrexed, paclitaxel y vinorelbina) (Masters et al.,
2015) debe seleccionarse en funcion de si el tumor es escamoso o no (Villar
Alvarez et al., 2016) ya que se obtienen mejores resultados con pemetrexed en
tumores no escamosos y de igual forma el uso de bevacizumab asociado a QT es
recomen dable sélo en pacientes con histologia no escamosa.

Aunque la quimioterapia y la radioterapia han demostrado su eficacia en la lucha
contra cancer de pulmon, se deben lograr mejoras en la mortalidad y morbilidad
de los pacientes. Estos tratamientos no pueden discriminar entre células
normales y células cancerosas y, frecuentemente causan un alto niumero de
efectos secundarios.



Estadio

TNM

Tratamiento inicial

1A

T1ANOMO; TIBNOMO

Reseccion quiriargica

RT en pacientes no candidatos a cirugia®

1B T2aNOMO Reseccion quirtrgica
RT en pacientes no candidatos a cirugia®
1A T2bNOMO; T1a- Reseccion quirdrgica
bN1MO;T2aN1MO
RT + QT en casos seleccionados?
1B T2bN1MO; T3NOMO Reseccion quirdrgica
RT + QT en casos seleccionados?
1B T3NOMO (sulcus QT + RT concurrente neoadyuvante y cirugia®
superior)
1A T3N1MO; T4ANO-1MO Reseccion quirtrgica
QT + RT neoadyuvante® y cirugia®
(T4 seleccionados)
1A T1-3N2MO QT neoadyuvante y cirugia®
QT + RT neoadyuvante y cirugia® en casos
seleccionados
111B T4N2MO QT + RT radical
QT + RT neoadyuvante y cirugia® en casos
seleccionados
11IB T1-4N3MO QT + RT radical
1\ T1-4NO-3M1a-b QT paliativa/terapias dirigidas

Cirugia y/o RT en casos seleccionados

QT: quimioterapia; RT: radioterapia.
“Pacientes inoperables.
bCirugia en funcion de la respuesta al tratamiento quimiorradioterapico.

Tabla 1.2. Recomendaciones de la SEPAR para el tratamiento del NSCLC, de
acuerdo al estadio. Tomado de (Villar Alvarez et al., 2016).

1.8.1.2. NUEVAS TERAPIAS EN EL TRATAMIENTO NSCLC

Como se ha comentado anteriormente en esta introduccion, en el cancer de
pulmén se ha producido un avance en el tratamiento con la introduccién de
terapias dirigidas, disefiadas especificamente para atacar las células cancerosas
aprovechando las mutaciones gendmicas generadas en estas células y que



ayudan a las células cancerosas a obtener una ventaja respecto de la
proliferacién celular. Se utilizan biomarcadores moleculares que indican la
posibilidad de tratamiento del paciente con un farmaco o combinacién de
farmacos, incluso pacientes en estadios avanzados (Tsimberidou, 2015).

La mayoria de las terapias dirigidas son moléculas pequerias (utilizados para
objetivos que estan dentro de las células) o anticuerpos monoclonales (contra
objetivos especificos en la superficie externa de las células cancerosas). Con
respecto al cancer de pulmén de células no pequefias, estos tratamientos
incluyen: Erlotinib, Afatinib y Gefitinib para mutaciones en el gen del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Yamaoka et al., 2017)7); Bevacizumab,
qgue se dirige al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Russo et al.,
2017); y Crizotinib y Ceritinib, que bloquean el receptor ALK tirosina quinasa
(Gainor et al., 2015).

Sin embargo, es crucial incrementar la investigacion en este nuevo campo ya que
muchas veces los pacientes con cancer de pulmén pueden desarrollar resistencia
al tratamiento dirigido debido a los continuos cambios mutacionales que sufren
las células cancerosas(Pakkala & Ramalingam, 2018).

La inmunoterapia ha surgido recientemente como un tratamiento prometedor
contra el cancer de pulmodn. Esta terapia bioldgica ayuda al sistema inmunitario
del paciente a combatir el cancer a través de estrategias diferentes y con pocos
efectos secundarios. Los nuevos tratamientos de inmunoterapia para NSCLC y
SCLC estdn revolucionando la terapia actual contra el cancer.

El sistema inmunitario consta de varios tipos de células, moléculas y 6rganos que
tienen como misién proteger el cuerpo de infecciones y enfermedades. El
sistema inmunolégico se clasifica clasicamente en dos categorias: el sistema
inmunitario innato, que proporciona la primera barrera de defensa, y el sistema
inmunitario adaptativo, que incluye a aquellos miembros del sistema inmunitario
gue pueden recordar los antigenos invasores, y que permite una reaccién mas
rapida en una subsiguiente interaccion.

La inmunooncologia es un campo de investigacion emergente y prometedor en
el tratamiento del cancer y se centra en tratar de encontrar formas de estimular
los componentes del propio sistema inmunitario o potenciar el sistema
inmunolégico mediante la adicién de componentes externos para combatir
mejor las células tumorales (Finn, 2012). La inmunoterapia se dirige al sistema
inmunitario, no al tumor en si, mostrando un perfil de efectos secundarios
diferente que puede ser ventajoso respecto de las terapias convencionales.

El sistema inmunoldgico puede suprimir y/o promover el crecimiento del cancer
(Schreiber et al., 2011), por ejemplo, la inflamacién crénica puede conducir a la



inmunosupresion local en un contexto tumoral, favoreciendo el desarrollo del
cancer. Por el contrario, la inflamacion aguda puede mejorar la funcion de las
células T y la maduracién de las células dendriticas, promoviendo efectos
antitumorales (Shalapour & Karin, 2015).

Las células tumorales a menudo pueden evitar el reconocimiento y la eliminacion
por parte del sistema inmunitario (Drake et al., 2006) a través de cualquiera de
los siguientes mecanismos: producir ligandos para co-inhibir receptores,
evitando la presentacion de antigenos, reclutando células inmunosupresoras y/o
secretando factores de inhibicién de la respuesta inmune.

Segun la Sociedad Estadounidense del Cancer (ACS), actualmente se estan
evaluando en mas de 900 ensayos clinicos los efectos de la inmunoterapia en el
cancer, a través de diferentes enfoques terapéuticos como vacunas, anticuerpos
monoclonales e inmunoterapias no especificas. Por otro lado, se estd avanzando
también en la combinacién del sistema CRISPR-Cas9 y terapias basadas en el
sistema inmunitario, asi como enfoques y estrategias de terapias con
neoantigenos asi como, con la familia de inhibidores de proteinas Janus Kinase
(JAK) (Pesu etal., 2008). Todos estos avances estan muestran un futuro
prometedor y, probablemente, pronto tendrda un impacto en la practica
clinica(Xia et al., 2019) (Schumacher & Schreiber, 2015).

Los logros mas importantes que han contribuido significativamente al desarrollo
de la inmunoterapia en el cancer son aquellos relacionados con anticuerpos
monoclonales utilizados como bloqueadores contra el receptor CTLA-4 y frente a
la interaccién con PD-1/PD-L1, asi como, la terapia de células T del receptor de
antigeno quimérico (terapias de células CAR T) (Buchbinder & Hodi, 2015) (L.
Chen & Han, 2015) (Kalos etal., 2011) (Grupp et al., 2013) (Grupp et al., 2013)
(Brentjens et al., 2013).

La inmunoterapia se postula como un tratamiento prometedor no sélo para el
cancer sino también para varias enfermedades como las patologias
autoinmunes, en las que el sistema inmunitario juega un papel central. Ademas,
la inmunoterapia actualmente tiene un impacto positivo en el escenario
socioecondmico mundial gracias a sus prometedores resultados en el
tratamiento del cdncer en términos de supervivencia del paciente y calidad de
vida (Emens et al., 2017).

Se estd realizando un importante esfuerzo en el desarrollo de nuevos
tratamientos de base inmunoldgica para el tratamiento del cancer de pulmén ya
que el cancer de pulmdn se diagnostica frecuentemente en estadios tardios,
cuando la cirugia, la quimioterapia y la radiacién son minimamente eficaces. De
hecho, hay varios tratamientos actualmente aprobados para el cancer de pulmén



basados en la inmunologia, principalmente para subgrupos de pacientes con
NSCLC avanzado.

Cabe sefialar algunos anticuerpos monoclonales como Bevacizumab (dirigido a la
ruta VEGF/VEGFR (Russo et al., 2017) y Necitumumab (dirigido a la ruta EGFR)
(Brinkmeyer & Moore, 2018); y muchos inmunomoduladores como
atezolizumab, durvalumab y Pembrolizumab (dirigidos a la ruta PD-1/PD-L1), o
Nivolumab (también dirigido a la ruta PD-1/PDL1 y aprobado no sélo para
subgrupos de pacientes con NSCLC avanzado sino también para aquellos con
SCLC metastdsico tratados previamente con tratamientos convencionales)
(Kumar et al., 2017) (Ready et al., 2019).

Se observa una mejora importante en el progreso de los pacientes con cancer de
pulmén cuando son tratados con inmunoterapia, sola o en combinacién con
tratamientos estandar (Visconti et al., 2017). Ademas, varios farmacos basados
en el sistema inmunitario se encuentran actualmente en fase clinica tanto para el
tratamiento del cancer de pulmén como de muchas otras enfermedades, y se
necesita mas investigacion basica para comprender completamente el panorama
inmunolégico y sus implicaciones en el desarrollo y tratamiento de
enfermedades.

1.9.  UNIONES INTERCELULARES EN LA MEMBRANA PLASMATICA

En la evolucidn ha sido clave el desarrollo de uniones intercelulares adhesivas
para que los seres multicelulares se organicen en tejidos y 6rganos complejos. En
los vertebrados hay cuatro tipos de uniones intercelulares: desmosomas (macula
adherens), uniones adherentes (zonula adherens), uniones ocluyentes (zénula
occludens) y las uniones tipo gap. Estos distintos tipos de uniones cooperan,
tanto fisica como funcionalmente, formando un sistema funcional (Figura 1.5).

Los desmosomas y uniones adherentes son uniones de anclaje que unen la actina
y los filamentos intermedios del citoesqueleto a la membrana plasmadtica, en los
lugares de unidn célula a célula. Las uniones ocluyentes sellan la membrana
plasmatica para regular el transporte paracelular y son clave para mantener la
polaridad celular, mediante la fijacion de las proteinas en el lugar correcto.



Figura 1.5. Complejos de unidn intercelular. ZO: zénula ocludens; ZA: zénula
adherens; MA: macula adherens o desmosoma. Microscopia electrénica de
transmisién 10.000 X (Cortesia Prof. Aneiros. Departamento de Anatomia
Patoldgica Universidad de Granada)

Las uniones tipo gap (uniones comunicantes o canales intercelulares), que
contienen conexina, acoplan las células eléctricamente, permitiendo el
movimiento de pequefias moléculas, proteinas e iones de una célula a otra. Ya
que las uniones intercelulares son cruciales para el desarrollo de las capas
embrionarias y de los tejidos adultos, la interferencia con su estructura y funcion,
con la consiguiente pérdida de la integridad y polaridad celular, contribuye al
desarrollo de muchas enfermedades (Green et al., 2019).

Estas uniones intercelulares se organizan de forma diferente en los distintos
tejidos (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Organizacion de las uniones intercelulares en diferentes tipos de
células (Adaptada de (Green et al., 2019).

En epitelios simples, los complejos de unidn comprenden uniones ocluyentes
que se localizan en la porcidon apical de las células, seguidas por uniones
adherentes unidas a filamentos (microfilamentos) de actina; posteriormente se
sitian los desmosomas que anclan la red de filamentos intermedios. Las uniones
gap se sitlan en las membranas laterales de las células y median la transferencia
de pequefias moléculas e iones de una célula a otra. La adhesion a la matriz
celular esta facilitada por los hemidesmosomas y adhesiones focales basadas en
integrina. En los miocitos cardiacos las unidades contractiles denominadas
sarcomeras y que comprenden filamentos gruesos de miosina y finos de actina,
se unen en los discos Z y se estabilizan mediante filamentos de desmina. Las
fibras de actina y los filamentos intermedios estan anclados en una unidn
hibrida, denominada 4rea composita, que contiene tanto desmosomas como
uniones adherentes. Otros desmosomas de forma independiente anclan
filamentos intermedios de actina restantes; las uniones gap, que contienen
conexina, facilitan el latido sincrénico del tejido cardiaco. En la epidermis, las
proteinas que forman parte de los complejos de unidn estan polarizadas en las
distintas capas (basal, espinosa, granulosa y cérnea) y el patrén de distribucion



de las mismas y el citoesqueleto unido a ellas ayuda a dirigir el proceso de
diferenciacion.

1.9.1. DESMOSOMAS

Como se ha visto anteriormente, son uniones adhesivas que unen las redes de
filamentos intermedios a sitios de fuerte adhesién intercelular. Estas uniones
juegan un papel importante en el aporte de fuerza a los tejidos que
experimentan estrés mecanico como el corazén y la epidermis. Los desmosomas
han evolucionado a partir de las uniones adherentes, con las que tienen
semejanzas estructurales, pero funciones distintas. Las uniones adherentes se
pueden encontrar en los epitelios simples de organismos tales como las
esponjas. En su composicion intervienen proteinas de la familia armadillo y
caderinas que se encuentran asociadas a microfilamentos de actina. En la
evolucidon los desmosomas aparecen en los vertebrados y utilizan también
proteinas de la familia armadillo y caderinas, aunque versiones mas modernas de
las mismas y, en este caso, se unen a filamentos intermedios. Ambos tipos de
uniones, desmosomas y uniones adherentes tienen componentes
transmembrana de la familia de caderinas unidoras de calcio (caderinas clasicas
en el caso de las uniones adherentes y caderinas desmosdmicas en los
desmosomas) que se asocian a caderinas de la célula adyacente para mediar la
adhesidn. La porcion citopldasmica de la caderina se une a miembros de la familia
de proteinas armadillo, actuando juntas como una plataforma, para asociarse a
proteinas adaptadoras que faciliten su unién a elementos del citoesqueleto. La a
catenina seria el adaptador que permite la uniéon a microfilamentos de actina, en
el caso de las uniones adherentes y la desmoplaquina lo seria en los
desmosomas, facilitando la unién a filamentos intermedios (Green et al., 2019).

Los desmosomas tal y como se observan con microscopia electrénica de
transmision (Figura 1.7), constan de una placa citoplasmica densa, compuesta
por un complejo proteico de anclaje intracelular, que es el responsable de la
unién de los elementos citoesqueléticos a las proteinas de unidn transmembrana
(caderinas). Tienen la forma de un botén o mdcula (macula adherens) y se
observa como una zona oscura electrodensa. Las membranas de las células
adyacentes corren paralelas entre si, separadas por un espacio de
aproximadamente 20nm. En la cara intracelular de la membrana plasmatica se
observa una gruesa banda, llamada placa desmosémica, en la que aparecen

insertados numerosos filamentos intermedios (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema representativo de un desmosoma. En el espacio intercelular
se encuentran las caderinas desmosémicas (desmocolina y desmogleina) que se
unen a las proteinas de la placa desmosémica (placofilina, placoglobina y
desmoplaquina) de ambas células. La desmoplaquina sirve de adaptador para el
anclaje de las proteinas de la placa con los filamentos intermedios. (Adaptada de
(Green et al., 2019)

Los desmosomas contienen dos conjuntos de cadherinas desmosomales: las
desmogleinas y las desmocolinas (Figura 1.7), que se expresan en un patron
especifico de tipo celular. Las proteinas de dominio armadillo, placoglobina y
placofilina son componentes esenciales de la placa citoplasmatica que unen los
desmosomas a la red de queratina. También forma parte de la placa la proteina
desmoplaquina, que actia como un adaptador uniendo las proteinas de dominio
armadillo a los filamentos intermedios (T. Yin & Green, 2004) (Green et al.,
2019). Las placofilinas se consideraron originalmente como componentes no
esenciales de la placa de proteinas y su importancia en la formacién de la placa
se ha descubierto recientemente.

A continuacidn, comentamos los aspectos mas relevantes de los componentes
desmosdmicos que han sido objeto de nuestro estudio: la proteina de la placa
desmosdmica placofilina 1, la caderina desmosémica desmogleina 3 y las
queratinas (filamentos intermedios).



1.10. PROTEINAS DE LA PLACA DESMOSOMICA

1.10.1. PLACOFILINA 1

La placofilina 1 (PKP1) pertenece a las proteinas placofilina (PKP) que son
miembros de la subfamilia p120-catenina de proteinas relacionadas con el
dominio estructural armadillo, y esta compuesta por 4 miembros principales:

Por un lado, las placofilinas 1,2 (y sus isoformas PKP1b y PKP2b), y la placofilina
3, se caracterizan principalmente como proteinas desmosdémicas y comparten un
55% de similitud en la secuencia de las repeticiones del armadillo y un 50% con el
dominio armadillo de p120-catenina. La placofilina 4 (PKP4) comparte entre un
65 y un 81,5 % de similitud en las secuencias repetidas de armadillo con catenina
p120, 6-catenina y ARVCF, y todas ellas juegan un papel esencial en la
estabilizacion de la adhesidon mediada por cadherina en las uniones adherentes
(Anastasiadis & Reynolds, 2000) (Hatzfeld, 2005) (Hatzfeld, 2007).

p120

Plakophilin 1
Plakophilin 2
Plakophilin 3 —-II“I’\

Figura 1.8. Estructura del dominio de placofilinas comparado con p120-
cadherina. Adaptada de (Hatzfeld, 2007)

Las PKP tienen un dominio amino terminal largo, un dominio central de nueve
repeticiones de brazo y un dominio carboxilo terminal corto (Bass-Zubek et al.,
2009), estructura reflejada en la Figura 1.8. Aunque el dominio armadillo tiene
funciones de interaccion estructural y proteica en otros miembros de la familia
p120-catenina, todas las interacciones proteicas que se han observado en las
placofilinas, incluida la PKP1, tienen lugar en el dominio N-terminal y el papel del
dominio armadillo central sigue siendo desconocido. Ademas, todas las PKP son
proteinas basicas (Hofmann et al., 2006), lo que podria tener efectos en sus
interacciones con otras proteinas.



Las placofilinas 1, 2 y 3 se han localizado en los desmosomas y se describen como
componentes desmosOmicos que interactian con distintos conjuntos de
proteinas desmosdémicas.

La proteina PKP1 contiene 9 repeticiones de armadillo y es la mas pequefia de las
placofilinas (con un peso molecular de 82 KDa), es practicamente insoluble (Wolf
etal., 2010) y la Unica proteina desmosémica cargada positivamente (Schmidt
et al., 1997). Se cree que esta superficie positiva en el dominio armadillo tiene la
funcién de unirse a ligandos aun no identificados (Hatzfeld, 2007). PKP1
incrementa dramaticamente el reclutamiento de proteinas desmosémicas a la
membrana plasmatica en cultivos de queratinocitos y la fuerte expresion de PKP
1 en las capas suprabasales de queratinocitos epidérmicos se correlaciona con un
aumento en el nimero y tamafio de los desmosomas, lo que sugiere una funcién
de PKP 1 en la regulacion del tamafio del desmosoma y su integridad funcional.
Este efecto esta mediado por el dominio N-terminal de la cabeza, que interactia
con varias proteinas desmosomales como desmogleina 1, desmoplaquina y
queratinas (Hatzfeld etal.,, 2000). Anteriormente se habia observado una
interaccion directa con las queratinas (Hatzfeld etal., 1994) (Kapprell etal.,
1988), pero la relevancia fisiolégica de este hallazgo aun no esta clara, ya que
PKP1 parece estar enterrada en la placa desmosdmica electrodensa. Esta
ubicacién parece sugerir que no se produciria interaccion con las queratinas.
Estudios sobre el papel de la placofilina en el ensamblaje de los desmosomas
demostraron una interaccidn entre PKP 1 y el dominio N-terminal de Ia
desmoplaquina y entre PKP 1 y desmogleina 1, estas uniones estaban mediadas
por distintos sitios de unién en el dominio N-terminal de cabeza PKP 1 (Hatzfeld
et al., 2000). Sobre la base de los hallazgos que indican que PKP 1 recluta
desmoplaquina a sitios de contacto celular, se propuso un modelo, sugiriendo
gue la plakoglobina sirve como un enlace entre las cadherinas y desmoplaquina,
mientras que PKP 1 mejora predominantemente interacciones laterales entre las
moléculas de desmoplaquina. Este esquema de asociacidon se describe en la
Figura 1.9.
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Figura 1.9. Modelo molecular del desmosoma y descripcion de la organizacién de
las principales moléculas componentes Adaptada de (Hatzfeld, 2007).

PKP1 presenta dos isoformas ("a" y "b"), resultantes de splicing alternativo, y el
ARNm de cada isoforma también puede presentarse en dos formas alternativas
de poliadenilacién 3'UTR (Schmidt et al., 1997). PKP1a es mas pequefia (con 726
aminoacidos) y PKP1b contiene una secuencia de 21 aminodcidos adicionales
codificada por el exdn 7 y ubicada en la tercera repeticion armadillo. Ambas
isoformas difieren en abundancia y comportamiento, aunque su significado
biolégico atn no ha sido determinado.

Las tres PKP se han observado en el ntcleo (Bonne et al., 1999) (Heid et al., 1995)
(Mertens etal., 1996) (Schmidt etal.,, 1997) (Schmidt & Jager, 2005) pero la
localizacién nuclear de PKP1 es la mds abundante.

La isoforma "a" de PKP1 es mds abundante que la "b" y, mientras que PKP1la se
localiza en desmosomas, citoplasma y nucleo, PKP1b sdlo se localiza en el nucleo
(pero ninguna en el nucléolo) (Schmidt & Jager, 2005). Se cree que la insercién
de 21 aminodcidos presentes en la isoforma "b" puede ser responsable de la
abundancia de PKP1b en el nucleo (Schmidt et al., 1997).



Aln no se han encontrado motivos NLS (sefales de localizacién nuclear) en la
secuencia de PKP1 (Hatzfeld, 2010). Lo que se sabe es que el carboxilo terminal
de PKP1 (especialmente los ultimos 40 aminodcidos) (Neuber et al., 2010) es
necesario para su ubicacién en la membrana plasmatica, mientras que el
extremo amino terminal esta involucrado en su ubicacién en el nucleo (Hatzfeld,
2010) (Hatzfeld et al., 2000) (Kowalczyk et al., 1999). Sin embargo, no se descarta
gue PKP1 pueda asociarse a otras proteinas que contengan NLS para poder
migrar al ndcleo.

Ademas, la digestion con cromatina DNasa | reveld una reserva reducida de PKP1
nuclear, lo que sugiere que PKP1 se asocia especificamente con componentes
nucleares. Ademas, el dafio en el ADN resulté en el desplazamiento parcial de
PKP1 del nucleoplasma al nucléolo, lo que indujo una mayor supervivencia
celular y vinculé a PKP1 con la respuesta al dafio en el ADN. In vitro, se ha
demostrado la asociacién de PKP1 a ADN monocatenario (ssDNA), pero no a ADN
bicatenario (dsDNA) (Sobolik-Delmaire et al., 2010), aunque se postula que in
vivo PKP1 puede tener una mayor afinidad por la unién a ARN en lugar de ssDNA
(Hatzfeld, 2010).

Curiosamente, aunque las funciones nucleares de PKP1 aun se desconocen, los
datos sugieren que la ubicacidn nuclear de PKP1 se correlaciona e incluso puede
promover el crecimiento celular (Hatzfeld, 2010).

PKP1 juega un papel importante en la migracién y la estabilidad dependiente del
calcio de los desmosomas. En los tejidos normales, los desmosomas adoptan un
estado independiente del calcio (también llamado “hiperadherencia”) (D. R.
Garrod et al., 2005) (Kimura etal., 2007) (Wallis et al., 2000), mientras que
durante la cicatrizacion de heridas y la regeneracion de tejidos, los desmosomas
conducen a una adhesién intercelular mas débil al volverse dependientes del
calcio y permitir la remodelacién del tejido (Kimura et al., 2012) (Wallis et al.,
2000).

Sin embargo, la localizacion citoplasmatica de PKP1, y también de PKP3, sugiere
un papel adicional de estas proteinas ademas de su participacion en la unién
célula-célula. PKP1 y PKP3 se han identificado en granulos de estrés, que son
agregados citopldsmicos de complejos de iniciacién de traduccién latentes y
proteinas de unién a ARN (RBP). Durante el estrés celular, el ARNm se acumula
en ellas de forma estable, pero sin traducirse.

En células expuestas a estrés ambiental (es decir, choque térmico o estrés
oxidativo) (Hofmann et al., 2006) se han encontrado en granulos de estrés (SG)
las proteinas FXR1, G3B y PABPC1l junto con PKP1 o PKP3. Estas tres
ribonucleoproteinas afectan a la rotacion y la traducciéon de los ARNm en el



citoplasma, lo que sugiere un posible papel de PKP1 y PKP3 en la regulacién
génica postranscripcional (Wolf et al., 2010) (Wolf & Hatzfeld, 2010).

Ademas, las PKP se han asociado recientemente con la maquinaria de traduccion
celular, lo que sugiere que pueden desempefiar un papel en la regulacién
postranscripcional y el crecimiento celular. Por lo tanto, se ha demostrado que
PKP1 estimula la traduccion in vitro y en lineas celulares (Wolf et al., 2010) (Wolf
& Hatzfeld, 2010), y, asi mismo, una asociacion directa de PKP1, a través de su
dominio de cabeza N-terminal, con el inicio de la traduccion. Se ha demostrado
que el factor elF4A1: PKP1 es capaz de reclutar elF4A1 al complejo de iniciacidn y
estimula su actividad helicasa de forma dependiente de concentracion,
provocando un aumento de la traduccidn hasta casi duplicarla (Wolf et al., 2010)
(Wolf & Hatzfeld, 2010), y se correlaciona con un tamafio celular y un
incremento en la proliferacién (Dusek & Attardi, 2011). Curiosamente, elF4A1l
también se ha encontrado en granulos de estrés junto con PKP1.

En resumen, estos datos sugieren que PKP1, y también PKP3, ejercen algunas
funciones en la traduccién del ARN y el metabolismo del ARN y, aunque no se
han descubierto motivos de unién al ARN, esta asociacidn podria ocurrir a través
de interacciones electrostaticas directas debido a la alta alcalinidad de estas PKP
(Hofmann et al., 2006).

1.10.1.1. PKP1 en enfermedades de la piel

En 1997 se describié el primer trastorno hereditario de los desmosomas
(McGrath & Mellerio, 2010) y se denominé Displasia Ectodérmica-Fragilidad de la
Piel (EDSFS) (Orpha Number: 158668; OMIM 604536). Es una enfermedad rara
autosdmica recesiva, en la que los pacientes presentan una ablacién completa
del gen PKP1, se clasifica como una forma suprabasal de epidermdélisis ampollosa
simple. Forma parte del amplio grupo de displasias ectodérmicas que son
transtornos hereditarios que se caracterizan por la alteracién de estructuras
derivadas del ectodermo.

Se han descrito mutaciones patogénicas no solo en PKP1 sino también en
muchos otros genes desmosdmicos como DSG1, DSG2, DSG4, PG, PKP2, DSP, PG,
DSG1, etc (McGrath & Mellerio, 2010).

Se desconoce la prevalencia de la Displasia Ectodérmica o Sindrome de Fragilidad
de la Piel (EDSFS), ya que el nimero de pacientes descrito es escaso (Kashyap
etal., 2015); y estos enfermos presentan una variedad de mutaciones,
principalmente en sitios de empalme (Abdalla & Has, 2014) (McGrath & Mellerio,
2010) (Rietscher et al., 2016) (Sprecher et al., 2004). Ademas, la enfermedad se



asocia con frecuencia a una morbilidad importante, aunque no parece afectar a
la esperanza de vida. Se han encontrado fenotipos mas leves en pacientes con
mutaciones cercanas al dominio carboxilo terminal, lo que sugiere que la
proteina resultante es, al menos, parcialmente funcional (Neuber et al., 2010).
Sin embargo, los individuos con haploinsuficiencia no parecen presentar ninguin
trastorno clinico, evidenciando el origen recesivo de la enfermedad.

1.10.1.2. PKP1 en cancer

La sobreexpresidn de placofilinas 1, 2 y 3 no se observa de manera consistente
en los diferentes tipos de tumores, aunque es un evento bastante comun en el
cancer (Wolf et al., 2010) (Wolf & Hatzfeld, 2010).

Las placofilinas 1, 2 y 3 tienen un papel dependiente de contexto, que podria
depender del estado de fosforilacion de las proteinas: en los desmosomas juegan
un papel estructural y protector contra el cancer, y en el citoplasma (y
posiblemente en el nucleo) estimulan la proliferacion como oncogenes a través
de la liberacién o traduciendo componentes con potencial oncogénico, y/o
activando vias de sefializacién involucradas en el desarrollo tumoral (Dusek &
Attardi, 2011) (Wolf etal.,, 2010) (Wolf & Hatzfeld, 2010). Por tanto, los
mecanismos reguladores que controlan el equilibrio la redistribucion de
placofilinas 1, 2 y 3 en diferentes compartimentos celulares puede contribuir a la
carcinogénesis (Hatzfeld, 2007).

Esta localizacién dependiente del contexto sugiere que todas las placofilinas
podrian modular la expresidn génica en el nucleo, como ya se ha demostrado
con PKP2 que puede interactuar con la B-catenina y potencia la actividad
transcripcional endégena de la B-catenina-LEF/TCF (Dusek & Attardi, 2011).

Al igual que el resto de PKP, la contribucién de PKP1 en el cdncer podria
depender del contexto y estar determinada por el estado de distintas vias de
sefializacién: mientras que un incremento en PKP1 podria contribuir a la
progresion del cancer al aumentar la traduccién y la proliferacion, la pérdida de
PKP1 también puede contribuir a la carcinogénesis y/o metastasis, provocando la
inhibicidn de la pérdida de contacto y un aumento de la motilidad (Wolf et al.,
2010) (Wolf & Hatzfeld, 2010) (Wolf et al., 2013).

Aunque se ha encontrado que PKP1 esta desregulada en varios tipos de cancer,
su papel en la carcinogénesis sigue sin estar claro debido a los resultados
contradictorios descritos en diferentes estudios: regulacién al alza, regulacion a
la baja o niveles mantenido (Hatzfeld et al., 2014).



La disminucidn de la expresiéon de PKP1, y también de PKP3, se ha correlacionado
con inestabilidad del desmosoma, menor adhesion celular, aumento de la
migracion y peor prondstico en varios tipos de cancer. Sin embargo, también se
ha detectado una sobreexpresion tanto de PKP1 como de PKP3 en diferentes
tumores como cabeza y cuello, carcinoma de pulmdn, carcinoma de prdstata y
sarcoma de Ewing (Wolf & Hatzfeld, 2010).

1.10.2. DESMOGLEINA 3

Desmoglein 3 (DSG3) es una de las siete cadherinas desmosdmicas que median la
adhesion célula-célula en los desmosomas. Las cadherinas desmosdmicas
constituyen la interfaz adhesiva en el dominio central de las uniones tipo
desmosomas (DSM), cuya funcién es anclar los filamentos intermedios de células
vecinas a los sitios de adhesidn para formar el complejo desmosoma-filamento
intermedio esencial en el mantenimiento de la arquitectura y la integridad del
tejido (D. Garrod & Chidgey, 2008). Dado que la adhesién célula-célula es un
requisito previo en muchos procesos celulares, los DSM se han implicado en la
polarizacién, proliferacidn, estratificacion, diferenciacion y morfogénesis
epiteliales, asi como en el desarrollo embrionario a través de su capacidad para
influir en la transduccidn de sefiales intercelulares (D. Garrod & Chidgey, 2008)
(Thomason etal, 2010). Un desmosoma caracteristico se compone
esencialmente de tres familias de proteinas dispuestas para formar dos placas
citoplasmaticas simétricas, densas a los electrones, entre células adyacentes que
flanquean un dominio central extracelular compartido (Farquhar & Palade, 1963)
(Odland, 1958). Las cadherinas desmosomicas, las desmogleinas (Dsg) 1-4 vy las
desmocolinas (Dsc) 1-3 median la adhesién célula-célula y sirven como
andamiaje para el ensamblaje de las placas densas citoplasmaticas. Las proteinas
armadillo, placoglobina (Pg) y placofilinas (Pkp), se asocian con las colas
citoplasmaticas de las cadherinas desmosémicas para formar la placa densa
externa que a su vez se asocia con el dominio N-terminal de la cabeza de la
proteina de la familia de las Plakinas, desmoplakina (Dp), que une los filamentos
intermedios del citoesqueleto que soportan estrés, al desmosoma, a través de
su dominio C-terminal, formando la placa densa interna (D. Garrod & Chidgey,
2008) (Delva et al., 2009). Otro componente esencial es un efector de apoptosis
p53 relacionado con PMP-22 (Perp). Aunque se ha demostrado que Perp es
critico en el ensamblaje y mantenimiento de DSM, sus socios interactivos
actualmente siguen siendo desconocidos (lhrie et al.,, 2005) (Marques et al.,
2006).



1.10.2.1. Desmogleina 3 y cancer

Se ha observado una reduccién de la expresién de Dsg3 en carcinoma escamoso
oral moderado o poco diferenciado, en comparacion con el epitelio oral normal
(L. Wang et al.,, 2007). También se ha encontrado que la disminucién de la
expresion de Dsg3 estd asociada con una pérdida de diferenciaciéon y metdstasis
en el carcinoma de células escamosas orales y de endometrio uterino (Odland,
1958) (Xin et al., 2014).

A pesar de la visidn tradicional de los DSM como supresores de tumores y la
contribucion de Dsg3 en la funcién adhesiva desmosomal, estudios recientes han
descubierto que Dsg3 estd sobrexpresado en carcinoma escamoso de cabeza y
cuello, pulmén, piel y eséfago, etc. (Y.-). Chen et al., 2007) (Huang et al., 2009)
(Fang, Chen, et al., 2014) (Fukuoka et al., 2007) (Savci-Heijink et al., 2009) (Z.-Q.
Liu et al.,, 2007). Ademas, se ha descrito una correlacidon entre los niveles de
expresion de Dsg3 y la progresion tumoral y la metastasis (Y.-J. Chen et al., 2007)
(Fang, Chen, et al., 2014) (Patel et al., 2013), lo que sugiere gue, en un contexto
dado, Dsg3 puede contribuir a la progresion del cancer. Estos hallazgos son
consistentes con los resultados que indican que el silenciamiento de Dsg3 en
células de carcinoma escamoso orales da como resultado la supresiéon del
crecimiento, la migracion y la invasién de células tumorales in vitro e in vivo (Y.-).
Chen et al., 2007) (Teh et al., 2011) (Y.-J. Chen et al., 2013).

La migracién celular es un proceso de multiples pasos altamente integrado,
iniciado por cambios morfolégicos de membrana basados en actina,
especificamente en protuberancias de membrana (Bailly & Condeelis, 2002). Las
fuerzas impulsoras detras de la formacion y el mantenimiento de estructuras
pro-invasivas y migratorias requiere la intrincada regulacién espacial y temporal
del citoesqueleto de actina (Pollard & Borisy, 2003) (Sahai, 2005). No es
sorprendente que la modulacién y la organizacidon anédmalas del citoesqueleto de
actina desemperien un papel fundamental en la progresidon del cancer y la
metastasis (Sahai, 2005). En el contexto del desarrollo y la progresion del cancer,
se sabe que las Rho GTPasas desempefian un papel fundamental en procesos
que incluyen la tumorogénesis, el control del ciclo celular, la invasién y la
metastasis (Sahai & Marshall, 2002). Se ha demostrado que la sobreexpresion de
Dsg3 en células de carcinoma aumenta las actividades de Racl y Cdc42 y, en
menor medida, RhoA, acompanada de lamelipodia y filopodia pronunciadas y
una mayor tasa de recambio de actina(Man Tsang et al., 2012). Estos hallazgos
respaldan la actividad reguladora de Dsg3 en la organizacién y dinamica de la
actina a través del mecanismo involucrado en Rho GTPasas en la biologia de las
células cancerosas.



Aunque se ha demostrado que Dsg3 desempefia un papel positivo en la
oncogénesis, la evidencia sugiere que Dsg3 puede no funcionar como un factor
principal en la formacién de cancer, sino mas bien como un factor que promueve
la progresion del cancer. La expresion erréonea de Dsg3 en la epidermis de
ratones transgénicos impulsada por el promotor K1 provoca hiperproliferacion,
diferenciacion anormal y paraqueratosis de la epidermis (Merritt et al., 2002). Si
bien estas caracteristicas también se observan en enfermedades asociadas con
un mayor recambio celular, incluido carcinoma escamoso, en este estudio no se
observaron evidencias de desarrollo de tumores (Merritt etal.,, 2002). Los
estudios realizados hasta el momento sugieren que la ablacion de Dsg3 no
parece promover el desarrollo de tumores, lo que implica que Dsg3 no posee la
capacidad supresora de tumores.

La identificacion de que la Dsg3 estd sobrexpresada en carcinoma escamoso de
cabeza y cuello, esdéfago y pulmoén (Y.-J. Chen etal., 2007) (Huang et al., 2009)
(Fang, Chen, etal., 2014) (Savci-Heijink etal., 2009) (Fang, Gu, etal.,, 2014)
(Chung etal., 2004), ha llevado a explorar su potencial como marcador de
diagndstico y prondstico. En carcinoma escamoso de cabeza y cuello es comun la
metastasis de los ganglios linfaticos regionales, y representa el factor prondstico
mas pertinente para estadificacion de la enfermedad y seleccién de la estrategia
de tratamiento (Thekdi & Ferris, 2002) (Takes, 2004) (Argiris et al., 2008) (Rhee
et al., 2002). Dsg3 ha surgido como un biomarcador preciso para la deteccién de
metdastasis en ganglios linfaticos en carcinoma escamoso de cabeza y cuello,
discriminando entre ganglios positivos y benignos con una precisién de ~100 %
(Patel et al., 2013) (Ferris et al., 2005) (Ferris et al., 2011) (Trivedi et al., 2013)
55,164-166]. Ademas, al adoptar los analisis de la expresion de Dsg3 en la
biopsia del ganglio centinela mediante gRT-PCR y plataformas de inmunomatriz
de microfluidos, se puede lograr la identificacién de ganglios positivos y
negativos dentro de un marco de tiempo intraoperatorio (Patel etal.,, 2013)
(Ferris et al., 2011) (Solassol et al., 2010). Estos avances implican que Dsg3 podria
usarse potencialmente como un marcador que permita al médico reducir la
diseccidn innecesaria de ganglios linfaticos (Morton & Cochran, 2004) (Cochran
etal.,, 2006) y la frecuencia de falsos negativos para mejorar la precision
diagndstica y permitir la adaptacién de estrategias de tratamiento para pacientes
con carcinoma escamoso de cabeza y cuello. También se ha demostrado que
Dsg3 puede ser un valioso marcador en el diagnéstico de carcinoma escamoso
pulmonar. La combinacién actual de marcadores que incluyen citoqueratina 5/6
y p63 exhibe una sensibilidad y/o especificidad relativamente bajas (Savci-Heijink
et al., 2009) . Se ha sugerido que Dsg3 no solo se expresa en gran medida en
carcinoma escamoso pulmonar (Fukuoka et al., 2007) (Savci-Heijink et al., 2009)
(Sun et al., 1979), sino que también parece ser un marcador complementario util



para diferenciar carcinoma escamoso pulmonar de otros canceres de pulmén de
células no pequenias (Savci-Heijink et al., 2009).

Aunque Dsg3 se ha propuesto como un objetivo terapéutico potencial en
carcinoma escamoso oral, actualmente no hay estudios suficientes que avalen
esta posibilidad. Sin embargo, se ha demostrado que el silenciamiento de Dsg3
mediado por ARNi en lineas de carcinoma escamoso de cabeza y cuello reduce el
crecimiento tumoral y la metdstasis en estudios de xenoinjertos en ratones
BALB/C (Y.-). Chen et al., 2007) (Y.-). Chen et al., 2013), lo que indica el potencial
terapéutico de Dsg3 para prevenir progresion del cancer.

No hay duda de que Dsg3 funciona como un receptor de adhesidn célula-célula
en los DSM. Sin embargo, los datos publicados sugieren que Dsg3 también actua
como un importante regulador de superficie para varias vias de sefiales que
estan involucradas en la adhesion celular basada en actina, el cambio
morfoldgico y la locomocién. Al igual que Src y algunas otras moléculas de
sefializacién, Dsg3 parece actuar como un gen pleiotrépico que influye tanto en
la adhesidn celular como en la locomocién celular, segin contexto. En las células
epiteliales normales, Dsg3 puede funcionar para facilitar la adhesién célula-
célula, pero en las células oncogénicas donde la funcién del DSM esta alterada, la
sobreexpresion de Dsg3 puede favorecer su actividad de sefializacidon oncogénica
lo que provoca protuberancias de membrana pronunciadas y locomocién celular
acelerada. Sin embargo, todavia hay muchas preguntas sin respuesta. Los
hallazgos consistentes en carcinoma escamoso han colocado a Dsg3 como un
biomarcador prometedor en cancer y un objetivo terapéutico potencial para
prevenir la progresion del cancer y la metastasis. La aclaracion de esta funcién
adicional para Dsg3 mejorara nuestra comprension del papel de Dsg3 en la
biologia de las células tumorales y puede tener implicaciones en el desarrollo de
la terapia contra el cancer (Brown & Wan, 2015).

1.10.2.2. Desmogleina 3 y enfermedades de la piel

El conocimiento actual de la DSG3 se basa en gran medida en estudios sobre el
pénfigo vulgar (PV), una enfermedad ampollosa infrecuente, de naturaleza
autoinmune, que se caracteriza por la pérdida de cohesion entre los
gueratinocitos en la mucosa oral y la epidermis. El mecanismo patogénico es por
la union de autoanticuerpos IgG (PV-1gG) a la superficie celular, que tienen como
diana el dominio extracelular de la DSG3 lo que desencadena una serie de
eventos celulares y moleculares. Los anticuerpos anti DSG3 se encuentran
generalmente en la fase mucosa de la enfermedad, en la que se desarrollan
lesiones en las mucosas; en la fase mucocutdnea hay ampollas epidérmicas lo



gue coincide habitualmente con la presencia de anticuerpos tanto anti DSG3
como anti DSG1l. En el pénfigo folidceo, otra enfermedad ampollosa de
naturaleza autoinmune, los enfermos no presentan lesiones mucosas y tienen
autoanticuerpos frente a DSG1 pero no frente a DSG3 (Spindler & Waschke,
2018). Gracias a los estudios sobre el pénfigo se ha puesto de manifiesto el papel
fundamental de la DSG3 en la adhesion celular, asi como en la transduccidon de
sefiales.

Se ha demostrado que la adiccion de PV-lgG a queratinocitos en cultivo
promueve la reorganizacion de los filamentos de actina e induce la fosforilacién
de DSG3, concomitantemente con su disociacion de los desmosomas y
endocitosis. De igual forma, se produce un aumento del calcio intracelular y la
activacion de varias moléculas de sefializacion: Pg, PKC, p38 MAPK, proteina de
choque térmico p27, SrC y c-Myc. En conjunto todos estos hallazgos apoyan que
DSG3 tiene un papel en las vias de sefializacion que puede potencialmente
contribuir tanto al desarrollo como a la supresion tumoral (Brown & Wan, 2015).
Hay estudios recientes ademas que demuestran que DSG3 regula p53 en
respuesta al estrés en los queratinocitos y que esta via involucra a la proteina
YAP (yes-associated protein). Se ha comunicado en la literatura que los enfermos
con PV tienen mayor incidencia de neoplasias. Aunque podia pensarse que este
hecho guarda relacién con el efecto de la terapia inmunosupresora que se les
administra o que es consecuencia de la disregulacién inmunolégica propia de la
enfermedad autoinmune, también es légico suponer que el desarrollo de cancer
puede estar, al menos en parte, relacionado con la pérdida de funcién de DSG3
(Brown & Wan, 2015).

1.10.3. FILAMENTOS INTERMEDIOS

El citoesqueleto es una red de filamentos de proteinas que se encuentran dentro
de la célula y que es clave para mantener la forma celular, permitir el transporte
de moléculas y el movimiento y desplazamiento celular, asi como para la
formacidn de cilios y flagelos y la separacion de los cromosomas en la mitosis.
Esta formado por tres tipos de filamentos proteicos con propiedades diferentes:
microfilamentos de actina, filamentos intermedios y microtubulos formados por
tubulina.

Los filamentos intermedios, a diferencia de los otros dos componentes, varian
dependiendo del tipo de tejido y célula y aunque comparten entre si ciertas
caracteristicas estructurales, son especificos de tipo celular y hay mds de 70
genes involucrados en su formacidn. En base a sus diferencias estructurales,
forma de ensamblaje y patron de expresiéon se dividen en cinco subtipos: gliales



(proteina acidica glial fibrilar, vimentina, sinemina y nestina), neuronales
(neurofilamentos), musculares (desmina, sincolina), epiteliales (queratinas) y
mesenquimales (vimentina) (van Bodegraven & Etienne-Manneville, 2021).

1.10.4. QUERATINAS

Las queratinas (K) son una gran familia de proteinas fibrosas del citoesqueleto
presente en las células epiteliales, los filamentos de queratina representan un
tipo de filamentos de tamafio intermedio, es decir, filamentos largos y no
ramificados de ~10 nm de didmetro (Franke et al., 1978) (Sun et al., 1979) (Moll
etal.,, 1982) (Schweizer etal.,, 2006) (Oshima, 2007) (Moll etal., 2008). Los
filamentos de queratina son elementos esenciales componentes de la estructura
tisular normal y tienen una funcidon importante en las células epiteliales. Las
gueratinas no solo forman una parte del citoesqueleto de las células epiteliales,
sino que también sirven como un importante sistema de marcadores de
diferenciacion, capaces de determinar durante el desarrollo embrionario el tipo
de célula epitelial y el estado de diferenciacién, asi como en tejidos epiteliales
autorrenovables, la diferenciacién durante su etapa terminal. Las queratinas
ademads, pueden ayudar a determinar el origen de tumores epiteliales y pueden
ser Utiles para el diagndstico y, en algunos casos, marcadores de prondstico de
tumores benignos y malignos del epitelio. Ademads, las mutaciones en los genes
de la queratina estan asociadas con trastornos especificos de fragilidad tisular.

Las queratinas epiteliales se describieron por primera vez como formadoras de
tonofilamentos y relacionadas con la queratina dura del cabello, también se han
llamado citoqueratinas (CK) para distinguirlas de las queratinas del cabello
(Franke et al., 1978) (Sun et al., 1979). En 1982, Moll et al. (Moll etal., 1982)
hicieron una clasificacién de las queratinas epiteliales en 19 tipos, y
posteriormente se clasificaron en 20 subtipos (Moll et al., 1990) segln su peso
molecular y pH isoeléctrico. Estos 20 tipos de queratinas han sido designadas K1—
K20 (CK1-CK20) y se han clasificado en dos grupos: Tipo | y Il (ahora se sabe que
representan grupos de homologia de secuencia). Las queratinas Tipo | (K9-K20)
son queratinas acidas, mientras que las queratinas Tipo Il (K1-K8) son queratinas
basicas a neutras. La distincién de estos dos tipos también es valida para las alfa-
queratinas ‘duras’ del cabello y las ufias (queratinas del cabello), y previamente
las dos familias de queratina capilar fueron designadas como Ha (acido, Tipo |) o
Hb (basico a neutro, Tipo Il) (Heid et al., 1986). Como caracteristica Unica, con
respecto al citoesqueleto y las proteinas de filamentos intermedios, las
queratinas Tipo | y Tipo Il siempre se expresan en pares y de hecho, los



filamentos de queratina estdn constituidos por un par heteropolimérico de
moléculas de Tipo | y Tipo Il (1:1) (Moll et al., 2008).

Los genes de queratina representan la mayoria de los genes de filamentos
intermedios (Hesse et al., 2001), en el genoma humano se han identificado al
menos 54 genes funcionales para queratinas (Schweizer et al., 2006). En 2006,
se publicé una nueva nomenclatura consensuada para queratinas de mamiferos
siguiendo las directrices de Human and Mouse Genome Nomenclature
Committees (Schweizer etal.,, 2006). Esta nomenclatura de consenso, que
incluye tanto queratinas epiteliales como capilares, revisa y amplia la
nomenclatura de 1982. Los genes codificantes para queratinas estan numerados
KRT1, KRT2, etc., para las proteinas de queratinas correspondientes K1, K2, etc.
Entre los 54 genes codificantes para queratinas humanas funcionales hay 28
genes Tipo | y 26 genes Tipo |l (Tabla 1.1).

Type | epithelial keratin Type Il epithelial keratin
Former New Former New
Nomendature  Nomendature Expression site Momendature  Nomendature Expression site
K9 K9 Spinous-granular layers in palmoplantar
epidermis
K10 K10 Suprabasal epidermal keratinocytes K1 K1 Suprabasal epidermal keratinocytes
K2e K2 Upper spinous and granular epiderma
layers
K12 Ki2 3 K3
Ki3 Ki3 K4 K4 5 basal layer in oral mucosa
Kid Kid K5 K5 Basal keratinocytes in the epidermis,
adnexal gland
K15 K15
K16 K16 K6a Kia
K17 K17 K6b Kb
KBe/h ke
K7 K7
Kig Kig (4] K8
K19 K19 2p K76
K20 K20 Merke cells, gastrointestinal epithelis, Kib K77 Eccrine sweat gland duct
urothelium K5b K78
K& K79
Kb20 K80

Tabla 1. 1. Clasificacion de las queratinas codificadas por genes funcionales
humanos para queratinas de acuerdo con (Schweizer etal., 2006), tabla
adaptada de (Kurokawa et al., 2011).

En el genoma humano, todos los genes de queratina Tipo | con la excepcion del
gen K18 se encuentra en el cromosoma 17g21.2, mientras que todos los genes
de queratina Tipo Il y el gen K18 se encuentran en el cromosoma 12g13.13. Para
algunos de estos genes, la funcion y el significado de las proteinas de queratina
codificadas aln no esta claro (Schweizer et al., 2006). La expresién y distribucion
dependiente de tipo de tejido del ser humano se resume en la Tabla 1.2, y una
descripcidn mas detallada sobre las queratinas del cabello y las queratinas



epiteliales especificas del foliculo piloso y sus especificidades de

presentan en la Tabla 1.3.

expresion

Type | epithelial keratin

Type |l epithelial keratin

Former New Former New
N d N 1 P site N | . - site
K9 K9 Spi granular layers in
apidermis
K10 K10 Suprahasal epidermal kertinocytes K1 K1 Suprabasal epidermal keratinocytes
KZe K2 Upper spinous and granular epidermal
layers
K12 K12 Comea 3 <} Comea
K13 K13 Suprabasal layer in ozl mucosa K4 Ka Suprahasal layer in oral mucosa
Kld K14 Basal keratinocytes in the epidemis, K5 K5 Basal keratinocytes in the epidermis,
adnexal gland adnesal gland
K15 K15 Hair follicle bulge
K16 K16 Spinous layer in palmoplantar epidermis, Kéa KBa Spinous layer in palmoplantar epidermis,
suprahasal layer in oral mucosa, sweat suprabasal layer in omal mucosa, sweat
gland, lower hair follicle, outer root gland, lower hair foliide, outer roat
sheath, wound sheath, wound
K17 K17 Myospithelial cells in sweat gland, lower Kéb K6b
hair follide, outer roat sheath, wound Kbesh KB¢
K7 K7 simple (ductal) epithelia, secretory portion
in aweat gland in gkin
K18 K18 Simple epithelia, secretory portion in K8 KB Simple epithelia, scretory portion in
aweat gland in skin sweat gland in skin
K19 K19 Simple epithelia, sacretory portion in K2p K76 Gingwa and hard palate
aweat gland, outermaost layer of hair
bulge and outer roat sheath
K20 K20 Merkd cels, gatrointestinal epithelia, Kib K77 Eccrine sweat gland duct
urathelium K5b KT8
Kl L]
Kb20

Tabla 1.2. Queratinas humanas epiteliales (no foliculo piloso) y principales sitios de su
expresién especifica de tejido y de tipo celular, tabla adaptada de (Kurokawa et al.,

2011).
Former New Former New
| | Expl site nomenclature nomenclature Expression site
Hair kerating {Hair fibre keratins)
Typel Type Il
Hal K31 Entire cortex Hb 1 KB1 Mid cortest
HaZ K32 Cuticke Hb 2 K82 Cutide
Ha3-|, Ha3dl K333 K33b Mid cortex Hb 3 K83 Mid cortex
Had K34 Upper cortex Hb 4 KB4 Alsent from the hair falide, present in
filiform papillse of the tongue
Ha5 K35 Matrix, cutide Hb 5 K85 Matrix, cutice
Hab K36 Mid cortex Hb & KB6 Mid cortex
HaT K37 Cortex of vellus hairs, medulla
of sexual hairs
HaB K38 Single cortex celks
Ka35 K32 Cortex, upper cutide
Ka36 K40 Upper cuticle
Hair follide-spedific epithelial kerating
Type | Type Il
K25irs1 K25 IRS (Henle, Huxiey, cutide), medulla Kirs1 K71 IRS {Henle, Huxley, cutice), medulla
K25irs2 K26 IRS fcutide) Kirs2 K72 IRS {euticle)
K25irs3 K27 IRS (Henle, Huxey, cutide), medulla Kirs3 K73 IRS {cuticks)
K2 5irsh K28 IRS (Henle, Huxley, cutide), medulla Kirsd K74 IRS {Hudey)
Kéhf K75 Companion layer, medulla

Tabla 1.3. Queratinas epiteliales capilares y del foliculo piloso de acuerdo con

(Schweizer et al., 2007), tabla adaptada de (Kurokawa et al., 2011).



1.10.4.1. Queratinas Tipo |

Los genes de Tipo | que codifican para 17 queratinas epiteliales y 11 queratinas
capilares estan recogidos en las Tablas 1.1 a 1.3.

Queratinas epiteliales humanas:

Con respecto a las queratinas epiteliales humanas Tipo |, el conjunto clasico y
bien conocido comprende desde K9—K20, manteniéndose sus designaciones en la
nueva nomenclatura Tabla 1.2. De entre ellas en nuestro caso, destaca la K15
como biomarcador inmunohistoquimico en cadncer de pulmén. K15 se ha
asociado con células madre de la protuberancia del foliculo piloso.

Queratinas del cabello humano:

Las queratinas de cabello humano Tipo I, las nombradas anteriormente como
Hal-8, Ka35 y Ka36, ahora se han nombrado como K31-K40. K33a y K33b son
isoformas.

Estas queratinas 'duras', mas ricas en azufre, presentan patrones de expresidn
diferenciales en la cuticula y el cértex de la fibra capilar, recogido en la Tabla 1.3
(Rogers et al., 2004) (Schweizer et al., 2007)..

1.10.4.2 Queratinas Tipo Il

Las queratinas Tipo Il comprenden 20 queratinas epiteliales y seis capilares,
recogidas en las Tablas 1.1-1.3.

Queratinas epiteliales humanas:

Las queratinas epiteliales Tipo Il se clasificaron originalmente en ocho subtipos
(K1—K8) (Moll et al., 1982); la mayoria de ellas han mantenido sus designaciones
en la nueva nomenclatura. En la actualidad, se han identificado mas queratinas
Tipo Il y para ellas se han afiadido nuevos numeros. De entre ellas en nuestro
caso, destacan las K5, K6 y K7 como biomarcadores inmunohistoquimicos en
cancer de pulmén. K5 se expresa en queratinocitos basales con otra queratina
Tipo |, K14. La K6 estd asociada junto con K16, con la hiperproliferacién
epidérmica. Las variantes del gen K6 ahora se denominan K6a (KRT6A) (que es la
variante principal), K6b (KRT6B) y Ké6c (KRT6C). La queratina anteriormente
nombrada como K6hf, se expresa especificamente en la capa acompafante de la
vaina de la raiz del foliculo piloso, ahora se ha designado como K75. K7 y K8 son
queratinas epiteliales simples que en la piel aparecen tipicamente en células
secretoras de las glandulas ecrinas y apocrinas (Rogers et al., 2003).



Queratinas de cabello humano:

Las seis queratinas del cabello humano Tipo Il, anteriormente Hb1-6, se han
renombrado como K81-K86, recogidas en la Tabla 1.3. De forma similar a las
gueratinas capilares Tipo |, exhiben sitios de expresion diferencial en el cabello.
Como excepcion, K84 parece estar restringido a las papilas filiformes de Ila
lengua.

En la piel humana normal, las células epiteliales suelen estar presentes en la
epidermis, las unidades pilosebaceas y las glandulas sudoriparas. Los anticuerpos
monoclonales monoespecificos que reconocen especificamente las proteinas
individuales de queratina han hecho posible el conocimiento de la distribucién
de las queratinas en los tejidos epiteliales de la piel normal. Cuando las células
basales se diferencian en células escamosas y pierden su capacidad de dividirse,
regulan la disminucién de la expresidn de las queratinas K5 y K14, y expresan K1
y K10. La queratina K2 se expresa mas tarde durante la diferenciaciéon terminal,
es decir, en las capas espinosas y granulares superiores de la epidermis. K9 se
expresa casi exclusivamente en las capas suprabasales de la epidermis
palmoplantar, es decir, en piel glabra mientras que las queratinas K6 y K16 se
expresan en capas suprabasales de piel glabra (Swensson et al., 1998).

Todas las cadenas de proteina de queratina comparten un plano estructural
comun, que consta de un dominio central rico en a-hélice rodeado por dominios
N- y C-terminales en gran parte no a-helicoidales de tamafio variable. La region
a-helicoidal de la queratina humana contiene 310-350 aminodcidos, flanqueada
por dominios no helicoidales de cabeza y cola cuya longitud y composicién varian
ampliamente (Steinert et al., 1985).

El dominio a-helicoidal es de aproximadamente 47 nm y consta de cuatro
segmentos que contienen un patréon de repeticién de siete residuos (a-b-c-d-e-f-
g)n en el que las posiciones a y d son principalmente residuos hidréfobos, y una
distribucidon periddica de residuos cargados con alternancia de cargas positivas y
negativas (Maddox et al., 1999). Debido a la repeticién de siete residuos y los
residuos polares resultantes en un lado de la hélice, las queratinas forman
espontdneamente dimeros enrollados en solucién (Mclachlan, 1978). Las
cadenas monomeéricas se asocian en paralelo para formar un dimero en forma de
varilla. Dos dimeros se asocian de forma antiparalela para formar el tetramero
de queratina (Geisler et al., 1992). El componente principal de la queratina es el
tetramero, y las subunidades estan unidas cabeza-cola para dar lugar a cadenas
lineales o protofilamentos. Dos protofilamentos se entrelazan para formar
protofibrillas y grupos de cuatro protofibrillas se entrelazan para dar lugar a
filamentos de 10 nm (Fuchs, 1996). En la célula, in vivo, estos filamentos se
organizan en una compleja red supramolecular que se extiende desde la



superficie del nucleo hasta la parte mas periférica de la célula, la génesis y
mantenimiento de tal red involucra numerosas proteinas accesorias.

Hay una identidad notablemente alta en la secuencia de aminoacidos del
dominio a-helicoidal entre las queratinas Tipo | y Tipo Il. Entre las queratinas de
un solo tipo, los dominios a-helicoidales comparten un 50-90% de identidad de
secuencia, mientras que las queratinas de distinto tipo presentan sélo
aproximadamente un 30% de homologia en estas regiones (Hanukoglu & Fuchs,
1983) (Hanukoglu & Fuchs, 1982). Sin embargo, los dominios no helicoidales son
diferentes entre las diferentes queratinas, y por lo tanto se consideran
candidatos légicos para determinar las propiedades y funciones diferenciales
propuestas para los diversos heterodimeros de queratinas Tipo | y Tipo Il en
tejidos epiteliales.

Las queratinas se encuentran entre los constituyentes mas insolubles de las
células. En las células se forman complejas redes de interconexion, que emanan
de un anillo perinuclear, a partir del cual las queratinas parece que se conectan a
la superficie nuclear y se extienden a lo largo el citoplasma y terminan en la
membrana plasmatica, en las uniones desmosémicas. Tal asociacidn entre la
membrana plasmatica y la superficie nuclear parece proporcionar un continuo
vinculo que puede tener implicaciones importantes para la organizaciéon del
citoplasma, comunicacion celular, y tal vez el transporte de informacién dentro y
fuera del ndcleo. Los hemidesmosomas conectan una célula epitelial basal a su
tejido conectivo subyacente, las queratinas interactian con ellos de la misma
manera que interactiian con los desmosomas.

1.10.4.3. Funciones de las queratinas y enfermedades de las queratinas

Los filamentos de queratina se presentan como haces mas o menos densos
unidos a los desmosomas y hemidesmosomas, lo que sugiere un papel como
estabilizadores estructurales. Una de las principales funciones establecidas para
las queratinas es el mantenimiento de la estabilidad mecénica y rigidez de las
células y tejidos epiteliales y su proteccidn contra el estrés mecanico (Uitto et al.,
2007) (Gu & Coulombe, 2007) (Coulombe etal., 2004) (Magin etal., 2007)
(McLean & Irvine, 2007). Se han descrito modelos de raton knock-out para
gueratinas, asi como modelos de ratén para enfermedades relacionadas con
gueratinas humanas. Hasta la actualidad, se han descrito 19 genes que codifican
para queratinas, incluidas las queratinas del cabello y los genes especificos del
foliculo piloso, involucrados en mutaciones patdgenas. El prototipo es la
epidermdlisis bullosa simplex (EBS) que estd causada por un espectro de
mutaciones puntuales de las queratinas K5 y K14 que conducen a la citdlisis de



las células basales de la epidermis y lo que produce ampollas epidérmicas. Las
mutaciones genéticas de las queratinas expresadas en capas epidérmicas
superiores o en sitios especificos del cuerpo, como K1 /K10, K2 y K9, dan lugar a
enfermedades caracterizadas por alteraciones epidérmicas, especificas de la
capa o del sitio. En general, se cree que la degeneraciéon granular y la
epidermdlisis que se observan histolégicamente en las lesiones de la mayoria de
las enfermedades de las queratinas incluyendo EBS, son el resultado de un
deterioro de la funcién de los filamentos de queratina durante el estrés fisico
(Vitto et al., 2007). A pesar de la importancia de las funciones estructurales de
las queratinas, actualmente se acepta que existe una variedad de otras funciones
reguladoras y de sefalizacion ejercidas por las queratinas (Moll et al., 2008) (Gu
& Coulombe, 2007) (Coulombe et al., 2004) (Magin et al., 2007) (Owens & Lane,
2003) (Ku et al., 2007) (Pekny & Lane, 2007). Asi, se incluyen funciones como la
protecciéon contra la apoptosis, y la proteccion del higado contra el estrés
metabdlico / toxico. Sin embargo, no se ha demostrado un papel causal en la
tumorogénesis para ninguna queratina (Magin etal.,, 2007). Un problema
importante que permanece sin resolver es el mecanismo por el cual los genes de
queratina Tipo | y Il, que evolucionaron de forma independiente, comparten la
capacidad de regular el tejido y la diferenciacién especifica en diversos tejidos
epiteliales (Takahashi et al., 1999).

1.10.5. MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS EN CANCER DE PULMON

1.10.5.1. p63-p40

Introduccidn a la familia de genes p53/p63/p73 de factores de
transcripciéon

La importancia de p53 en el mantenimiento de la integridad gendmica se destaca
por la observacion de que la mutacion o inactivacion de p53 es un evento comun
en los distintos tipos de cancer en el ser humano. Casi dos décadas después de
que se describiera el gen p53, se identificaron dos miembros adicionales de la
familia, p63 y p73, en base a similitudes estructurales en los principales dominios
funcionales de p53: el dominio de transactivacién (TAD), y los dominio de unién a
ADN (DBD) y de oligomerizacién (OD) (Yang et al., 1998) (Kaghad et al., 1997). En
contraste con la comprension clasica de p53, se ha demostrado que estos nuevos
miembros de la familia presentan multiples isoformas proteicas que resultan del



uso alternativo de promotor y empalme C-terminal. Tanto p63 como p73
incluyen dos subclases de proteinas que contienen dominios TA o AN en el
extremo amino. Las isoformas TAp63 contienen un dominio de transactivacion
de consenso similar a p53 que puede imitar la funcién de p53, mientras que las
isoformas AN carecen de este dominio y actian como dominantes negativos para
TAp63/73, asi como para p53. La isoforma p40 de p63 carece del dominio N-
terminal de transactivacion (AN). A pesar de la falta de un dominio TA, las
isoformas AN de p63 pueden regular positivamente la transcripcion de genes a
través de dominios de transactivacion adicionales (Dohn etal., 2001) (Ghioni
etal., 2002) (Y. Tanaka etal., 2004) (Helton et al., 2006). Poco después del
descubrimiento de las isoformas de p63 y p73, se describieron isoformas de p53
transcritas que se coexpresaban con p53 candnico, agregando mayor
complejidad biolégica que puede influir en el resultado funcional (Bourdon,
2014). Se han descrito hasta la fecha un total de diez isoformas de p63 que se
originan a partir de empalmes alternativos en el extremo C-terminal: TA-y AN -
p63a, B, v, y € (Yang et al., 1998) (Mangiulli et al., 2009) como se puede observar
en la Figura 1.10. Estructuralmente, el extremo C-terminal de ANp63a contiene
mas dominios funcionales de proteina, incluido un Motivo Alfa Estéril (SAM) que
es un dominio de interaccién proteina-proteina, un dominio inhibidor de Ila
transactivacion (TID) (Thanos & Bowie, 1999) (Serber etal., 2002), y dos
dominios de transactivacion alternativos distintos: uno llamado TA2, codificado
por los exones 11 y 12 (Ghioni et al., 2002), y otro en el terminal AN (Dohn et al.,
2001) (Helton etal.,, 2006). Ademas de p63, se han descrito veintinueve
transcritos de ARNm de p73, que pueden no ser todos traducidos, y doce
isoformas de la proteina p53 (Bourdon, 2014) (Vikhreva etal., 2018). Los
miembros de la familia p53 funcionan como tetrdmeros a través de sus dominios
de oligomerizacion, con p63 y p73 interactuando preferentemente entre ellos,
mas que con p53, y siendo el heterotetrdmero la configuracidon preferida de
estos (Coutandin etal.,, 2009). Se ha demostrado que las interacciones de
p63/p73 con p53 ocurren a través del dominio DBD; la forma salvaje de p53 (WT)
dirige la degradacién de ANp63a a través de este dominio (Ratovitski et al.,
2001), mientras que la forma mutada de p53 interactia también con p63y p73 a
través de este dominio, impidiendo asi sus capacidades de transactivacion
(Strano et al., 2000) (Strano et al., 2002). Como tal, las similitudes estructurales
entre los miembros de la familia p53/p63/p73 les permiten interactuar entre
ellos a través de una variedad de mecanismos. Por lo tanto, el equilibrio de las
isoformas en un contexto dado, asi como sus niveles de expresion relativos, en
ultima instancia, pueden afectar el resultado bioldgico.
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Figura 1.10. Esquema de los miembros de la familia de p53/p63/p73. Tomada de
(Moses et al., 2019)

Mientras que la forma candnica de p53 se expresa de forma ubicua y se activa
con el estrés celular, las isoformas de p63 y p73 exhiben patrones de expresion
especificos de tejido y juegan papeles criticos en el desarrollo normal y
homeostasis (Parsa etal., 1999) (Puig etal.,, 2003). AN p63a es la isoforma
predominante presente en la epidermis humana adulta y su expresidon esta
asociada con el compartimento proliferativo de la piel (Parsa etal., 1999).
Modelos in vivo han puesto de manifiesto que, p63 es esencial para el desarrollo
epidérmico normal y la homeostasis (Yang et al., 1999) (Mills et al., 1999) (Koster
etal.,, 2009), y en humanos, las mutaciones de p63 se han asociado con
sindromes de displasia ectodérmica que incluyen fenotipos alterados de la piel
(Wright et al., 2019). Asimismo, p73 demuestra funciones especificas de tejido,
ya que su pérdida se ha relacionado con anomalias en el desarrollo del sistema
nervioso vy la ciliogénesis (Yang et al., 2000) (Marshall et al., 2016). Inicialmente,
se anticipd que las mutaciones en p63 podrian contribuir al desarrollo de
canceres en los que p53 no esta mutado; sin embargo, en lugar de mutacion, la
sobreexpresidon de p63 y especialmente las isoformas ANp63 se han asociado con
enfermedades malignas, incluidos los carcinomas escamosos, como los de la
cabeza y cuello y piel (Hagiwara et al., 1999) (V. Y. Li et al., 2015) (Campbell et al.,
2018).



1.10.5.1.1. Mecanismos de Regulacién Transcripcional por p63

p63 impacta los perfiles de expresién génica tanto a nivel local como global a
través de multiples mecanismos descritos en la Figura 1.11. Estos incluyen la
unién directa con promotores génicos, interaccidn con potenciadores de la
expresién génica y definiciéon del entorno de la cromatina (complejos abiertos
frente a cerrados) en una manera especifica del contexto génico vy, la regulacién
de los ARN no codificantes.

Debido a la homologia compartida dentro del dominio DBD entre los miembros
de la familia, la unién al ADN es un area en la que el equilibrio de las isoformas es
de vital importancia, esquematizado en la Figura 1.11A. Las isoformas ANp63 son
capaces de unirse a los sitios candnicos de unién al ADN de p53 y, por lo tanto,
competir con p53 y TAp63/73 (Yang et al., 1998); sin embargo, también se han
descrito sitios consenso de unién de p63 concretos (Osada et al., 2005) (Perez
et al., 2007) (Ortt & Sinha, 2006). ANp63a puede tanto activar como reprimir la
transcripcion de genes (Dohn etal., 2001) (Ghioni et al., 2002) (Helton et al.,
2006). Usando un enfoque de mapeo de todo el genoma, se encontré que p63 y
p73 compartian dianas gendmicas en una linea celular de carcinoma de cuello
uterino in vivo, lo que podria traducirse en un resultado biolégico influenciado
por los niveles relativos de expresién de las isoformas presentes en un contexto
celular determinado (Yang et al., 2010). Los cofactores dependientes de contexto
también afectan a la regulacidon directa de genes. Se ha demostrado que ANp63a
interactua fisicamente con factores de transcripcion, tales como SOX2, un factor
de transcripcidn asociado con células madre, con c-Rel, un miembro de la familia
NF-kB (King et al., 2008), y Y-Box binding protein-1, una proteina de unién a
acido nucleico involucrada en multiples procesos dependientes de ADN/ARN (Di
Costanzo et al., 2012). La cooperacién de cada uno de estos factores con ANp63a
se ha relacionado con supervivencia y/o proliferacion.

También p63 puede influir en la expresidn génica de manera global a través de la
remodelacion de la cromatina como se describe en la Figura 1.11B. En un estudio
de
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Figura 1.11 Mecanismos mediante los cuales p63 media la expresion génica.
Tomada de (Moses et al., 2019)

perfil epigendémico, se determind la unién de p63 en los sitios potenciadores de
la expresion génica durante la diferenciacion epidérmica, e inesperadamente, el
patrén de unién de p63 se mantuvo relativamente sin cambios en el transcurso
de este proceso (Kouwenhoven et al., 2015). El marcaje conjunto de p63 y
H3K27ac, que es un marcador de actividad, demostré una correlaciéon con la
expresion de genes cercanos, lo que sugiere que p63 puede servir como un
"marcador" para loci gendmicos en el linaje epitelial que luego puede activarse
por factores de transcripcidn adicionales (Kouwenhoven et al., 2015). Ademas, se
sabe que se requieren p63 y las subunidades -cataliticas del complejo
remodelador de cromatina BAF (SWI/SNF) (Brgl o BRM) requieren para
mantener un entorno de cromatina en estado abierto especifico del tipo de
célula, que controla los potenciadores génicos epidérmicos durante la
diferenciacidn; esta relacidon no se conservd en las células que carecian de p63.



Mecdnicamente, en presencia de p63, BAF desplaza los nucleosomas alrededor
de los sitios de unién de p63 y recluta maquinaria transcripcional (Bao etal.,
2015). Por el contrario, una subunidad SWI/SNF, ACTL6A, se asocia fisicamente
con ANp63a en elementos reguladores para disminuir la accesibilidad de la
cromatina, lo que resulta en perfiles transcripcionales de genes alterados en un
subconjunto de carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC)
(Saladi et al., 2017).

Los ARN no codificantes, como los microARN (miARN) y los ARN largos no
codificantes (IncARN), son mecanismos alternativos mediante los cuales la
transcripcion génica puede ser regulada indirectamente por p63 como se puede
observar en la Figura 1.11C.

Los miARN (aproximadamente de 19 a 22 nucleétidos) reconocen y se unen a las
secuencias 3'-UTR del ARNm diana, induciendo asi la degradacion y/o impidiendo
la traduccidn, lo que puede ser activado o reprimido por p63 y otros reguladores.
Los miARN diana para p63 pueden afectar la expresion tanto de factores
reguladores epigenéticos, como reguladores transcripcionales directos, para
alterar la respuesta y la regulacion del crecimiento de los queratinocitos en el
tratamiento con quimioterapia (Antonini et al., 2010) (Ory et al., 2011) (Lefort
et al., 2013) (Ratovitski et al., 2001). Los LncRNA son ARN poliadenilados de mas
de 200 nucledtidos que no tienen un marco abierto de lectura; modulan la
expresion génica a través de mecanismos de amplio alcance involucrando tanto
la regulacion transcripcional como la postranscripcional (Cheetham et al., 2013).
Los LncRNA estan estrictamente regulados en la biologia normal, pero estan
desregulados en el cancer, incluido el cancer HNSCC (X. Li et al., 2017) (Camacho
et al., 2018), y recientemente se han identificados como dianas de ANp63a
(Qian et al., 2017).

1.10.5.1.2. ANp63a es esencial para la morfogénesis normal y la homeostasis del epitelio
€scamoso

Los primeros estudios en ratones p63 -/- revelaron una ausencia dramética de
epitelio escamoso estratificado, esto sugirié funciones para p63 en el
compromiso de linaje y/o mantenimiento de células madre (Yang et al., 1999)
(Mills et al., 1999). Siguiendo estas observaciones iniciales, varios grupos crearon
modelos para explorar el impacto de la ganancia o pérdida de una sola isoforma
de p63. Los estudios incluyeron sobreexpresion basal de células knock-in
especifico de tejido (sobre un background genético ausente para p63), y lineas
transgénicas knock-out especificas de isoforma. En un modelo, TAp63a la
sobreexpresion impulsada por el promotor de queratina 14 en ratones WT



resulté en una epidermis hiperpldsica y pérdida de diferenciacién terminal, lo
gue sugiere que la isoforma TAp63a es responsable de dirigir la estratificacion
epitelial (Koster etal., 2004). Sin embargo, los estudios knock-in en un
background genético ausente para p63 no reflejaron estos efectos, revelando sin
embargo, que la reconstitucién de TAp63a en queratinocitos expresando
queratina 5 fue insuficiente para generar una epidermis completa (Candi et al.,
2006). En contraste con estos estudios de TAp63a, la expresién de ANp63a
impulsada por queratina 5 en ratones p63 -/- demostré que restaura
parcialmente la capa basal epidérmica y la expresion de las queratinas 5 y 14,
pero no de los marcadores queratina 1 o loricrina de la capa epidérmica superior
(Candi et al., 2006). Del mismo modo, en un modelo separado, la induccién de
ANp63a o ANp63pB por el promotor de queratina 5 en un background genético
ausente para p63 restaurd parcialmente la integridad epitelial, estratificacién y la
expresion de marcadores de diferenciacidn, lo que llevé a la conclusiéon de que
ANp63a o ANp63B pueden iniciar la estratificacion epidérmica (Romano et al.,
2009). De acuerdo con un papel para ANp63a en la regulacion del desarrollo y
compromiso epidérmico, la eliminaciéon especifica de las isoformas ANp63a
reiteraron en gran medida el fenotipo original de los ratones nulos para p63
(Romano et al., 2012). Tomados en conjunto, los estudios publicados sugieren
gue se requiere un balance finamente ajustado de isoformas para completar la
estratificacion epidérmica. Se ha descrito ademas, un mayor grado de formacion
epidérmica estructurada y diferenciacion en ratones que expresaban tanto
TAp63a como ANp63a con expresion de queratinas 1, 5, 14 y loricrina, en
comparacién con la reconstitucion de una sola isoforma (Candi et al., 2006).

Cada vez hay mas pruebas que respaldan el papel de p63 en el mantenimiento
de las células madre (Pellegrini et al., 2001) (Senoo et al., 2007) (Melino et al.,
2015). El alto potencial replicativo de las células madre, junto con estudios que
sugieren el agotamiento de las células progenitoras y la diferenciacién no
regenerativa en ratones deficientes en p63 (Yang et al., 1999) (Romano et al.,
2012), respalda alin mas la hipdtesis de que p63 participa en el mantenimiento
de la capacidad regenerativa de la célula madre epitelial. Dentro de la epidermis,
ANp63a estd altamente expresado en células madre (Senoo et al., 2007) y en
compartimentos de queratinocitos basales de células epiteliales glandulares y
estratificados (Pellegrini et al., 2001) (Senoo et al., 2007) (Melino et al., 2015).
Los datos publicados indican que la actividad de la isoforma de p63 estd
implicada en la promocion del mantenimiento de las células madre y la
renovacion de los tejidos.

Ademas del papel que juega p63 como factor de transcripcidn que actua
directamente sobre genes que determinan el desarrollo normal de la piel, parece



evidente que p63 juega un papel mas amplio como regulador del destino de las
células epidérmicas a través de mecanismos reguladores epigenéticos.

Una vez que el tejido se ha establecido, la homeostasis epidérmica requiere un
equilibrio entre influencias de crecimiento positivas y negativas, que pueden
incluir sefializacién de proliferacién alterada e induccién de diferenciacion,
senescencia y apoptosis como se representa en la Figura 1.12, todos los cuales
estan bajo la influencia de ANp63a y su activacion/represion de dianas situadas
aguas abajo en el genoma (Testoni et al., 2006).
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Figura 1.12. ANp63a regula los procesos bioldgicos intrinsecos y extrinsecos en la
morfogénesis epidérmica normal y en homeostasis. Tomada de (Moses et al.,
2019)

Hay estudios cada vez mas relevantes centrados en el papel de p63 en la
regulacion del complejo de diferenciacion epidérmica (EDC).

Por lo tanto, ANp63a es un regulador clave de la morfogénesis epidérmica y la
homeostasis del tejido epitelial. Ademas de dirigir directamente la transcripcion
de genes, p63 funciona como un impulsor clave de las redes criticas globales
vinculadas a la identidad celular y la determinaciéon del destino celular. La
expresion desregulada de p63 es una caracteristica comun de los tipos de cancer



escamoso que surgen en distintos érganos y se cree que contribuye al desarrollo
del cdncer a través de la interrupcidon de numerosos procesos celulares como se
observa en la Figura 1.12. Ademas, influye en el compromiso con la proliferacion
y la supervivencia del linaje de queratinocitos, ANp63a puede modular el
microambiente tisular, reclutando componentes inmunes vy alterando
potencialmente el equilibrio entre vigilancia inmunolégica y evasion
inmunoldgica (Moses et al., 2019).

1.10.5.2. FACTOR DE TRANSCRIPCION TIROIDEO 1

El factor de transcripcidon tiroideo 1 (TTF-1) es un factor de transcripcion
especifico de tejido con una estructura de plegamiento de proteina de
homeodominio. Se expresa principalmente en células diferenciadas derivadas
del endodermo del intestino anterior y del neuroectodermo, incluyendo células
foliculares tiroideas y células epiteliales alveolares tipo Il. Regula la expresién de
genes con funciones relevantes en los tejidos tiroideo y pulmonar, promueve el
desarrollo y la diferenciacion de embriones, y juega un papel clave en el
mantenimiento de la funcién normal de las células de las vias respiratorias. Es
ademas, especialmente Util como marcador molecular para el diagnéstico de
tumores de tiroides y pulmon (Phelps et al., 2018) (Oktay et al., 2020).

El factor de transcripcion tiroideo-1 (TTF-1), también conocido como proteina de
union potenciadora especifica del tiroides (NKx2.1), es uno de los factores de
transcripcién homdlogos en la familia del gen NKx2. El gen TTF-1 se encuentra en
la region q12-g21 del cromosoma 14 humano. El gen TTF-1 humano contiene una
regién homeobox y un motivo codificante de 17 aminodcidos que es exclusivo de
la familia de factores de transcripcion NKx y codifica para una proteina nuclear
con una masa molecular relativa de 38.000. La proteina TTF-1 contiene una
secuencia altamente conservada de 371 aminoacidos con una estructura
tridimensional que contiene un dominio de unién a ADN (DBD) y dos dominios
activos transcripcionales (TAD). La expresiéon de TTF-1 esta estrictamente
regulada durante el periodo de desarrollo embrionario, aparece primero en el
endodermo del intestino anterior temprano y luego se expresa abundantemente
en las células precursoras tragueales generadas a partir de los primordios
pulmonares. Después del nacimiento, TTF-1 se expresa de forma estable en
células alveolares tipo Il. En la glandula tiroides, TTF-1 se expresa durante la
formacion del tiroides y es fundamental para el desarrollo temprano del tiroides.
Ademas, TTF-1 también se expresa en el cerebro anterior ventral, el diencéfalo,
el telencéfalo cercano e hipotdlamo. Durante el desarrollo embrionario, TTF-1 se



expresa ligeramente en el hipotdlamo después del nacimiento y juega un papel
importante en el desarrollo sexual (Civitareale et al., 1989) (Abramowicz et al.,
1992) (Civitareale et al., 1993) (lkeda et al., 1995) (Stahlman et al., 1996).

La regién reguladora de la expresién del gen TTF-1 tiene elementos CRE
(ubicados en el promotor del gen TSHR) regulado por la hormona estimuladora
del tiroides (TSH), el factor nuclear (NFI) y el sitio de unién del propio TTF-1.
Cuando la hormona TSH se une al receptor de la hormona estimulante del
tiroides en la superficie celular, se acopla con la subunidad alfa de la proteina G,
lo que lleva a la activacién de cAMP a través de la mediacidn de la proteina G,
para activar la proteina quinasa A (PKA). Tras la activacién de la PKA, se activa el
TTF-1 nuclear aumentando su expresion. Ademas, TTF-1 puede activar su propia
expresion a través de dos sitios de unidn de TTF-1 con el receptor de tirotropina,
para formar una retroalimentacién positiva y lograr la autorregulaciéon de TTF-1
(Nguyen et al., 2000), el esquema de la regulacion esta recogido en la Figura
1.13.
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Figura 1.13. Mecanismo regulatorio de la expresion de NKx2-1/TTF-1. Modificado
de (Guan et al., 2021)



Recientemente se ha demostrado también que entre los factores de
transcripcién que interactian con TTF-1 se encuentran: HNF-33, Smad2, FOXA1,
FOXP2 y GATAG, que regulan la actividad transcripcional de TTF-1 en las células
del epitelio pulmonar (lkeda et al., 1996) (Oguchi & Kimura, 1998) (Z. Yin et al.,
2006) (Minoo et al., 2007) (B. Zhou et al., 2008) (Y. Li et al., 2013). Ademas, los
genes LMO3, E2F3 y las ciclinas B1 y B2 inducen la expresién de TTF-1, mientras
que MUCSA, FGFR1 y MET inhiben su expresion (Watanabe et al., 2013).

Por otro lado, la modificaciéon covalente por fosforilacidn-desfosforilacion y la
glicosilaciéon también son fundamentales para la regulaciéon de la expresién de
TTF-1. La regulacion también puede interferir con el plegado adecuado del
homeodominio de TTF-1 y asi modular su actividad de unién al ADN, afectando la
expresion de TTF-1 (Tell et al., 2002). Por tanto, los estudios conocidos hasta la
fecha, apuntan a una complejidad elevada en el mecanismo de regulacién de la
expresion de TTF-1.

1.10.5.2.1. Relacién de TTF-1 con cancer de pulmén

Un gran numero de estudios han demostrado que TTF-1 juega un papel vital en
la aparicién de cancer de pulmén. Se ha demostrado una amplificacién
significativa del locus del gen TTF-1 en el adenocarcinoma de pulmodn, lo que
conduce a una mayor proliferacidn y viabilidad de las células cancerigenas de
pulmoén (Weir et al., 2007) (Kendall et al., 2007) (H. Tanaka et al., 2007) (Kwei
et al., 2008). TTF-1 se expresa en casi el 75% de los adenocarcinoma de pulmén
no mucinosos. Sin embargo, el carcinoma de células escamosas de pulmén no
expresa TTF-1, por lo que es comunmente utilizado para distinguir el
adenocarcinoma de pulmon primario de otros tumores metastdsicos y por tanto,
es relevante en el diagndstico diferencial de cancer de pulmén (Kaufmann &
Dietel, 2000). Ademas, la proporcion de la expresion de TTF-1 estd
estrechamente relacionada con el grado de diferenciacién del tejido tumoral en
el adenocarcinoma de pulmén. Dada la relevancia de TTF-1 como marcador de
diagndstico también se ha analizado el valor prondstico de este marcador en
NSCLC, especialmente en adenocarcinoma de pulmén y se ha tratado de
relacionar con la supervivencia de los pacientes. Aunque no todos los resultados
han sido concluyentes en este aspecto (Puglisi et al., 1999) (Anagnostou et al.,
2009), estudios mas recientes parecen indicar que TTF1 es un predictor
independiente de la supervivencia en adenocarcinoma avanzado (Schilsky et al.,
2017).

TTF-1 es por tanto actualmente, de gran valor en el diagnédstico diferencial del
cancer de pulmén, aunque su eficacia como marcador de prondstico necesita



mas investigacién. Ademds, TTF-1 estd sobrexpresado en carcinoma de pulmén
de células pequefias (Takeuchi et al.,, 2020) (Horie etal., 2018) (Hokari et al.,
2020) y en otros tumores neuroendocrinos de origen extrapulmonar.

1.10.5.2.2. TTF-1y la enfermedad del tiroides

TTF-1 es el factor principal que promueve la diferenciacion, el desarrollo y la
proliferacion del tiroides durante la etapa embrionaria y es también responsable
de mantener la funcién normal del tiroides después del nacimiento. La mutacion
del gen TTF-1 es un factor importante causante de hipotiroidismo congénito,
incluidas la mutaciéon por insercién, mutacién heterocigota y mutacién por
delecién. El TTF-1 mutante no puede unirse al ADN diana, por lo que pierde su
funcién reguladora, afectando a la diferenciacion normal y maduracién de las
células tiroideas.

Se han identificado algunas mutaciones de TTF1 en familias con bocio
multinodular y carcinoma papilar de tiroides. Ademas, hay estudios que sugieren
gue TTF-1 puede influir a la aparicidon de enfermedades autoinmunes del tiroides
por el papel regulador que tiene sobre la expresién de moléculas del Complejo
principal de histocompatibilidad MHC-I (Schuppert et al., 2009).

Las mutaciones de TTF-1 conducen a enfermedades de presentacion infrecuente
y de herencia autosdmica dominante con manifestaciones clinicas por parte del
sistema nervioso, pulmon y tiroides (sindrome cerebro-pulmdn-tiroides). La
clinica es variable e incluye cuadros de corea, hipotiroidismo y distrés
respiratorio (Shetty et al., 2014).

1.10.5.3. NAPSINA A

Napsina A (Novel Aspartic Proteinase of the pepsin family A) es es una proteinasa
aspartica funcional que se expresa en neumocitos tipo Il del parénquima
pulmonar normal y en los tubulos proximal y contorneado del rifién donde se
cree que funciona como una proteasa lisosomal implicada en el catabolismo de
proteinas (Mori et al., 2002). Esta presente en los lisosomas de los neumocitos
tipo Il y macrdfagos alveolares (probablemente después de la fagocitosis) y en
menor grado en acinos y ductos pancredticos (Mori et al., 2001). La Napsina A se
detecta por primera vez al comienzo de la embriogénesis de neumocitos tipo I,
se sigue expresando en células maduras de tipo Il (Mori et al., 2001), y parece
estar involucrada en la maduracion del péptido SP-B (que forma parte del
surfactante pulmonar) biolégicamente activo (Ueno et al., 2004). En el pulmon,



la Napsina A es idéntica a proteinas TAO1 y TAO2 detectadas previamente por
electroforesis en gel bidimensional de adenocarcinoma de pulmén (Tatnell et al.,
1998). Mediante inmunohistoquimica su tincién se observa en el citoplasma con
un patrén granular.

La Napsina B, otra isoforma de la Napsina, se transcribe exclusivamente en
células relacionadas con el sistema inmunitario, carece de un codén de parada
en el marco de lectura, y se cree que es un pseudogen (Tatnell et al., 1998).

1.10.5.3.1. Napsina Ay Tumores de pulmén

La Napsina A es fuertemente positiva en un alto porcentaje de los
adenocarcinomas de pulmén por inmunohistoquimica. Los estudios publicados
hasta la fecha indican que en cancer de pulmédn, los carcinomas de células
escamosas, carcinomas de células pequenas y tumores carcinoides son negativos
para este marcador (Hirano, 2003). En el caso de los adenocarcinomas de
pulmén el porcentaje de positividad para Napsina A difiere entre los diferentes
estudios publicados entre el 58% y el 91% de los casos (Hirano, 2003) (Ueno
et al.,, 2003) (Inamura etal., 2005) (Suzuki etal., 2005) (Hirano etal., 2000)
(Dejmek et al., 2007) (Weidemann et al., 2021). En general, los porcentajes mas
bajos corresponden a estudios que usaron micromatrices de tejido (Terry et al.,
2010), especimenes de biopsia (Mukhopadhyay & Katzenstein, 2011), o material
de citologia (Stoll etal., 2010). En un estudio con 70 carcinomas de células
escamosas pulmonares o extrapulmonares no se encontrd expresion para
Napsina A (Fatima etal.,, 2011)(Orddfiez, 2012). Estos resultados son
superponibles a los obtenidos en estudios mas recientes, con mayor nimero de
muestras (Weidemann et al., 2021). Se ha sugerido que la positividad observada
en algunos estudios de carcinomas de células escamosas de pulmdn podria ser
debido a la presencia de macroéfagos intraalveolares y neumocitos de tipo I, ya
que los estudios se realizaron en secciones de bloques de células preparados a
partir de biopsias por aspiracion con aguja fina, y en estudios de micromatrices,
en los que a veces puede ser dificil determinar si las células positivas son células
tumorales o, en realidad, representan células no neoplasicas atrapadas dentro
del tumor (Ordédiiez, 2012).

En relacién con las aplicaciones diagndsticas de Napsina A hay que tener en
cuenta que se ha vuelto cada vez mas importante distinguir entre
adenocarcinomas y carcinomas de células escamosas de pulmén debido al
desarrollo de nuevas terapias que, pueden tener efectos terapéuticos adversos
dependiendo de la histologia del tumor. Aunque el diagndstico diferencial entre
adenocarcinomas y los carcinomas de células escamosas es relativamente facil



en secciones tefiidas con hematoxilina y eosina cuando los tumores estan
bastante bien diferenciados, cuando estdn pobremente diferenciados, su
distincién puede ser dificil, especialmente en muestras de biopsia pequefias. El
diagnédstico diferencial, se puede mejorar en gran medida, por el uso de la
inmunotincién con Napsina A, combinada con otros marcadores, como TTF-1,
queratina 5/6, p63 y queratina 7.

Los mesoteliomas epitelioides pueden confundirse potencialmente con un
adenocarcinoma de pulmén que afecta a la pleura. Varios estudios
inmunohistoquimicos, sin embargo, han demostrado que dado que Napsina A se
expresa con frecuencia en los adenocarcinomas de pulmén, pero estd ausente en
mesoteliomas, la inmunotincién con este marcador puede ayudar a discriminar
entre estos dos tipos de neoplasias malignas (Hirano et al., 2000) (Dejmek et al.,
2007). Por lo tanto, Napsina A debe incluirse en el panel de marcadores
inmunohistoquimicos utilizados para evaluar neoplasias malignas de base pleural
(Ordoiiez, 2003) (Ordofez, 2007).

Los carcinomas de células renales, particularmente papilares y de células renales
claras, expresan Napsina A (Stoll et al.,, 2010) (Ye etal., 2011) (Bishop etal.,
2010) (Argani et al., 2010) (Weidemann et al., 2021); la inmunotincién con este
marcador puede tener alguna utilidad para ayudar en el diagnéstico de estos
tumores. En comparacién con Pax-8, otro marcador para los carcinomas de
células renales, Napsina A parece ser menos sensible, pero mas especifico (Laury
et al.,, 2011). Pax-8, se expresa con frecuencia en otros tumores, especialmente
en carcinomas de tiroides, (Laury etal., 2011) (Puglisi etal., 2000) (P. Zhang
etal.,, 2006) (Nonaka, Tang, etal., 2008), adenocarcinomas de endometrio y
cuello uterino, (Laury et al., 2011) (Nonaka, Chiriboga, et al., 2008) (Laury et al.,
2010), tumores epiteliales del timo (Laury etal, 2011), y carcinomas
neuroendocrinos del pancreas y el tracto gastrointestinal (Long et al., 2010).

En una reciente revisiéon en la que se analizaron mdas de 11.000 muestras de
tejido correspondientes a 115 tipos distintos de tumores se ha encontrado que al
menos 16 tipos puede tener algun tipo de expresidon de Napsina A, en al menos
un caso. Los tipos histoldgicos con expresién mas consistente de Napsina A, en
este estudio, fueron los adenocarcinomas de pulmoén, carcinomas de células
claras de rifién, endometrio y ovario y el carcinoma papilar renal (Weidemann
et al., 2021). Algunos estudios sefialan la posibilidad de que la positividad para
Napsina A en algunos tumores, sobre todo de células claras, pueda a veces ser
consecuencia de la presencia de biotina enddgena, lo que puede obviarse con el
empleo sistematico de controles negativos (Weidemann et al., 2021).

Como las caracteristicas histoldgicas de los adenocarcinomas de diferentes sitios
se superponen, se plantea un importante problema diagndstico cuando se



estudian metastasis, de origen desconocido, de tumores que pueden tener
marcadores comunes. Por ello la Napsina A y resto de marcadores se deben
emplear en paneles diagndsticos con la maxima capacidad discriminante.






El cancer de pulmén es uno de los tipos de cdncer mds frecuentemente
diagnosticados y la principal causa de muerte relacionada con el cancer en todo
el mundo, con una estimacién de 2,20 millones de nuevos casos y 1,79 millones
de muertes al afio (Stewart et al., 2014). En los ultimos afios, se han realizado
mejoras sustanciales en la comprension general de la biologia de la enfermedad,
en la aplicacion de biomarcadores predictivos y en los tratamientos, que han
llevado a un progreso notable que ha transformado la vida de muchos pacientes
(Howlader et al., 2020).

Por otro lado, las medidas de salud publica para reducir las tasas de tabaquismo
han contribuido a reducir la incidencia de cdncer de pulmén y, por tanto, a
disminuir la mortalidad por esta causa en los paises mas desarrollados. La
incidencia del cancer de pulmén estd disminuyendo dos veces mas rapido en los
hombres que en las mujeres, lo que refleja el retraso histérico en el inicio del
consumo de tabaco y del cese del habito fumador por parte de las mujeres. Sin
embargo, los diagndsticos de nuevos casos de cancer de pulmdn siguen
aumentando en los paises de bajos ingresos, donde las iniciativas de salud
publica para dejar de fumar se han rezagado y el acceso a la atencion de la salud
es escaso. Ademas, el cancer de pulmén sigue siendo diagnosticado en personas
gue nunca han fumado.

El cdncer de pulmdn es una enfermedad heterogénea con una amplia variedad
de caracteristicas clinicopatoldgicas que se clasifica generalmente, como de
células no pequefias (NSCLC) (85% del total de diagndsticos) o de células
pequefias SCLC (15% del total de diagndsticos). Dentro de la clasificacion de
NSCLC, el adenocarcinoma (AC) es el subtipo mas comun de cancer de pulmodn,
seguido de carcinomas de células escamosas (SCC). La incidencia del carcinoma
de células escamosas, que era la histologia mdas comun, ha disminuido
sustancialmente debido en parte, a la reduccién de las tasas de tabaquismo en
los paises desarrollados y los cambios en la composicién de los cigarrillos.

La subclasificacion histoldgica precisa de NSCL es crucial, porque los enfoques
terapéuticos dependen del tipo histoldgico. La Ultima revisidn de la clasificacion
de neoplasias pulmonares de la OMS incluye pautas sobre la terminologia y el
procedimiento a seguir para clasificar las neoplasias pulmonares en biopsias
pequefias, y recomienda el andlisis inmunohistoquimico cuando sea posible. Por
ejemplo, los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y el agente antifolato pemetrexed son tratamientos Utiles recomendados
para el tratamiento de AC pero no de SCC. Ademas, las mutaciones de EGFR y las
fusiones de genes, incluidas ALK y ROS1, estan presentes casi exclusivamente en
las formas de cancer no escamoso. Por otro lado, los pacientes con AC que



poseen el gen de fusién EML4-ALK (quinasa de linfoma anaplasico 4, similar a la
proteina asociada a microtubulos de equinodermo) o mutaciones que activan el
gen EGFR, pueden responder a sus respectivos inhibidores de la tirosina-quinasa.
Por otra parte, los pacientes con SCC no deben ser tratados con el factor de
crecimiento endotelial antivascular, bevacizumab, ya que, en ellos,
frecuentemente produce hemorragia pulmonar.

La identificacion de nuevos objetivos terapéuticos significa que las muestras de
tejido se utilizan no solo para el diagndstico, sino también para tincién
inmunohistoquimica y para pruebas moleculares en relacién con la terapia
potencial. Esto es particularmente desafiante cuando las biopsias pequefias o los
frotis de citologia son el Unico material disponible, como en el 70% de los
pacientes con cancer de pulmén con enfermedad avanzada y neoplasias
inoperables en el momento del diagndstico. Estos desafios llevaron a nuevas
propuestas de clasificacion para muestras no resecadas, biopsias y citologia,
incluyendo la clasificacion de adenocarcinoma de pulmén de ASLC/ATS/ERS y la
ultima revision de la clasificacién de cancer de pulmén de la OMS, que incluye la
necesidad de técnicas auxiliares como la inmunohistoquimica. Con la aplicacién
de estas técnicas, el diagndstico preciso de AC o SCC puede mejorar del 50-70% a
mas del 90% (Travis et al., 2013) (Travis, Brambilla, Burke, et al., 2015).

La busqueda de nuevos marcadores para diferenciar con precision entre
muestras de ACy SCC es, por lo tanto, de gran relevancia clinica.

Nuestro grupo ha puesto de manifiesto en publicaciones previas que las
secuencias de genes correspondientes a las proteinas relacionadas con la placa
desmosomal placofilina 1 (PKP1), desmogleina 3 (DSG3) y queratina 15 (KRT15)
se expresan diferencialmente en AC vy SCC primarios de pulmén (Sanchez-
Palencia etal., 2011). Posteriormente, también describimos la localizacion de
estas proteinas en nucleo, citoplasma y membrana celular en estos tumores y
propusimos la utilizacion de estas proteinas como marcadores
inmunohistoquimicos (Gomez-Morales et al., 2013).

La inmunohistoquimica se utiliza ampliamente para la subtipificacion de los
carcinomas de pulmén. El factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF-1) y Napsina A
se consideran los marcadores mas Utiles para el diagndstico de AC, y la
evaluacion del primero se considera mas facil porque es un marcador nuclear.
Aunque la citoqueratina 7 (CK7) también se ha utilizado como marcador de AC,
su utilidad no estd universalmente aceptada. La citoqueratina 5/6 (CK 5/6), p63 y
p40 son marcadores recomendados para SCC, mientras que DSG3 y desmocolina
3 también han surgido como posibles marcadores de SCC, aunque su utilidad
clinica no se ha establecido todavia (Travis, Brambilla, Burke, et al., 2015).



Sin embargo, a pesar de la eficacia de estos marcadores, nhumerosos casos
confirmados de carcinoma de pulmén son positivos tanto para los marcadores
considerados caracteristicos de AC como para para los marcadores de SCC (doble
positivos) o negativos para uno u otro tipo de marcadores. Dada la implicacién
terapéutica que tiene en la actualidad la distincién de estos dos tipos de
carcinomas, los requisitos para la clasificacién histoldgica del cadncer de pulmén
son mucho mads estrictos y existe una necesidad urgente de un panel de
anticuerpos especifico que diferencie claramente AC de SCC. Especialmente
relevante es el desafio que presentan los tumores pobremente diferenciados y
las muestras con artefactos técnicos que se encuentran con frecuencia en las
muestras de biopsia pequefias, que son por otro lado, las Unicas muestras de
tejido disponibles en pacientes en estadios avanzados.

Por todo lo expuesto, en nuestro trabajo se ha pretendido estudiar nuevos
marcadores que mejoren el diagndstico diferencial en muestras de AC y SCC y
gue puedan, ademas, ser predictores de prondstico.

Los objetivos que se han desarrollado en el presente estudio han sido:

Generales:

1) Comparar la utilidad de seis marcadores convencionales y tres nuevos
para el diagndstico diferencial de SCC y AC de pulmdén en muestras de
biopsia pequeiias.

2) Explorar las correlaciones entre la expresién de estos marcadores y los
datos histoldgicos y clinicos de los pacientes.

Especificos:

1) Estudiar la validez y fiabilidad de los marcadores convencionales
utilizados hasta el momento en el diagnéstico diferencial de ACy SCC.

1.1. Determinacion de sensiblidad, especificidad,
porcentaje de verdaderos positivos y porcentaje de
verdaderos negativos, exactitud, estadistico J de
Youden y razones de verosimilitud (LR+ y LR-) para
marcadores convencionales en AC.

1.2. Determinacion de sensiblidad, especificidad,
porcentaje de verdaderos positivos y porcentaje de
verdaderos negativos, exactitud, estadistico J de



2)

3)

4)

5)

6)

7)

Youden y razones de verosimilitud (LR+ y LR-) para
marcadores convencionales en SCC.
Estudiar la validez y fiabilidad de nuevos marcadores en el diagndstico
diferencial de ACy SCC.

2.1. Andlisis de la localizacién en nucleo, citoplasma o
membrana para los nuevos marcadores propuestos.

2.2. Determinacién de sensiblidad, especificidad,
porcentaje de verdaderos positivos y porcentaje de
verdaderos negativos, exactitud, estadistico J de
Youden y razones de verosimilitud (LR+ y LR-) para los
nuevos marcadores propuestos.

Analizar la posible utilizacion de combinaciéon de marcadores para un
mejor diagndstico diferencial entre ACy SCC.

Analizar la exactitud diagndstica de los marcadores propuestos para un
mejor diagndstico diferencial entre AC y SCC mediante las curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic) y analisis del area bajo la curva (AUC).
Elaboracién de un modelo de regresidn logistica multivariante por pasos
para determinar el panel de marcadores inmunohistoquimicos éptimo
para diferenciar entre SCCy AC

Establecer la existencia de relaciones entre los nuevos marcadores
propuestos y el grado de diferenciacion de las muestras y las
caracteristicas clinicas de los pacientes.

Determinar la relacién de los nuevos marcadores propuestos con la
supervivencia de los pacientes.






2.1 SELECCION DE PACIENTES Y MUESTRAS

Los pacientes que se incluyeron en el presente estudio fueron diagnosticados de
NSCLC y seleccionados para cirugia. Los criterios utilizados para la inclusion,
exclusién de los pacientes en el estudio fueron:

Criterios de inclusién:

e Diagndstico de carcinoma de pulmdn NSCLC

e Pacientes no sometidos a tratamientos previos quimioterdpicos o
radioterdpicos

e Pacientes con capacidad para tolerar la cirugia de reseccion pulmonar (a
continuacién, se describe la valoracién especifica pulmonar antes de la
intervencién quirdrgica)

Criterios de exclusiéon

e No se confirma la existencia de carcinoma de pulmén

e Pacientes con carcinoma de pulmén de células pequefias, SCLC

e Pacientes con carcinoma de pulmoén indiferenciado de células grandes
e Pacientes con carcinoma mesenquimal de origen pulmonar

e Pacientes con carcinoma de pulmdn sarcomatoide

e Porcentaje de células tumorales en la muestra <50 %

Con el fin de determinar la capacidad de los pacientes para tolerar la cirugia de
reseccién pulmonar, se sometieron a una valoracién especifica pulmonar de
acuerdo con los protocolos de (Caminero Luna etal., 1998). Se realizd una
gasometria arterial, una exploracion funcional respiratoria y, los pardmetros
funcionales mds importantes indicadores de una evolucién postoperatoria
complicada fueron: volumen espirado en el primer segundo (FEV1) y la capacidad
de difusion del mondxido de carbono (DLCO). En casos dudosos se realizé un test
de ejercicio cardiopulmonar.

Todas las muestras utilizadas en el presente estudio se obtuvieron en el centro
de referencia para el area sanitaria de Andalucia Oriental, en el servicio de
Cirugia toracica del Hospital Universitario Virgen de las Nieves del Servicio
Andaluz de Salud (SAS). La unidad de referencia correspondiente incluye las
provincias de Granada, Almeria y sur de Jaén (zona sanitaria de Alcala la Real).

Las muestras utilizadas en este estudio procedian de 87 pacientes sometidos a
una reseccién quirdrgica por cancer de pulmén con fines curativos. Tras la
informacidn verbal y por escrito del diagndstico y del procedimiento quirurgico a
realizar, se obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes,



permitiendo la toma de muestras en el proceso quirurgico con fines de andlisis y
estudio de investigacion en cancer de pulmén. El consentimiento firmado fue
valorado y aprobado por el Comité ético del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves, Granada (Anexo 1). El protocolo del estudio cumplié con la Declaracién
de Helsinki de 1975 revisada en 1983.

Tras la reseccion quirurgica y el alta hospitalaria los pacientes se incluyeron en
un sistema de seguimiento y revision de posibles complicaciones y/o recidiva
tumoral, con revisidn al mes tras el alta hospitalaria y posteriores revisiones cada
3 meses en el primer afo. Posteriormente, las revisiones se realizaron cada 6
meses durante los primeros 5 afios y una vez al afio a partir del quinto afio. Las
revisiones incluian estudio radioldgico de tdrax y analitica de sangre. En la
revisién del primer afio se incluia tomografia axial computerizada de térax y
hemiabdomen superior.

2.2 ANALISIS HISTOLOGICO

Las muestras se obtuvieron en los primeros quince minutos después de la
extraccién quirurgica de la pieza de tumor, las zonas de necrosis fueron evitadas.
El tumor se secciond longitudinalmente por su parte mas voluminosa vy
consistente a la palpacion. Las muestras se obtuvieron por biopsia incisional de
<0,4 cm vy fueron divididas en dos partes, una mitad fue utilizada para la
extraccién de ARN y estudios de expresién génica del tumor que ya han sido
publicados previamente (Sanchez-Palencia etal.,, 2011b). La otra mitad se
sometid a analisis histoldgico siguiendo el procedimiento que se describe a
continuacién. Inmediatamente después de la extraccidn de la muestra tumoral
se obtiene una muestra de tejido pulmonar sano de zona alejada del tumor, de
aproximadamente el mismo tamafio que la de muestra tumoral, esta muestra
fue también divida en dos mitades, una para estudios de expresion génica del
tumor que ya han sido publicados previamente (Sanchez-Palencia et al., 2011b) y
la otra mitad se sometid a andlisis histoldgico siguiendo el procedimiento que se
describe a continuacion:

= Fijacién en formol tamponado al 4%

= Tallado

= Inclusidn de la totalidad del fragmento en parafina utilizando un
procesador automatico de tejidos (Thermo Scientific modelo Excelsior AS)

= Confeccion de los bloques de parafina (Dispensador de parafina, Thermo
Scientific modelo Histostar).



= Obtencidén de secciones (Microtomo Thermo Scientific modelo Microm
HM 355S) a partir del bloque de parafina, de 3 6 4 micras de grosor y
montaje de las mismas sobre portas previamente tratados.

= Tincidén de hematoxilina-eosina de control (Tefiidora Thermo Scientific
modelo Geminis AS)

= Deshidratacion y aclarado.

= Montaje (Montadora de portas, Thermo Scientific modelo Clearuve)

= Examen histoldgico por dos patdlogas de referencia.

Las caracteristicas histoldgicas y clinicas de las muestras y los pacientes se
indicaran en la seccion correspondiente a resultados.

Las biopsias incisionales fueron analizadas por dos patdlogas de referencia y
siempre las mismas. Una vez confirmado el diagndstico de carcinoma de pulmdn
de células no pequefias mediante tincion de hematoxilina-eosina, se cuantifico el
porcentaje de células tumorales, seleccionandose aquellas muestras con un
porcentaje de células tumorales > 50 %. Las muestras correspondientes a tejido
pulmonar sano se analizaron detalladamente y se descartd la existencia de
células tumorales.

El diagndstico histolégico de las muestras siguid las recomendaciones de la
clasificacion de la Organizacion mundial de la salud (OMS, WHO) 2015
(Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le
cancer, 2015b), este diagndstico se basé en la morfologia de la muestra
utilizdndose técnicas auxiliares, principalmente inmunohistoquimicas, cuando
fue necesario.

Las muestras analizadas en este estudio se catalogaron de la siguiente forma:

Tipo tumoral

- Céncer escamoso de pulmén en aquellos casos en los que estaba
presente queratinizacidn y/o puentes intercelulares

- Adenocarcinoma de pulmén en aquellos casos que presentaban
diferenciacion glandular y/o produccién de mucina incluyendo patrones de
crecimiento acinar, papilar, lepidico o sélido.

Grado de diferenciacion

- En cdncer escamoso de pulmén:
e Bien diferenciado cuando se observaba queratinizacion y/o
puentes intercelulares en mas del 75 % de la muestra
tumoral.



e Moderadamente diferenciado cuando se observaba
queratinizacion y/o puentes intercelulares en el 25-75 % de
la muestra tumoral.

e Poco diferenciado cuando se observaba queratinizacién
y/o puentes intercelulares en menos del 25 %.

- Enadenocarcinoma de pulmodn:

e Bien diferenciado cuando se observaron glandulas en mas
del 75 % de la muestra tumoral.

e Moderadamente diferenciado se observaron glandulas en
el 25-75 % de la muestra tumoral.

e Poco diferenciado se observaron glandulas en menos del
25 %.

En todos los casos se compararon los diagndsticos de las muestras de biopsia con
los diagndsticos definitivos de las piezas quirurgicas.

2.3 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS.

Con el fin de poder correlacionar los analisis anatomopatolégicos de los tejidos
tumorales con las caracteristicas clinicas de los pacientes, se utilizaron las
historias clinicas como fuente de informacién. Se elaboré una base de datos
conteniendo todas las variables objeto de estudio. La evaluacion y andlisis de
esta informacion se llevé a cabo en formato papel o digital seguin los registros. El
sistema “Diraya Estacion médica” permitié analizar los registros digitalmente a
partir del afio 2007.

Las variables recogidas en la base de datos fueron:

» Numero y fecha de la biopsia

Numero de historia y de seguridad social

Fecha de nacimiento. Edad

Sexo

Tabaquismo y nimero de cigarros/dia

EPOC

Comorbilidad (hipertensién arterial, diabetes mellitus y enfermedades

YV VYV VY Y

neumoldgicas relacionadas con el cancer de pulmén).
Tipo de tumor

Tamafio tumoral (T)

Afectacion ganglionar (N)

Existencia de metastasis (M)

Estadio NSCLC

YV V V VY



Localizacién del tumor

Grado de diferenciacion en biopsia

Diagnéstico clinico

Porcentaje de células tumorales

Estadiaje

Supervivencia y meses de supervivencia

Fecha del ultimo informe

Tincién inmunohistoquimica para los marcadores: CK 5/6; p40; TTF1; CK7;
p63; Napsina A; PKP1 (nucleo, citoplasma, membrana); CK15 (nucleo,

YV VYV VY VVY

citoplasma, membrana); DSG3 (nucleo, citoplasma, membrana);

Antes del estudio, se revisaron todas las historias médicas y las secciones
tumorales de las muestras quirdrgicas. La evaluacion patoldgica de las muestras
resecadas se llevéd a cabo utilizando el sistema de estadificacion de la revisidn de
1997 del International System for Staging Lung Cancer (Sistema Internacional
para la Estadificacion del Cancer de Pulmdn) (Mountain, 1997) y se reviso de
acuerdo con la edicion mas reciente (7.2) de la clasificacion de tumores, ganglios
y metdstasis de la International Union Against Cancer (Unién Internacional
contra el Cancer) (UICC). Todos los especimenes fueron tumores primarios sin
antecedentes de tratamiento que pudieran afectar los resultados
inmunohistoquimicos.

2.4 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

Se llevd a cabo una puesta a punto de la técnica con el fin de determinar las
diluciones éptimas para cada anticuerpo (Tabla 1). Como controles se utilizaron:

- Tejido de piel humana normal como control positivo para PKP1, KRT15 y
DSG3

- Tejido pulmonar normal como control positivo para TTF1 y Napsina A

- Cancer de mama como control positivo para CK7

- Céncer escamoso de piel como control positivo para CK 5/6, p63 y p40

- Como controles negativos, se usaron los mismos controles positivos,
reemplazando el anticuerpo primario con PBS.

El estudio se realizdé en toda la serie mediante inmunotincién automadtica
(LabVision Autostainer 480s Thermofisher) utilizando el sistema de deteccion
Master Polymer Plus (MAD-000327QK Master Diagnostic) segun el
procedimiento siguiente:



A) Desparafinacion e hidratacion de las secciones. Procedimiento llevado a cabo
progresivamente por inmersién en bafos sucesivos a temperatura ambiente en
el interior de una cdmara de extraccidon de gases mediante:

e 3 bafos de Xileno, durante 5 minutos

e 2 bafios de etanol absoluto

e 1 baiio de etanol al 80%, durante 1 minuto
e 1 baiio de etanol al 70%, durante 1 minuto
e 1 bafio de etanol al 30%, durante 1 minuto

e vy finalmente un bafio de agua destilada.
B) Blogueo de la peroxidasa enddgena con una solucién de peréxido de
hidrégeno durante 10 minutos.

C) Desenmascaramiento antigénico llevado a cabo en de manera automatica en
un solo paso en Mdédulo PT (PT Module. Master Diagndstica, Granada, Espaia).
Las secciones se trataron con tampdn citrato sédico pH 6,0

D) Incubacidn con el anticuerpo primario a 4 2 C durante 16 horas (Tabla 1)
E) Lavado con tampdn fosfato salino (PBS) 3 veces durante 5 minutos cada vez

F) Incubacion con el anticuerpo primario Amplifier Quanto (UltraVision Quanto)
durante 10 minutos (Tabla 2.1)

G) Lavado e incubacion durante 10 minutos con Polymer Quanto (UltraVision
Quanto)

H) Se utilizé diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno
1) Las secciones se contrastaron con hematoxilina
J) Se visualizé al microscopio las secciones inmunoteifiidas.

La tincion inmunohistoquimica fue evaluada de forma independiente por dos
patdlogas, quienes asignaron una puntuacion basada en el grado y la intensidad
de la inmunorreactividad. El acuerdo entre patdlogas fue superior al 90% y
cualquier diferencia en la interpretacién de los resultados se resolvié por
consenso.

La tincion para PKP1, CK15 y DSG3 se evalud semicuantitativamente en el nucleo,
el citoplasma y la membrana considerandose de acuerdo con el siguiente
consenso:

Grado de inmunorreactividad

- Negativo. Se designé como 0. Se considerd negativo cuando el porcentaje
de células teiiidas fue <5 %.



- Positivo 1+: Cuando el porcentaje de células tefiidas fue 6-25 %
- Positivo 2+: Cuando el porcentaje de células tefiidas fue 26-50 %
- Positivo 3+: Cuando el porcentaje de células tefiidas fue >50%

Intensidad de inmunorreactividad

La intensidad de la tincién, en las mismas localizaciones, se puntud
semicuantitativamente de 0 a 3.

Los resultados de la inmunotincidn se puntuaron como la suma del grado y la
intensidad de la inmunorreactividad, considerando una puntuacién 23 positiva y
una puntuaciéon <3 negativa. En la valoracién de TTF1, p63 y p40, solo los casos
con tincidn nuclear se consideraron positivos, mientras que sélo aquellos con
tincion citoplasmatica/membranosa se consideraron positivos para CK5/6 y CK7,
y aquellos con tincién granular y citoplasmatica caracteristica se consideraron
positivos para Napsina A.

Anticuerpo primario Referencia
Dilucién
PKP1 HPA027221, Sigma. 1:200

Policlonal de conejo (St
Louis, MO, EE. UU)

KRT15 HPA024554, Sigma. 1:500
Policlonal de conejo
DSG3 NB100-1643, Abcam. 1:200

Monoclonal de ratdn
(Cambridge, Reino Unido)

TTF-1 000486QD, clon SPT24. Anticuerpo prediluido
Monoclonal (Master
Diagnostica)

NAPSINA A 001004QD, clon BS10. Anticuerpo prediluido
Monoclonal (Master
Diagnostica)

CK7 001004QD, clon OVTL | Anticuerpo prediluido
12/30. Monoclonal
(Master Diagnostica)

CK5/6 000680QD, clon | Anticuerpo prediluido
EP24/EP67/B22-18B231.
Monoclonal (Master
Diagnostica)

p63 000479QD clon  424. | Anticuerpo prediluido
Monoclonal (Master
Diagnostica)




p40 000686QD, clon ZR8. | Anticuerpo prediluido
Monoclonal (Master
Diagnostica)

Tabla 2.1.- Anticuerpos primarios utilizados en el estudio inmunohistoquimico.

2.5 MEDIDAS DE VALIDEZ EN LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Las medidas de validez son la sensibilidad y la especificidad, que son
caracteristicas inherentes a la prueba y dan como resultado valores estables y
gue realizan el andlisis de los datos en tabla de valores 2x2 por columnas. Hay
gue tener en cuenta que segln las condiciones de realizacion de la prueba, esta
puede presentar distintos valores de sensibilidad y especificidad (Gémez
Gonzélez & Pérez Castan, 2007) (James et al., 2021).

La sensibilidad nos indica la probabilidad de que un enfermo (o una enfermedad
presente en una muestra) sea identificada correctamente por la prueba, es decir
que tenga un resultado positivo (enfermos con prueba positiva de entre todos
los enfermos).

Este pardmetro se calculé aplicando la siguiente férmula:
Sensibilidad = TP / (TP + FN) (positivos/total)
Donde TP son los verdaderos positivos y FN son los falsos negativos.

El cdlculo de porcentaje de verdaderos positivos (PTP) se calculé aplicando la
siguiente férmula:

PTP =TP /(TP + FN) (positivos/totales)
Donde TP son los verdaderos positivos y FN son los falsos negativos

La especificidad nos indica la probabilidad de que la ausencia de enfermedad sea
identificada correctamente por la prueba, es decir, que la prueba sea negativa
(sanos con prueba negativa de entre todos los sanos).

Este pardmetro se calculé aplicando la siguiente férmula:
Especificidad = TN / (TN + FP) (negativos/total)
Donde TN son los verdaderos negativos y FP son los falsos positivos.

El calculo de porcentaje de verdaderos negativos (PTN) se calculé aplicando la
siguiente férmula:

PTN =TN /(TN + FP) (negativos/total)



Donde TN son los verdaderos negativos y FN son los falsos negativos.

2.6 MEDIDAS DE FIABILIDAD EN LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

La fiabilidad nos indica la reproducibilidad de la prueba y viene determinada por
la proporcién de falsos negativos y falsos positivos en la valoracion (Gémez
Gonzalez & Pérez Castan, 2007) (James et al., 2021).

La proporcion de falsos negativos, nos indica la probabilidad de que un enfermo
0 una muestra que contiene una determinada patologia sea identificada
incorrectamente por la prueba, de tal forma que se obtenga un resultado
negativo (enfermos con prueba negativa de entre todos los enfermos).

La proporcion de falsos positivos, nos indica la probabilidad de que un individuo,
0 una muestra, sin la enfermedad sea identificado incorrectamente por la
prueba, de tal forma que se obtenga para ese enfermo o esa muestra una prueba
positiva (sanos con prueba positiva de entre todos los sanos).

En general a la hora de elegir una prueba diagnodstica, una prueba sensible
implica que cuando se aplica a un individuo (o muestra) determinado y es
negativa se puede descartar con confianza que el individuo (muestra) contenga
la enfermedad, ya que en ese caso hubiese dado positivo. Sin embargo, cuando
la prueba es positiva no podemos asegurar que el individuo (muestra) esté
enfermo, de tal forma, que algunos de los individuos (muestras) considerados
inicialmente enfermos no tengan la enfermedad (falsos positivos).

Por el contrario, las pruebas muy especificas identificaran todos los individuos
sanos, por lo tanto, un resultado positivo en la prueba indica con confianza que
el individuo estd enfermo. Sin embargo, cuando el resultado de la prueba es
negativo, no podriamos asegurar que se tratase de un individuo sano, puesto
que podria tratarse de un falso negativo. En las pruebas muy especificas
encontraremos un numero de falsos positivos elevado, esto determinard un
sobrediagndstico que obligarda a la utilizaciéon de pruebas confirmatorias
posteriormente (Gdmez Gonzalez & Pérez Castdn, 2007) (James et al., 2021).

2.7 RAZONES DE VEROSIMILITUD O COCIENTE DE PROBABILIDAD (LR)
(LIKELIHOOD RATIO)

Determinan cudnto es mas probable un resultado positivo (negativo) en la
prueba segun la presencia o ausencia de la enfermedad, independientemente de
la prevalencia de la enfermedad. Estos valores se relacionan con la sensibilidad y



especificidad, y se puede utilizar para la comparacion de pruebas en un mismo
diagndstico (James et al., 2021).

Asi LR", se refiere al cociente entre la probabilidad de que el resultado de la
prueba sea positivo en pacientes enfermos y la probabilidad de que el resultado
sea positivo en pacientes sanos.

Este pardametro se calculé aplicando la siguiente férmula:
LR+ = Sensibilidad / (1- Especificidad)

En cuanto al valor LR’, se refiere al cociente entre la probabilidad de que el
resultado de la prueba sea negativo en pacientes enfermos y la probabilidad de
gue el resultado sea negativo en pacientes sanos.

Este pardmetro se calculé aplicando la siguiente formula:

LR- = (1- Sensibilidad) / Especificidad

2.8 ESTADISTICO J DE YOUDEN

Se refiere a la suma de la sensibilidad y especificidad menos la unidad.
Este pardmetro se calculé aplicando la siguiente férmula:
JYouden = Sensibilidad + Especificidad-1

Una prueba diagndstica debe tener un estadistico J de Youden mayor que 0. El
valor 1 seria una prueba perfecta (ausencia de falsos positivos y ausencia de
falsos negativos). En el caso de un estadistico J de Youden con valor 0 nos indica
que la sensibilidad y la especificidad son complementarias y que hay la misma
posibilidad de prueba positiva en el grupo de enfermos que no enfermos; por
tanto, no es util. En el caso de un estadistico J de Youden con valor menor que O,
entonces los resultados de la prueba diagndstica deben intercambiarse (el
resultado positivo es en realidad negativo y viceversa) (James et al., 2021).

2.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos correspondientes a cada uno de los parametros estudiados en el
anadlisis  histolégico, caracteristicas clinico-patoldogicas y el estudio
inmunohistoquimico se recogieron en el paquete estadistico Statistical Package for
the Social Sciencies (SPSS) en su version 20.0. (IBM, Chicago IL).



En el caso de las variables cualitativas se realizé un analisis descriptivo, con
medidas de tendencia central y de dispersion, y se obtuvo la distribucion de
frecuencias y porcentajes. Se llevé a cabo un andlisis inferencial en el estudio de
la relacidn entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes y la
expresion de los distintos marcadores, asi como en los casos en los que se hizo
un estudio de asociacién entre las variables cualitativas entre si. Se aplicé el
método de Tablas de contingencia y se realizaron las pruebas de chi-cuadrado
(x2) o test exacto de Fisher.

Se calcularon los indices de probabilidades con intervalos de confianza (IC) del 95
% para tablas de 2x2. Se calcularon las medidas de precisiéon para cada marcador
con los IC del 95 % correspondientes. P< 0,05 se considerd estadisticamente
significativo.

Se ajustaron modelos de regresidn logistica para evaluar la capacidad de cada
marcador o combinacion de marcadores para predecir la clasificacion de las
muestras como AC o SCC y se construyeron curvas ROC en base a las
predicciones generadas por cada modelo. En el andlisis de las curvas ROC se
utilizé el area bajo la curva (AUC) para evaluar y comparar la utilidad de los
diferentes marcadores para la diferenciacion entre adenocarcinoma y carcinoma
escamoso de pulmdn.

Finalmente, se construyé un modelo de regresion logistica multivariable paso a
paso para determinar el panel de marcadores inmunohistoquimicos éptimo que
permitiera la diferenciacion entre adenocarcinoma y carcinoma escamoso de
pulmon.

Los analisis de supervivencia se realizaron con el software R 3.4.0, utilizando los
paquetes 'survival' (v2.42-3) y 'survminer' (v0.4.2). La informacién clinica y los
datos de expresion génica normalizados se descargaron de Firebrowse (v1.1.38;
http://firebrowse.org/) para el proyecto TCGA-LUSC (n = 504). Los pacientes con
SCC de la cohorte TCGA-LUSC se dividieron en dos grupos para el andlisis de la
relacion entre los resultados de supervivencia y la expresion génica: "alto" (por
encima de la mediana para el gen especifico) y "bajo" (por debajo de la
mediana). Se trazaron curvas de Kaplan-Meier para los datos de supervivencia
sin procesar y luego se construyeron modelos de riesgos proporcionales de Cox,
teniendo en cuenta el estadio del tumor y la edad y el sexo del paciente.






3.1 SELECCION DE PACIENTES Y CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

Los pacientes seleccionados para el presente estudio fueron intervenidos
quirurgicamente en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada (Servicio
Andaluz de Salud, SAS). Todos los pacientes fueron diagnosticados de carcinoma de
pulmédn primario de células no pequeiias.

El presente estudio incluyé 85 pacientes con diagndstico de cancer de pulmdn
realizado entre 2004 y 2015. La mayor parte de los pacientes fueron varones, con
un total de 74 varones y 11 mujeres, como se refleja en la Figura 3.1, con una
media de edad de 64 afios y un rango de edad de 30 a 82 afios.

Mujer 12.64%

Hombre 87.36%

Figura 3.1. Distribucion de pacientes NSCLC por sexo

En cuanto al consumo tabaquico, 27 pacientes eran fumadores, 44 exfumadores
y 6 no fumadores (hubo 10 pacientes para los cuales no se registraron datos),
como se refleja en la Figura 3.2. La media de cigarros/dia fue de 22,11.



Fumadores 35.06%

No_Fumadores 7.79%

Exfumadores 57.14%

Figura 3.2. Distribucidn de pacientes NSCLC segiin consumo tabaquico

En cuanto a la estirpe histoldgica, un total de 41 pacientes fueron diagnosticados
de adenocarcinoma mientras que 44 pacientes lo fueron de carcinoma
escamoso. Segun la 72 edicién TNM para el cancer de pulmdn, en relacién con el
estadio tumoral, 54 pacientes, se encontraron en estadio |, 18 pacientes, en
estadio I, 10 pacientes, en estadio Ill y 3 pacientes, en estadio IV. Solo se
incluyeron los casos en los que el diagndstico histolégico de la pieza resecada fue
cancer de pulmén de células no pequeiias (NSCLC) y de estos se consideraron
para el estudio los casos de adenocarcinoma (AC) o cancer escamoso (SCC)
invasivo, lo que representa la mayoria de la serie (85 pacientes). Hubo dos casos
que correspondian a carcinomas sarcomatoides que fueron excluidos del
estudio. En cuanto al grado de diferenciacion de la muestra en 34 pacientes
(39,08%) fue pobremente diferenciado, en 37 pacientes fue moderadamente
diferenciado (42,52%) y en 8 pacientes fue bien diferenciado (9,19%).

En cuanto al pardmetro descriptor T, la mayor parte de los pacientes se
encontraron en T1: 10 pacientes (11,49 %) y T2: 56 pacientes (64,36%). La media
de tamafio tumoral fue 5,021 cm. Con respecto al parametro descriptor N, la
mayor parte de los pacientes correspondieron a NO: 64 pacientes (73,56%). La
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) estuvo presente en 37
pacientes (42,52%). La hipertension arterial (HTA) fue la comorbilidad mas
frecuente.



En la tabla 3.1 se resumen las variables descriptoras correspondientes a los
pacientes seleccionados para el estudio.

Variable Paciente NSCLC
n=85(87)

Sexo n (%)

Mujer 11(12,94)

Hombre 74(87,06)
Edad, aflos media (rango) 64(30-82)
Habito tabaquico n (%)

Fumador 27(31,03)

Exfumador 44(50,57)

No fumador 6(6,89)
Media cigarros/dia 22,11
Tipo histoldgico

Adenocarcinoma 41(47,12)

Carcinoma escamoso 44(50,57)
Estadio tumoral

Estadio | 54(63,52)

Estadio Il 18(21,17)

Estadio Il 10(11,76)

Estadio IV 3(3,53)

Tabla 3.1.- Datos clinicos de los pacientes analizados en el presente estudio

3.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES CONVENCIONALES

Se analizd la tincion inmunohistoquimica de seis marcadores bien
documentados, considerados convencionalmente de utilidad para el diagnéstico
diferencial de SCC y AC y utilizados de forma rutinaria por muchos laboratorios
de histopatologia (Mukhopadhyay & Katzenstein, 2011b; Tacha D, Yu CH, Haas T,
2011a; Tacha D, Zhou D, Henshall-Powell RL, 2010a; Terry et al., 2010b). CK5/6,
p40 vy p63 se consideran marcadores de SCC, mientras que CK7, TTF1 y Napsina A
se consideran marcadores de AC. (Figuras 3.3, 3.4, 3.5y 3.6).



Figura 3.3.- Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado, de uno de los
pacientes objeto de estudio, con queratinizacién individual (A), con intensa
positividad para CK 5/6 y p40 (B y C) y negatividad para TTF-1 (D), que se observa
sélo en las células nativas atrapadas por la neoplasia (H-E 10x; tinciones
inmunohistoquimicas 10x, 20x y 20x).

Figura 3.4. Adenocarcinoma moderadamente diferenciado en otro paciente
estudio. Se observan espacios glandulares irregulares revestidos por células
tumorales atipicas y separadas por estroma fibroso (A). Inmunohistoquimica
positiva para TTF-1 (B) CK 7 (C); la tincién para p40 es negativa (Tinciones H-E e
inmunohistoquimicas 10x)



Figura 3.5. Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado. Células grandes
eosindfilas con atipicidad nuclear y presencia de varias figuras de mitosis y
ausencia de queratinizacion (A). Expresion irregular de CK 5/6 (B), fuerte
positividad nuclear para p63 (C) y ausencia de positividad para TTF-1 que solo
esta presente, sin embargo, en células nativas del pulmédn, atrapadas entre las

células neoplasicas (D). (Tincion H-E 20x, tinciones inmunohistoquimicas 40x, 10x
y 10x en B, Cy D).
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Figura 3.6. Adenocarcinoma moderadamente diferenciado (A); positividad
inmunohistoquimica para CK7 (B) y negatividad para p40 (C). (Todas las tinciones
20x).



Figura 3.7. Adenocarcinoma con patrén papilar con positividad para Napsina A.
Obsérvese el patron granular caracteristico. Inmunohistoquimica 60x.

En nuestra cohorte de 85 pacientes, el marcador convencional mas sensible para
AC fue CK7 (97,6 %, con 2,4 % de falsos negativos), seguido de Napsina A (80,5 %,
con 19,5 % de falsos negativos) y TTF1 (75 %, con 25 % de falsos negativos). Sin
embargo, el marcador mas especifico fue TTF1 (97,7 %), seguido de Napsina A
(93,2 %) y CK7 (56,8 %).

Cuando se utilizé el marcador TTF1, obtuvimos 96,8 % de verdaderos positivos y
81,1 % de verdaderos negativos, seguido de Napsina A (91,7 % de verdaderos
positivos y 83,7 % de verdaderos negativos) y CK7 (67,8 % de verdaderos
positivos y 96,2 % de verdaderos negativos). La prueba fue mdas precisa para
Napsina A (87,1 %), seguida de TTF1 (86,9 %) y CK7 (76,5 %); ademas, el
estadistico J de Youden fue mayor para Napsina A (0,74), seguido de TTF1 (0,73)
y CK7 (0,54) (Tabla 3.2).

En el caso de SCC, el marcador convencional mas sensible fue p63 (95,5 %),
seguido de CK5/6 (93,2 %) y p40 (88,6 %), mientras que p40 fue el mas especifico
(95,1 %), seguido de CK5/6 (92,7 %) y p63 (85,4 %).

Cuando se utilizé el marcador p40 obtuvimos 95,1 % de verdaderos positivos y
88,6 % de verdaderos negativos, seguido de CK 5/6 (93,2 % de verdaderos
positivos y 92,7 % de verdaderos negativos) y p63 (87,5 % de verdaderos
positivos y 94,6 % de verdaderos negativos). La prueba fue mas precisa para CK
5/6 (92,9 %), seguida de p40 (91,8 %) y p63 (90,6 %), mientras que el estadistico J
de Youden fue mas alto para CK 5/6 (0,85), seguido de p40 (0,84 %) y p63 (0,81).
(Tabla 3.3).



ADENOCARCINOMA

Napsi
CK7 TTF1 naA
Sensibilidad (%) 97.6 75 80.5
(Positivo/Total) (40/41) (30/40) (33/41)
Especificidad (%) 56.8 97.7 93.2
(Negativo/Total) (25/44) (43/44) (41/44)
Porcentaje de verdaderos positivos (PTP) (%) 67.8 96.8 91.7
(Positivos/Total) (40/59) (30/31) (33/36)
Porcentaje de verdaderos negativos (PTN) (%) 96.2 81.1 83.7
(Negativos/Total) (25/26) (43/53) (41/49)
Exactitud (Accuracy) (%) 76.5 86.9 87.1
(Positivo/Total) (65/85) (73/84) (74/85)
Estadistico J de Youden 0.54 0.73 0.74
LR+ (Likelihood Ratio). Razén de verosimilitud 2.26 32.61 11.84
LR- (Likelihood ratio). Razén de verosimilitud 0.04 0.26 0.21

Tabla 3.2. Expresién de marcadores convencionales. Sensibilidad, especificidad,
porcentaje de verdaderos positivos (PTP) y porcentaje de verdaderos negativos
(PTN), exactitud (accuracy), estadistico J de Youden y valores de razén de
verosimilitud positiva y negativa para la tincion con marcadores utilizados
convencionalmente para el diagnéstico diferencial de AC (CK7, TTF1 y Napsina A).

Sensibilidad, TP/(TP+FN); Especificidad, TN/(TN+FP); PTP, TP/(TP+FN); PTN,
TN/(TN+FP); Exactitud (Accuracy), (TP+TN)/(TP+FP+FN+TN); estadistico J de
Youden, Sensibilidad+Especificidad-1; Razén de verosimilitud positiva (LR+),
Sensibilidad/(1-Especificidad); (LR-), (1-
Sensibilidad)/Especificidad.

Razén de verosimilitud negativa



SQUAMOUS CELL CARCINOMA

CK5/6 p40 p63
Sensibilidad (%) 93.2 88.6 95.5
(Positivo/Total) (41/44) (39/44) (42/44)
Especificidad (%) 92.7 95.1 85.4
(Negativo/Total) (38/41) (39/41) (35/41)
Porcentaje de verdaderos positivos (PTP) (%) 93.2 95.1 87.5
(Positivos/Total) (41/44) (39/41) (42/48)
Porcentaje de verdaderos negativos (PTN) (%) | 92.7 88.6 94.6
(Negativos/Total) (38/41) (39/44) (35/37)
Exactitud (Accuracy) (%) 92.9 91.8 90.6
(Positivo/Total) (79/85) (78/85) (77/85)
Estadistico J de Youden 0.85 0.84 0.81
LR+ (Likelihood Ratio). Razén de verosimilitud | 12.64 18.08 6.54
LR- (Likelihood ratio). Razén de verosimilitud 0.08 0.12 0.05

Tabla 3.3. Expresién de marcadores convencionales. Sensibilidad, especificidad,
porcentaje de verdaderos positivos (PTP) y porcentaje de verdaderos negativos
(PTN), exactitud (accuracy), estadistico J de Youden y valores de razén de
verosimilitud positiva y negativa para la tincién con marcadores utilizados
convencionalmente para el diagndstico diferencial de SCC (CK5/6, p40 y p63).

Sensibilidad, TP/(TP+FN); Especificidad, TN/(TN+FP); PTP, TP/(TP+FN); PTN,
TN/(TN+FP); Exactitud (Accuracy), (TP+TN)/(TP+FP+FN+TN); estadistico J de
Youden, Sensibilidad+Especificidad-1; Razén de verosimilitud positiva (LR+),
Sensibilidad/(1-Especificidad); Razén de verosimilitud negativa (LR-), (1-
Sensibilidad)/Especificidad.



Entre los marcadores convencionales para AC (CK7, TTF1 y Napsina A) y SCC (CK
5/6, p40 y p63) analizados en nuestra cohorte de pacientes, solo TTF1 en AC y
p40 en SCC fueron especificos en 294 % de las muestras, con 294 % de
verdaderos positivos.

3.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE NUEVOS MARCADORES PARA SCC

Con el objetivo de mejorar el diagnéstico en cancer de pulmoén se estudiaron a
continuacién tres marcadores nuevos para SCC relacionados con los
desmosomas PKP1, KRT15 y DSG3 que pueden contribuir al diagndstico
diferencial de SCC y AC. Se analizé su localizacién en ndcleo, citoplasma o
membrana.

En el caso del marcador PKP1 la tincién inmunohistoquimica se detectd
principalmente en SCC, con una distribucién e intensidad heterogénea entre los
diferentes tumores analizados, y en diferentes areas de una misma neoplasia.
PKP1 tifié con mayor frecuencia las membranas celulares, marcando las uniones
intercelulares, también se observd tincion del citoplasma con una frecuencia
inferior a la tincidn de membrana. La tincidn membranosa se observé
principalmente en areas bien o moderadamente diferenciadas de SCC. En cuanto
a la tincién nuclear, esta se observé con menos frecuencia y fue mas frecuente
en las células con un aspecto mas inmaduro (Figura 3.8).

Figura 3.8. Tincion inmunohistoquimica de PKP1 en SCC. A) Tincion
predominante en membrana celular a (40x). B) Tincién positiva en membrana y
citoplasma. Obsérvese la tincidn débil en el area menos diferenciada (abajo a la
izquierda) (20x). C) Tincién nuclear (40x)



Nunca se observd tincion membranosa en AC, aunque ocasionalmente se
observo tincion focal en nucleo y citoplasma como se refleja en la Figura 3.9.

C

Figura 3.9. Tincidn inmunohistoquimica de PKP1 en AC. A y B) Tincién
citoplasmatica y nuclear débil (40x). C) AC pobremente diferenciado con tincion
completamente negativa (10x).

En relacion con el marcador KRT15 también se restringid principalmente a SCC
tal y como se observa en la Figura 3.10, con una distribucién e intensidad
variable entre diferentes SCC y entre diferentes dreas de la misma neoplasia. La
tincibn en SCC se observd asi mismo, en areas mejor diferenciadas,
principalmente en la membrana celular pero también en el citoplasma. La tincién
nuclear se observé con menos frecuencia que con PKP1 y se observé en células
ocasionales con apariencia menos diferenciada reflejado en la Figura 3.10 D. En
las muestras de AC, no se observd tincion para KRT15 en la membrana celular, en
cuanto a la tincién nuclear y citoplasmatica para este marcador solo estuvo
presente ocasionalmente. En cuanto a la tincién citoplasmdtica para KRT15 en
muestras de AC estuvo presente en 2 muestras siendo en ambas sélo levemente
positivo, (Positivo 1+, con un porcentaje de células tefiidas de 6-25 %). En cuanto
a la tincion nuclear para KRT15 en muestras de AC estuvo presente en 10
muestras siendo en 7 de ellas soélo levemente positivo, (Positivo 1+, con un
porcentaje de células tefiidas de 6-25 %), tal y como se observa en la Figura 3.11.



Figura 3.10. Tincion Inmunohistoquimica para KRT15 en SCC. A) Extensamente
positiva en membranas celulares de muestras de SCC bien diferenciado (20x). B)
Area poco diferenciada con tincidon membranosa focal (20x). C) Area con tincién
citoplasmatica predominante (60x) D) SCC pobremente diferenciado que
muestra algunos nucleos con tinciéon tenue (flechas). Notese la negatividad en las
células del estroma (puntas de flecha) (20x).
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Figura 3.11. Tincidon Inmunohistoquimica para KRT15 en AC. Positividad nuclear
débil (A) y moderada (B) en ocasionales células (20x y 40x).

En muestras de SCC la tincién para DSG3 mostré una distribucién irregular y
semejante a las tinciones observadas para los marcadores PKP1 y KRT15 ya que
se encontré con mayor frecuencia en membranas celulares de las dreas mejor
diferenciadas y, en menor grado, en citoplasma. En cuanto a la tincidon nuclear,
fue mucho menos frecuente y se observd principalmente en areas poco



diferenciadas, dicha tincién nuclear estuvo presente en 7 muestras siendo en 6
de ellas sélo levemente positivo, (Positivo 1+, con un porcentaje de células
tefiidas de 6-25 %). (Figura 3.12). No se observé tincidn para DSG3 en AC con la
excepcion de solo 4 muestras siendo 2 de ellas sélo levemente positivo, (Positivo
1+, con un porcentaje de células tefiidas de 6-25 %).
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Figura 3.12. Tincién inmunohistoquimica de DSG3 en SCC. A) SCC bien
diferenciado con intensa positividad principalmente en membranas celulares
(40x) B) Tincién mas heterogénea en membranas celulares y algunos citoplasmas
(20x). C) Débil tincidn citoplasmatica/nuclear en drea poco diferenciada (40x).

En nuestra cohorte, el marcador mas sensible fue PKP1 en ntcleo (86 %), seguido
de KRT15 en membrana (75,6 %) y DSG3 en membrana (64,3 %). Sin embargo,
DSG3 en membrana fue el mas especifico (100 %), seguido de PKP1 en
membrana (97,4 %) y KRT15 en membrana (94,6 %).

Con DSG3, la mayor tasa de verdaderos positivos y verdaderos negativos
correspondio a la tincion membranosa (100 % de verdaderos positivos y 72,2 %
de verdaderos negativos). Con PKP1, la tasa de verdaderos positivos mas alta fue
para la tincién membranosa (97,1 %) y la tasa de verdaderos negativos mas alta
se observd para la tincion citoplasmatica (84,2 %). En el caso del marcador
KRT15, las tasas mas altas de verdaderos positivos y verdaderos negativos fueron
para la tincion membranosa (93,9 % de verdaderos positivos y 77,8 % de
verdaderos negativos). La prueba fue mas precisa en la tincion de PKP1 en
membrana (86,6 %), seguida de KRT15 en membrana (84,6 %) y DSG3 en
membrana (81,5 %). El estadistico J de Youden fue mas alto con PKP1 en
membrana (0.74), seguido de KRT15 en membrana (0.70) y DSG3 en membrana
(0.643). Todos los datos comentados se reflejan en la Tabla 3.4.



SQUAMOUS CELL CARCINOMA

PKP1 KRT15 DSG3

Nucleus|Cytoplasm|Membrane|Nucleus|Cytoplasm{Membrane|Nucleus|Cytoplasm|Membrane

Sensitibilidad (%)

(Positivos/Total)

72.1 86 76.7 19.5 73.2 75.6 16.7 61.9 64.3

(31/43)| (37/43) | (33/43) |(8/41) | (30/41) | (31/41) |(7/42) | (26/42) | (27/42)

Specificidad (%)

(Negativos/Total)

92.3 82.1 97.4 73 94.6 94.6 89.7 94.9 100

(36/39)|(32/39) |(38/39) |(27/37)|(35/37) |(35/37) |(35/39)|(37/39) |((39/39)

Porcentaje de
verdaderos
positivos (PTP)
(%)

(Positivos/Total)

91.2 84.1 97.1 44.4  93.8 93.9 63.6 [92.9 100

(31/34)|(37/44) |(33/34) |(8/18) |(30/32) |(31/33) |(7/11) |(26/28) |(27/27)

Porccentaje de
verdaderos
negativos (PTN)
(%)

(Negativos/Total)

75 84.2 79.2 45 76.1 77.8 50 69.8 72.2

(36/48)|(32/38) |(38/48) |(27/60)|(35/46) |(35/45) |(35/70)|(37/53) |(39/54)

Exactitud (%)

(Positivos/Total)

81.7 |84.1 86.6 449 |83.3 84.6 519 [77.8 81.5

(67/82)|(69/82) |(71/82) |(35/78)|(65/78) |(66/78) |(42/81)|(63/81) |(66/81)

Estadistico

J de Youden

0.64 0.68 0.74 -0.08 0.68 0.70 0.06 0.57 0.643

LR+ (Razén de
verosimilitud)

9.36 4.80 29.50 0.72 | 13.56 14.00 1.62 12.14 -

LR- ( Razén de
verosimilitud)

0.30 0.17 0.24 1.10 0.28 0.26 0.93 0.40 0.357

Tabla 3.4. Expresion de nuevos marcadores en muestras SCC. Sensibilidad,
especificidad, porcentaje de verdaderos positivos (PTP), porcentaje de
verdaderos negativos (PTN), exactitud, estadistico J de Youden y valores de razén
de verosimilitud positiva y negativa para la tinciéon de PKP1, KRT15 y DSG3 segun
su localizacion nuclear, citopldsmica o membranosa.



Sensibilidad, TP/(TP+FN); Especificidad, TN/(TN+FP); PTP, TP/(TP+FN); PTN,
TN/(TN+FP); Exactitud (Accuracy), (TP+TN)/(TP+FP+FN+TN); estadistico J de
Youden, Sensibilidad+Especificidad-1; Razdn de verosimilitud positiva (LR+),
Sensibilidad/(1-Especificidad); Razdon de verosimilitud negativa (LR-), (1-
Sensibilidad)/Especificidad.

De acuerdo con estos resultados, la tincion membranosa con los nuevos
marcadores utilizados PKP1, KRT15 y DSG3, fue especifica para 294 % de las
muestras de SCC, obteniendo 294 % de verdaderos positivos en nuestra cohorte
de pacientes.

3.5 ANALISIS DE COMBINACION DE MARCADORES

Con el fin de determinar la combinaciéon de los nuevos marcadores para
muestras SCC que podian proporcionar un mejor diagndstico diferencial entre AC
y SCC, se utilizaron los anticuerpos en combinacién. Para las muestras de SCC, la
tincion de PKP1 en membrana mostré una especificidad del 97,4 % y una
sensibilidad del 76,7 %, mientras que la tincion de DSG3 en membrana mostré
una especificidad del 100 % y una sensibilidad del 64,3 % cuando se evaluaron
ambos marcadores por separado. Sin embargo, cuando se estudiaron juntos, la
tincién en membrana con estos dos marcadores logré una especificidad del 100
% (95 % Cl = 90,6 % - 100,0 %) aunque la sensibilidad fue del 52,4 % (95 % Cl =
37,7 % - 66,6 %).

Por otro lado, respecto del marcador TTF-1, la tincién positiva con TTF-1
proporciond una especificidad del 97,7 % y una sensibilidad del 75 % para AC.
Cuando los tres marcadores se consideraron juntos (PKP1, DSG3 y TTF-1) en el
Panel 1 SCC (tincion de membrana positiva para PKP1 y DSG3 y tincién negativa
para TTF-1), como se puede observar en la Tabla 3.5, la especificidad para las
muestras de SCC aumento al 100,0 % (IC del 95 % = 90,6 % - 100,0 %) aunque la
sensibilidad fue del 52,4 % (IC 95 % = 37,7 % - 66,6 %).

En cuanto a la tincion con el marcador KRT15 en membrana arrojé una
especificidad del 97,4 % y una sensibilidad del 75,6 % para las muestras de SCC,
y, por otro lado, la tincién con Napsina A aporté una especificidad del 93,2 % y
una sensibilidad del 80,5 % para las muestras de AC, cuando estos marcadores se
evaluaron por separado.

Cuando los cinco marcadores se consideraron juntos en el Panel 2 SCC (tincion
membranosa positiva para PKP1, DSG3 y KRT15 y tincién negativa para TTF-1y



Napsina A), como se puede observar en la Tabla 3.5, la especificidad para las
muestras de SCC aumenté al 100,0 % (IC del 95 % = 89,6 % - 100,0 %), aunque la
sensibilidad fue del 47,5 % (IC 95 % =32,9 % - 62,5 %).

En el caso de las muestras de AC, la evaluacion combinada de tincion de
membrana negativa para PKP1y DSG3 y TTF-1 positivo, en el Panel 1 AC, como se
puede observar en la Tabla 3.5, aumentd la especificidad para muestras de AC al
100,0 % (IC del 95 % = 91,6 % - 100,0 %), aunque la sensibilidad fue del 24,3 % (IC
del 95 % =13,4 % - 40,1 %).

Como se puede observar en la tabla 3.5, en el Panel 2 AC se consideraron juntas
las tinciones de membrana negativas para PKP1, DSG3 y KRT15 vy las tinciones
positivas para TTF-1 y Napsina A, con lo que la especificidad para las muestras de
AC aumenté al 100,0 % (IC del 95 % = 91,2 % - 100,0 %) y la sensibilidad fue del
63,6 % (IC95 % =46,6%-77,8 %).

SQUAMOUS CELL CARCINOMA

Especificidad | Sensitibilidad | AUC
Panel 1 SCC: PKP1m+/DSG3m+/TTF1- 100 % 52.4% 0.7619
Panel 2 SCC: 100 % 47.5% 0.7375
PKP1m+/DSG3m+/KRT15m+/TTF1-/Napsina A-

ADENOCARCINOMA

Especificidad | Sensitibilidad | AUC
Panel 1 AC: PKP1m-/DSG3-/TTF1+ 100 % 243 % 0.8552
Panel 2 AC: PKP1m-/DSG3m-/KRT15m- 100 % 63.6 % 0.8088
/TTF1+/Napsina A+

Tabla 3.5. Combinacidn de anticuerpos utiles para el diagndstico de SCCy AC



3.6 ANALISIS DE CURVAS ROC

En aquellas pruebas diagndsticas en las que los valores de la prueba son
cuantitativos podemos determinar los puntos de corte de nuestra prueba, con lo
cual la sensibilidad y la especificidad variaran.

En el caso de emplear variables continuas debe determinarse qué valor se
utilizara para clasificar las muestras de los pacientes como AC o SCC.

La curva ROC (Receiver Operating Characteristic) nos permite relacionar la
proporcién de verdaderos positivos (sensibilidad) con la proporcién de falsos
positivos (1-especificidad), o cociente de probabilidad positivo. De esta manera,
podemos determinar la exactitud diagndstica, es decir, ver en qué punto
tenemos la mayor probabilidad de clasificar correctamente la muestra al aplicar
la prueba diagndstica. Asi, un valor del 60 % significa que por ejemplo una
muestra de AC tiene un 60 % mas de probabilidad de tener la prueba positiva
para AC que una muestra SCC.

En cuanto a la interpretacion de la curva ROC (GOmez Gonzdlez & Pérez Castan,
2007) (James et al., 2021):

La curva ROC es creciente si se modifica el valor de corte para obtener mayor
sensibilidad; esto se puede hacer a cambio de disminuir al mismo tiempo la
especificidad.

La diagonal que une los vértices inferior izquierdo y superior derecho, indica el
momento en que la curva no seria discriminatoria, es decir se observan los
mismos resultados en AC que en SCC.

La exactitud de la prueba aumenta a medida que la curva se desplaza desde la
diagonal hacia el vértice superior izquierdo. En el caso de tener 100 % de
sensibilidad y 100 % de especificidad, es decir, la discriminacién fuera perfecta
pasaria por dicho punto.

Se ajustaron modelos de regresion logistica para evaluar la capacidad de cada
marcador o combinacion de marcadores para predecir la clasificacion de las
muestras como AC o SCC y se construyeron curvas ROC en base a las
predicciones generadas por cada modelo.
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Figura 3.13. Curva ROC para los marcadores de AC.
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Figura 3.14. Curva ROC para los marcadores de SCC.
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Figura 3.15. Curva ROC para los paneles de marcadores de SCC.

El area bajo la curva ROC (o AUC) representa un resumen estadistico éptimo para
comparar la sensibilidad y especificidad de los nueve marcadores (CK5/6, p40,
p63, CK7, TTF1, Napsina A, PKP1, KRT15 y DSG3). Para nuestra cohorte de 85
neoplasias pulmonares malignas primarias, 41AC y 44 SCC, incluidos todos los
grados histoldgicos, p63 (0,965) mostré un AUC mas alto, seguido de CK 5/6
(0,960) y p40 (0,938), con valores de AUC > 0,9, mientras que los valores de AUC
para los demds marcadores estuvieron entre 0,8 y 0,9. Los valores de AUC se
muestran en la Tabla 3.6.



95% asymptotic confidence interval

Marker AUC Asymptotic significance Lower limit Upper limit
PKP1_mb 0.861 0.000 0.773 0.950
DSG3_mb  0.813 0.000 0.712 0.913
KRT15_mb 0.861 0.000 0.773 0.949
TTF1 0.869 0.000 0.784 0.954
NapsinaA  0.887 0.000 0.808 0.966
CK7 0.863 0.000 0.779 0.946
p63 0.965 0.000 0.923 1.000
CK5/6 0.960 0.000 0.914 1.000
p40 0.938 0.000 0.880 0.996

Tabla 3.6. Valores del darea bajo la curva (AUC) para los marcadores
convencionales y nuevos.

Los andlisis estadisticos que evaltan la concordancia y la reproducibilidad en el
anadlisis de marcadores convencionales se muestran en las tablas 3.2, 3.3, 3.5y
3.6 mientras que los analisis estadisticos que evallian la concordancia y la
reproducibilidad en el analisis de marcadores nuevos se muestran en las tablas
3.4,35y3.6.

3.7 MODELO DE REGRESION LOGISTICA MULTIVARIANTE POR PASOS

Se construyd un modelo de regresion logistica multivariable paso a paso para
determinar el panel de marcadores inmunohistoquimicos O&ptimo para



diferenciar entre SCC y AC. El mejor resultado incluyé la combinacién de los
marcadores CK5/6, p63 y PKP1 en membrana, lo que dio un porcentaje de
clasificacion correcta del 96,2 % en general (94,6 % de ACy 97,6 % de SCC).

3.8 EXPRESION DE NUEVOS MARCADORES SCC EN RELACION CON EL GRADO DE
DIFERENCIACION

Dado que la tipificacién histoldgica constituye un desafio en los carcinomas
pobremente diferenciados, especialmente en muestras de biopsia pequeias,
estudiamos la relacién entre la expresidon de los nuevos marcadores SCC y el
grado de diferenciacién. Para este andlisis se utilizaron 77 muestras en las cuales
el grado de diferenciacién pudo ser determinado. De estas muestras, habia un
total de 8 muestras clasificadas como bien-diferenciadas, 37 moderadamente-
diferenciadas y 32 pobremente-diferenciadas.

Observamos que la tincidn con los tres nuevos marcadores fue mas especifica
para SCC, especialmente en dreas moderadamente o bien diferenciadas,
detectandose principalmente en las membranas celulares. Las tinciones
caracteristicas de los marcadores DSG3 y PKP1 estaban especialmente
relacionadas con el grado de diferenciaciéon. En la presente investigacion,
agrupamos las muestras bien y moderadamente-diferenciadas y las comparamos
con muestras pobremente-diferenciadas. La tincién nuclear DSG3 positiva fue
mas frecuente en muestras poco diferenciadas (22,6 %) que en muestras bien o
moderadamente diferenciadas (6,67 %) (Prueba exacta de Fisher: razén de
probabilidad = 4,01; IC del 95 % = 0,82-26,24; p = 0,08).

La tincion de PKP1 nuclear difirié entre las muestras de SCC y AC. Entre las 30
muestras de SCC con tincién de PKP1 nuclear, el 53,3 % eran pobremente-
diferenciadas y el 46,7 % eran muestras bien o moderadamente-diferenciadas.
Las tres muestras de AC con tincion nuclear eran muestras bien o
moderadamente-diferenciadas (diferencia no significativa), Figuras 3.8 y 3.9.

3.9 EXPRESION DE MARCADORES EN RELACION CON CARACTERISTICAS
CLINICAS

En el estudio de la expresion de los distintos marcadores en relaciéon con las
caracteristicas clinicas de los pacientes hay que destacar que no se encontraron



relaciones estadisticamente significativas en muchos casos, posiblemente debido
al tamafio de muestra limitado.

Se encontraron diferencias significativas para la expresion de los distintos
marcadores en muestras de AC, en los siguientes casos, reflejados en la Tabla
3.7:

Para la tincién en membrana del marcador PKP1 en relacidon con metdstasis (p=
0,003).

Para la tincidn en nucleo del marcador DSG3 en relacién con el sexo (p=0,014) y
con el consumo de tabaco (p= 0,032)

Para la tincion en citoplasma del marcador DSG3 en relacion con el estadiaje
(p=0,038).

Para la tincién del marcador p63 en relacién con el tamafio tumoral (T) (p=0,014)
y con la afectacién ganglionar (N) (p=0,036).

En el estudio de la expresion de los distintos marcadores en relacién con las
caracteristicas clinicas de los pacientes, no se encontraron diferencias
significativas para la expresion de los distintos marcadores en muestras de SCC,
Tabla 3.8.

| ADENOCARCING

Ma PKP1 DSG3 KRT15 o5/6  pao p63 CK7 TIF1  Napsina
Wicieo Citoplasma Membrana  Wicleo  Citoplasma Membrana  Nicleo  Citoplasma Membrana

No No No Mo No No No Mo No No No No No

Saxo (1000) (0617) (10000 0,014 (0331} - (1,000) (03%0] (03%0) (0488) (10000 (1,000) (1,000) (0656) (1,000
o No No o No No Mo Ne No No No o o

Tabaco  (0,638) [0,643) (1,000] 0,032  (0,296) - (0251) (0,325] (0,325) (1,000} (0,631} (0,562)  [1,000) (0,291)  (0,445)
No No No No N No No No N No No No No

EPOC 1000) (1,000) (1,000) (0485) (1,000) - {0,704) (1,000)  {1,000) 0603} {(0,223) 0177  (1,000) (0688) {0,691
No No No No No No Mo Ne No No No

Diferenciacién (0.439) (0,621)  (1,000) (1,000} 0,192 - [0,585) (0,492)  (0,452) 1,000 0,203 (0,379) - (0,710) {0,711}
No No No Ne No No No No No No No No

Localizacion  (0,388) [0,507) (0,666) (0,277)  (0,541) - [0,770) (0,691] {0,691) 0,070  (1000) (0,694) (1,000) (0561)  {0,743)
Metdstasis - - - - - - - - - - - - - - -
Estadio NSCLC - - - - - - - - - - - - - - -
No No No No No No N No No No No

T (1000) [0349) (10000 (0511) 0,108 - 0072 (1,000) (1,000) (0716} (0556) 0,014  [1,000) (1,000 0,908)
No No No No Mo No No No Mo No No No

N (1,000) [0411) (1,000] (0658) (1,000} - [0,811) (1,000] (L000) (0570) (1,0000 0,036 [1,000) 0134  (0,238)
No No No He No No Mo He HNo No No No

] (1000) [o184) 0,003 (10000 (1,000} - [0,278) (1,000] {L,000) (3,000} (1,000 1,000  (L,000) (1,000) {1,000
No No No No. No No Mo No No

Estadiaje  (1,000) [1,000) = (0,308) 0,038 B [0212) (1,000)  (1,000] (0,672) 0,207 0,070 - (0288)  (0,737)

Tabla 3.7. Analisis de expresion de marcadores y caracteristicas clinicas en
muestras de AC.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva crénica; T: Tamafio tumoral; N:
Afectacion ganglionar; M: Metastasis



EPIDERMOIDE PKP1 DSG3 KRT15 CK5/6  pa0 p63 CK7  TIF1  Napsina

Nicieo Citoplasma Membrana  Nicieo  Citoplosma Membrona  Nixleo  Citopiosma Membrang

No No No No No No No No No No No No No

Sexo (L000) (0385) 0142 (1,000) (0553) (1,000 (1,000) (0,187) 015  [1,000) (1,000) ({L000] (0,573) (L,000)  (0,208)
Ho Ne No No No HNo No HNo No No No

Tabaco 0,121 0154 (L000) (0329) (0,296) 0145 (1,000 [0,688) (0,694) (1,000 (0,615)  (1,000) 007 (1,000)  (1,000)
No No No No No No No HNo No No No No No No

EPOC (1,000 (1000) (L000] (0340) (0,743) (0508) (0,236) (1,000) (1,000) (0,4%6)  (0,330) (0486) 0,022  (1,000) (1,000
No No No No No No No No No No No No No No

Diferenciacién (0,270) (1,000) (0,757} (0318) (1,000) (0,414) (0253) (0,871) (1,000) [1000) (0798 {1000) 0a1%1  (0534)  (1,000)

No No No No No No No No No No No No No No
Localizacion (0,211) (0,714) (0,200) (0544) (0525) (0931) (0,422 (0,387)  (0,207) {0,252) (0,353) 0,125 {0,787) 0,437) (0,335)

No No No No No No No No
Metistasis - - (1,000] {1,000) [1,000) - (1,000) (1,000 (1,000) {1,000} - - No - (1,000)
HNo No No No No No No HNo HNo
Estadio NSCLC {1,000) (1,000 (1,000) Ne (1,000} (1000) (1,000) (1,000} {1,000) - - - (0,785)
No No No No No No No No No No No No No No No
T (0668 (0,742) (0,823) (0511) (0,8%8) (0,603) (0501) (0,343) (0,27%)  [1,000)  (1,000) (1,000 (0,904]  (1,000) (1,000
No No Ho No No No No No HNo No HNo No HNo No No
N (0,285) (1,000) (1,000) {0367) (0,250) (0,250) (0,720} (0,738) (1,000) (1,000} (1,000) {1,000} (0,295) (1,000  (1,000)
No No No No No No No No No No No No
M (1,000} (1,000) (1,000) - - - (1,000) (1,000 (1,000) {1,000) (1,000 {1,000) (1,000) (1,000} (1,000
No No No No No No No No No No No No No No

Estadisje  (0548) (0,854) (0,340 (0480) (0361) (0827) (0357) (0,635) (06%1)  (L,000) (0454)  (L000) 0,155 (1,000}  (1,000)

Tabla 3.8. Analisis de expresion de marcadores y caracteristicas clinicas en
muestras de SCC.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva crénica; T: Tamafio tumoral; N:
Afectacion ganglionar; M: Metastasis

3.10 EXPRESION DE NUEVOS MARCADORES SCC EN RELACION CON LA
SUPERVIVENCIA

En el estudio de la expresion de los nuevos marcadores en muestras de SCC en
relacidon con la supervivencia se conté con los datos correspondientes para 78
pacientes, 38 pacientes SCC y 40 AC. En la Figura 3.16 se muestra la curva de
supervivencia de Kaplan-Meier para el marcador PKP1, en este analisis se
observd una relacion entre la tincion positiva de PKP1 y una tendencia a una
supervivencia mas prolongada, aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa (log-rank p = 0,19), posiblemente debido al tamafo limitado de
nuestra muestra. Asi mismo, se observé también una tendencia no significativa
para una supervivencia mds prolongada en los pacientes con SCC versus AC (log-
rank p =0,47).
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Figura 3.16. Analisis de supervivencia de nuestra cohorte de 38 pacientes SCC y
40 AC, clasificados como "PKP1 negativo" o "PKP1 positivo" segun la tincidn
inmunohistoquimica de PKP1.

Con el fin de superar esta limitacién en el tamafio de la muestra y eliminar el
subtipo de tumor como factor de confusién, estudiamos también a 495 pacientes
en la cohorte de pacientes de la base de datos TCGA-LUSC (The Cancer Genome
Atlas) para quienes se disponia de datos de supervivencia y expresion génica,
estos datos se reflejan en la Tabla 3.9. En esta cohorte se encontrd una relacion
de correlacidn significativa entre una mayor expresion de PKP1 y una mejor
supervivencia global que se muestra en la Figura 3.17, obteniendo un cociente
de riesgos instantaneos de 0,951 (IC 95 % = 0,907-0,997; p = 0,036) en un modelo
de riesgos proporcionales de Cox después de ajustar para variables de confusion.



Sex
Male 366
Female 129
Age (years, mean  SD) 67.23 £ 8.56
Tumor stage
| 242
1l 159
/v 90
Vital status
Alive 283
Deceased 212
Total 495

Tabla 3.9. Cohorte de pacientes analizados en la base de datos TCGA-LUSC (The

Cancer Genome Atlas).

Kaplan-Meier plot of TCGA SqCLC patients
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Figura 3.17. Analisis de supervivencia de la cohorte de pacientes de la base de
datos TCGA-LUSC (N = 495 pacientes con SCC), clasificados segun el nivel de ARN
de PKP1 medido por RNA-Seq y clasificados como "PKP1 bajo" (por debajo del

valor medio) o "PKP1 alto" (por encima del valor medio).

Por otro lado, se llevaron a cabo también analisis de supervivencia en la cohorte
TCGA para todos los biomarcadores de SCC, tanto los convencionales como los



nuevos propuestos en este trabajo, en las mismas condiciones que el andlisis de
PKP1. Para los analisis univariados, estratificamos a los pacientes como "altos" o
"bajos" para cada marcador en funcién de que la expresidon de dicho marcador
estuviera por encima o por debajo del valor medio, y se trazaron las curvas de
Kaplan-Meier correspondientes. Estos resultados se reflejan en las Figuras 3.18,
3.19, 3.20, 3.21y 3.22.

Kaplan-Meier plot of TCGA SgCLC patients

Strata TP63 low TP63 high

1.00 A
= 0.75 4
=
[55]
=
=3
o 0.50 4
=
=
=
=]
& 0.25 1

0.00 4

o 1000 2000 3000 4000 5000

Time (days)

Number at risk

_,% 247 72 28 10 5 1
(:l:) 248 96 39 17 4 (o]
Le] 1000 2000 3000 4000 5000

Time (days)

Figura 3.18. Curva Kaplan-Meier del marcador p63 en la cohorte de TCGA para
pacientes SCC.



Kaplan-Meier plot of TCGA SqCLC patients
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Figura 3.19. Curva Kaplan-Meier del marcador p40 de la cohorte de TCGA para

pacientes SCC.
Kaplan-Meier plot of TCGA SqQCLC patients
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Figura 3.20. Curva Kaplan-Meier del marcador KRT5/6 de la cohorte de TCGA
para pacientes SCC.



Kaplan-Meier plot of TCGA SqCLC patients
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Figura 3.21. Curva Kaplan-Meier del marcador KRT15 de la cohorte de TCGA para
pacientes SCC.

Kaplan-Meier plot of TCGA SqCLC patients
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Figura 3.22. Curva Kaplan-Meier del marcador DSG3 de la cohorte de TCGA para
pacientes SCC.



En los analisis multivariados, aplicamos modelos de riesgos proporcionales de
Cox para cada marcador, teniendo en cuenta la edad, el sexo y el estadio del
tumor del paciente, con el fin de evaluar la relacién de la expresion a nivel de
ARNmM con la supervivencia del paciente como se refleja en las Figuras 3.23 a
3.28.
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Figura 3.23. Modelo de regresion de Cox de riesgos proporcionales para el
marcador PKP1.

Hazard ratio

Stage I{N=242) reference -

-
@
N

-+ N I .
(N=90) (1.15-2.30) H L L i 6.006

a |
3
D

gender (N= 1'299) reference

# Events: 210; Global p-value (Log-Rank): 0.00121817:

AIC: 2214.8; Concordance Index: 0.59 1 12 1.4 16 1.8 2 22 2426

Figura 3.24. Modelo de regresion de Cox de riesgos proporcionales para el
marcador p63.
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Figura 3.25. Modelo de regresion de Cox de riesgos proporcionales para el
marcador p40.
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Figura 3.26. Modelo de regresién de Cox de riesgos proporcionales para el
marcador KRT5/6.
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Figura 3.27. Modelo de regresién de Cox de riesgos proporcionales para el
marcador KRT15.
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Figura 3.28. Modelo de regresién de Cox de riesgos proporcionales para el
marcador DSG3.



En los analisis multivariados, la alta expresién de tres marcadores SCC se asocié
con una mejor supervivencia: p63 (p=0,007, HR=0,93 [0,88-0,98]), PKP1 (p=0,036,
HR= 0,95 [0,91-1,0] como se ha indicado previamente), y CK5 (p=0,018, HR=0,95
[0,91-0,99]). Por otro lado, la asociacion del marcador DSG3 con la supervivencia
fue cercana a la significacion estadistica (p=0,054, HR=0,96 [0,93-1,0]). A nivel de
ARNm, en el caso de la expresion de los marcadores KRT15 o p40 no se asocid
con una mayor supervivencia del paciente.






En los paises desarrollados y en algunos en vias de desarrollo, las enfermedades
vasculares ocupan el primer lugar de causa de muerte en la poblacion. Sin
embargo, el cancer de pulmédn sigue siendo una de las principales causas de
muerte por cancer tanto entre hombres como mujeres a nivel mundial y se prevé
un incremento en la tendencia hasta el 2030. El cancer de pulmdn es el cuarto
tumor mds diagnosticado en mujeres, después del cadncer de mama, colorrectal y
cuerpo del Utero, y entre los hombres, es el que tiene mas incidencia seguido del
cancer de préstata y el de estdmago (Stewart et al., 2014).

Para la clasificacion de los tumores de pulmdén (Organisation mondiale de la
santé & Centre international de recherche sur le cancer, 2021) es una
clasificacion histolégica y, por tanto, basada principalmente en caracteristicas
morfoldgicas. Los tumores malignos epiteliales se han divido clasicamente y de
forma genérica, en dos grupos: carcinoma de células pequefias (SCLC) y
carcinoma de células no pequefias (NSCLC), incluyendo este ultimo tres subtipos
principales: adenocarcinoma (AC), carcinoma escamoso (SCC) y carcinoma de
células grandes (Beasley etal.,, 2005). La mayoria de los NSCLC se pueden
clasificar facilmente como AC o SCC en biopsias sin usar tinciones especiales
adicionales o inmunohistoquimica (Terry et al., 2010a) (Terry et al., 2010a) (Loo
etal.,, 2010) (Ring etal.,, 2009). Como un porcentaje alto de enfermos se
diagnostican en fase avanzada de la enfermedad y no van a ser canditatos a
cirugia, el diagnostico se realiza en muchos casos sobre muestras pequefias y no
sobre piezas quirurgicas. La necesidad de preservar al maximo este material para
estudios moleculares/genéticos, que permita elegir una terapia precisa para
cada enfermo, hace que se recomiende el uso de técnicas histoquimicas para
mucinas e inmunohistoquimicas solo para casos en que no se pueda alcanzar el
diagndstico con el examen histoldgico con técnicas convencionales (Organisation
mondiale de la santé & Centre international de recherche sur le cancer, 2021).
Sin embargo, una clasificacidn precisa puede ser dificil en casos de carcinoma de
pulmén poco diferenciado o incluso puede ser muy complicado cuando el
material que se dispone para el analisis presenta artefactos.

Hay que tener en cuenta que una proporcion muy alta, que puede llegar hasta el
70 % de los tumores pulmonares, son irresecables en el momento del
diagndstico (Travis, Brambilla, Burke, et al., 2015), en estos casos, la muestra de
biopsia suele ser el Unico material disponible para una correcta subtipificacion de
la neoplasia y para estudios moleculares que ayuden a seleccionar una terapia
correcta. En el caso de los tumores de pulmdn, la relevancia de una precision
diagndstica en estas muestras subdptimas ha conducido a que la OMS, en sus
ultimas revisiones de los tumores pulmonares, dedique un apartado, en el caso
de la clasificacion del 2015, y un capitulo entero, en el caso de la del 2021, al
diagndstico de muestras pequefias (Organisation mondiale de la santé & Centre



international de recherche sur le cancer, 2021). Nuestro estudio se centré en
biopsias incisionales pequefias (<0,4cm) tomadas durante la cirugia con tamafio
por tanto parecido a las muestras pequefias obtenidas por endoscopia. Como se
ha comentado previamente, la subtipificacién precisa en muestras de NSCLC es
esencial para seleccionar el enfoque terapéutico apropiado (Travis et al., 2013).
Los marcadores mas aceptados para identificar diferenciacién hacia AC son TTF1
y Napsina A. Generalmente se prefiere el primero porque, al ser un marcador
nuclear, su positividad es mas facil de valorar (Organisation mondiale de la santé
& Centre international de recherche sur le cancer, 2015). En relaciéon con la
diferenciacidon escamosa se considera a p40 como el marcador mas especifico y
sensible (Organisation mondiale de la santé & Centre international de recherche
sur le cancer, 2015). En muchos laboratorios histopatoldgicos, las biopsias
pequefias se subtipifican rutinariamente mediante la combinacién de un
marcador de AC (TTF-1) y un marcador de SCC (p63 o p40) (Travis et al., 2013)
(Bishop etal., 2012) (Pelosi etal.,, 2012), sin embargo, existen numerosas
dificultades en el diagndstico diferencial entre SCC y AC por inmunohistoquimica.
Por ejemplo, los clones de anticuerpos monoclonales frente a TTF1 mas
utilizados son 8G7G3/1 y SPT24, sin embargo, se ha determinado que dichos
anticuerpos tienen diferentes sensibilidades y especificidades, siendo 8G7G3/1
mas especifico y SPT24 mds sensible (Matoso et al., 2010). Entre los marcadores
para SCC, el marcador p40 se considera el mas especifico pero, puede ser
positivo en el 3 % de los AC (Inamura, 2018).

En el presente trabajo se pone de manifiesto que, en relacién con la expresiéon de
los marcadores convencionales, entre los marcadores CK7, TTF1 y Napsina A,
caracteristicos de AC, y CK 5/6, p40 y p63, caracteristicos de SCC, solo TTF1 en AC
y p40 en SCC fueron especificos en 294 % de las muestras utilizadas en el estudio
con 294 % de verdaderos positivos. Nuestros resultados, por tanto, también
apoyan el valor de TTF1 y p 40 como marcadores de diferenciacién de AC y SCC
respectivamente.

Los estudios en secciones de tejido completo indican que las muestras de SCC
tienen un inmunofenotipo relativamente preciso, es decir, negatividad para TTF-
1y positividad para p63, CK5/6 y 34RE12. Por el contrario, las muestras de AC
son mucho mas heterogéneas y solo se considera caracteristica la positividad
difusa para TTF-1 dado que una apreciable proporcién de las muestras de AC
también expresan marcadores considerados tipicos de los tumores SCC,
incluyendo los marcadores p63 (32 %), CK5/6 (18 %) y 34R@E12 (82 %). Por lo
tanto, aunque utiles, ningin marcador para muestras de tumores SCC es
completamente especifico (Rekhtman et al., 2011).

En este estudio, seleccionamos tres marcadores nuevos: PKP1, KRT15 y DSG3
gue previamente habian sido descritos por nuestro grupo como biomarcadores



en cancer de pulmoén (Sanchez-Palencia etal.,, 2011) (Goémez-Morales et al.,
2013). El objetivo de nuestro trabajo fue llevar a cabo una evaluacidn detallada y
comparar los tres nuevos marcadores con los seis marcadores convencionales
que estdn bien descritos en la literatura y que en muchos laboratorios de
histopatologia utilizan de forma rutinaria (Mukhopadhyay & Katzenstein, 2011)
(Terry et al., 2010) (Tacha D, Zhou D, Henshall-Powell RL, 2010) (Tacha D, Yu CH,
Haas T, 2011). Se utilizdé como referencia para nuestra evaluacion, “gold
standard”, el diagndstico de la pieza quirdrgica completa.

Nuestro estudio requirié especimenes de reseccion ademds de biopsias
incisionales pequefias tomadas durante la cirugia, este requisito fue esencial
para validar los resultados, pero limité el nimero de muestras de la serie.

Los nuevos marcadores propuestos en este trabajo (PKP1, DSG3 y KRT15) para el
diagnédstico diferencial de muestras de cancer de pulmdn pertenecientes a las
variantes histoldgicas AC y SCC son componentes de las uniones celulares entre
células y localizados en la placa del desmosoma. Los desmosomas son puntos de
contacto intercelular en forma de botén que permiten la unién de elementos del
citoesqueleto a la membrana plasmatica en las zonas de contacto de célula-
célula. Al anclarse a los filamentos intermedios que soportan estrés, los
desmosomas proporcionan una fuerte adhesion intercelular para mantener la
integridad tisular y la homeostasis. Los desmosomas estdn compuestos por
proteinas de al menos tres familias de genes distintas: cadherinas (por ejemplo,
DSG1-4 y DSC1-3), proteinas de armadillo (p. ej., placoglobina y varias
placofilinas), y plaquinas (por ejemplo, desmoplaquinas, envoplaquinas vy
periplaquinas). Estas proteinas desmosomales estan coordinadas y asociadas
unas con otras para formar el desmosoma. Este andamiaje supracelular
resultante juega un papel clave para proporcionar integridad mecdnica a los
tejidos (D. R. Garrod et al., 2002) (Green & Gaudry, 2000) (T. Yin & Green, 2004).
[1-3]. Ademas de su papel en la adhesidon célula-célula, las proteinas de
cadherina y armadillo pueden funcionar como transductores para convertir un
evento extracelular en sefiales intracelulares (G. Zhou et al., 2017).

Tanto para PKP1, como para los marcadores DSG3 y KRT15 nuestro grupo habia
estudiado previamente su localizacidn nuclear, citoplasmatica y membranosa en
muestras de cancer de pulmén y habia determinado que pueden ser utilizados
en el diagndstico de pacientes con SCC (Goémez-Morales et al., 2013). Es por todo
ello, que se decidid valorar en este estudio para estos nuevos marcadores, la
tincién inmunohistoquimica tanto en nudcleo como citoplasma y membrana para
incorporar esas diferencias el diagndstico diferencial entre ACy SCC.

PKP1 se encuentra ubicuamente localizado en citoplasma y ntcleo en numerosos
tipos celulares ademas de su localizacién en membrana (Bonne et al., 1999)



(Fischer-Keso et al., 2014) (Hofmann et al., 2006) donde interviene en redes de
sefializacién entre los distintos compartimentos celulares. PKP1 se expresa mas
ampliamente en las capas suprabasales de epitelios estratificados y complejos
(Hatzfeld, 2007) (Kapprell et al., 1988) (Bass-Zubek et al., 2009), ademas PKP1
actla como modulador de la traduccién de ARNm y en regulacion génica post-
transcripcional (Bonne et al., 1999) (Wolf et al., 2010) (Wolf & Hatzfeld, 2010)
(Martin-Padron etal.,, 2020) (Boyero etal., 2022). Esta proteina ha sido
propuesta asi mismo, como biomarcador para diagndstico y como potencial
diana terapéutica en SCC (Sanchez-Palencia et al., 2011) (Gomez-Morales et al.,
2013) (Martin-Padron et al., 2020) (Galindo et al., 2020) (Boyero et al., 2022). En
la actualidad se sabe que la localizacidn subcelular de PKP1 es dependiente de su
estado de fosforilacion y esto es el principal mecanismo regulador de su funcién.
Asi por un lado, la forma no fosforilada de PKP1 interacciona con desmoplaquina
en los desmosomas y promueve adhesién celular en ausencia de factores de
crecimiento, ejerciendo un papel como supresor tumoral, y por otro lado, la
forma fosforilada de PKP1, como resultado de la estimulacion por factores de
crecimiento, se localizard en el citoplasma y ejercera un papel oncogénico
mediante la induccion de la sintesis proteica y la proliferacion celular (aunque en
este estado fosforilada puede unirse a los desmosomas presenta menos
estabilidad). Asi, una pérdida de la expresion de PKP1 puede contribuir a una
disminucién de la adhesion celular e inducir fenotipos metastasicos en contextos
en los que la ruta de sefializacion PI3K/AKT no estd activada, siendo este
escenario similar a la regulacién por @-catenina (Wolf et al., 2013) .

En relacion con DSG3, se ha descrito que el extremo carboxilo terminal de DSG3
se mantiene unido a placoglobina (D. R. Garrod et al., 2002) (Green & Gaudry,
2000) (T. Yin & Green, 2004). La placoglobina esta estrechamente relacionada
con lal@-catenina, que es una molécula efectora bien conocida en la via candnica
de sefializacién Wnt (Chidgey & Dawson, 2007). DSG3 es capaz de transducir
mensajes a moléculas de sefializacién nuclear a través de la via de sefializacién
placoglobina para regular fenotipos malignos (Y.-J. Chen et al., 2013).

Respecto del marcador KRT15, se ha descrito su sobrexpresion en varios tipos de
cancer, incluido el carcinoma de eséfago (Lin etal., 2020), el carcinoma de
células uroteliales (Tai etal., 2013) y el cancer gastrico (C. Zhang et al., 2019).
Ademas, una elevada expresiéon de KRT15 se ha correlacionado con tamafio
tumoral (T), metastasis en ganglio linfatico, y mal prondstico [5]. Ademas,
también se ha descrito que KRT15 activa la via de sefalizacion de PB-
catenina/MMP-7 y, por lo tanto, promueve la migracidn e invasion de celular en
cancer colorrectal (W. Chen & Miao, 2022).

En el caso de los nuevos marcadores PKP1, KRT15 y DSG3, la tincidon de
membrana fue especifica para 294 % de las muestras de SCC, con 294 % de



verdaderos positivos en las muestras utilizadas en el estudio. En cuanto al panel
de anticuerpos estudiado, la clasificacion tanto de las muestras de AC como las
de SCC fue mas eficaz cuando los anticuerpos se aplicaron sucesivamente de
forma escalonada. Asi, encontramos que la especificidad era mayor, 100 %,
cuando los anticuerpos se usaban en combinacién en lugar de individualmente.
Para SCC, los paneles mas efectivos fueron:

Para SCC: Panel 1 (tincidon positiva de membrana para PKP1 y DSG3 vy
tincién negativa para TTF1; AUC de 0,7619); y Panel 2 SCC (tincidn positiva de
membrana para PKP1, DSG3 y KRT15 y tincién negativa para TTF1 y Napsina A;
AUC de 0,7375).

Para AC: Panel 1 (tincién negativa de membrana para PKP1 y DSG3 y
tincién positiva para TTF1; AUC de 0,8552); y Panel 2 AC (tincidon negativa de
membrana para PKP1, DSG3 y KRT15 y tincién positiva para TTF1 y Napsina A;
AUC de 0,8088).

Los nuevos marcadores utilizados en nuestro estudio mostraron una tincién
heterogénea en las muestras SCC, que se observd en las membranas y el
citoplasma de las células mas diferenciadas, marcando las uniones intercelulares,
detectdndose con mayor frecuencia la tinciéon de los nlcleos en areas de
apariencia mas inmadura. En las muestras de AC, se detectd tincidn focal con
estos nuevos marcadores en el nucleo y el citoplasma, pero nunca en la
membrana.

Como se ha comentado anteriormente, ademas de su papel en la adhesiéon
celular, se ha publicado en los ultimos afios que las placofilinas, incluida PKP1, se
localizan en el citoplasma y el nlcleo, donde se cree que pueden ejercer diversas
funciones no dilucidadas por completo en la actualidad (Sobolik-Delmaire et al.,
2010). Esto explica la positividad nuclear y citoplasmatica observada,
principalmente en las muestras SCC de nuestra serie. En algunos casos y en
algunas células, también hemos visto tincidn nuclear ocasional para CKT15 y
DSG3. No se ha recogido hasta el momento la existencia de una localizacidon
nuclear de CKT15 y DSG3 (Brown & Wan, 2015) (Bose et al., 2013), por otro lado,
tampoco se puede descartar una tincion inespecifica, pero sin embargo, hay que
tener en cuenta que se ha demostrado que varias proteinas del citoesqueleto,
qgue anteriormente se pensaba que eran exclusivamente citoplasmaticas, e
incluyen algunas queratinas (queratinas 7 , 8, 17, 18), son componentes de la
matriz nuclear, donde pueden tener multiples funciones. Asi, algunos estudios de
piel y tumores cervicales han indicado que la queratina 17 tiene un papel en el
ciclo celular y en la regulacion de la expresion génica (Hobbs et al., 2016). Estos
datos y el hecho de que KRT15 y DSG3 no se utilizan de forma rutinaria en la
mayoria de los laboratorios impulsaron nuestra evaluacién de la tincion nuclear.



En este sentido se justifica una mayor investigacién para explorar la importancia
de nuestros hallazgos.

En relacién con el grado de diferenciacién, para muestras SCC, la tincion de DSG3
y PKP1 fue mas extensa e intensa en muestras tumorales bien o moderadamente
diferenciadas versus pobremente diferenciadas, especialmente en membranas.
La tincion con DSG3 nuclear fue mas frecuente en muestras pobremente
diferenciadas que en muestras bien o moderadamente diferenciadas. En el caso
de las muestras de AC, todas aquellas con tincién en el nucleo fueron bien o
moderadamente diferenciadas, aunque no se alcanzé la significacién estadistica.

Las muestras estudiadas en el presente estudio corresponden a pacientes
estudiados en la consulta de Neumologia y cirugia toracica del Area sanitaria de
Andalucia Oriental, todos los pacientes fueron intervenidos en el Hospital Virgen
de las Nieves de Granada. En el estudio de la expresion de los distintos
marcadores en relacién con las caracteristicas clinicas de los pacientes hay que
destacar que no se encontraron relaciones estadisticamente significativas en
muchos casos, posiblemente debido al tamafio de muestra limitado, esto es una
dificultad frecuente en los estudios clinicos, sin embargo la muestra estudiada en
nuestro caso es una lo suficientemente grande y balanceada de 41 pacientes de
AC y 44 pacientes de carcinoma escamoso, lo que nos permite hacer un analisis
riguroso para el diagndstico diferencial entre estos dos tipos histolégicos. Una
buena recogida de datos es fundamental para alcanzar los objetivos propuestos.
La Historia Clinica ha sido la fuente principal de datos para nuestro estudio. La
Historia Clinica es una fuente de datos répida, sencilla y econdmica, aunque tiene
sus limitaciones, dado que los datos han sido recogidos por personas diferentes
que pueden utilizar definiciones, meticulosidad y métodos diferentes en el
reflejo de los datos, es por ello que es frecuente encontrar ausencia de datos en
algunos casos. En el caso de las comparaciones realizadas para los distintos
marcadores en relaciéon con las caracteristicas clinicas no se encontraron
diferencias significativas en muestras SCC. En el caso de las muestras AC si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el caso del marcador
PKP1 respecto de su tincidon en mebrana y en relacion con metastasis (p=0,003).
Para el marcador DSG3, se encontraron diferencias significativas respecto del
estadiaje (p=0,038), con el sexo (p=0,014) y consumo de tabaco (p=0,032). Para
el caso del marcador p63 se obtuvieron diferencias significativas en relaciéon con
el tamafio tumoral (T) (p=0,014), y afectacién ganglionar (N) (p=0,036). Estos
datos deben ser contrastados en muestras mas numerosas, ya que se ha descrito
la relacion para distintos marcadores DSG3, KRT15, PKP1 con factores
prondsticos (Brown & Wan, 2015) (Bose et al., 2013).

En nuestra cohorte de pacientes, la relacién de la tincion de PKP1 con una mejor
supervivencia de los pacientes con SCC y AC no alcanzé significacion estadistica



posiblemente debido al tamafio limitado de nuestra muestra. Esta posible
limitacion fue superada gracias al estudio de 495 pacientes en la cohorte de
pacientes de la base de datos TCGA-LUSC (The Cancer Genome Atlas) para
quienes se disponia de datos de supervivencia y expresidon génica, de esta
manera, pudimos confirmar la existencia de una relacién entre la alta expresiéon
de ARNm de PKP1 y una mejor supervivencia general en este andlisis adicional de
495 pacientes con SCC de TCGA. Ademads, nuestro analisis TCGA revelé una
asociacién casi significativa entre la alta expresion de ARNm de DSG3 y una
mejor supervivencia general. Estos datos concuerdan con informes previos que
asociaron la tincion positiva de DSG3 con una mayor supervivencia en pacientes
con cancer de pulmon de todos los subtipos histolégicos (Tacha D, Yu CH, Haas T,
2011).

Tomados en conjunto, nuestros resultados indican una relacidn entre niveles
altos de ARN y proteina de PKP1 (y, en menor medida, DSG3) con una
supervivencia general mas prolongada. Por lo tanto, PKP1 y los niveles de
expresién de DSG3 no solo sirven como marcadores especificos para SCC, sino
gue también pueden tener un valor prondstico potencial.

La progresion de un tumor se asocia con frecuencia con la pérdida de la adhesion
célula a célula. Se ha visto que la reduccion de los componentes desmosdmicos
esta asociada con el desarrollo tumoral. Asi, la disminucidn en la expresién de
DSG1, DSG2, DSC3, DSG3, placoglobina, PKP1-3 y desmoplaquina estd asociada a
mal prondstico en pacientes con tumores de distinto tipo (tumores de cabeza y
cuello, colon, piel, eséfago, pulmdn, cervix uterino y gastrico). De forma
aparentemente paraddjica, se ha visto sin embargo una regulacién al alza de
varios componentes desmosémicos incluyendo DSG2, DSG3, PKP3 y PKP1 en el
desarrollo de varios canceres (piel, pulmén, cabeza y cuello, préstata, colon,
cervix uterino, mama y eséfago) asociada a proliferacion acelerada, metastasis y
mal pronéstico. Todo lo anterior indica que los genes que codifican a las
proteinas desmosémicas, como se ha comentado con anterioridad, tienen un
papel dual como supresores tumorales y como oncogenes. La localizacion
subcelular de las proteinas desmosdmicas, las proteinas con las que interactuan,
asi como sus modificaciones postranslacionales probablemente dependan de
factores del micromedioambiente tumoral que condicionan su funcién (Brown &
Wan, 2015) (Y.-Q. Liu et al., 2021).

En nuestro estudio, la evaluacién de CK15 y especialmente de DSG3 y PKP1
mejora el diagndstico diferencial de SCC y AC. Sin embargo, una limitacién
potencial de estos marcadores SCC es que la positividad especifica de la
membrana se encuentra en muestras mejor diferenciadas que son mas
facilmente identificables bajo el microscopio. No obstante, pueden ser
especialmente utiles en muestras afectadas por un artefacto importante, ya que



ofrecen un pardmetro mas objetivo para evaluar el grado de diferenciaciéon. Una
ventaja adicional de estos marcadores es la ausencia total de tincién en muestras
de AC pobremente diferenciados, observandose positividad citoplasmatica y
nuclear solo en muestras de AC moderadamente o bien diferenciadas. Estos
anticuerpos podrian eventualmente ser utilizados en un céctel, con el
consiguiente ahorro de cortes histoldgicos. Este es un aspecto muy importante,
dada la necesidad de andlisis genéticos e inmunohistoquimicos en tejido de
pequefias biopsias en pacientes con carcinoma de pulmodn.

A pesar del pequefio nUmero de muestras analizadas, el modelo de regresion
logistica multivariante paso a paso encontré que la combinaciéon de los
marcadores CK5/6, p63 y PKP1 en la membrana dio un porcentaje de
clasificacion correcta del 96,2 % en general (94,6 % de AC y 97,6 % de SCC),
siendo el mejor panel de marcadores inmunohistoquimicos para distinguir entre
muestras de SCCy de AC.






De los marcadores convencionales utilizados para detectar diferenciacién hacia
AC (CK7, Napsina Ay TTF1) TTF1 fue el mas util con mas del 94% de verdaderos
positivos.

Entre los marcadores convencionales para SCC (CK5-6, p63 y p40) solo p40 fue
especifico en un nimero de muestras superior al 94 % con mas del 94 % de
verdaderos positivos.

La evaluacion de CK15 y especialmente de DSG3 y PKP1 mejora el diagnéstico
diferencial entre SCCy AC.

La tincién de membrana de los tres nuevos marcadores, PKP1, KRT15 y DSG3, es
especifica de SCC, especialmente de las dreas moderadamente o bien
diferenciadas.

El hecho de que la positivad para CK15, DSG3 y PKP1 esté relacionada con las
areas mejor diferenciadas, aconseja su uso en conjuncién con otros marcadores.

El modelo de regresion logistica multivariante paso a paso determind que la
combinacion de los marcadores CK5/6, p63 y PKP1 en la membrana dio un
porcentaje de clasificaciéon correcta del 94,6 % en muestras de ACy de 97,6 % en
muestras de SCC, siendo el mejor panel de marcadores inmunohistoquimicos
para distinguir entre muestras de SCCy de AC.

Se proponen dos paneles para el diagndstico de SCC que proporcionan una
especificidad del 100 %: Panel 1- tincidn positiva de membrana para PKP1 y DSG3
y tincién negativa para TTF1; con un area bajo la curva (AUC) de 0,7619. Y Panel
2- tincion positiva de membrana para PKP1, DSG3 y KRT15 y tincién negativa
para TTF1y Napsina A; con un area bajo la curva (AUC) de 0,7375.

Se proponen dos paneles para el diagndstico de AC que proporcionan una
especificidad del 100 %: Panel 1- tincidn negativa de membrana para PKP1 y
DSG3 y tincidn positiva para TTF1; con un area bajo la curva (AUC) de 0,8552. Y
Panel 2- tincién negativa de membrana para PKP1, DSG3 y KRT15 y tincion
positiva para TTF1 y Napsina A; con un area bajo la curva (AUC) de 0,8088.

Se establece la existencia de una relacién entre niveles altos de ARN y proteina
de PKP1 (y, en menor medida, DSG3) con una supervivencia general mas
prolongada para la cohorte de pacientes de la base de datos TCGA-LUSC (The
Cancer Genome Atlas). Este hecho indica que PKP1 y DSG3 son marcadores
prondsticos de cancer de pulmén de tipo escamoso.
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