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1.1 CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

El cancer de pulmdn es la causa principal de mortalidad por cdncer en la mayoria de los paises
industrializados, y esta mortalidad se debe principalmente a la recurrencia de metdstasis a
distancia. De hecho, aproximadamente el 40% de los pacientes con cancer de pulmén tienen
metastasis en sitios distantes que se detectan con las modalidades actuales de diagnéstico por
imagen, como la Tomografia Computerizada (TC) y la Tomografia por Emisiéon de Positrones
(PET por sus siglas en inglés) (Socinski MA et al., 2007). Lo mas importante es que, incluso los
pacientes sin metastasis en dérganos distantes detectable clinicamente en el momento del
diagndstico, pueden desarrollar metastasis a distancia durante el tratamiento o durante un
periodo de seguimiento largo. En consecuencia, en la mayoria de los pacientes con cancer de
pulmén, las células tumorales pueden circular en la sangre con o sin aparente metdastasis a
distancia, y la deteccién de tales Células Tumorales Circulantes (CTCs) podria contribuir a la
mejora en el diagndstico y la terapia de los pacientes con cancer (Alix-Panabiéres C et al.,

2008).

En esta tesis queremos contribuir al desarrollo de un biomarcador molecular en sangre
periférica de pacientes con cédncer de pulmén. Para ello, hemos elegido el gen SNAIL2, por
estar relacionado con procesos moleculares tan importantes como, Células Madre del Cancer

(CMC) y el programa de Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM).

La formacién de metdstasis de los tumores epiteliales progresa a través de varios pasos
incluyendo la invasion de tejidos adyacentes, la generacion de CTCs seguido por la
intravasacion en la sangre o en los vasos linfaticos, supervivencia en la vascularidad,
extravasacidn y crecimiento en sitios secundarios. Toda esta cascada metastdsica, de cambios
fenotipicos oportunos y espacialmente regulados se cree que tienen lugar en células tumorales
epiteliales, permitiendo solamente a unas pocas de ellas sobrepasar las barreras sucesivas y
desarrollar metdstasis. Entre estos cambios, el proceso de transicion epitelio-mesénquima,
caracterizado por disminuir las caracteristicas epiteliales e incrementar las propiedades
mesenquimales, se cree que contribuye a las etapas especificas de la cascada metastasica (De
Wever O et al., 2008; Yanhg J y Weinberg RA., 2008; lwatsuki M et al., 2009; Klymkowsky MW
y Savagner P., 2009).

Los procesos de TEM podrian ocurrir en los tumores primarios y generar varios derivados
mesenquimales, algunos de ellos adquieren la capacidad de invadir el estroma circundante y la

intravasacion en la vasculatura, como es el caso del gen SNAIL2 que esta involucrado en
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procesos de migracion celular. También se ha propuesto que los procesos de TEM en los
tumores primarios podrian estar involucrados en la generacién de las supuestas células madre
de cancer (Mani SA et al.,, 2008; Gupta PB et al.,, 2009; Hollier BG et al., 2009; Polyak K y
Weinberg RA., 2009).

Actualmente, se piensa que coexiste una progresion paralela de los tumores primarios y la
metadstasis. La duracidn de vida calculada para algunos tumores secundarios de hecho, no
coincide con el ritmo de la diseminacion celular del cancer del tumor primario sugerido por el
modelo de cascada comentado anteriormente. Estas observaciones sugieren una generacion
muy temprana de CTCs, las cuales podrian diseminarse y crecer en sitios distantes en paralelo
con el tumor primario (Klein CA., 2009). También, estan las observaciones sobre algunos
pacientes que desarrollan metdastasis, en algunos casos muchos afos, después del aparente
éxito del tratamiento del tumor primario, dando la idea de tumor latente (Hedley BD vy
Chambers AF., 2009), de esta manera, las CTCs o las células tumorales diseminadas (CTD) (muy
estudiadas en la médula 6sea) podrian permanecer en una estado latente o inactivo, como
células solas o micrometastasis, y asi resistir a las terapias antiproliferativas convencionales.
Evidentemente, la metastasis detectable clinicamente podria entonces desarrollarse en

algunos casos muchos anos después de que ocurriera la diseminacién.

La contribucidon de TEM para la generacidon de CTCs por lo tanto representa una hipdtesis
acertada, pero actualmente no estda muy desarrollada (Aktas B et al., 2009; Pantel K y Riethdorf
S., 2009). Ademas, las propiedades mesenquimales se han asociado con la resistencia a sefiales
apoptoéticas, una propiedad que podria ser utilizada por las CTCs para sobrevivir en el torrente
sanguineo, resistir a la quimioterapia y posiblemente también escapar de la vigilancia
inmunoldgica. Las CTCs ofrecen un potencial diagndstico excelente, representan buenas dianas
terapéuticas y permiten una evaluacion longitudinal de la eficacia terapéutica. Las CTCs se han
encontrado en pacientes con una enfermedad metastdsica declarada, y también en pacientes
sin sefales de metdastasis (Serrano MJ et al., 2009). La deteccién temprana de las CTCs podria
servir como un factor predictivo para la metdstasis, ademads, la deteccidon de las CTCs y la
monitorizaciéon después de la cirugia y la terapia adyuvante tiene un enorme potencial para;
identificar pacientes en los que la eliminacién del tumor no ha sido curativo; monitorizar la
respuesta de los pacientes a la terapia y; una prediccion temprana de la recaida. (Cristofanilli

M et al., 2005).

Los procesos de TEM dota a las células tumorales epiteliales con propiedades que podrian

contribuir para facilitar la generacion de CTCs y supervivencia: una capacidad invasiva
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incrementada, resistencia incrementada a las sefiales apoptdticas y una capacidad

incrementada para potenciar la angiogénesis.

La invasion de células tumorales en si mismo no es suficiente para producir la metastasis a
distancia. La estimulacidn de angiogénesis y la intravasacién son aspectos importantes que
obviamente afectan a la generacion de CTCs. La resistencia a la quimioterapia y radioterapia es
otro aspecto importante de la supervivencia de las CTCs en el torrente sanguineo para la cual
la TEM probablemente participa. Las células que experimentan una TEM han mostrado en
efecto, un desarrollo de resistencia a agentes anti-cancer (Sabbah M et al., 2008).Por ejemplo,
lineas celulares de cancer de colon y ovario que presentan un fenotipo TEM son resistentes a
oxaliplatino y paclitaxel, respectivamente (Yang AD et al., 2006; Kajiyama H et al., 2007). La
expresion de factores de transcripcidn relacionados con TEM se ha relacionado a la resistencia
a quimioterapia y radioterapia. Snaill y Snail2 han demostrado asi mediar la resistencia en
células epiteliales de ovario por antagonizar la apoptosis mediada por p53 y quimiorresistencia

al paclitaxel (Kurrey NK et al., 2009).

Las CTCs representan una oportunidad uUnica de diagndstico y terapéutica en cancer de
pulmodn. Los procesos de TEM transitorios podrian participar en la generacion de las CTCs, y de
su biologia. Los mediadores de TEM, como el factor de transcripcién Snail2, y los mecanismos
gue lo originan consecuentemente tienen un potencial enorme como dianas terapéuticas. Los
datos actuales parece que soportan la idea que algunos fenotipos de TEM identificados en los
tumores primarios humanos podrian representar los progenitores de CTCs, y que los
programas de TEM podrian estar involucrados en la generacién de CTCs y supervivencia, sin
embargo, esta hipdtesis necesita un estudio mas detallado. También los mediadores de TEM
moleculares especificos y las vias de sefializacidn, llevan a estados especificos de la progresion

del tumor (Bonnomet A et al., 2010).

Asi, el apoyo a la implicacién de la TEM en la formacién de CTCs por tumores humanos, parece
evidente o al menos contribuyen, en parte, a la heterogeneidad tumoral (Klymkowsky MW y
savagner P., 2009). La evidencia mas directa de que los derivados de TEM podrian engendrar
CTCs viene de un estudio reciente (en cancer de mama), utilizando la técnica de RT-PCR, que
revela la presencia de marcadores de TEM compartidos con marcadores de Células Madre del
Cancer (expresion incrementada del marcador CD44 y una expresion reducida del marcador
CD24) en el ARN extraido de CTCs enriquecidas de la sangre de pacientes con cancer

(Bonnomet A et al., 2010).
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Sobre las biopsias del tumor se asocia la presencia de fenotipos derivados de la TEM con
agresividad, manteniendo la idea de que algunos de estos fenotipos podrian representar a los

progenitores de CTCs en los tumores primarios.

Los datos inmunohistoquimicos recopilados revelan, que los fenotipos de TEM existen en los
tumores humanos y se correlacionan con mal prondstico (Guarino M et al., 2007). Estudios
independientes, los cuales no seran detallados aqui pero que han sido revisados previamente
(De Wever O et al., 2008; Peinado H et al., 2007: Hennesy BT et al., 2009) han reportado una
reduccion o una deslocalizacion subcelular de marcadores epiteliales (E-cadherina, beta
catenina, Claudina, ocludina), o la expresion de marcadores mesenquimales (vimentina) y
factores transcripcionales maestros de TEM en células tumorales epiteliales de muchos tipos
de cancer, incluyendo el cancer de pulmén. Los datos también han demostrado una
localizacién mas especifica de células positivas de TEM en los frentes invasivos (De Wever O et
al., 2008; Christofori G., 2006), quizas mejor ejemplificados en cancer colorrectal (Brabletz T et
al., 2005). En muchos de esos casos, los rasgos de la TEM se asociaron con capacidad invasiva

y/o mal prondstico.

Por todo lo comentado anteriormente, decidimos estudiar la TEM y su conexién con las
supuestas CMCs estudiando la expresién de una serie de marcadores que definen a ambas,
TEM Y CMCs, en el tejido primario tumoral procedente de las biopsias de broncoscopias,
mediastinocopias y en algln caso reseccién quirdrgica del tumor, de los pacientes con cancer
de pulmdn incluidos en el estudio de la expresién génica de Snail2 en sangre periférica.
Mostramos la expresidn proteica de los siguientes anticuerpos: E-CADHERINA, VIMENTINA,
NOTCH1 y SNAIL2, los dos primeros por ser las huellas del fendmeno TEM y los dos segundos
por su relacidn directa con las CMCs. Por tanto, a continuacién hacemos una descripcidn breve
de cada uno de ellos para ver su implicacion en cancer, en cancer de pulmoén, enla TEM y la

relacién con las CMCs.

1.2. CELULAS MADRE DEL PULMON O CELULAS PROGENITORAS

En los organismos adultos, la homeostasis del tejido se mantiene por células madre o
progenitoras que tienen la capacidad de dividirse a lo largo de la vida, y reemplazar las células
dafiadas o muertas. La organizacién anatémica compleja de estos componentes celulares estd
regulada por un programa de desarrollo estereotipado y muy coordinado, seguin lo examinado
en los modelos de ratén. El desarrollo del pulmdn se inicia siguiendo una especificacion de

destino en el endodermo del intestino anterior ventral como se define por la expresion de
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Nkx2.1 (Cardoso WV y Lu J., 2006). Los datos actuales indican que la ramificacidon ocurre por
una combinacién de tres tipos de ramas geométricas, en una combinacién con tres series
estereotipadas. La regulacidn de la proliferacion celular y el destino estdn muy ligados a este
proceso, como las sefiales de perturbaciones que afectan a estos procesos y conducen a
defectos en la ramificacién del pulmén y a la especificacion de linajes epiteliales. Estos
programas de sefalizaciéon involucran interacciones reciprocas entre los tipos de células
epiteliales y mesenquimales, lo cual resulta en un crecimiento coordinado y de diferenciacion.
Aunqgue se conoce menos de la sefalizacién de ejes que contribuyen a un comportamiento
epitelial en el pulmén adulto, es evidente que el eje de sefalizacidn epitelio-mesénquima se

mantiene y su regulacidon es esencial para la homeostasis del tejido. (Snyder JC et al., 2009).

Parte de la dificultad en demostrar la existencia de las células madre adultas del pulmédn, se
debe a la baja tasa de renovacidn celular en el epitelio adulto. Al contrario de lo que sucede en
la médula dsea, intestino o epidermis donde las células proliferan rapidamente, en el pulmén
la fraccién de proliferacién se ha estimado en el 1,3% en el epitelio traqueal y del 0,06% en el
epitelio bronquiolar (Snyder JC et al., 2009). A pesar de las dificultades descritas, existen
diversos estudios que demuestran la existencia de supuestas células madre adultas en cada

compartimento epitelial de los pulmones. (Krazt IR et al., 2010).

El epitelio de las vias respiratorias adultas consiste en tres compartimentos diferentes
organizados a lo largo del eje proximal-distal (Figura 1) (Snyder JC et al.,, 2009). La via
respiratoria proximal estd compuesta por la trdquea y el bronquio principal unidos por un
epitelio pseudoestratificado (Snyder JC., 2009). Se ha demostrado que las células basales que
expresan queratina (K) tienen las capacidades de auto-renovacién, proliferacion vy
multipotencialidad, por tanto se las puede considerar supuestas células madre de la via
respiratoria (Hong KU et al., 2004; Hong KU et al., 2004; Borthwick DW et al., 2001; Schoch KG
et al.,, 2004). Borthwick demostré en un modelo animal con dafio epitelial la presencia de
células madre basal de la traquea que expresaba K5. Las vias respiratorias del ratén se dafiaron
con detergente via intra traqueal o por inhalacion de diéxido de sulfuro, y las células que se
marcaron con bromodeoxiuridina proliferaron y se localizaron en la traquea durante y después
del dafo. Estas células marcadas se encontraron en los mismos nichos que las células con una
actividad elevada con promotor K5. Los ratones transgénicos que expresaban K5 como
promotor mejoraron la expresidn de la proteina verde fluorescente en los supuestos nichos de
células madre, con lo cual se confirmd la expresidn de K5 en las células madre traqueales auto-
renovadas (Schoch KG et al.,, 2004). Las células que expresaban K5 también tenian una

capacidad incrementada para formar colonias y una capacidad superior para formar grandes

6
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colonias in vitro, demostrando de esta manera el potencial proliferativo de estas células madre

traqueales auto-renovadas (Schoch KG et al., 2004).

Rawlins EL et al demostraron con un modelo animal transgénico KRT5-CreER™ que las células
basal generaban células diferenciadas durante el crecimiento postnatal y en estado adulto en
estado estacionario o durante la reparacién epitelial al causar dafio. Hong KU et al utilizaron un
modelo de ratdén con la via aérea dafiada con naftaleno para demostrar la multipotencialidad
de las células basal traqueales que expresan queratina. En este modelo el dafo resultd en la
rapida induccion de células basal que expresan K14. Los ratones transgénicos que albergaban
un promotor K14 unido a un reporter lox-cre mostraron que, las células basal que expresaban
k14 proliferaban rdpidamente y daban lugar a una progenie fenotipicamente heterogénea,
incluyendo especies clonales de las células basal originales que expresaban k14, demostrando
auto-renovacion, proliferacion y multipotencialidad de estas células basal traqueales (Hong KU

et al., 2004).
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Figura 1. El revestimiento del epitelio de las vias respiratorias de los mamiferos estd
compartimentado a lo largo del eje proximal-distal en cuatro zonas distintas, dividas por su
composicion, estructura y funcion. El esquema presenta los cambios en la composicion celular de
acuerdo con la localizacion en las vias respiratorias. El epitelio pseudoestratificado traqueobronquial
se caracteriza por la abundancia de células ciliadas y Basal. El epitelio bronquiolar estd compuesto
por células ciliadas columnar y células clara y la variante de célula clara V, también se encuentra un
tipo especial de células, PNEC (pulmonary neuroendocrine cell). El conducto del epitelio de las vias
respiratorias en la union bronquioalveolar (BADJ) contiene células denominadas BASC
(Bronchioalveolar stem cell) Adaptada de Snyder JC et al., 2008.

Los bronquiolos del medio de la via aérea estan unidos por un epitelio columnar simplificado
(Snyder IC et al., 2009). Hay dos tipos de células progenitoras bronquiolares que proliferan en
respuesta al dafio (Evans MJ et al., 1976). En un modelo de rata con dafo provocado por
inhalacion de oxido de nitrogeno/ozono demostraron que células clara maduras podian
desdiferenciarse y dar lugar a células epiteliales bronquiolares fenotipicamente diferentes
después de las lesiones por inhalacién. Estas células Clara eran equivalentes funcionalmente a
células epiteliales diferenciadas maduras en estado quiescente, pero tenian el potencial para
llegar a ser células amplificadas de transito (células de tipo A Clara) para dar lugar a una
progenie diversa en respuesta al dafo (Stripp Br., 2008) y han denominado a este tipo de

células Clara como “células progenitoras facultativas”.
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Otros estudios han identificado otras poblaciones de células progenitoras bronquioalveolares,
resistentes al dafio causado por naftaleno, que posiblemente representen las verdaderas
células madre de la via aérea bronquial (Krazt JR et al., 2010). Las células Clara se pueden
danar con naftaleno selectivamente, lo cual permite un modelo para estudiar células
progenitoras en un ambiente empobrecido en células Clara. Estos modelos demostraron que
los cuerpos neuroepiteliales (NEB) contenian dos poblaciones separadas de células, que
proliferaban en respuesta al dafio inducido por naftaleno. La primera poblacidn constaba de
células neuroendocrinas pulmonares positivas para el péptido relacionado con el gen
calcitonina, que proliferaban y formaban lesiones hiperplasicas después del dafio provocado
por naftaleno (Reynolds SD et al., 2000). La segunda poblaciéon constaba de células positivas
para la proteina secretora de célula Clara que proliferaban y repoblaban las vias aéreas de los

bronquiolos con una progenie fenotipicamente diversa después de la exposicidn a naftaleno.

Sin embargo, a pesar de que la funcién exacta en el mantenimiento y reparacion del pulmén
no se conoce muy bien todavia, existe una creciente evidencia de que los adenomas y los
adenocarcinomas crecen de BASCs transformadas, por lo menos en modelos de raton (Eramo
A et al., 2010). Por tanto, se podria deducir que las células madre origen del pulmén pueden

sufrir mutaciones para dar origen al cdncer de pulmon.

1.2.1. Cancer de pulmoén

El cancer de pulmén es la mayor causa de mortalidad por cancer, con un nimero de muertes
superior a 160.000 en Estados Unidos en 2008 y con un ratio de supervivencia a 5 aflos que se
mantiene estable en el 15 %.(Jemal A et al., 2008). Se ha estimado que 9 de cada 10 casos de
cancer de pulmdn estan relacionados directamente con el tabaco. Otros factores de riesgo de
cancer de pulmdn son la exposicidn a asbesto, y en menor medida al raddn, arsénico, cromo,
niquel, cloruro de vinilo y a la radiacidn ionizante o a algunas enfermedades pulmonares

preexistentes no malignas (Dubey S y Powell CA., 2009).

Diferentes etiologias conocidas o desconocidas, podrian explicar la aparicion de formas
diferentes de cancer de pulmdn. La heterogeneidad de las cuales tiene implicaciones
diagnosticas, en el prondstico y terapéuticas criticas (Borczuk AC et al., 2009). Para facilitar
decisiones de tratamiento y prondstico el cancer de pulmdn se ha estratificado en Cancer de
pulmén de célula pequefia (CPCP) y en cancer de pulmdn de célula no pequefia (CPCNP). El

CPCNP se divide en tres clases histoldgicas principales: Adenocarcinoma (AC), carcinoma de
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célula escamosa o epidermoide y carcinoma de célula grande (Collins LG et al., 2007). El CPCP
representa aproximadamente el 20% de los tumores pulmonares. A pesar de de tener una
respuesta inicial buena a los tratamientos, se caracteriza por tener mal prondstico debido a la
rapida diseminacion extra tordcica y la frecuente recaida de la enfermedad. El CPCP se localiza
predominantemente en el nivel medio de los bronquiolos (Figura 2) y muestra una
diferenciacién neuroendocrina, sugiriendo que las células neuroendocrinas pulmonares

transformadas dan lugar a esta forma de cancer de pulmén (Giangreco A et al., 2007).

Con una prevalencia aproximada del 40% se encuentra el adenocarcinoma, es la forma mas
comun de CPCNP se presenta tanto en fumadores como no fumadores. Se desarrolla
principalmente desde la unidn entre el bronquiolo terminal y los alveolos, (Figura 2)
denominada “unién del conducto broncoalveolar” y muestra una diferenciacién de las vias

respiratorias o una diferenciacion alveolar o ambas (Giangreco A et al., 2007).

El carcinoma de célula escamosa o epidermoide tiene una prevalencia del 25%y esta altamente
asociado al tabaco. Crece en las vias respiratorias proximal (Figura 2) debajo de la segunda o
tercera bifurcacidn, raramente se muestra distal. El carcinoma de célula grande, comparado
con los otros tipos de CPCNP consta de una clase pobremente diferenciada y tumores menos
agresivos, el subtipo mas frecuente es el carcinoma neuroendocrino de célula grande.

(Giangreco A et al., 2007).

Los andlisis de las alteraciones genéticas que ocurren en cancer de pulmén muestran que las
diferencias histopatoldgicas estan en linea con la heterogeneidad genética de la enfermedad.
Las diferencias genéticas se han encontrado entre el CPCP y el CPCNP y ademas entre los
subtipos del CPCNP (Minna ID et al., 2002; Sekeido Y et al., 2003; Bianchi F et al., 2008). Sin
embargo hasta hace poco, todas las formas de CPCNP se han tratado con enfoques similares,
independientemente de sus diferencias bioldgicas. Por tanto, es probable que la baja tasa de
respuesta del cdncer de pulmén se deba, al menos en parte, a un enfoque de tratamiento
demasiado homogéneo en el pasado para una enfermedad tan heterogénea (Borczuk AC et al.,
2009; Eramo A et al., 2010). Recientemente se han propuesto opciones terapéuticas para cada
tipo de tumor (Tiseo M et al., 2009). Ademas, del enfoque basado en la histologia se estan
llevando a cabo estudios para identificar las propiedades bioldgicas clinicamente relevantes de
los tumores de pulmdn que permitan una terapia individualizada. Para definir una terapia mas
personalizada es necesario determinar las firmas genéticas y protedmicas de cada subtipo de
tumor y relacionarlas con los resultados clinicos y la respuesta al tratamiento. (Eramo A et al.,

2010).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los diferentes tipos de células presentes en cada region y la
localizacion principal de las distintas formas de cancer de pulmdn. Adaptada de Eramo A et al., 2010.
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1.3. CELULAS MADRE DEL CANCER

1.3.1. Caracteristicas de las células madre del cancer

Las células madre existen en muchos tejidos somaticos diferentes, y participan de manera
importante en su fisiologia. Las poblaciones de células que derivan de las células madre estdn
organizadas de manera jerdrquica, con la célula madre residiendo en el 4pice de la via de
desarrollo. Las células madre tienen tres propiedades caracteristicas: Autorrenovacién, la
capacidad de desarrollarse en varias lineas y un potencial de proliferacién ilimitado. La
combinaciéon de estas tres propiedades hace a las células madre Unicas. El atributo de
autorrenovacion es especialmente notable, porque su subversidén es altamente relevante para
la oncogénesis y los tumores malignos. Un incremento aberrante de la autorrenovacion, en
combinacion con el potencial de crecimiento intrinseco de las células madre puede explicar

gran parte de lo que se considera un fenotipo maligno (Jordan CT et al., 2006).

Muchos estudios en los ultimos 30-40 afos han demostrado que las caracteristicas de los
sistemas de célula madre, las propiedades especificas de las células madre o ambas, son
relevantes para algunas formas de cancer humano. Poblaciones biolégicamente diferentes y
relativamente raras de células “iniciando el tumor” se han identificado en canceres del sistema
hematopoyético, en leucemia mieloide (Dick JE., 2005) cerebro, colon (Singh SK et al., 2004)
mama (Al-Hajj M et al., 2003),y pulmén (Eramo A et al., 2008). Las células de este tipo tienen la
capacidad para autorrenovarse, el potencial para desarrollarse en algunas células dentro de la
poblacién celular del tumor y la capacidad de proliferacion para impulsar la expansiéon
continla de células malignas. Las propiedades de las células “iniciadoras del tumor” son muy
similares a las caracteristicas que definen las células madre normales. Las células malignas con
estas propiedades funcionales se han denominado “células madre del cancer” (Figura 3)

(Jordan CT et al., 2006).
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Figura 3. Los tejidos normales surgen de una célula madre central que crece y se diferencia
para crear poblaciones de células progenitoras y maduras. Las propiedades principales de una
célula madre normal son; la capacidad para autorrenovacion (indicada con la flecha roja),
potencial de multilinage (células de diferentes colores) y una capacidad proliferativa extensa.
Las células madre del cdancer surgen por medio de una mutacion en una célula madre normal
o células progenitoras, y por tanto crecen y se diferencian para formar tumores primarios (la
flecha discontinua indica que los tipos especificos de progenitores que participan en la
generacion de células madre del cancer son hipotéticos). De la misma manera que las células
madre normales, las células madre del cdncer pueden autorrenovarse, dar lugar a poblaciones
heterogéneas de células hijas, y proliferar extensamente. Adaptada de Jordan CT et al., 2006.

Dadas estas caracteristicas, es posible que las células madre del cdncer surjan por mutaciones
en las células madre normales .Sin embargo, muchas lineas de evidencia indican que las células
madre del cancer surgen de células progenitoras mutadas. Tales progenitoras (conocidos como
transito de amplificacién de las células) pueden tener una habilidad sustancial de replicacidn,

pero no la capacidad de autorrenovacion de las células madre. Para llegar a células madre del

13



Introduccion

cancer deben adquirir mutaciones que hacen que se recupere la propiedad de

autorrenovacion (Jordan CT et al., 2006).

Aunque las caracteristicas especificas de células madre normales se pueden preservar en
mayor o menor grado en las células madre del cancer, el tema clave a considerar respecto a la
biologia del tumor es que un pequefio subgrupo de células en el tumor, las células madre del
cancer, es esencial para su crecimiento. El concepto de célula madre del cancer varia en
diferentes contextos. Por ejemplo, las células madre del cancer pueden ser la fuente de todas
las células malignas del tumor primario, pueden componer un pequeio reservorio de células
resistentes a medicamentos que son las responsables de las recaidas después de una remision
inducida por la quimioterapia o pueden dar lugar a metastasis (Figura 4). Las caracteristicas
bioldgicas de las células madre del cancer en cada unos de los supuestos anteriores pueden ser
diferentes, lo cual sugiere que la adquisicidon de caracteristicas asociadas con la progresién del
tumor, como una inestabilidad genética y resistencia a medicamentos, también pueden estar

asociadas a las células madre del cancer (Jordan CT et al., 2006).

Lo cierto es que los tratamientos contra el cancer fallan a la hora de eliminar las células madre
del cancer y puede permitir un rebrote del tumor. En los casos de pacientes que han recibido
guimioterapia y se ha erradicado la masa de la enfermedad, pero posteriormente han sufrido
una recaida una posible explicacién es que las células madre del cancer no se han destruido
completamente. Las estrategias terapéuticas especificas de células madre de cancer deberian
erradicar los tumores con mds efectividad que los tratamientos actuales y reducir el riesgo de

recaidas y metastasis.
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Figura 4. CMC. Células madre del cdncer. Los tratamientos convencionales destruyen
las células tumorales normales pero no las CMC por tanto el tumor puede crecer de
nuevo y dar lugar a una recidiva. Otra posibilidad es que las CMC derivadas del tumor
primario pueden migrar a sitios distales y formar lesiones metastdsicas. Tercero, una
terapia contra las CMC incapacitaria al tumor para crecer de nuevo y erradicaria el
tumor. Adaptado de Reya T et al., 2001.

1.3.2. Células madre del cancer en el sistema hematopoyético

El sistema hematopoyético es el mejor caracterizado con respecto a la biologia de las células

madre. En las pasadas décadas se definieron muchas de las caracteristicas fisicas, bildgicas y de

desarrollo de las células madre hematopoyéticas normales, y se han establecido métodos

utiles para el estudio de células madre en casi cualquier contexto. Canceres de células

hematopoyéticas como leucemias son claramente diferentes de los tumores sélidos, pero

aspectos importantes de la biologia de las células hematopoyéticas son relevantes para

entender los grandes principios de las células madre del cancer. En varios tipos de leucemia,

las células madre del cancer se han identificado inequivocamente y muchas propiedades

bilégicas de estas células madre que se han encontrado han sido transcendentes para las
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terapias. (Dick JE., 2005; Jordan CT et al., 2006). Las células madre del cancer son evidentes en
la Leucemia Mieloide Croénica (LMC) y en la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) también en la
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). En la LMC se ha descrito muy bien el fenotipo de las
células madre y el estado quiescente del ciclo celular. De manera similar las células madre de
LMA estdn la mayoria en estado quiescente, lo cual sugiere que los tratamientos
antiproliferativos citotoxicos convencionales son probablemente poco efectivos contra estas
células. Las células madre de LMA tienen marcadores de superficie como la cadena de receptor
a- interleukina 3, que no estan presentes en células madre normales. Estos marcadores
pueden ser utilizados como anticuerpos o para otros regimenes terapéuticos relacionados. Se
ha demostrado la utilidad de anticuerpos contra el antigeno CD33 en el tratamiento de la LMA

(Taussig DC et al., 2005).

1.3.3. Células madre del cancer en el sistema nervioso central

El aislamiento de las células madre del cancer del sistema nervioso central (SNC) se ha logrado
por medio de marcadores antigenos y por explotar in vitro condiciones de cultivo desarrolladas
para células madre neurales normales. Primero fue observada en 1992 (Reynolds BA y Weiss
S., 1992) las células del SNC crecian en superficies no adherentes dando lugar a bolas de
células (neuroesferas) que tienen la capacidad para autorrenovarse y pueden generar todos
los tipos de células del cerebro, (neuronas, astrocitos, oligodendrocitos). Las neuroesferas en
las cuales el compartimento de las células madre se mantenia podia ser divido en células
individuales: una fraccién pequefia de esas células podia generar una nueva neuroesfera. Esta
capacidad para repetir la generacion de neuroesferas desde una sola célula se considera como
autorrenovacién. Los estudios mds recientes demuestran, que células madre neurales
normales expresan una proteina de superficie celular que se puede detectar con un anticuerpo
contra AC133 (CD133), un marcador comunmente encontrado en célula madre y en células

progenitoras de varios tejidos, como el pulmdn (Shmelkov SV et al., 2005).

La aplicacién de algunas estrategias para generar neuroesferas de especimenes obtenidos de
los gliomas o la purificacién de células positivas CD133 de gliomas humanos, permitié el
aislamiento y crecimiento de poblaciones de células madre del tumor. En ambos casos, la
poblacién de células madre del cancer era esencial para establecer un tumor in vivo. El

trasplante de tan solo 100 células de glioma humano CD133 positivas en cerebros de ratones
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inmunodeficientes inicié el desarrollo del glioma, mientras que no se formaron tumores

cuando se trasplantaron aproximadamente 10° células CD133 negativas del mismo tumor.

Muchos estudios han demostrado que la expresién de propiedades como células madre en
tumores del SNC, no necesariamente sugieren que estas células se originan de células madre.
En sistemas experimentales, la expresion de oncogenes cooperando en células progenitoras de
lineas restringidas al SNC puede dar tumores con las caracteristicas citopatoldgicas de los
tumores del SNC con mayor componente maligno (glioblastoma multiforme). Por ejemplo, la
expresion de los oncogenes ras y myc en células progenitoras de oligodendrocitos dieron
células que facilmente formaron tumores cuando se trasplantaron in vivo. Estos estudios
sugieren que las células madre del cdncer no necesitan derivar de células madre de tejidos
especificos auténticos, sino que podrian surgir de una célula progenitora adecuada, que ha
adquirido propiedades como célula madre cuando sufre una transformacidon oncogénica

(Jordan CT et al., 2006).

1.3.4. Células madre del cancer en la mama

Los estudios de (AL-Hajj et al., 2003) de tejidos tumorales de pacientes con cancer de mama en
estadios avanzados o metastdsicos, demostraron que las células con un perfil de antigeno de
superficie celular (CD44 positiva y CD24 negativa) podrian establecerse como xenoinjertos de
tumores. Los experimentos se hicieron en ratones inmunodeficientes y las células se
trasplantaron en la almohadilla de grasa mamaria para proporcionar un ambiente similar al
cancer de mama humano. Solo un subgrupo raro de células madre de cancer pudo propagar
exitosamente el tumor in vivo, mientras que la mayoria de las células malignas fallaron para
reproducir el tumor. Ademas las células purificadas CD44 positivas y CD24 negativas pudieron
diferenciarse y dar origen a células similares a las encontradas en la poblacion del bulto del

tumor.
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1.3.5. Células madre del cancer de pulmén

Las células tumorigénicas en cancer de pulmdén humano se han aislado utilizando diferentes
enfoques tanto en lineas celulares como en tumores primarios (tabla 1). La primera propuesta
se basé en el fenotipo de “Parte de la Poblacion” o Side Population (SP), utilizando el método
de tincion de Hoeschst 33342 de célula madre. Las células SP de lineas celulares de cancer de
pulmén (H460, A549, H441 entre otras) mostraron una capacidad invasiva incrementada,
mayor resistencia a farmacos anticancer y fueron mds tumorgénicas “in vivo” comparadas con
las células no SP (Ho MM et al., 2007). Basandose en la hipdtesis de que las células madre del
cancer presentan mayor resistencia a las drogas, el segundo intento para aislar las células
madre del cancer de pulmdén humano (Levina V et al., 2008) utilizaron lineas celulares que
trataron con cisplatino, doxorrubicina o etopdxido, las células resistentes a las drogas
mostraron muchas caracteristicas de célula madre del cédncer, como enriquecimiento en
células SP, expresion de marcadores de células madre embrionarias, capacidad de
autorrenovacion , generacion de una progenie diferenciada y gran tumorigeneicidad. El tercer
enfoque para el aislamiento de las células madre del cancer de pulmén tuvo en cuenta el
incremento de la actividad de la Aldehido Deshidrogenasa | (ALDH) previamente mostrada en
poblaciones de célula madre de varios canceres humanos. Las células ALDH positivas aisladas
de lineas celulares de tumores de pulmdn dieron caracteristicas de células madre del cancer in
vitro e in vivo (propiedades invasivas, expresion de marcadores de célula madre) (Jiang F et al.,

2009).
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Estudio Propiedad de célula madre Propiedades de célula madre

utilizada para el aislamiento

Lineas celulares de cancer de pulmon

Ho , 2007 Poblacién aparte (SP) Invasividad incrementada, potencial
guimioresitente y tumorigénico

Levina 2008 Quimiorresistencia Gran capacidad clonogénica,
enriquecimineto en  células  SP,
capacidad para la autorrenovacion y
diferencicacién % potencical
tumorigénico

Jiang.F 2009 Actividad de la ALDH1 Propiedades invasivas, expresion
de marcadores de célula madre
, resistencia a quimioterapia e in vivo
capacidad para recapitular tumores

originales
Muestras de tumores primarios de cancer de pulmon
Eramo .A,2008 Capacidad para crecer como esferas Potencial de autorrenovacion,
en un medio libre de suero capacidad de proliferacion extensiva,

guimiorresistencia incrementada y
capacidad ‘para recapitular la her
terogeneidad del tumor e imitarla
histologia del tumor xenoinjertado en
ratones

Tabla 1. Se muestra la lista de los estudios actuales sobre el aislamiento y la caracterizacion de las
Célula Madre del Cancer en pulmén. Para cada estudio la fuente de las CMC (lineas celulares o tumores
primarios de pacientes), la propiedad de célula madre utilizada para el aislamiento y las caracteristicas

fisioldgicas de las células aisladas.

En 2008 Eramo A et al fueron los primeros en aislar y expandir la célula madre del cancer de
pulmén de tumores primarios de pacientes. En su estudio, las células madre del cancer se
aislaron en la base de su capacidad para sobrevivir en condiciones de suero libre y proliferar
como cluster celulares, conocidos como “esferas tumorales”. Esta estrategia representd la
mejor aproximacién para obtener la expansion ilimitada de una poblacidn celular tumorigénica
de pacientes con cancer de pulmoén primario. Debido a la baja frecuencia de células madre del
cancer de pulmdn en tejido de tumor primario, la expansidn de este tipo de células fue
necesaria para una investigacién extensiva. En el estudio de Eramo A et al, se generaron y
caracterizaron esferas tumorales de los subtipos de cancer de pulmdén mds importantes,
incluyendo el microcitico, se encontraron propiedades de células madre del cancer in vitro por
expresion del marcador CD133, un potencial proliferativo ilimitado, autorrenovacién y

capacidad de diferenciacidn, e in vivo un gran potencial tumorigénico, y la capacidad para
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recapitular la heterogeneidad del tumor e imitar la histologia del subtipo de tumor del cual
fueron aisladas. Ademas, las esferas tumorales fueron muy resistentes a los farmacos que se
utilizan actualmente para tratar a los pacientes con cancer de pulmdn, mientras que las células

CD133 negativos no tenian ninguna de estas caracteristicas (Eramo A et al., 2010).

1.3.6. Implicaciones biolégicas de la hipotesis de células madre del cancer

La hipodtesis de las células madre del cancer tiene importantes implicaciones bildgicas tanto
para el desarrollo de modelos animales de carcinogénesis, como para el entendimiento de los
procesos bioldgicos clave, como interacciones estroma-epitelio y la metdastasis. Y a pesar de los
avances en los modelos animales, en la mayoria de los casos fallan a la hora de reproducir una
enfermedad humana. Muchos modelos transgénicos utilizan promotores especificos de tejidos
para dar lugar a la expresién de un oncogen. Sin embargo, estos genes de tejidos especificos
puede que solo se expresen en células diferenciadas. Si las células madre o su progenie son la
verdadera diana de los eventos de transformacidn, entonces la expresién de oncogenes en las
células mds diferenciadas puede fallar para recapitular los procesos reales de Ia
carcinogénesis. Existe evidencia que la expresiéon de oncogenes en células primarias usando
directamente las tecnologias de transfeccion resulta en un fenotipo diferente a la expresién de
los mismos genes dirigidos por promotores especificos de tejidos. Welm AL et al demostraron
que la expresidn de c-Met y c-Myc dirigido por un promotor especifico mamario de ratén del
virus de tumor mamario fallaba para producir carcinomas, mientras que estos transducidos en
células primarias via virus de células madre produjeron carcinomas mamarios. (Welm AL et al.,

2005; Wicha MS et al., 2006).

El concepto de nicho de célula madre normal tiene una relevancia directa para entender las
interacciones estroma-epitelio que ocurren durante la tumorigénesis, ademas de entender el
proceso complejo de metdstasis tumorales. (Wicha MS et al., 2006). El curso clinico de la
micrometdstasis también puede reflejar caracteristicas de célula madre en células
diseminadas. Hasta un 30% de las mujeres diagnosticadas de cancer de mama y hombres con
cancer de prostata tienen micrometdstasis en la médula ésea determinadas por tincion
inmunoquimica, Sin embargo, después de 10 afos hasta el 50 % de estos pacientes no
desarrollan la enfermedad macroscépica clinicamente relevante (Braun S et al., 2005). Una
explicacion posible, es que aunque las células madre o la progenie mas diferenciada pueden

ser capaces de formar micrometastasis, solo las células madre que tienen la capacidad de
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autorrenovacién para crear una metastasis macroscopica clinicamente relevante. Ademas, el
concepto de “tumor latente” se puede relacionar con la biologia de las células madre. Las
células madre generalmente estdn en estado quiescente GO y se autorrenuevan solamente
cuando reciben las sefales apropiadas del entorno de su nicho. Por analogia, las células madre
del cdncer pueden permanecer latentes en sitios metastdsicos hasta que sean activadas por las

sefiales apropiadas del microambiente. (Wicha MS et al., 2006).

1.3.7. Futuras terapias para contra las células madre del cancer

El desarrollo de tratamientos dirigido a las células madre del cancer es el mayor reto para
algunos investigadores y para la curacion del cancer. Primero, para disefiar tratamientos que
selectivamente erradican las células madre del cdncer es conveniente tener el cognado de las
células madre normales o de las células progenitoras, este paso requiere el desarrollo de
ensayos para caracterizar la funcién de las células madre normales y los medios para definir
caracteristicas fisicas (como marcadores antigenos de superficie celular o expresién de
anticuerpos en tejidos tumorales), que permitirian su aislamiento o su presencia. Sin el
conocimiento suficiente, es imposible saber si un medicamento candidato es también
citotéxico para una célula madre normal. Segundo, se necesitan describir las células madre del
cancer y validar los ensayos funcionales. Tercero, es necesario entender como las células
madre del cancer se diferencian de las células madre normales, en particular los mecanismos
que controlan la supervivencia celular y la respuesta al dafo. Lo ideal es que una terapia tenga
como diana las vias utilizadas por las células madre del cadncer [por ejemplo la via de
sefializacion de Notch, que se ha mostrado para contribuir en la autorrenovacion de células
madre o células progenitoras en los sistemas hematopoyético, nervioso y en érganos como la
mama y el pulmén (Reya T et al.,, 2001) para resistir insultos extrinsecos o mantener la
viabilidad en estado estacionario. Cuarto, entender cémo las terapias que tienen como
objetivo las células de todo el tumor fallan para erradicar las células madre del cancer. Las
razones para entender esta teoria pueden dar importantes claves para desarrollar regimenes

mas eficaces para atacar las células madre del cancer y el volumen de enfermedad.

Las propiedades que caracterizan las células madre del cancer hacen que sean particularmente
dificil de eliminarlas. Las células madre del cdncer de leucemia residen en un estado
quiescente largo con respecto a la actividad del ciclo celular, como las homdlogas normales.

Consecuentemente, los regimenes citotdxicos tipicos que se dirigen a células de divisidn rapida
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son los menos eficaces para erradicar estas células. Por tanto, una terapia independiente del
ciclo celular o que induzca selectivamente el ciclo de las células madre del cancer seria mas
eficaz .Otra caracteristica comun de las células madre es la expresidon de proteinas asociadas
con el flujo de toxinas xenobidticas (proteinas resistentes a medicamentos y miembros
relacionados con el casset ABC familia transportadora unido a ATP). Una variedad de células
del cdncer, particularmente durante la recaida, expresan estas proteinas, de esa manera

ofrecen resistencia a muchos agentes quimioterapicos. (Jordan CT et al., 2006).

Otro motivo de preocupacion es que las células madre normales o las células progenitoras
pueden resultar mas susceptibles que las células madre del cancer a los efectos de la
quimioterapia. Las células madre normales del colon pueden inhibir mecanismos de reparacidn
del ADN y por tanto experimentar apoptosis en respuesta al dafio del ADN. Este mecanismo
evita la acumulacion de mutaciones perjudiciales. Sin embargo si las células del cancer evaden

este mecanismo, entonces la quimioterapia podria evitarlas.
1.4. TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA

1.4.1. Conceptos generales

El concepto de divisién celular como la via para generar mads células y expandir el tamaiio del
tejido, surgié hace aproximadamente 150 afios cuando Virchow postuld la idea de que cada
célula que vive en el organismo, tanto en plantas como en animales, se origina de otra célulay
a su vez todas son derivadas de una sola célula, el 6vulo fertilizado. Partiendo de esta hipdtesis
se pretende demostrar que las células pueden adoptar varios estados fenotipicos durante el
desarrollo y el crecimiento post-natal, es decir pueden experimentar un proceso de
diferenciaciéon. En 1995 Hay ED describié por primera vez el proceso de “transformacion
epitelio-mesénquima” utilizando un modelo de pollo en linea primitiva. Posteriormente el
término “transformacion se cambid por “transicion” reflejando en parte, la reversibilidad del

proceso y para distinguirle de una transformacién neoplasica (Kalluri R y Neilson EG., 2003).

Una transicidn epitelio-mesénquima (TEM) se define como un proceso biolégico que permite a
una célula epitelial polarizada, la cual normalmente interactiia con la membrana basal via su
superficie basal, para experimentar varios cambios bioquimicos que permiten asumir un
fenotipo celular mesenquimal, lo cual implica una capacidad de migracién incrementada, una
capacidad invasiva, una elevada resistencia a la apoptosis y en gran medida la produccion de

componentes de matriz extracelulares (Kalluri R y Neilson EG., 2003;Kalluri R y Weinberg RA,,
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2009; Thiery JP et al., 2009;Thompson EW y Nwegreen DF., 2008).Considerando esos estudios,
muchos tejidos adultos y 6rganos surgen de una serie de conversiones de células epiteliales a
células mesenquimales o viceversa, a través de TEM o transicién mesénquima-epitelio (TME)

(Van der Plujin G., 2010).

Se han identificado varios procesos moleculares que hacen posible la transicidon epitelio
mesénquima. Incluye la activacion de factores de transcripcion, la expresion de proteinas de
superficie celular especificas, reorganizacién y expresion de proteinas citoesqueléticas,
produccién de enzimas que degradan la matriz extracelular, cambios en la expresién de
microARN vy, activacion de vias moleculares (Figura 5). Estos procesos moleculares en la TME
tienen papeles criticos durante el desarrollo embrionario, el crecimiento postnatal y la
homeostasis epitelial, pero también estdn involucrados en una serie de condiciones
patoldgicas como son la cicatrizacidn de heridas, fibrosis, inflamacién y en la progresién del
cancer, por este motivo muchos de ellos se utilizan como biomarcadores para demostrar el
paso de una célula a través de una TEM (Kalluri R y Weinberg RA., 2009). Por consiguiente, la
transicién epitelio-mesénquima constituye mecanismos organizados para la dispersién de
células en embriones, formar células mesenquimales en tejidos dafados e iniciar un

comportamiento invasivo y metastdtico en canceres epiteliales.

Fenotipo epitelial Fenotipos intermedios como Fenotipo mesenquimal
células de transicion

P
‘ oW S y ey
\ ) ‘ \/_Q\ \;'/// Q/ Células
: 1 mesenquimales
Celglgs — Olele \) — (FE)\ P qui
epiteliales =0 = \Q D
-
E-Cadherina g
Cytoqueratina
201
Desmoplaquin Pérdida progresiva de marcadores
Familia miR200 epiteliales y ganancia de

marcadores mesenquimales

Figura 5. La TEM involucra una transicion funcional de células epiteliales polarizadas en mdviles y
células mesenquimales secretadas en la matriz extracelular. En la figura se representan los marcadores
que se utilizan para células mesenquimales y epiteliales. La colocalizacion de estos dos conjuntos de
marcadores diferentes define un fenotipo intermedio de TEM, indicando células que han pasado solo
parcialmente a través de una TEM. La deteccion de células que expresan los dos conjuntos de
marcadores hace que sea imposible identificar todas las células mesenquimales que se han originado
de células epiteliales via TEM, como muchas células mesenquimales probablemente han perdido todos
los marcadores epiteliales una vez que la transicion se ha completado. Adaptada de Kalluri. R y
Weinberg., 2009.
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1.4.2. Clasificacion de la TEM en tres subtipos diferentes

La transicion epitelio-mesénquima se encuentra en tres configuraciones bioldgicas diferentes
con consecuencias funcionales distintas. Las TEMs que se asocian con la implantacidn,
formacién del embrién y el desarrollo de un érgano estan organizadas para generar diversos
tipos de células que comparten fenotipos mesenquimales comunes, que denominan TEMs tipo
1. Las TEM tipo 2 son las que estan asociadas a la cicatrizacion de heridas, regeneracién de
tejidos y fibrosis de érganos, y por ultimo las TEMs tipo 3 son las que ocurren en células
neoplasicas que previamente han sufrido cambios genéticos y epigenéticos especificamente en

los genes que favorecen la expansion clonal y el desarrollo de tumores localizados.
TEM Tipol

Las primeras fases de la embriogénesis, la implantacién del embrién y la iniciacién de la
formacién de la placenta, ocurren experimentando una TEM que involucra el endodermo
parietal (Vicovac L y Apllin JD., 1996) (Figura 6). En particular las células del trofoectodermo
experimentan una TEM para facilitar la invasidon del endometrio y el posterior anclaje de la
placenta, permitiendo de esta manera, la funcion de intercambio de nutrientes y gas (Aplin JD

et al., 1998; Bischof P., 2006).

En el 6vulo fertilizado tiene lugar la gastrulacidon generando las tres capas germinales. Las
células epiteliales del rasgo primitivo de la capa del epiblasto expresan E-cadherina y muestran
una polaridad apical-basal. Las células como epiteliales del epiblasto llevan a cabo cambios
programados dictados por la expresidn especifica de proteinas asociadas con la migracion
celular y la diferenciacién, llevando al mesoendodermo y posteriormente a la formacién del
mesodermo y endodermo via TEM (Kalluri R y Weinberg., 2009; Hay ED., 1990; Thiery JP y
Sleeman., 2006).

Durante el desarrollo embrionario, una transiciéon epitelio-mesénquima involucra células
epiteliales del neuroectodermo y da lugar a células de la cresta neural migratorias (Duband. JL
y Thiery JP., 1982). Inicialmente las células premigratorias de la cresta neural expresan genes
como Sox, Snail, Snai2 y estas células posteriormente experimentan una TEM (Sauka-Spengler
T y Bronner-Fraser M., 2008; Knecht AK y Bronner-Fraser M., 2002). Ademas, en la TEM que
ocurre en la cresta neural es necesario que E-cadherina, molécula de adhesion, esté reprimida

para que pueda tener lugar (Thiery. JP., 2003).
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TEM Tipo2

Estd asociada con la regeneracion del tejido y la fibrosis de drganos (Figura 6). Las células
inflamatorias y las células del estroma, como los fibroblastos, son capaces de liberar agentes
inflamatorios y también proteinas de la matriz extracelular que incluyen colagenos,
fibronectinas, tenascina y elastinas. Bajo condiciones patoldgicas, estas células del estroma
pueden estimular células epiteliales normales para experimentar una TEM produciendo una
fibrosis extensa de varios organos y tejidos del rifidn, higado, pulmén e intestino (Zeisberg EM
et al., 2007; Kim KK et al., 2006). Algunos marcadores que se utilizan para identificar células
epiteliales de los érganos sefialados anteriormente y que estdn en la linea media de la
transicién epitelio-mesénquima y asociados con una inflamacion crénica son vimentina,

desmina, entre otros. (Kalluri R y Weinberg RA., 2009).
TEM Tipo3

Una excesiva proliferacion y la angiogénesis son el sello de identidad de la iniciacién y el
crecimiento temprano de cdnceres epiteliales primarios. La adquisicion de una capacidad
invasiva inicialmente se manifiesta por la invasién a través de la membrana basal, anunciando
el comienzo de las ultimas etapas de un proceso de multiples pasos que conducen finalmente
a una diseminacion metastasica con consecuencias peligrosas para la vida (Kalluri R y
Weinberg RA., 2009). Los multiples pasos que forman la TEM han puesto de manifiesto que el
proceso de migracion celular y la capacidad invsiva podria corresponder a la activacién de una
TEM en las células cancerosas. El primer paso en la TEM consiste en la desintegracion de la
adhesién célula-célula con la pérdida de marcadores epiteliales como la E-cadherina y la
adquisicion de marcadores mesenquimales como la Vimentina. Después hay una pérdida de la
polarizacidon baso-apical y la adquisicion de una polarizacién delantera-trasera. Entonces el
citoesqueleto sufre una remodelaciéon con cambios en la actina cortical y en fibras de actina.
Finalmente, la adhesidn célula-matriz se altera con la activacion de enzimas proteoliticas como
las metaloproteasas de matriz (Hay ED., 2005).El proceso de metastasis en canceres epiteliales
sufre varios pasos igualmente, las células se desprenden del tumor primario e invaden el
estroma tumoral circundante (Chambers AF et al., 2002). Posteriormente, entran en la
circulacién y buscan nuevos sitios para metastatizar, sufriendo el proceso contrario, una TME
para formar macrometastasis en el érgano colonizado (Kalluri R y Weinberg RA., 2009).Por

tanto, la TEM se puede aplicar a la progresion del cancer (Iwatsuki M et al., 2009). (Figura 6)
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Figura 6. Diferentes tipos de TEM. (A) tipo 1 TEM estd asociada con la implantacion y la
gastrulacion embriodnica, da lugar al mesodermo y endodermo y a células méviles de la cresta
neural. El epitelio primitivo, especificamente el epiblasto da lugar al mesénquima primario via
TEM. (B) tipo 2 estad representada en el contexto de la inflamacion y la fibrosis. A diferencia de la
TEM tipo 1 se expresa en periodos largos de tiempo y con el tiempo puede destruir un érgano
afectado si la inflamacion primaria no se elimina o atenda. (C) el epitelio secundario asociado
con muchos Organos puede transformarse en células de cdncer que posteriormente
experimentan una TEM que permiten la invasion y la metdstasis, de este modo representando la
TEM tipo 3.Adaptada de Kalluri R y Weinberg RA., 2009.

1.4.3. TEM en cancer

Aunque el proceso de TEM esta documentado en muchos modelos celulares de cancer in vitro,
la importancia de la TEM durante la progresidn del cancer e incluso su relevancia en tejidos
humanos tumorales ha permanecido en materia de debate. Esta resistencia se debe
principalmente a la pérdida de una conviccidn evidente de TEM en muestras clinicas. Asi la
TEM puede ser un evento focal que es facilmente olvidado (pasado por alto).
Interesantemente se ha detectado una diseminacidn sistémica desde lesiones tempranas en
ratones transgénicos y en carcinomas ductales humanos sugiriendo que la metastasis no es un

evento necesariamente tardio en la progresién del tumor (Hisemann Y et al.,, 2008). Mas
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importante aun, es que las células mesenquimales individuales derivadas de células tumorales
epiteliales después de una TEM son muy dificiles de distinguir de células del estroma o de
otros fibroblastos asociados al tumor. La descripcion de cables o pequefios agregados de
células tumorales extendidas o separadas de la masa del tumor dentro del estroma adyacente
ha dado recientemente evidencia morfolégica de la TEM en frentes invasivos de tumores
humanos (Prall F., 2007) De manera similar, en carcinoma de colon, la TEM ocurre en el frente
invasivo y produce células migratorias solas que pierden la expresién de E-cadherina. Esto es
concomitante con la desregulacidon de vias de sefializacion y una pérdida selectiva de la
membrana basal (Brabletz T et al., 2001). Este fendmeno se resume en otros tumores solidos,
como los frentes invasivos del carcinoma papilar de tiroides o en algunos carcinomas de mama
que revelan un perfil de expresidon de TEM, y en carcinomas cervicales muestran incrementada
la expresidon de vimentina y una pérdida o disminucion de la expresién de E-cadherina. El
frente invasivo del carcinoma es la superficie de contacto inmediata del tumor y las sefiales del
estroma. La TEM en la superficie de contacto refleja el complejo contrapeso entre la presion
del crecimiento interno ejercida por el nido del tumor principal y la expansion del borde libre

de la periferia del tumor.

Muchos conductores de la TEM como son Snaill y Snail2 se ha demostrado que se
correlacionan significativamente con una recaida de la enfermedad y la supervivencia en
pacientes con cancer de mama, colon y ovario, lo cual indica que la TEM lleva a resultados
clinicos de mal prondstico. También existen evidencias de que los perfiles de TEM estan
asociados con parametros clinocopatolégicos como el grado histolégico y el subtipo de tumor
como el carcinoma metapldsico de mama, los basal-like, generalmente los que se consideran
de mal prondstico. Ademas, la supresidon de la TEM puede incrementar la sensibilidad a
tratamientos en lineas celulares como se ha visto para el hepatocarcinoma, carcinoma de

pancreas y cancer de pulmon (Thiery JP et al., 2009).

1.4.4. TEM en cancer de pulmén

En cancer de pulmén la pérdida de moléculas de adhesion y la expresién de proteinas
mesenquimales se ha asociado con la iniciacidn de cambios mesenquimales y la agresividad del
carcinoma (Yaunch RL et al.,, 2005; Prudkin L: 2009). La expresion de varios factores de
crecimiento, de factores de transcripcidon y proteasas se ha asociado con la transicién epitelio-

mesénquima (Prudkin. L et al., 2009).
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Muchos estudios referentes a la TEM en cancer de pulmdén se basan en la expresion de
proteinas por inmunohistoquimica en el tejido tumoral y en el tejido circundante (estroma,
citoplasma), bien en tejidos de modelos animales, lineas celulares de cancer de pulmon o en
tejidos de pacientes con cancer de pulmdn. Thomson S et al estudiaron en lineas celulares de
cancer de pulmdn sensibles al inhibidor del factor de crecimiento, erlotinib y en lineas
celulares normales de CPCNP, observando que las lineas celulares que experimentaban una
TEM (disminucién de la expresion de marcadores epiteliales y un aumento en la expresién de
marcadores mesenquimales) eran mas insensibles al fdirmaco. Un estudio similar es de (Yauch

RL et al., 2005) con resultados analogos.

Otro estudio afin a los anteriores, para predecir la resistencia a otro farmaco en este caso
gefitinib en CPCNP fue realizado por (Frederick BA et al., 2007), demostrando que las lineas
celulares con un fenotipo mas epitelial (expresidén de E-cadherina alta) tienen mas sensibilidad
al farmaco. Soltermann A et al en una cohorte de 533 pacientes con CPCNP estudiaron la
inmunohistoquimica en el tejido tumoral y sus resultados concluyen en que el programa de
TEM estaba asumido para permitir a las células cancerigenas epiteliales invadir el estroma
desmoplasico circundante. La alta-regulacidon citoplasmatica de vimentina en células del
estroma del tumor se asocid con un grado alto del carcinoma, mientras que la expresiéon de
vimentina en células epiteliales se vio, pero no se asocié con ninguna caracteristica del tumor
ni de los pacientes. En otro estudio (Chow G et al.,, 2010) demostraron la TEM en lineas
celulares de cancer de pulmén con una pérdida de E-cadherina y una ganancia de vimentina
inducida por acido hialurénico con una actividad mds invasiva y mayor resistencia a

medicamentos.

1.4.5. TEM y células madre del cancer

Estudios actuales sugieren que las células que experimentan una TEM adquieren propiedades
de célula madre Figura 7 (Mani SA et al., 2008; Morel AP et al., 2008). La formacion de la TEM y
CMC resultd en un proceso dinamico que estaba provocado por la interaccién de varias vias de
sefializacion como Hedgehog, TGF-B y Notch. La sefializacién de Notch estaba involucrada en la
proliferacién, supervivencia, apoptosis y diferenciaciéon lo cual afectaba al desarrollo y funcién
de varios drganos (Miele L., 2006). La activacion de Notch en células endoteliales resultd en
cambios morfolégicos, fenotipicos y funcionales consistentes con una transformacion
mesenquimal. Estos cambios incluyeron la baja-regulacion de marcadores endoteliales (VE-
cadherina) y la alta regulacion de marcadores mesenquimales (fibronectina, vimentina). Por

tanto, la TEM inducida por Notch se limita a las células que tenian activado Notch. Y a su vez
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también interaccionaba con varios factores de transcripcion y factores de crecimiento (Snaill,
Snail2, Twist y TGF-B) en el proceso de TEM. Snail2 fue una diana directa de Notch y la
sefalizacion de Notch estimula directamente el promotor de Snail2 resultando en la alta-
regulacion de Snail2 y la formacién de la TEM. Ademas, Snail2 fue esencial para la represion
mediada por Notch de la E-cadherina con lo cual promovia la TEM. (Leong KG et al., 2007).
Otro de los receptores Notch, Notch2 y su ligando estaban altamente regulados en células de

cancer de pancreas resistentes a gemcitabina y las cuales mostraron la adquisicién de la TEM.

El programa de TEM se asocid con la motilidad y la capacidad invasiva, y como hemos
comentado anteriormente parece que existia una vinculacién entre este programa y las CMCs
(Mani SA et al.,, 2008). El hecho de que las CMCs fueran resistentes a las terapias sugirio
indirectamente que el programa TEM contribuia a la resistencia a fdrmacos. Una evidencia
directa también se encontré para la asociacién entre el fenotipo TEM y la resistencia
terapéutica. Por ejemplo, la supresion de Twist en la linea celular A549 de cédncer de pulmén
resultd en una sensibilidad al cisplatino (Zhuo WL et al., 2008) y células de carcinoma de ovario
gue eran resistentes al paclitaxel mostraron gran expresidn de Twist y Snail. Ademas, las
células tumorales de cancer de pancreas tenian incrementada la expresién de vimentina y
disminuida la expresién de E-cadherina, como también se vio una expresion incrementada de

marcadores de célula madre CD44 y ESA (Shah AN et al; 2007).

Los mecanismos de sefializacién por los cuales el programa de TEM regulaba la resistencia a
agentes quimioterapéuticos no estaban muy establecidos. Cheng GZ et al encontraron en
lineas celulares de cancer de mama muy invasivas, que expresaban altos niveles de Twist, el
cual elevaba la regulacién de la transcripcion de AKT-2 para promover la supervivencia y
ofrecer resistencia al paclitaxel. De igual manera la sobreexpresién de Snaill y Snail2 en lineas
MCF-7 las protegian de la apoptosis inducida por dafio al ADN por agentes quimioterapéuticos

como doxorrubicina.

La TEM también puede contribuir a la resistencia a la radioterapia, Por ejemplo células de
carcinoma endometrial radiorresistentes tuvieron cambios fenotipicos asociados con la TEM,
incluyendo la decrecida expresién de E-cadherina y una expresidn incrementada de vimentina,
pérdida de polaridad celular y un incremento en la motilidad (Tsukamoto H, et al.,2007). La
induccion de TEM en células mamarias de ratén de EpH-4 y NmuMG podria conferir resistencia
a la apoptosis inducida por luz ultravioleta (Robson EJ et al., 2006). Estos hallazgos sugirieron
que muchos de los reguladores transcripcionales de la TEM, como Twist, Snaill y Snail2

podrian dar una ventaja selectiva a las células del tumor invasivas que han experimentado una
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TEM debido al incremento en la capacidad de supervivencia via resistencia a la apoptosis, para
sobrevivir en microambientes extrafios y hostiles. Esta ventaja selectiva podria permitir la
diseminacion de células cancerigenas y su supervivencia a largo plazo en los sitios distantes
como también daria resistencia a las células del cancer a las terapias convencionales. Es
importante sefalar que, estas capacidades son similares a las atribuidas a la poblaciéon de CMC

(Hollier BG et al., 2009).

Ademas de esta asociacién con la quimioterapia y la radioterapia, el proceso de TEM también
se ha propuesto para estar asociado con la resistencia a dianas de terapias actuales, incluida la
resistencia a inhibidores de EGFR. Los estudios en CPCNP han mostrado, que el fenotipo de
TEM se ha asociado con sensibilidad al inhibidor de EGFR, erlotinib. Las células de CPCNP que
expresaban E-cadherina y mostraban un fenotipo epitelial fueron mas sensibles a la inhibicién
del crecimiento por erlotinib que las células que mostraban un fenotipo mesenquimal, como
evidencia de la pérdida de E-cadherina, y la expresion incrementada de vimentina (Yauch RL et

al., 2005).

Mani SA et al encontraron una baja-regulacién de los marcadores epiteliales como la E-
cadherina y la alta-regulacion de marcadores mesenquimales con la vimentina en una
poblacion celular CD44*"/CD24caracterizada como células madre del cancer en mama, las
cuales experimentaron una TEM, incluyendo la autorrenovacion y la capacidad de formar
mamosferas. Lo cual sugiere que la TEM puede tener un papel en el desarrollo de las CMCy en
las propiedades invasivas, metastasis, recurrencia y quimiorresistencia (Figura 7) (lwatsuki M

et al., 2010).
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Figura 7. La TEM se piensa que tiene un papel fundamental en la progresion del tumor y la formacidn de
metdstasis. Las células individuales que se desprenden de los tumores primarios y migran siguiendo la
red de la matriz extracelular. Las investigaciones actuales estdn analizando las contribuciones de los
fibroblastos asociados al cdncer (FAC), incluyendo células madre mesenquimales procedentes de la
médula dsea. Otro reto es comprender si las células migratorias malignas son células madre del cdancer
actuando como células que inician el tumor en el tumor primario (células azules), si son derivadas de
células del tumor epiteliales somdticas que han experimentado una TEM para adquirir propiedades de
célula madre (células rojas), o es una combinacién de estas dos posibilidades. VL/BS, vasos linfdticos
/vasos sanguineos. Adaptada de Thiery. JP et al., 2009.

1.5. E-CADHERINA

1.5.1 Superfamilia de cadherinas: caracteristicas moleculares generales

Las cadherinas fueron originalmente identificadas como glicoproteinas de superficie celular
responsables en la adhesién homofilica célula-célula dependientes de Ca®*, durante la
compactacién de la mdrula en la reimplantacién del embridn de ratén y en el desarrollo de

polluelos (Yoshida H et al., 1982).
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Se han identificado aproximadamente 100 miembros de la familia cadherinas con diferentes
estructuras de proteina (Figura 8). La mayoria son proteinas transmembrana, y tienen en
comun un dominio Unico denominado motivo cadherina o EC (Takeichi M., 1990) que contiene
la carga negativa y una secuencia de motivos DXD, DRE, y DXDNDNAPXF que estdn
involucrados en la unién al Ca*". Los dominios EC son repeticiones en tandem en el segmento
extracelular de todas las moléculas de la superfamilia cadherina, pero el nimero de dominios
varia en cada miembro de la familia. Aunque el dominio EC es la identidad de la familia, las
secuencias de aminoacidos de la parte citoplasmatica divergen significativamente entre los
miembros, sugiriendo que la diversificacién ha tenido lugar durante la evolucién (Yagi Ty

Takeichi M., 2000).

— Cadherinas clasicas
] Protocadherinas
34
— T Fat
27
— —{ | Dachsous
. 0 >
Repeticiones EC 5
Motivo laminin A-G D—I: Flamingo
Motivo EGF
¢  Flamingo box Membrana
» . Dominio extracelular . Dominio intracelular
Funcién desconocida plasmatica

Figura 8. Representacion de la estructura de las cadherinas. Todas las cadherinas poseen uniones calcio
repeticiones EC que varian en el numero. Las cadherinas no cldsicas también tiene en su estructura
motivos extracelulares adicionales que incluyen dominios laminin y EGF y boxes flamingo. Las cadherinas
son proteinas que atraviesan la membrana con la excepcion de Flamingo, que es una proteina de
membrana de siete pases. La cola citoplasmdtica de las cadherinas cldsicas estd conservada, pero es
diferente de las protocadherinas y las cadherinas atipicas. El circulo indica que las protocadherinas tiene
seis o siete ECs. Adaptado de Halbleib JM y Nelson W.J., 2006.

Las cadherinas son importantes tanto en organismos simples como en los complejos, en los
ultimos afos se han encontrado en coanoflagelados unicelulares (King N et al., 2003) y en la

esponja Oscarella Carmela (Nichols SA et al., 2006).

Cadherinas clasicas

Las cadherinas cldsicas han sido el primer subtipo de la familia que se ha identificado, y se ha
estudiado lo suficiente para dar detalles de la funcién y estructura en la regulacion molecular

de las mismas. Las cadherinas se expresan en la mayoria de los tejidos de vertebrados, forman
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principalmente interacciones homofilicas célula -célula y a menudo se concentran en uniones
adherentes (AJ), y modulan la adhesién a través de interacciones dindmicas con el
citoesqueleto de actina (Halbleib JM y Nelson WJ., 2006). Este subtipo de cadherinas se

subdivide a su vez en tipo | y tipo Il, tienen 5 ECs en dominio extracelular (Figura 8).

Las cadherinas clasicas tipo | median una fuerte adhesién célula-célula y tienen un motivo
tripéptido conservado HAV en el dominio EC mas distal (EC1). Se incluyen en este subtipo las
cadherinas epitelial (E) y neuronal (N) como la mds importantes. El tipo Il de las cadherinas
clasicas como la cadherina de epitelio vascular (VE) pierde este motivo EC1. El motivo EC1 es
importante para la adhesidn homofilica y contiene residuos de triptéfano conservados que son

los responsables de las uniones trans-cadherinas (Nose A et al., 1988).

El dominio citoplasmatico estd mas conservado entre los diferentes subtipos de las cadherinas
clasicas. y se une directamente a varias proteinas citopldsmaticas incluyendo B-catenina y
p120 (Figura 9). Las proteinas asociadas de unién citoplasmatica afectan a las interacciones de
las cadherinas clasicas con el citoesqueleto de actina. p120 puede regular el nexo de
cadherina-citoesqueleto de actina directamente uniéndose e inhibiendo RhoA (Anastasiadis PZ
y Reynolds AB., 2001) e indirectamente activando racl y Cdc42 via Vav (Noren NK et al., 2000)
y estabilizan las cadherinas en la superficie celular (Davis MA et al.,, 2003). La B-catenina,
también funciona como un activador cotranscripcional con el factor de célula T (TCF) se une
directamente a la a-catenina que a su vez es una proteina agrupada/unida a un filamento de
actina, que también interactla con otras proteinas unidas a actina. (Kobielak A y Fuchs E.,

2004).

Estos vinculos proteina-proteina llevan a la conclusiéon de que a-catenina une las cadherinas a
actinas aunque la mayoria se basa en datos de interaccidon binaria. Drees F et al han
demostrado que las interacciones con B-catenina y actinas filamentosas no ocurren

simultdneamente.
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Figura 9. E-cadherina y el complejo de adhesion celular citoplasmatico.
E-cadherina estd estabilizada a la superficie de la célula por su union al
citoesqueleto de actina via B-catenina y a-catenina y posiblemente
también EPLIN (proteina epitelial perdida en neoplasias). P120 estabiliza
el CCC (complejo de adhesion celular citplasmdtico) para prevenir la
endicitosis mediada por clatrina. Adaptado de Mohamet. L et al., 2010.

Regulacion de la expresion de las cadherinas

La expresion de las cadherinas clasicas estd regulada en muchos niveles incluyendo la

expresion génica y de transporte, y el recambio protéico en la superficie celular (Figura 10).

La transcripcion de la cadherina estd regulada directamente por la metilacién y la represion de
la actividad promotora. La metilaciéon es una modificacion comun del ADN mediado por una
familia de enzimas DNA metiltransferasas, que catalizan la adiccion de un grupo metilo a
residuos de citosina en dinucleétidos CpG (Richards E., 2006). Durante la carcinogénesis, la
metilacion del promotor de E-cadherina se asocia con la expresidn reducida de E-cadherina y
con una progresion de la enfermedad y metdstasis (Strathdee G., 2002). Varios genes de las
cadherinas cldsicas poseen un segundo intrén inusualmente grande (en humanos el tamano
del intrén2 comparado con el tamafio total del gen E-cadherina es 63kb de 98 kb) lo cual ha

mostrado para E-cadherina que contiene elementos regulatorios que modulan los niveles
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generales de cadherina y la expresion especifica de tejidos durante el desarrollo (Stemmler MP

et al., 2005).

Represores
Snaill, Snail2  Metilacién

-] I-

ADN

Proteina

Union beta-
catenina

I Expresion en la
Proteolisis superficie celular | iProteolisis extracelular
citoplasmatica (PS1) (MMPs)

Endocitosis Desacoplamiento

(Hakai, p120) de cateninas
(fer, Src, RTK)

Figura 10. Regulacion de las cadherinas. Las cadherinas cldsicas estdn
transcripcionalmente reguladas por factores de transcripcion dedos de
zinc como Snaill y Snail2 y metilacion del promotor. La exocitosis de
proteinas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmdtico a la
superficie celular es dependiente de la union beta-catenina. Los niveles
de cadherina en la superficie celular son regulados por endocitosis sobre
la ubiquitinacion mediada por hakai después del desacoplamiento de las
cateninas siguiendo la fosforilacion. Adaptado de Halbleib. JM: 2006.

1.5.2. E-cadherina y cancer

Como ya se ha comentado, la diseminacidn metastasica de las células tumorales es la primera
causa de muerte en los pacientes con cancer, en los tumores epiteliales representa al menos el
80% de todos los canceres. La pérdida de la proteina E-cadherina de superficie celular esta
correlacionada con la invasion de las células tumorales en la mayoria de los canceres
epiteliales, y también imparte propiedades de la TEM, permitiendo un incremento de la
movilidad y la capacidad invasiva. El papel de la E-cadherina como un represor de la metastasis

esta bien documentado (Cavallaro U y Christofori G., 2004; Di Croce L y Pelicci PG., 2003) la
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pérdida de E-cadherina en células epiteliales llevd a una aniquilacién en el contacto célula-
célulay a un incremento de la movilidad, mientras que una expresion forzada de la proteina E-
cadherina en lineas celulares tumorales metastasicas fue suficiente para cambiar este fenotipo
(Cavallaro U vy Christofori G., 2004). La E-cadherina resultd estar regulada por varios
mecanismos no relacionados entre si. La represion de los transcriptos de E-cadherina via
proteinas de unidn E-box, como Snaill o Snail2 estaba también relacionada con la metastasis
(Nieto MA., 2002), MMP-7 y 13 pudo escindir la proteina E-cadherina y resultando un
ectodominio soluble de la proteina que actuaba como un efecto paracrino para inhibir la
funcién de la E-cadherina sobre las células vecinas. Ademas, los fragmentos solubles de la
cadherina indujeron la expresion de las MMP 2, 9 y 14 en células tumorales de pulmén
(Mohamet L et al., 2010). En estudios iniciales por (Watabe M et al., 1994) sugirieron que la
adhesién mediada por Cadherinas-cateninas alteraba la cinética de crecimiento en una linea
celular de carcinoma de pulmdn (PC9). Aunque estas células expresaban E-cadherina y B-
catenina, no expresaban a-catenina y fueron incapaces de formar agregados de células cuando
crecian en cultivos en suspensién. Sin embargo, cuando se transfectaron a-catenina, el
contacto célula-célula se restablecid mediado por E-cadherina, y resulté en un crecimiento
alterado de esas células, lo cual indica que la adhesién E-cadherina podria participar
indirectamente o directamente en la proliferacién celular. Por tanto, la expresién aberrante de
E-cadherina puedria estar inducida por la pérdida de funcién de las moléculas de unién

citoplasmatica de la proteina (Mohamet L et al., 2010).

1.5.3. E-cadherina en cancer de pulmoén

La reduccidon en la expresion de E-cadherina ha estado siempre relacionada con metastasis y
baja supervivencia en los CPCNP (Shibanuma H et al., 1998; Sulzer MA et al., 1998; Smythe WR
et al., 1999). Pero en la mayoria de los estudios la expresidon de E-cadherina estd unida a una
molécula catenina, bien beta o alfa catenina. Bremnes RM et al demostraron que la expresion
reducida de E-cadherina en la membrana es un factor prondstico independiente en Ia
supervivencia de pacientes con CPCNP, pero su expresion estd relacionada con beta-catenina.
Ademas, todos los estudios anteriores han demostrado la relacién de la expresiéon de E-
cadherina con el tipo histoldgico de cancer de pulmdn escamoso o epidermoide, nunca con el
tipo de adenocarcinoma. Bremnes RM et al sugirieron, que el hallazgo de que la expresidon
reducida de E-cadherina o beta catenina se refiera a la desdiferenciacion o acortamiento de la

supervivencia, principalmente en el tipo histoldgico epidermoide o escamoso, podria indicar
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que la progresion de los adenocarcinomas depende mas de otros factores celulares que de los
componentes del complejo E-cadherina-catenina. Sin embargo, Kase S et al., 2000,
demostraron la existencia de una correlacion entre la expresidn reducida de beta-catenina con
el prondstico desfavorable de los adenocarcinomas de pulmdén y concluyeron con que el
complejo cadherina-catenina puede tener un papel mas importante en sistemas de adhesidn
célula-célula, y la expresién reducida de E-cadherina o beta-catenina indica un prondstico
desfavorable (Kase S et al., 2000).

Para el CPCP la expresion de E-cadherina tuvo un comportamiento similar al de CPCNP, la
expresion reducida se relaciéné con un prondstico desfavorable y estaba involucrada en la

metastasis de los nddulos linfaticos (Yoshida H et al., 1996).

1.5.4. E-cadherina en TEM y CMC

La expresion aberrante de E-cadherina en células epiteliales produjo una respuesta del factor
de crecimiento alterada, permitiendo a las células responder a factores exdgenos o enddgenos
que estimulaban la proliferacion e inhibian la apoptosis. Ademas, la expresién aberrante de E-
cadherina podria resultar en una transicion de las células a un fenotipo de célula madre,
(Figura 11) por tanto llevaba al mantenimiento prolongado de un fenotipo de célula madre del
cancer proliferativo, y como consecuencia derivaba en una prolongada reprogramacion
genética de las células que posteriormente condujeron a la TEM y a la metastasis en etapas

avanzadas de la enfermedad (Mohamet L et al., 2010).

Mohamet L et al; Andersen H et al demostraron que la pérdida de E-cadherina solamante no
era suficiente para inducir una TEM inmediata, por lo tanto, la expresién aberrante de E-
cadherina en una célula tumoral no inducird necesariamente la invasion y la metastasis, sin
embargo la ausencia de E-cadherina darad lugar a una respuesta alterada del factor de
crecimiento, y esta puede aumentar la probabilidad de las células que responden a factores
exogenos o enddégenos que pueden estimular la expresion de las moléculas asociadas a la TEM,
como MMP, asi como la reprogramacién genética gradual de las células (Andersen H, et al.,
2005). Asi la expresidn aberrante de la E-cadherina dentro de la masa de la célula del tumor es
probable que lleve a la intensificacion del fenotipo metastdsico. Por ejemplo, se ha
demostrado que los fragmentos de E-cadherina extracelulares solubles podian inducir un ciclo
de retroalimentacién positivo de la expresién de gelatinasa en las células tumorales de

pulmoén.
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Figura 11. Expresion aberrante de E-cadherina y la formacion de neoplasias. E-cadherina funciona en
células epiteliales para permitir el reconocimiento y la respuesta a sefiales antiproliferativas y pro
apoptdticas (sefiales azules) y la represion de reconocimiento y respuestas a sefiales pro proliferativas
y antiapoptdéticas (sefiales rojas). La desregulacion de la expresion de E-cadherina en células
epiteliales evita la regulacion de sefiales antioproliferativas y pro-apoptdticas y responde a estimulos
proliferativos y antiapoptdticos (receptores rojos). En este punto las CMCs pueden mostrar una
restauracion de la expresion de E-cadherina si pierden el fenotipo de célula madre y se restablecen en
el epitelio. También pueden dar lugar a la formacidn de células de transito amplificado y debido a la
desregulacion de E-cadherina, entonces fallan en la formacion de tejido normal y forman neoplasias.
Pero si hay una restauracion de la expresion de E-cadherina, se puede restablecer en el epitelio y
forma una neoplasia latente. Adaptado de Mohamet L et al., 2010.

Como se ha demostrado la E-cadherina es importante para la integridad epitelial, y es probable
que las células metastdsicas sean dependientes de la expresion de E-cadherina para el
establecimiento en el sitio secundario. Esto se ha demostrado por datos experimentales
mostrando que los tumores secundarios derivados de carcinomas a menudo contenian células
dentro de la poblacién que expresa E-cadherina (Gaspar RH et al., 1999). Por tanto, es posible
que las células metastasicas halladas conservaran el control de la regulacién, sugiriendo que
estas células probablemente sean CMC, en la cual se mantiene la regulacion de la E-cadherina.
De hecho es posible que la expresién de E-cadherina dentro de las CMCs metastasicas permita

su establecimiento en el sitio secundario y que el proceso de desregulacion de E-cadherina
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tenga que ocurrir una vez mas para la formacion de una neoplasia secundaria, y el
establecimiento de una masa celular tumoral. En el sitio secundario donde la expresién de E-
cadherina es perjudicial para el establecimiento de las CMCs, entonces las células muestran
una expresion de E-cadherina aberrante e irreversible para que logren metastatizar (Mohamet

L etal., 2010).

1.6. VIMENTINA

1.6.1 Caracteristicas estructurales

Vimentina es una proteina fibrosa de 57 kd, predominante en la familia de proteinas de
Filamentos Intermedios (FI) (10nm de didametro), que constituyen el citoesqueleto de las
células eucariotas. Se encuentra principalmente en los fibroblastos, linfocitos, células
endoteliales y otros tejidos mesenquimales, siendo la huella de las células mesenquimales.

(Minin AA y Moldaver MV., 2008).

Las proteinas Fl se expresan en diferentes estados del desarrollo embrionario, y se diferencian
en diferentes tipos de células, de acuerdo a diferentes rutas de diferenciacion.
Aproximadamente 70 genes del genoma humano codifican para diferentes proteinas Fl
formando una de las mayores familias de proteinas (Hesse M et al., 2001). La funcidn principal
intracelular de los FlI se basa en sus propiedades mecanicas y en la capacidad de
autoensamblaje para mantener la integridad de la célula y del tejido que formen (Fuchs E y

Weber K., 1994).

Las proteinas Fl tienen una organizacién estructural tripartita. Consisten en un dominio central
helicoida,l que estd flanqueado por un dominio amino terminal (cabeza) no helicoidal y una

cola carboxy terminal no helicoidal (Figura 12) (Lazarides E., 1980).
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Figura 12. Representacion esquemdtica de la organizacion estructural de una molécula de Fl: Los
fragmentos azules representan segmentos; los fragmentos naranjas representan motivos consenso de
FI (CD) y el fragmento amarillo representa un dominio pre-enrollado a-helicoidal que solamente se
encuentra en vimentina.L1, L12 y L2 son segmentos de union. L2 se prevé para formar un segmento a-
helicoidal,la bobina (Coil2A) y el vinculador (L2) estdn designados como una paquete (pb) La cabeza y
la cola representan los dominios no a-helicoildales. Los modelos de repeticion de siete animodcidos se
representan como st. Adaptado de Herrmann H et al., 2009.

En el dominio a-helicoidal los aminoacidos estan organizados regularmente en repeticiones de
siete (heptada), de tal manera que generalmente cada primero y cuarto de la cadena lateral
son hidrofdbicos, lo que genera una juntura (unidn) hidrofdbica, que a su vez impulsa la
asociacién de moléculas en forma de bobina enrollada. Por tanto, la estructura principal de las
proteinas Fl es una barra a-helicoidal de 45 nm de longitud en las proteinas FI citoplasmaticas
y de 7 nm mas larga en las proteinas Fl nucleares. Dos barras a-helicoidales tienen la capacidad
de asociarse en paralelo para formar una superhélice, un dimero de bobina -enrollada

(Hatzfeld M y Weber K., 1990). (Figura 13)
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Figura 13. Modelo dimero de la estructura de vimentina humana, muestra el dominio pre-cola (PCD)
y el numero entre paréntesis indica el nimero de aminodcidos en el respectivo dominio no helicoidal.
Adaptado de Herrmann. H; 2009.
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Aungue la inactivacién funcional de los genes que codifican para Vimentina no es letal en los
embriones de ratones, la ausencia ha demostrado que tiene un impacto considerable en la
fisiologia celular y del tejido. Los ratones que han perdido el gen funcional de la Vimentina
eran aparentemente normales, pero los fibroblastos primarios derivados de esos animales
tenian una reduccién considerable en rigidez (Eckes B et al.,, 1998). Ademas, estas células
manifestaron una reduccidn en su estabilidad mecanica, en la motilidad y en la migracion
direccional, con una organizacién espacial de las proteinas de adhesion focal turbada. Como
resultado la habilidad de estas células para reparar la monocapa de fibroblastos heridos estaba

gravemente dafiada (Eckes B et al., 1998).

En consecuencia, las heridas infligidas a los embriones deficientes en Vimentina se curaban
considerablemente mas lentamente que las de los ratones control (Eckes B et al., 2000). Este
efecto se ha atribuido a un fallo de la contracciéon del mesénquima en el sitio de la herida
embrionaria. Otra forma en la cual la pérdida de Vimentina afectaba a la fisiologia celular y del
tejido fue que el rendimiento de células mononucleares de sangre periférica y de células
endoteliales en la migracidon transendotelial estaba disminuido, indicando que los Fl de
Vimentina eran importantes para la adhesion de linfocitos y la transmigracién a través del

endotelio. (Nieminen M et al., 2006; Hermann H et al., 2009).

Algunos autores demostraron los papeles de Vimentina en la participacién de un gran numero
de funciones criticas, relacionadas con la organizacidn de las proteinas que estdn involucradas
en adhesién, migracion y sefializacion celular (Ivaska J et al., 2007), lo cual podria explicar las

investigaciones en los ratones carentes de Vimentina explicados anteriormente.

La siguiente tabla, tabla 2, muestra las supuestas funciones de Vimentina.
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Funcion celular

Objetivo de la

regulacion

Introduccion

Integridad estructural
de las células y tejidos

Uniones de las células y/o
interacciones MEC

la integridad de las capas de las células y

tejidos

Adhesién y migracién

Integrinas, moléculas de
adhesién celular, proteinas
del citoesqueleto de
reticulacion

Formacion y rotacion de estructuras adhesivas

Transduccion de
senales

Proteinas y quinasa
Receptores y proteinas
asociadas al receptor

Factores de trascripcion

Direccion y organizacion de quinasas
Localizacion de receptores de membrana ,
formacion de un complejo funcional de
superficie celular
Modulacién de
secuestracion

la actividad a través de la

Apoptosis y defensa
inmune

Factores de regulacion de
muerte celular
Componentes virales
Dominios extracelulares

Modulacion de la actividad a través de la
secuestracion
Regulacion de la localizacion subcelular

Activacion de células del sistema inmune innato

Regulacion del ADN

ADN gendmico

Recombinacién del ADN y reparacion

gendmico

Tabla 2. MEC (Matriz Extra celular). Funciones de Vimentina en diferentes procesos fisioldgicos, y los
objetivos de interaccion molecular identificados o tanteados implicados en los efectos observados.

La Vimentina tiene un papel importante en la migracidon de leucocitos. Los leucocitos pueden
migrar a través de las uniones celulares o migrar directamente a través de células endoteliales.
La red de Vimentina juega un papel crucial en la unidn de los linfocitos al endotelio vascular y
en la migracion transcelular de linfocitos a través de células endoteliales individuales. La
ausencia de Vimentina en linfocitos o en células endoteliales redujo significativamente la

adhesion de estos tipos de células entre si (Nieminen M et al., 2006).

Una investigacion interesante fue una filtracion clara del endotelio en ratones vim-/-, lo cual
probablemente refleja defectos en la adhesion célula-célula y/o interacciones celulares
(Nieminen M et al., 2006). Estos resultados indicaron que la Vimentina participa en la
formacién de la estructura de anclaje para la migracion de linfocitos, tanto en el endotelio y en
el lado de los linfocitos. En apoyo al papel de la Vimentina en la transmigracion de células
mieloides, se ha demostrado que la Vimentina residia en filopodios y podosomas de
macréfagos adherentes (Correia | et al., 1999). Los podosomas son principios de la estructura
de adhesion celular encontrados en células mieloides que son vitales para movimientos
direccionales y la transmigracién (Calle Y et al., 2006). En estas estructuras no filamentosas de
Vimentina asociadas con actina en el cruce con la proteina Fimbrina. La asociacién tenia lugar a
través del N-terminal de Vimentina y parece que habia una dependencia sobre la fosforilacion

de Vimentina (Correia | et al., 1999).
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Normalmente la expresion de Vimentina se asocia con células mesenquimales, sin embargo
también se ha visto su expresién en células epiteliales, involucrada en procesos patoldgicos y
fisioldégicos que requieren la migracidn de células epiteliales. La Vimentina se ha descrito en
células epiteliales en procesos embrioldgios y de organogénesis (Guarino M, 1995; Hay D,
1995), en cicatrizacion de heridas (SundarRaj N et al., 1992), placentacién (Nawrocki B et al.,
1997) o invasion tumoral (Ramaekers FC et al., 1983; Savagner P et al., 1994; Guilles C et al.,

1999).

Guillen C et al estudiaron con lineas celulares de mama humanas (MCF10a) en un sistema in
vitro de cicatrizacidn de heridas y establecié un modelo de TEM con el objetivo de estudiar la
dindmica de la expresion de Vimentina en funcidén del estado migratorio, encontraron que
Vimentina se detectaba preferentemente en las células localizadas en los bordes de las
heridas, las cuales estaban involucradas en una migracién activa hacia el centro de la lesién. La
expresiéon de Vimentina desaparecié cuando la herida se cerrd, demostrando por tanto, que la
expresion de Vimentina era inducible y podia ser reversa una vez que la monocapa confluente
estd restaurada. Ademds, las células que expresaban Vimentina se movian mas rapidamente
que las que no la expresaban. Asi se demostré que Vimentina se podia expresar en células

epiteliales concomitando con sus propiedades migratorias (Guillen C et al., 1999).

1.6.2. Vimentina en cancer

Los estudios de la expresion de Vimentina en lineas celulares de céncer de mama han
demostrado que esta relacionada con un mal prondstico (Sommers CL et al., 1989), ademas se
encontré que la expresion es mayor en tumores de mama con Receptores de Estrégenos
negativos (Sommers CL et al., 1989). La expresion de Vimentina fue mayor en células de cancer
de mama con mayor grado maligno. Este estudid sugirid que la expresidon de Vimentina in
vitro, podria ser un marcador para un subconjunto de células hormono independientes en

cancer de mama (Sommers CL et al., 1989).

Mclnroy L y MaattdA., estudiaron el efecto de la ablacidon de Vimentina en lineas celulares
invasivas de colon (SW480) y de mama (MDA-MB 231). Se bajo-reguld la expresion de
Vimentina por transfecciones del siARN. Se redujo la expresiéon de Vimentina y no causé
cambios en la morfologia de la célula, sin embargo si hubo un retraso en la cicatrizacion de la
herida. Con lo cual la migracién celular estaba afectada por la ausencia de Vimentina. El siARN

media la baja-regulacidon de Vimentina y podia inhibir la migracién de células del carcinoma
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epitelial que habia adquirido la expresion de Vimentina como parte de una TEM. La inhibicidn
de Vimentina se ha visto en lineas celulares que continuaban expresando queratinas y en las
gue han perdido todas las queratinas. En este estudio el 70% de inhibicién de Vimentina fue

suficiente para dafiar la invasién y la migracion.

La expresion de Vimentina en el estroma de los tumores indicd un peor prondstico y
progresion de la enfermedad (Ngan CY et al., 2007). El microambiente estromal en tumores
tuvo un papel crucial en la progresién del tumor. La expresidn incrementada de Vimentina en
el estroma indicé un mal pronéstico y un cambio dinamico en el estroma del tumor durante la

progresion del tumor. (Nga CY et al., 2007).

El estudio de Vimentina en células de carcinoma del tumor primario y en los nédulos
metastasicos de cancer de tiroides (Vasko V et al., 2007), asocié la expresion de Vimentina con
invasién, metastasis nodal y multifocalidad, ademas de estar asociado con la iniciacion y

mantenimiento de la TEM.

1.6.3. Vimentina en cancer de pulmoén

La expresion de Vimentina en el epitelio pulmonar se ve principalmente en el epitelio
bronquial fetal y decrece con la edad, pero la expresidn de Vimentina se ha visto incrementada
en cancer de pulmdn. Esta activacidon de la expresion de Vimentina fue importante por dos

motivos:

& podia ejercer efectos directos o indirectos sobre los contactos célula-célula y la
migracion celular (Guilles C et al., 1999; Singh S et al., 2003). Existia una asociacién
entre la expresidon de Vimentina y una capacidad invasiva incrementada en células

cancerosas.;

& Los eventos moleculares que llevaban a la activacion de esta expresion podian proveer
una pista para acceder a los mecanismos reguladores que contribuyen a la TEM y por

tanto a la progresién del cancer (Chu S et al., 2007).

El estudio de Maeda J et al., basado en un analisis protedmico en tejidos de adenocarcinoma
de pulmén con estadio | en una muestra de 355 pacientes, demostrd que la expresién negativa

de Vimentina era un indicador de buen pronéstico para estos pacientes.
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Otro estudio de microarrays de proteinas realizado en 335 pacientes con cancer de pulmon de
célula no pequeiia, demostrd que la expresidon de Vimentina en células epiteliales del tumor
correspondia con una pobre supervivencia, fue factor prondstico independiente negativo para

la supervivencia especifica de enfermedad.(Al-Saad S et al., 2008).

1.6.4. Vimentina y células madre

Algunos estudios, relacionan la expresidon de Vimentina en fenotipos celulares caracterizados
para ser supuestamente las células madre de los tejidos o las células madre del cancer en el
caso de los tumores. Como se ha descrito anteriormente Vimentina es una proteina de los Fl,
gue se expresa principalmente en células mesenquimales, sin embargo (Tsarfaty | et al., 1994)
demostraron la expresién de Vimentina durante la diferenciacién de células inmaduras
(progenitoras) en células epiteliales del rifion, ovario y testiculos. Para identificar las células
progenitoras en el desarrollo del higado humano, se utilizaron una serie de proteinas
(citoqueratinas) y Vimentina. Se vio la expresién de Vimentina en la placa ductal y en células
epiteliales biliares y no se expresd en los conductos biliares maduros. (Haruna Y et al., 1996).
Resultados similares se han obtenido en un estudio para regenerar el higado de rata, donde la
expresion de Vimentina se produjo en la diferenciacion de células progenitoras a células ovales

(Sarraf C et al., 1994)

Korsching E et al sugirieron que la expresién de Vimentina en el cancer de mama invasivo
podria derivar de células progenitoras de la mama con una diferenciacién potencial bilineal
(glandular y mioepitelial). Otro estudio en linea celular de cancer de mama con
micrometdstasis, revelaba el perfil proteico de células progenitoras o madre donde mostraba
la expresion positiva de Vimentina conjuntamente con citoqueratina 5 y negativa para
citoqueratinas 8/18, el fenotipo descrito de cancer de mama, y ademas la expresidén de Her-2
qgue también se encuentra en células madre o progenitoras de los tumores primarios

(Bartowiak K et al., 2009).

En el estudio de las células madre de Miiller en la retina neural, la expresidon de Vimentina
predominaba en células no pigmentadas del epitelio cilial junto con Notchl. Ademas,
demostraron que Vimentina se expresaba en la poblacidn celular que sugieren los autores del
estudio como la poblacién de células madre de la retina neural en el ojo adulto humano

(Bhatia B et al., 2009).
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1.7.NOTCH1

1.7.1. Caracteristicas moleculares

La construccién de un organismo desde una célula a una estructura tridimensional multicelular
de forma y de tamafio caracteristico, es el resultado de una accidon coordinada de genes que
dirigen el destino en el desarrollo de una célula individual. La adquisicion de diferentes
destinos celulares organiza una interaccién complicada de proliferacion celular, migracién,
crecimiento, diferenciacion y muerte, elaborando y trayendo un grupo celular de manera
precisa. Intrinsecamente, los factores auténomos de la célula como los no auténomos, las
sefales de corto alcance y de largo alcance dirigen a las células a través de diferentes vias de
desarrollo. Frecuentemente un organismo utiliza la misma via de sefializacién con diferentes
contextos celulares para lograr un Unico objetivo de desarrollo. Factores intrinsecos y
extrinsecos estan integrados en la ontogenia para concretar el destino de la célula, para definir

una cuestidn basica en la biologia del desarrollo (Artavanis-Tsakonas S et al., 1999).

La senalizacion de Notch es un mecanismo conservado evolutivamente, que es usado por
metazoos para controlar el destino de las células por medio de interacciones locales de las
células. Las seiales transmitidas a través del receptor de Notch, en combinacidon con otros
factores celulares, influyen en la diferenciacién, proliferacion y eventos apoptdticos en todos
los estados del desarrollo. En consecuencia la sefializacion de Notch surge como una
herramienta del desarrollo general, que se utiliza para dirigir el destino de la célula y

consecuentemente para construir un organismo (Artavanis-Tsakonas S et al., 1999).

El gen que codifica el receptor de Notch fue descubierto en moscas, Drosophila melanogaster,
hace un siglo aproximadamente, en virtud de que la pérdida parcial de la funcion
(haploinsuficiencia) resultdé en muescas en el margen del ala (Moohr OL., 1919). Drosophila
melanogaster posee un solo gen Notch, mientras que los mamiferos poseen al menos cuatro
genes denominados Notch1/TAN1, Notch2, Notch3 y Notch4/Int-3.(Artavanis-Tsakonas S et al.,
1995) Tanto en vertebrados como en invertebrados, los genes Notch se expresaron durante el
desarrollo del embrion en células proliferantes no comprometidas. Posteriormente, en el
desarrollo y en la vida adulta la expresion de Notch continud en las capas proliferantes de
tejidos maduros (Kopan R y Weintraub H., 1993; Milner LA et al., 1994; Zagouras P et al.,
1995). Estos modelos de expresidon sugirieron que las proteinas Notch funcionan en el

mantenimiento de la capacidad proliferativa de células inmaduras (Capobianco AJ et al., 1997).
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Las proteinas Notch, (Figura 14), son receptores de transmembrana con pesos moleculares
elevados. El dominio extracelular del receptor estd compuesto por 1750 amino acidos, los
cuales incluyen 36 repeticiones en tandem de una secuencia semejante al factor de
crecimiento epidermal (EGF) y tres repeticiones de un motivo denominado como repeticiones
LIN-12. EI dominio citoplasmatico comprende una secuencia de 750 aminodcidos sin actividad
enzimatica aparente pero conteniendo seis copias en tandem de una ankirina (CDC10/ANK),
una region rica en glutamina (OPA) y una region rica en glutamina, serina y treonina (PEST)
(Wharton KA et al., 1985). El primer y segundo motivos citoplasmaticos se cree que son los que
median interacciones proteina-proteina y el tercero puede llevar a las proteinas para la

degradacién (Capobianco Al et al., 1997).

En todos los modelos animales testados, las mutaciones en el receptor de Notch han resultado

en anormalidades en el desarrollo que pueden dar lugar a patologias humanas.
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Figura 14. Receptores de Notch humanos. Representacion de los 4 receptores humanos de Notch. Las

proteinas de larga longitud se expresan en la superficie como heterodimeros compuestos de asociaciones

no covalentes asociadas a subunidades de Notch extracelulares (ECN) y transmembrana. (NTM) Todos los

receptores de Notch contienen repeticiones del receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR),
repeticiones Notch lin12 (LNR), un dominio RAM23 (RAM), repeticiones Ankirina (ANK), secuencias PEST (P).
El mayor grado de homologia entre los receptores Notch estd en las repeticiones ankirina, mientras que las

secuencias C-terminal muestran el mayor grado de divergencia. Los receptores Notch 1-3 contienen

secuencias respuesta a citoquinas (NCR) junto al C-terminal de las repeticiones ankirina que regulan la

actividad funcional. hNotchl y hNotch2 también contienen fuerte y débil, respectivamente, dominios de

activacion transcripcional (TAD) entre las secuencias NCR y PEST. Transmembrana (TM); dominio

intracelular Notch (ICN).Adaptada de Allenspach. EJ: 2002.
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Notch fue identificado como un gen neurogénico (Poulson D., 1937) En Drosophila
melanogaster las mutaciones de Notch presentan una hiperplasia del sistema nervioso a
expensas del tejido epidérmico. Los receptores de Notch son activados por ligandos de
transmembrana tipo |, conocidos colectivamente como proteinas DSL (Delta, Serrate y Lag 2),
(Figura 15), propuestos para recibir sefiales de corto alcance entre células directamente
relacionadas. Las interacciones entre Notch y sus dos ligandos en Drosophila, Delta o Serrate
pueden ser modulados diferencialmente por la glicosiltransferasa Fringe. Esta modulacion se
piensa que deriva de la elongacion medida de fringe de especificos O-residuos con las
repeticiones del factor de crecimiento extracelular de Notch. La activacién mediada del ligando
de Notch lleva a la conversiéon de proteinas CSL (CBF1, Su (H), Lag-1) desde represores
transcripcionales activadores, por tanto a una alta-regulacién de dianas corriente abajo [e];
HES, Hairy/Enhancer of Split genes las cuales codifican proteinas nucleares basic hélix-loop-

hélix (bHLH)] (Mumm JS y Kopan R., 2000).

Generalmente la sefializacién de Notch se ha descrito para dirigir células equivalentes, o
grupos de equivalencia, cada uno expresando el ligando y el receptor para adquirir el
adecuado destino de la célula durante el desarrollo. Los estudios de tipo de sefializacién lateral
han implicado la inhibicién de Notch en un defecto en el destino de las células primarias,
permitiendo la expresidn de vias de destino secundarias. Notch también participa en multiples
procesos de desarrollo como una fuente de sefales inductivas entre células no equivalentes.
En estos casos las células “sefalizadoras” (expresan el ligando) y las células vecinas que
reciben la sefial (expresan el receptor) estan claramente demarcadas (Mumm JS y Kopan R.,

2000).

La imagen basica es que el dominio extracelular de los ligandos expresados en la superficie de
una célula interactuando con el dominio extracelular del receptor de Notch. Como resultado
de la activacion del receptor Su (H) se une a secuencias regulatorias de genes E (spl) y una
expresion up-regulada de sus proteinas codificadas bHLH. Los factores bHLH, a su vez afectan a
la regulacién de genes diana downstream. Una diana muy bien definida es el complejo
Achaete-Scute, el cual contiene genes proneurales que codifican proteinas involucradas en la
segregacion de lineas neurales y epidérmicas, un proceso que esta afectado por mutaciones en
Notch. Sin embargo, cada paso necesita elementos adicionales y caracteristicas que modulan
la actividad y eficacia de las sefales transmitidas a través del receptor de Notch (Artavanis-

Tsakonas S et al., 1999).
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Figura 15. Notch se sintetiza en forma de precursor inactivo (pre-Notch) y su procesamiento en el aparato
de Golgi (pasol) es a través de hidrdlisis generada por la enzima convertasa. El producto de esta reaccion
es la formacion de las subunidades IC, TM y EC que se reensamblan posteriormente en la membrana
plasmdtica (paso2) como un complejo heterodimérico activo. La unién de Notch y su ligando (paso-)
proveniente de una célula vecina, induce el procesamiento de Notch (paso 4) por la proteina Presenilina -1
(parte del complejo enzimdtico gama-secretasa) liberando la subunidad intracelular IC. La traslocacion de
IC al nucleo y su unién a factores de transcripcion de la familia CSL (paso5) de cémo resultado la
activacion de la expresion de genes especificos, esto es, los factores de transcripcion HES, IL-4, NFkB,

etcétera.

Pre-Notch, polipéptido precursor de Notch; EC, subunidad extracelular; IC, subunidad intracelular; TM,
subunidad transmembrana;R: RAM-23, sitio de alta afinidad de los factores de transcripcion; A,
repeticiones Ankirina necesarias para la transmision de sefiales; O,0PA, region rica en glutamina; P:PEST,
region rica en prolina-serina-treonina;csl:cbf-1/Lag-1/Supresor de Hairless. Adaptado de Santos L et al.,
2006.

En el nivel extracelular la accion de los ligandos puede estar influenciada por una molécula
Fringe, pero es bastante posible que existan otros factores extracelulares capaces de influir en

la accién de los ligandos de Notch (Fleming RJ et al., 1997).

En el nivel intracelular, la regidon de Notch que abarca las repeticiones de ankirinas es necesaria
para la transmisién de las sefiales de Notch. Entre las proteinas Ankirinas que estan
interactuando se encuentran EMBS5 en C elegans que esta relacionada con el regulador de la
estructura de la cromatina Stp6 de Saccharomyces cerevisae, Deltex y SU (h). Deltex es una

proteina pionera que contiene un motivo anillado de dedos de zinc y una supuesta homologia
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SCR3 en los dominios de unién. En Drosophila, deltex actia como un regulador en la
sefializacion de Notch, aunque no es esencial. En las células de mamiferos se ha documentado
una regulacion positiva y negativa por el homodlogo de Deltex. Su (H) interactda con dos sitios
diferentes en el dominio intracelular de Notch, uno abarca las repeticiones de ankirina y otro
qgue no las abarca. Otras proteinas estudiadas para interactuar con Notch son Numb (es un
factor critico para la elaboracién del sistema periférico nervioso), Disheveled, se encuentra en
la via de Wingless y Disabled una proteina accesoria de la quinasa Abl. En los sistemas
mamiferos Bcl3 (un miembro de la familia IkB) y Nur77 (una proteina envuelta en el desarrollo
linfoide) son las proteinas que interactdan con el dominio intracelular de Notch (Artavanis-

Tsakonas S et al., 1999).

El espectro celular de la accién de Notch

Un amplio andlisis de la pérdida y ganancia de funcién en las mutaciones de Notch se han
estudiado en Drosophila, C.elegans, erizos de mar, ranas, peces, pollos, ratones y humanos
indicando una notable conservacién de la funcién. Los analisis de la pérdida de funcién de
Notch o de una mala funcidon en vertebrados se asocia con tumores sdlidos y linfaticos,
igualmente se ha visto una interrupcién en aspectos de neurogénesis, formacion de capas,

angiogénesis y desarrollo linfoide (Egan B et al., 1998; Gridley T., 1997).

El estudio de anticuerpos contra antigenos especificos que refuerzan y promueven lineas lacz,
lo cual permite marcar la mayor parte de tejidos embrionarios, demostrd que la pérdida de
sefializacion de Notch resulté en anormalidades en el tejido derivadas de las tres capas
germinales. Post embrionario, la sefializacion de Notch fue necesaria para la formacion de los
sistemas nervioso central y periférico, para la espermatogénesis, oogénesis, miogénesis,

formacién del corazén y discos imaginales en desarrollo (Artavanis-Tsakonas S et al., 1999).

1.7.2. SENALIZACCION DE NOTCH EN SISTEMAS DE CELULA MADRE

Durante la embriogénesis, es dificil distinguir entre células primordiales y células madre
especificas del tejido y entre célula madre y progenitores. Los estudios que utilizan animales
modificados genéticamente han demostrado el papel de la sefializacién de Notch en células
madre y progenitores tempranos (Yoon K y Gaiano N., 2005; Fre S et al., 2005: Arai F et al.,,
2004).
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1.7.2.1. Fenotipos de ratén con Notch mutado

Se han introducido mutaciones en ratones para cada uno de los cuatro genes Notch y cuatro
para cada gen de los ligandos de Notch (Delta-Likel, Delta-Liked, Jaggedl y Jagged4). Los
ratones interrumpidos homocigéticamente en Notchl o Notch2 (Swiatek PJ et al., 1994) se
morian en el dia 11 embrionario, sin embargo los ratones nulos en Notch3 y Notch4
sobrevivian sin ninguna anormalidad fenotipica, aunque se confirmé que Notch3 y Notch4
eran necesarios para el desarrollo vascular embrionario. La inactivacion homocigdtica de
Delta-Likel, Delta-Like4 o Jagged2 era letal para los embriones en los dias 9.5 y 12.5 y los
ratones nulos en Jagged2 morian durante el periodo perinatal. Asi demostraron que los genes
Notch y los genes ligandos tenian un papel redundante en la embriogénesis del ratéon. La
somatogénesis, formacién anormal del sistema vascular, incremento en la apoptosis celular,
diferenciacion neuronal excesiva, se han observado en este tipo de ratones mutantes (Chiba S.,

2006).

En el sistema nervioso central durante la embriogénesis en Drosophila algunas células
neuroectodermales no diferenciadas expresaban Delta en niveles altos enviando una sefial a
las células circundantes que expresaban el receptor de Notch. A las células que recibian la
sefal se les impedia diferenciarse en neuroglioblastos, y asumian eventualmente otro destino
de diferenciacidn. Por otro lado, las células que expresaban Delta se diferenciaban en
neuroglioblastos y posteriormente en neuronas y en células gliales (Gaiano N y Fishell G.,
2002). Por tanto, los niveles insuficientes de la sefial de Notch resultaban en un fenotipo

neurogénico donde todas las células con potencial neuronal se diferenciaban en neuronas.

La sefializacién de Notch podria actuar sobre las células madre neurales en dos pasos:
Inicialmente inhibiendo el destino neuronal mientras permite un destino para la célula glial, y
seguidamente promoviendo la diferenciacidon a astrocitos mientras inhibe la diferenciacion a
neuronas y oligodendrocitos (Grandbarbe L et al., 2003). Esto encaja con el enfoque de la
sefializacion de Notch, para evitar que las células tomen la primera via y las guia a una via

secundaria (Chiba S., 2006).

1.7.2.2. Determinacion del destino de la célula por la sefializacion de Notch
durante la embriogénesis

La sefalizacion de Notch tiene tres papeles importantes durante el desarrollo embrionario.

Primero: afecta a la diferenciacion desde células primarias a células madre especificas de
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tejido en el estado embrionario temprano y medio, inhibiendo la diferenciacion o induciéndola
depende del contexto; segundo inhibe células madre especificas de tejidos u drganos o
progenitores inmaduros de una diferenciacion mayor y presumiblemente la ayuda a
expandirse mientras mantiene el estado inmaduro, tercero, esta bloquea la via por defecto y
promueve una via alternativa, la cual se observa durante los estados medios y tardios del

desarrollo embrionario, como durante la formacién de érgano (Chiba S et al., 2006).(Figura 16)
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Figura 16. Influencia de la sefializacion de Notch sobre el destino de las células madre y progenitoras.
Los efectos bioldgicos de la sefializacion de Notch se pueden generalizar como representa la figura. La
sefializacion de Notch guia a las células para diferenciarse o no, y a una diferenciacion A en vez de Bo a
una B en lugar de una A. Por lo tanto, la sefializacion de Notch desempefia un papel en el aumento de
células madre o de células progenitoras tempranas. Adaptada de Chiba S et al., 2006.

El papel de la sefializacion de Notch en células madre postdesarrollo .Las células madre adultas
se consideran que mantienen la homeostasis de células y de los tejidos durante la vida de los
seres vivos. Las células adultas madre mantienen el nimero de células madre y también las
células diferenciadas, durante una rotacién normal y después de reparar el dafio de una lesion.
La participacién de la sefializacion de Notch ocurre en un estado normal o dafiado en varios

sistemas de células madre (Chiba S et al., 2006).
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1.7.3. Mecanismos potenciales de Notch en cancer

La via de sefializacion de Notch controla numerosas decisiones del destino de la célula en el
desarrollo, a través de la regulacidon de genes involucrados en diferenciacién y proliferacion.
Los receptores y ligandos Notch y otros componentes de sefializacidon tienen patrones de
expresion dindmicos superpuestos, sugiriendo que esta via esta sujeta a un ajuste amplio para
asegurar que el ritmo y la fuerza de las sefiales de Notch son apropiados para el contexto. Los
canceres comunmente se asemejan a las células correspondientes a estados normales del
desarrollo, por tanto no sorprende que las moléculas de sefializacion de Notch estén
ampliamente expresadas en diversas neoplasias .Un reto importante es distinguir la etapa
apropiada de la expresidon de los componentes de la via de Notch de la expresion aberrante
que es fisiopatoldgica. Esto se debe a que los tumores pueden recapitular las etapas de
desarrollo del tejido normal que tienen lugar en el desarrollo temprano o tienen como origen

las células madre del cancer que son complicadas para estudiar (Allenspach EJ et al., 2002).

Los mecanismos de tumorigéneis en los que participa la via de sefalizacion de Notch se

resumen en la tabla3.

Mecanismo de propagacién del tumor Tumores potenciales Terapias potenciales
Ganancia de funcién de las mutaciones LLA-T, carcinomas mamarios Inhibidores intracelulares
de ratén de la via de Notch

(interrumpir el complejo
nuclear ICN, activan
inhibidores de Nocht)

Activacion del ligando mediado de la via Desdrdenes Inhibidores intracelulares o
de sefalizacién de Notch linfoproliferativos (LLC), extracelulares de la via de
linfoma de Hodgkin’s Notch (bloguean el ligando

unido a Notch)

Down regulacién de la via de sefializacion ~ CPCP, adenocarcinoma de Activar la via de Notch

de Notch prostata, carcinoma (ligandos solubles,
cervical,cancer de céluals anticuerpos de activacion
basales, neuroblastomas de la sefializaciéon de Notch

Tabla 3. Posibles funciones de la sefializacion de Notch en cdncer humano (Allenspach. EJ; 2002).

Notch en neoplasias linfoides

La identificacién de una traslocacion recurrente t (7; 9) (Sklar J et al., 1980) se asocié con un

subconjunto pequeiio de T-ALL. Los andlisis de estos tumores mostraron que el punto de
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interrupcién recaia en el cromosoma9 en el locus de NOTCH1 y con una yuxtaposicion de la
parte potenciadora del promotor del receptor- 8 de célula T con el extremo final 3’"de NOTCH
en el cromosoma 9 derivado. Como TCRR se expresa continuamente en células T, la

traslocacion causa una expresion desregulada en una serie especifica de tumores.

Notch en tumores mamarios

El gen Notchl también se ha identificado como un sitio de insercidn proviral de MMTV en
carcinomas mamarios murinos. La infeccién MMTV fue usada para detectar sitios de insercion
que aceleran la tumorigénesis causada por el transgen Erb2. De 24 tumores analizados, dos
tenian la insercién proviral con el gen Notchl lo cual se piensa que da lugar a transcripciones
aberrantes codificando formas activas de Notchl. (Dievart A et al.,, 1999). Basandose en el
papel de Notch en promover la autorrenovacion de las células madre mamarias y su posible
funcién como protooncogen (Brennan K y Brown AM., 2003) sugiere que la sefializacion de
Notch anormal puede estar involucrada en carcinogénesis a través de la desregulacién de la
autorrenovacion de la célula madre mamaria normal. Asi se propuso que las células madre o

las células progenitoras tempranas constituyen el primer objetivo de la transformacion.

Notch en cancer de colon

Reedijk M et al estudiaron la expresion génica de la via de sefializacién Notch cancer colorectal
(CCR) humano. Los genes, NOTCH1 y LFNG se expresaron en niveles mayores en la cripta que
en las vellosidades, y estos dos genes se expresan en niveles comparables a la cripta en los
tumores con tejido normal adyacente. Ademas los ligandos JAGGED, NOTCH1 y LFNG se
expresaron en niveles altos en un nimero aceptable de casos de CCR sugiriendo que estos
genes tienen un papel importante en el desarrollo y progresidon del tumor. Otro estudio en
este tipo de tumores de (Zang Y et al., 2010) demostré que Notchl estaba sobreexpresado en
células de cancer del colon y los niveles de expresién se asociaban con el grado patolégico y
con la metastasis de cancer de colon. Ademas, la sefalizacion de Notch podia regular de
manera positiva el crecimiento de los tumores por promover la proliferacién y la supervivencia

de las células madre del cancer en colon y de las células cancerigenas.
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1.7.4. Notch y cancer de pulmén

Los estudios que existen sobre expresién de Notch en CPCNP han demostrado un potencial
oncogénico de Notch para este tipo de tumores. (Westhoff B et al., 2009) presentd resultados
de la expresiéon de Notch en tejidos de pacientes con CPCNP, donde los pacientes con
expresiéon de Notch positiva tenian peor prondstico. Para el subtipo de CPCNP de
adenocarcinoma la expresidon de Notch resulté como factor independiente de mal prondstico
(Donnen T; 2010).El adenocaracinoma de pulmdn parece ser el subtipo mas significativo y
susceptible con respecto a la expresion de Notch, (Chen Y et al., 2007, 2010) demostraron en
lineas celulares de adenocarcinoma y en condiciones de hipoxia (una caracteristica muy unida
a la fisiologia de cancer de pulmadn) que la expresion de Notch es esencial para la supervivencia

de las células y por tanto para una autorrenovacion del tumor.

Sin embargo, para el CPCP la expresidn o presencia de Notch se relaciona con mejor prondstico
o funcidén supresora de tumores para Notch, como se detalla a continuacién. El CPCP, un tumor
con diferenciacion neuroendocrina (NE) esta involucrando la alta-regulacién de una via de

sefializacion especifica normalmente antagonizada por la sefalizaciéon de Notch.

Durante el desarrollo humano fetal las células pulmonares neuroendocrinas (PNEC) expresan
una proteina conservada bHLH, Achaete-scute homologue-1 (ASH-1), las cuales se requieren
para el control NE de esas células. Durante este proceso la sefializacion de Notch controla el
destino de la célula pulmonar epitelial por activacién de HES, que a su vez inhibe genes
requeridos para la diferenciacién celular NE, como ASH1 (Linnoila Rl et al., 2000). En modelos
experimentales del desarrollo del pulmdén, ASH1 se expresé en PNEC mientras que Notchl y
HES1 se expresaron fuertemente en no PNEC. ASH1 formaba un heterodimero con otros
factores bHLH y condujo la expresion de genes corriente abajo necesarios para una
diferenciacion neuronal o NE. Ambos HES1 y HES3 se unieron al promotor hASH1y reprimieron
la transcripciéon de hASH1, dando un mecanismo para la baja-regulacién de ASH1 por Notch.
ICN1 también pudo inducir la degradacion de hASH1 a través de la poliubicacion TAD-

dependiente de la proteina hASH.

La pérdida de ASH1 en ratones no detectd PNEC, mientras que una expresion forzada de ASH1
resultd en una hiperplasia y metaplasia, aunque esas células no mostraron marcadores NE
detectables. Esto indicé que ASH era necesaria pero no era suficiente para una diferenciacion
NE pulmonar. Sin embargo, una expresion forzada de ASH1 y SV40 Large T Antigen resultd en

adenocarcinomas muy agresivos de pulmdén con caracteristicas de NE, un fenotipo que se
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encontrd solamente en tumores espontaneos murinos. Las dianas de Large T antigen, p53 y Rb

se encuentran inactivados en canceres de pulmén humanos (Allenspach EJ et al., 2002).

La proteina humana ASH1 se encuentré fuertemente expresada en lineas celulares de CPCP
pero no se detectd en lineas celulares de CPNCP. El transcripto hASH1 también tenia una
expresion alta en tumores primarios de célula pequefia de pulmén comparada con la expresion
en tumores de célula no pequefia de pulmdn y en biopsias de broncoscopias normales (Ball

DW et al., 1993).

1.7.5. Notch y TEM

Los procesos que gobiernan la adquisicion de la TEM estdn regulados por muchos estimulos,
como las vias de transduccién de sefales y factores de transcripcidon. Recientemente, la via de
sefalizacion de Notch se ha encontrado para ser un regulador importante en la induccion de
TEM. No obstante, parece ser que esta TEM inducida por Notch estd limitada a las células que

tienen activada la expresién de Notc (Wang Z et al., 2010).

La TEM inducida por Notch la ha demostrado (Niessen K et al., 2008) en la celularizacion de la
caja cardiaca. En este proceso el factor de transcripcidn Snail2 era una diana de Notch directa
necesaria para iniciar la TEM. Snail2 se expresaba en un conjunto de células endoteliales y
células mesenquimales del canal atrioventricular en el dia 9.5 del embrién, que resultaba ser el
paso de iniciacion de la TEM. Los embriones deficientes en Snail2 resultaron con una
generacion celular dafada. Durante este proceso la sefializacidn de Notch directamente
regulaba el promotor de Snail2, lo cual resulté en la alta-regulaciéon de Snail2 en células
endoteliales, y se podia unir al promotor de E-cadherina para reprimirla e iniciar la TEM (Sarkar

FH et al., 2009).

1.8. SNAIL2

1.8.1. Familia Snail

El gen SNAI2 (SLUG) pertenece a la familia Snail factores de transcripcion dedos de Zinc (Nieto
MA., 2002), la cual estd implicada en la morfogénesis, y son miembros esenciales en la

formacién del mesodermo en multiples organismos desde insectos hasta mamiferos. En el
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estudio de diversos vertebrados también se ha visto una funcién importante de esta familia en
el desarrollo de la cresta neural, lo cual implica movimientos de células importantes (Nieto

MA., 2002).

En el nivel celular, los factores Snail regulan la adhesién célula-célula y activan la transicion
epitelio-mesénquima (TEM), convirtiendo la mayoria de las células epiteliales en células
mesenquimales mdviles e invasivas con propiedades de célula madre(Barrallo-Gimeno A y

Nieto MA., 2005 y 2009; Mani SA et al., 2008).

La familia Snail se puede subdividir en dos grupos independientes pero relacionados entre si

como muestra la (Figura 17), (Barrallo-Gimeno A y Nieto MA., 2009).
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Figura 17. Supuesta Historia evolutiva de la superfamilia Snail/Scratch. El tamafio actual de la
superfamilia es el resultado de diferentes eventos de duplicacion en linajes diferentes. La figura muestra
duplicaciones del genoma completo en el linaje de los vertebrados y duplicaciones gendmicas en
tandém intracrosomal en los insectos.Adaptada de Barrallo-Gimeno A y Nieto MA., 2009.

Esta divisidon se ha llevado a cabo por las relaciones filogenéticas cuando se han comparado las
secuencias de la regidén de los dedos de zinc de todos los miembros de la familia Snail. Los
genes Scratch son un grupo mas unido y los genes Snail estdn menos unidos y mas ramificados,
pudiéndose dividir en dos subfamilias Snail (Snail) y Snail2 (Slug). Snail3 (Smuc) ha sido el

ultimo miembro en encontrarse, (Barrallo-Gimeno A y Nieto MA., 2009).
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1.8.2. Caracteristicas estructurales

La familia Snail codifica factores de transcripcién de tipo dedos de Zinc, que estan compuestos
por una region carboxy, que incluye grupos CH2 (CCHH, CCHC, CCCH y CCCC) donde C
pertenece a cisteina y H a histidina. Los dedos de Zinc unen 4cidos nucléicos o bien

interaccionan con proteinas. (Hemavathy Ket al., 2000)

Dentro de la familia Snail el nimero de dedos de Zinc varia entre 4 y 6 siendo 4 el nimero
minimo requerido para que funcione el gen, (Figura 18). En el extremo N-terminal el dominio
se denomina SNAG (Snail/Gfi-1) y funciona como un dominio represor, este dominio esta
conservado en todos los vertebrados y en Gfil que es una oncoproteina y es esencial como

dominio represor y para localizacidon nuclear (Hemavathy K et al., 2000).

El dominio SNAG contiene 20 aminodcidos, pero para que funcione como represor necesita 32
aminodcidos, esta caracteristica se ha visto bastante conservada en los vertebrados, en hSlug
el extremo N-terminal contiene 32 aminodcidos y tiene actividad como represor. (Hemavathy

K et al., 2000).
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Figura 18. Comparacion estructural de las proteinas de la familia Snail.Los tres primeros
miembros pertenecen a Drosophila. CES-1 es de C. elegans. El miembro procordado
corresponde a Ciona Intestinalis. Y los vertebrados corresponden a ratén, humano, pollo, los
diferentes colores en los extremos N-terminal de las proteinas representan la divergencia que
existe en estas proteinas.
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1.8.3. Funciones de SNAIL2

Inicialmente Snail2 fue identificado como un factor de transcripcién con un papel importante
para el desarrollo como se ha comentado en el apartado 1.8.1. Estudios posteriores han
demostrado que SNAIL2 estd implicado en multiples procesos patoldgicos (Pérez-Mancera PA

et al., 2005).

Diversos estudios con ratones deficientes en Snai2 han demostrado que estos desarrollan
ciertas patologias relacionadas con despigmentacién irregular, anemias macrociticas e
infertilidad (Sanchez Martin M et al., 2002). Otro papel importante, se encuentra en células
madre de melanocitos y células germinales, Snail2 esta expresado en células migratorias de la
cresta neural y es necesario para la migracion y la supervivencia de melanoblastos, pero no
para la formacién de la cresta neural. Se ha visto la expresion de Snai2 en el mesénquima
craneo facial, proliferacién de condrocitos en la cresta neural y de origen mesodérmico, en
paredes del intestino y del estémago y en el mesénquima de pulmdn y del rifidon (Cobaleda C et

al., 2007).

La activacion del ligando ckit por Factor Stem Cell (SCF) induce especificamente la expresidn de
Snail2, indica una clara relacidn entre la activacién de SCF/ckit y la expresion de Snail2. El
estudio intenta demostrar si Snail2 media algunas funciones de la via de sefializacidon de
SCF/cKit, para ello utilizaron ratones Snail2-/-. Estos mostraron alteraciones en la
pigmentacién, lo cual indica que la ausencia de Snail2 dafa la migracion y supervivencia de
células madre pigmentadas derivadas de la cresta neural. El fallo en melanoblastos de ratones
Snail-/- ocurre en la frente lejos de la cresta neural, siendo congruente con el hecho de que el
gen Snail2 no se expresa en células de la cresta neural premigratorias, sino que se expresa en

células migratorias de la cresta neural.(Jiang R et al., 1998: Pérez-Mancera PA et al., 2005).

Los ratones Snail2 mostraron deficiencias en los testiculos, defectos en espermatogenia y en
las células de Leyding. El compartimento de las células de Leyding deriva de la cresta neural y
es ckit positivo. El deterioro en el desarrollo de las células de Leyding observadas en Snail2-/-
indica que Snail2 puede ser necesario para un correcto mecanismo de accién. Este defecto del
desarrollo de las células de Leyding podria afectar a la maduracién de células germinales. Con
esto la via de sefalizacién de SCF/ckit podria tener una funcion dual en los testiculos, el
desarrollo de células germinales, que estaba mediado por ckit y la activacién de PI3-Kinasa, y el

desarrollo de Leyding controlado por Snail2 (Pérez-Losada J et al., 2002).
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También presentan anemia macrocitica, Snail2 causa dafio en el desarrollo de tres poblaciones
de células madre, melanoblastos, progenitores hematopoyéticos y células germinales (Pérez-
Losada J et al., 2002). Se encontraron resultados consistentes con que las células madre que
contienen el receptor ckit podrian expresar Snail2 , promueven supervivencia a las células que
dependen de una senal externa SCF y permitirian a las células migrar fuera de su ambiente

normal.

Esta activacién de ckit se ha descrito en leucemia mieloide aguda, en cancer de pulmdn
microcitico, tumores ginecoldgicos, cdncer de mama y tumores coldnicos derivados de células
intersticiales de Cajal (un tipo de célula que es dependiente de SCF. Snail2 confiere
supervivencia y propiedades migratorias a las células ckit positivas). El estudio presenta
resultados que identifica a Snail2 como una molécula que contribuye en la via de sefalizacion
de SCF/ckit, sugiriendo que Snail2 podria tener aplicaciones clinicas (Pérez-Losada J et al.,

2002).

Papel que SNAI2 podria desarrollar en humanos:

& Enfermedad en el desarrollo de melanocitos: La deficiencia de SNAIL2 parece estar
implicada en el Sindrome de Waardenburg y Piebaldismo (Sanchez Martin M et al.,

2002).

& Enfermedad cardiaca: SCF/kit parece ser un marcado de célula madre cardiaca y este

activa la expresiéon de SNAIL2 (Pérez-Losada J et al., 2002).

& Anemias Hereditarias: alteraciones en SNAIL2 parecen ser las responsables en algunos

individuos de la anemia de Diamond-Blackfan (Spritz R., 1992).
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1.8.4. Snail2 y cancer

SNAIL2 se ha descrito en varios tipos de cancer, leucemias, rabdomiosarcoma, cdncer de
esoéfago, y mama donde esta muy correlacionado con la pérdida de E-Cadherina. También se
ha visto implicado en mesoteliomas malignos donde su induccién se debe a SCF, y esta
asociado a una resistencia a los tratamientos quimioterapéuticos demostrando su papel como

supresor de la apoptosis celular (Pérez-Mancera PA et al., 2005).

La expresion SNAIL2 se ha relacionado con la supresién del gen BRCA2 en tumores de mama,
ovario y pancreas. Para confirmar el rol de Snail2 en tumores mesenquimales se estudié el
oncogen BCR-ABL el cual induce la expresion de Snail2. En tumores mesenquimales la
expresion de Snail2 esta incrementada (leucemias y sarcomas). Inukai T et al., demostraron al
estudiar la oncoproteina E2A-HLF (oncoproteina de células pro-B leucémicas) que Snail2 esta
sobre-regulado por dicha proteina. La sobreexpresion de Snai2 esta reconocida como una

alteracion en tumores mesenquimales (Pérez-Mancera PA et al., 2005).

La capacidad leucogénica del oncogen BCR-ABLp190 depende de la presencia de Snail2,
indicando que es fundamental para la biologia de las células cancerigenas de BCR-ABL. En el
modelo de ratdn se vio que las células que poseen la proteina de fusién BCR-ABL expresaban
Snail2 dando como resultado una supervivencia de las células del tumor y la migracién de

células a diferentes ambientes (Pérez-Mancera PA et al., 2005).

Haitra en lineas celulares de cancer de mama (MDA-9), demostré que la expresidn de Snail2,
se correlacionaba con la ausencia de transcriptos de E cadherina, con lo cual facilitaba la

migracion celular.

En tejido pancréatico (Hotz B et al., 2007) vieron que Snail2 estaba sobre-regulado, jugando un

papel importante en tumorigénesis y en el mantenimiento de un fenotipo invasivo.

1.8.5. Snail2 en cancer de pulmoén

Snail2 también se asocia con un perfil de expresion con potencial invasivo en adenocarcinoma

de pulmdn. Shih JY et al., realizaron un estudio con tejidos resecados de pacientes con
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adenocarcinoma de pulmdn, y mostraron que los pacientes con gran expresion de Snail2
tienen una recaida temprana después de la reseccién, con una supervivencia baja y ademas, la
expresiéon de Snail2 se correlaciona positivamente con lineas celulares invasivas. Snail2

suprime E-cadherina con lo cual favorece la invasion celular.

Kuner R et al., utilizaron microarrays de tejidos para ver la expresion global de genes
relacionados con la transicion epitelio -mesénquima y de unidn en pacientes con cancer de
pulmdn no microcitico (adenocarcinoma y escamoso) han mostrado la expresidon incrementada
de Snail2 en los tumores, dotandolos de caracteristicas mesenquimales y con potencial

invasivo y migracion.

La expresion de Snail2 también se ha visto asociada con factores detranscripcidn relacionados
con la autorrenovacién, como Oct4 y Nanog. La asociacidon con estos dos factores en
adenocarcinoma de pulmoén demostrd por inmunohistoqudmica que la expresiéon de Snail2 se
encontraba en tumores de alto grado y ademas los tumores triple positivos Oct4/Nanog/Snail2

tenian un prondstico peor (Chiou SH et al., 2010).

1.8.6. Snail2 y CMC

SNAIL2 controla ciertos aspectos de la funcidn de las células madre en ratones y en humanos.
Estos datos dan un papel esencial a Snail2 en células madre, en concordancia con el hecho que
Snail2 media la radiorresistencia bioldgica en ratones (Pérez-Losada J et al., 2003). Las CMC
son bioldgicamente diferentes de otras células en el tumor, y son capaces de iniciar y
mantener el crecimiento del tumor. La funcidn de Snail2 de regular el camino del cancer en las

CMC seria diferente al resto del tumor.

Snail2 se ha relacionado con el mantenimiento del fenotipo madre (stem) en varios tipos de
cancer hematoldgicos, contribuye a la funcidon del factor stem cell SCF. Catalano A et al.,,
identificaron la via de sefializacidon de SCF/ckit como un componente del programa de MDR (un
fenotipo maligno de mesotelioma) inducido por quimioterapia y con una gran evidencia que la

sefial estd modulada, en parte por la actividad de SNAIL2.

En un estudio Pérez-Losada J et al., identificaron la expresién de Snail2 correlacionada con el
fenotipo MDR de células Mesotelioma Maligno (MM) y se observd una resistencia a la
guimioterapia. Esta resistencia a diferentes terapias por el gen Snail2 también ha sido descrita

en radiorresitencia en células de la médula ésea.
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La produccion de SCF por células del tumor activa el receptor de tirosina quinasa ckit y
entonces induce la expresidon del gen Snail2, que media una resistencia de las células a

guimioterapia (Pérez-Losada Jet al., 2003).

La expresion de SNAIL2 estd reconocida como una alteracién en cancer humano, sugiriendo
que puede ser un factor critico en mantener el fenotipo no epitelial durante la progresién del
tumor. Podria, ademds mantener la plasticidad celular asociada con una limitada
diferenciacion epitelial. Esta actividad podria resultar en un incremento de invasién local que

contribuiria indirectamente a la diseminacion o metastasis.

Las células que experimentan una TEM se comportan de forma similar a las células madre
(Mani SA et al., 2008) de tejidos sanos o neoplasicos. Se ha comprobado estudiando los
antigenos CD49f y CD24, que se encuentran en células madre normales (CD49f es un marcador
de células madre epidérmico). Los estudios demuestran que células madre normales de origen

mamario expresan marcadores asociados al proceso TEM.

Las células CD49f"°/CD24" °reducen la expresion de E-cadherina y aumentan la expresién de
vimentina, N-Cadherina y el factor de transcripcidon Snail2. Esta poblacién de células madre
contempla una morfologia mesenquimal, y expresa marcadores asociados a células que han
experimentado una TEM, por tanto, es posible pensar que si esto ocurre en células normales o
sanas también se pueda asociar a los procesos malignos por los que se desarrolla el cancer, y la
diseminacion tumoral. Se vieron estos marcadores de la TEM en tejido normal y neoplasico en
células aisladas CD44"/CD24"¥° (marcadores de célula madre en tejido mamario) (Mani SA et

al., 2008).

Storci G et al.,, en un estudio de Carcinoma Basal de mama, un tipo de cdncer de mama
agresivo, caracterizado por la ausencia de receptores de estrégenos y expresién de HER2 y
presencia de citoqueratina 5 y expresién de EGFR y por una elevada-regulacién de genes
reguladores de células madre. En el mMARM de tejidos de este tipo de tumor se observaron
niveles de expresion de SNAIL2 elevados, también expresaban CD133, Bmil (genes
relacionados con células madre). La expresion de CD133 solo se detectd en tumores que
expresaban HSNAII2. Por tanto evidencian una posible relacidon del gen Snail2 con marcadores
de células madre en procesos malignos. El papel que tiene SNAIL2 en el fenotipo de carcinoma
basal con caracteristicas de célula madre corresponde con niveles de expresién de Bmil y de

CD133.
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Otra relacién deSnail2 con un fenotipo celular indiferenciado, se ha encontrado en un estudio
realizado por (Chen J et al,, 2010), en el cual Snail2 era el responsable del incremento en la
hipoxia en células MEF-7 (linea celular de cancer ductal de mama, con potencial muy invasivo).
Los resultados sugirieron que. La hipoxia puede contribuir a mantener el fenotipo
indiferenciado por una respuesta inducida de SNAIL2. Las células madre estan sobre una base
o nicho de regiones hipdxicas y se benefician de la presencia de hipoxia para su funcionalidad y

supervivencia (Chen J et al., 2010).

Tambiém podemos relacionar SNAIL2 con fenotipos de célula madre porque ofrece resistencia
a las células a tratamientos (quimioterapia y radioterapia) (Inukai T et al., 1999), inhibe la
apoptosis por represion de p53 (Kurrey NK et al., 2009), lo cual puede proveer una ventaja
selectiva a las células del tumor para invadir porque incrementa la capacidad de supervivencia,
y ademads persisten en ambientes diferentes al tumor. Esto permite la diseminacién de las

células del tumor a sitios distantes por tanto diseminacion tumoral o metastasis.

Snail2 se podria considerar un marcador de malignidad y una diana terapéutica de metdstasis

en cancer humano.
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Hipdtesis y objetivos

Teniendo en cuenta la notable mejora en la supervivencia de pacientes con neoplasias de
mama, prostata, entre otras, por avances en el diagndstico, cirugia y quimioterapia, el ratio en
la supervivencia de 5 afos para cancer de pulmén ha variado muy poco en las décadas
recientes, menos del 9% en paises en desarrollo y un 15% en US. Siendo el prondstico mas

desolador para pacientes con CPCP, el cual es mas agresivo y con rapida diseminacion.

A pesar del tratamiento inicial basado en radioterapia y quimioterapia la supervivencia a 5
afios de pacientes con CPNCP es inferior al 15 %. La recurrencia es comun en pacientes con
cancer de pulmén y la mayoria son refractarios a los tratamientos recibidos bien en,
neoadyuvancia o adyuvancia como en primera linea para pacientes metastasicos. Un
acercamiento para mejorar el resultado en cancer de pulmdn es la busqueda de una poblacidn
de células unica con un fenotipo definido denominadas células madre del cancer, ademas
estudios recientes han revelado que existe un vinculo directo entre el programa de TEM y el
aumento de las propiedades de célula madre epiteliales. La TEM es suficiente para inducir una
poblacién con caracteristicas de célula madre a partir de células epiteliales bien diferenciadas y
las células cancerosas Estas células, y los marcadores que expresan, son una fuente de
recurrencia del tumor, por lo que serian una diana para distintas terapias y asi controlar o

erradicar la enfermedad residual.

OBJETIVOS

Identificar la diseminacion del cdncer mediante el estudio de la expresion de SNAIL2 en sangre

periférica de pacientes con cancer de pulmodn.

Encontrar un fenotipo que caracterice la TEM vy su relacidon con las CMCs en el tumor primario
de cédncer de pulmdn.

& Relacién entre la expresion de los anticuerpos E-CADHERINA, VIMENTINA, NOTCH1 y
SNAIL2 en el tejido tumoral de cancer de pulmdn.

& Encontrar la relacién del gen Snail2 estudiado en sangre periférica con los anticuerpos
estudiados en el tejido tumoral primario de pacientes con cancer de pulmon.

Analizar la expresién de los marcadores NOTCH1 y SNAIL2 como biomarcadores de factor
prondstico en cancer de pulmén.
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3.1. MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Se han obtenido 169 muestras de sangre periférica de pacientes con cancer de pulmén y 100
muestras de voluntarios sanos (6ml de sangre periférica) durante un periodo de 4 afios (2004-
2008) en Hospital de Dia, Servicio de Oncologia del Hospital Clinico Universitario de
Salamanca.Los criterios de inclusidon elegidos para la recogida de muestras son. Pacientes
diagndsticados de cancer de pulmén confirmado por el servicio de Anatomia Patoldgica; edad
superior a 18 afios; Estado ECOG 0 6 1; Consentimiento informado firmado. Y los criterios de
exclusién: Infeccién por VIH conocida; mujeres embarazadas o lactantes; pacientes con otra

neoplasia diferente de cancer de pulmédn.

La obtencidn de las muestras se ha llevado a cabo previo Consentimiento Informado, siguiendo
las regulaciones legales para Estudios Clinicos y de investigacion en Espafia y las del comité de

ética del Hospital Universitario de Salamanca.

3.1.1 Extraccion de ARN

De todas las muestras de sangre periférica se ha extraido el ARN mediante el uso del kit
QlAamp® (QUIAGENE). Seguimos el protocolo del fabricante, como muestra la (Figura 19). El
ARN obtenido se guarda a -70°C.

3.1.2 Eliminacion del ADN contaminante mediante tratamiento de las
muestras con Dnasal.

La preparacién de ARN libre de ADN es un paso critico antes de realizar un ensayo de RT-PCR.

Evita que se amplifiquen moléculas parecidas a los amplicones esperados.

& Manipulamos en hielo, en eppendorfs de 1.5 ml.

L ol

afiadimos 25 pul de ARN+1 pl Dnasal y se incuba a37 2C durante 15 minutos.

& A continuacion lo afiadimos a un eppendorf que contiene una mezcla de Fenol
(sigma)/Cloroformo (Panreac) 50/ 50 y lo centrifugamos durante 10 minutos a 13,5
rom.

& Nos quedamos con el sobrenadante, que lo pasamos a otro eppendorf que contiene 1

ml de una mezcla formada por EtOH 100 % (Panreac)/AcNa (Merck) 80/20 (conservado

a-209C) y lo guardamos a -202C durante 12 horas.
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Posteriormente centrifugamos en centrifuga de 42C y eliminamos el sobrenadante y
nos quedamos con el sedimento.

Lo lavamos con etanol al 80 % (conservado a -202C) y centrifugamos en centrifuga de
42C durante 10 minutos a maxima revolucion.

Eliminamos el sobrenadante y dejamos secar el sedimento en hielo durante 5 minutos

y, por ultimo, resuspendemos en 25 pl de MPW (millipore water).Se guardan a - 209C.

QlAamp RNA Blood Mini
Procedure

Blood

Selectively lyse
erythrocytes

Lysed erythrocytes

P
——iIntact levkocytes

Lyse leukocytes

Homogenize with
QilAshredder

Add ethanol

Bind total RINNA
fo QlAamp
membrane

Wash 3x

Elute

Ready-fto-use RINA

Figura 19. Esquema del protocolo de extraccion de ARN de sangre
periférica del kit QIAmp® de QIAGEN.
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3.1.3. Obtencion de ADNc a partir del ARN tratado con Dnasal

Manipulamos en hielo:
& Partiendo de 5 pl del ARN tratado con Dnasal, afiadimos 1 pul de RNAsin (Promega)+7
pl de MPW lo incubamos durante 5 minutos a 65 2C (para desnaturalizar el ARN)

& A continuacién (seguimos manipulando en hielo) preparamos un mix:

Componente ul/reacciéon
Buffer 5X 4ul
RNasin (Promega®) 1ul
Oligo dT (Promega®) 1ul

RT superscript™ 0.5 ul

Buffer 5X (DDT 10mM+dNTPs; 20 mM+TRIS-HCI; 250mM, pH: 8, 3+KCl 1 mM+ MgCl 1
mM).
& Anadimos 6.5 pl del mix al ARN desnaturalizado y se incuba durante 1 hora a 42 °C.

Posteriormente afadimos MPW hasta un volumen final de 50 pl, y se guarda a-20 eC.

Integridad del ADNc

Se ha comprobado la integridad de ADNc mediante la amplificacion de la actina .con los oligos
apropiados. La Bactina (nombre del gen ACTB) es una de las seis isoformas diferentes de actina
que se han identificado en humanos. Es una de las dos actinas citoesqueléticas no musculares.
Las actinas son proteinas muy conservadas, que estan involucradas en la motilidad celular,
estructura e integridad. La Bactina se utiliza generalmente como control de la integridad
celular, degradacién de proteinas, control de carga.

Las secuencias de los primers utilizados para comprobarlo son las siguientes:

Primer F 5"CGGAACCGCTCATTGCC3’

Primer R 5’ACCCACACTGTGCCCATCTA3’
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3.1.4. Técnica de PCR

Por su siglas en inglés Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa).es un
método in vitro para la sintesis enzimatica de secuencias definidas de ADN.L PCR consta de tres
etapas: la primera se realiza a una temperatura de 952C se trata de la desnaturalizacién, las
cadenas dobles de ADN se abren o desnaturalizan: la segunda etapa se lleva a cabo entre
temperaturas de 40-602C se denomina de alineamiento, se forman y se destruyen
constantemente puentes de hidrégeno entre los oligonucleétidos y el ADN y aquellas uniones
mas estables (las que son complementarias) durardn mas tiempo, quedando los
oligonucledtidos alineados formando una pequefia region de doble cadena. La polimerasa se
une a este pequefio fragmento de ADN de doble cadena y comienza a copiar en sentido 5°-3°,
al agregar unas bases mas, los puentes de hidréogeno que se forman entre las bases estabilizan
mas la unién y el oligonucledtido permanece en ese sitio para el siguiente paso. Después la
temperatura sube la 722C paso que se conoce como extension, ya que a 72 oC la polimerasa
alcanza su maxima actividad y continua la sintesis de ADN a partir de los oligonucleétidos que

ya se habian alineado.

En nuestro caso hemos utilizado la técnica de la RT-PCR, que es una variante de PCR
anteriormente descrita. Es muy utilizada en el laboratorio en bilogia molecular para generar
una gran cantidad de copias de ADN, proceso llamado de amplificacién. En el RT-PCR sin
embargo, una hebra de ARN es retrotranscrita en ADN complementario (ADNc) usando una
enzima llamada Transcriptasa reversa, y el resultado es se amplifica por un PCR tradicional. El
objetivo es tener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de

un minimo.

Para la realizacion de PCR, limpiamos la superficie de trabajo y los materiales que vamos a
utilizar (pipetas Gilbson; gradilla; puntas Art Tips de 200ul, 20ul y 10ul; centrifuga para que el

ambiente sea lo mas aséptico posible para evitar contaminaciones.

& Descongelamos el ADNc, y lo dejamos en hielo

& Preparamos un Mix como se describe para un volumen final de reaccidn de 50pl.
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Componente pl/reaccion
Buffer 5 X 5 ul

dNTPs 2mM 5 ul

MgCl 15mM 5 ul

Primer A 2.5 ul
Primer B 2.5 ul

Taq Polimerasa (Promega®) 0.5 ul
ADNCc 10 ul

MPW 19.5 pl

Llevamos la solucion anterior a un termociclador (Stratagene), que hemos precalentado con

anterioridad.

Las condiciones de temperatura y ciclos utilizadas para la amplificacién de SNAIL2 y de la

Bactina son las descritas a continuacién:

952¢ 5 minutos

952C 1 minuto desnaturalizacion
. o |::> 35 ciclos
552C 1 minuto alineacion

72°C 2 minutos extension

72 2C 10 minutos

4°C mantenimiento

3.1.5. Electroforesis del ADNc en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN resultantes de la PCR son separados por su tamaifo molecular
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1% con tampon TBE 1X (Tris base;

Acido bérico; EDTA 0.5 M, pH: 8) y bromuro de etidio (que actta intercaldndose en las bases
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nitrogenadas del ADN y emite fluorescencia al exponerle a la luz UV). A las muestras de DNA se
le afaden 4ul de tampdén de carga 5X (50% glicerol; 200Mm EDTA pH: 8; 0.1 % azul de
bromofenol). Como marcador de tamanio se utilizé una mezcla de DNA fago A cortado con la
endonucleasa Hind 1ll (GIBCO/BRL), y de fago ¢x-174 cortado con la endonucleasa Hae IlI
(GIBCO/BRL), que generan 19 fragmentos de DNA de longitud conocida, y que se cargan en el
primer pocillo de cada gel. Para monitorizar la migracion del ADN en el gel utilizamos dos
colorantes que se incluyen en el tampdn de carga: el xileno cianol, que en un gel de agarosa al
1 % migra aproximadamente con los fragmentos de 5Kb, y el azul de bromofenol, que migra
con los fragmentos de 0.5 Kb. Después de cargar las muestras en el gel. La electroforesis se

llevé a cabo con una diferencia de potencial de 55 voltios durante 1 hora.

Tras la electroforesis, el ADN se visualizé en una ldmpara de luz UV de longitud de onda
comprendida entre 250-310 nm. Para tener referencia de los tamafios que se buscan tras la

hibridacidn, se fotografié el gel con una cdmara Polaroid MP-40.

3.1.6. Transferencia del ADN a membranas de nylon

Los fragmentos de ADN separados mediante electroforesis se transfirieron a membranas d
nylon (Hybon-N, Amersham Pharmacia, Madrid, Espafia). Previamente a la transferencia, los
fragmentos de ADN se desnaturalizaron para obtener cadenas de ADN monocatenarias y asi
poder luego detectar la presencia del gen SLUG por hibridacidon con sonda especifica frente al
ADN de SLUG. Para ello, se sumergié el gel en una solucién alcalina desnaturalizante (1.5 M
NaCl; 0.5 M NaOH) a temperatura ambiente durante 20 minutos en agitacién continua con el
fin de romper los enlaces de hidrégeno que unen las dos cadenas y obtener fragmentos de
ADN monocatenario. Seguidamente, el gel se sumergié en una solucién neutralizante (1.5 M
NaCl; 1M TRIS-HCL pH: 8) durante 20 minutos a temperatura ambiente en agitacion continua.
A continuacién, se transfirio el ADN a la membrana de nylon utilizando como tampdn de
transferencia 20X SSC (6 M NaCl; 0.6 M citrato dibasico pH: 7). La transferencia se hizo durante
12 horas y, por ultimo, la membrana se traté con una fuente de luz ultravioleta de 312 nm
durante 20 segundos (UV Stratalinker 2400, Stratagene) con el fin de conseguir la unidn

covalente del ADN a la misma.
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3.1.7. Hibridacion con sondas de ADN frente a SNAIL2 marcada con a32P

La hibridacién del ADN unido a la membrana se realizd en tres etapas:

& A-etapa de prehibridacién. Se trata de bloquear la hibridacién no especifica del ADN a
la membrana. Asi, se incubd la membrana durante 2 horas a 6592C en agitacidn
constante en 30 ml de solucidn de prehibridacion 3X SSC (0.9 M NaCl; 0.09 M citrato
sédico dibdsico pH 7); 0.1 SDS 1X solucion de Denhardt’s (0.2 mg/ml
polivinilpirrolidona (sigma); 0.2 mg/ml albimina de suero bovino (sigma); 0.2 mg/ml
Ficoll 400 (Amersham Pharmacia Biotech); 5 % sulfato de dextrano y 10 mg/ml de ADN
heterdlogo sonicado y desnaturalizado (Sigma).

& B-etapa de hibridacién: la finalidad es que la sonda de ADN marcado y
desnaturalizado, se una a la secuencia homdloga del ADN problema. Para ello se
afiadi6 a la misma mezcla utilizada en prehibridacion una sonda de ADN,
correspondiente al ADNc de SNAIL 2 (idéntico en mdas de un 90% | de Snail2, marcada
radioactivamente mediante el método de random primer o cebado aleatorio. La
reaccién de marcaje radiactivo se llevé a cabo empleando el sistema “Oligolabelling
Kit” (Amershan Pharmacia Biotech). Se marcaron 50 ng de ADN resuspendidos en 46 pl
de agua bidestilada con 5pl de (a** P) deCTP (3000Ci/mol). La reaccién se incubd a 37
oC durante 30 minutos. Una vez marcada, la sonda se purificé mediante centrifugacién
a temperatura ambiente durante 5 minutos a 1500 g. a través de columnas de
Sephadex G-50, de tal manera que en la columna quedan retenidos los nucledtidos y
hexanucledtidos libres, recuperandose la sonda marcada radioactivamente en la
solucién eluida. La eficiencia de la reaccién, asi como la cantidad de sonda marcada
radioactivamente, se determiné en un contador de radiacion B (Quick Count 2000,
Bioscan). La hibridacion se realizé durante 16 horas a 65 2C con 10° cpm/ml de la
sonda marcada, previamente desnaturalizada durante 5 minutos a 100 C.

& C-Lavado de membrana: el objeto de esta etapa es quitar la sonda que se haya pegado
inespecificamente a la membrana. Asi, una vez hibridada, la membrana se sometio a
dos lavados de 30 minutos a 65 2C en una solucidon que contiene SDS y SSC. Por
tratarse de una sonda de alta homologia, los lavados se realizaron en condiciones
altamente restrictivas [1X SSC (0.3 M NaCl; 30mM citrato sodico dibasico pH: 7); 0.1 %
SDS].
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& Tras el lavado, las membranas se expusieron sobre peliculas de autorradiografia
(Kodak-X-Omat-AR9 utilizando un intensificador de la sefial Reflection™ Intesifying

Screen; Dupont). La exposicidn se realizé durante 12 horas a -709C.

3.2. MUESTRAS DE TEJIDOS

El estudio inmunohistoquimico se ha realizado con material de las broncoscopias, y en algun
caso con tejido de reseccidon quirurgica del servicio de Anatomia Patoldégica del Hospital
Universitario de Salamanca. En ninglin caso los pacientes habian recibido tratamiento
antineopldsico. Todas las muetras se procesaron con las técnicas convencionales utilizadas en

el servicio de Anatomia Patolégica para su diagnéstico.

Las muestras se incluyeron en un autotecnicon para deshidratar e impregnar en parafina, con

posteriorformacién de los bloques.

Los cortes de los bloques de parafina se realizan en un micrétomo de rotacidn con una seccién
de 4um que manipulamos con un pincel para llevarla a un bafio de 37 C (Aprovechando la
hidrofobia de la parafina, las secciones se colocan sobre agua calentada entre 35 2Cy 40 Cy
el calor las hace extenderse sin llegar a su punto de fusidén) para que se estire, y de esta
manera el tejido queda perfectamente extendido. A continuacidn, las secciones de parafina se
recogen del bafio de 372 C en un portaobjetos, y se dejan secar en estufa durante 24 horas

para limpiar la parafina, y posteriormente se realizan las tinciones.

3.2.1. Tecnica de Hematoxilina Eosina

La técnica de Hematoxilina-eosina, (Figura 20) también llamada técnica convencional, utiliza
como fundamento la afinidad de las moléculas acidas y basicas para atraer a su opuesto. Asi,
una molécula acida tendra afinidad por una molécula basica, y viceversa, una simple reaccion
guimica. En esta técnica el colorante basico es la hematoxilina, mientras que el acido es la

eosina.

La hematoxilina es de color azul violaceo, y tenderd a unirse a moléculas acidas como el nucleo
(rico en ADN), ribosomas y polirribosomas (ricos en ARN) y el reticulo endoplasmatico rugoso

(rico en ribosomas) y la eosina es de color rojo palido o rosado, y tiende a unirse a moléculas
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basicas como las mitocondrias por estar cargadas de enzimas (proteinas), las proteinas
extracelulares (como el colageno del tejido conectivo) y proteinas intracelulares (como las

actinas y la miosina del tejido muscular).

Cortamos los bloques de parafina a 4um en un microtomo (comentado anteriormente) y los
desparafinamos en una estufa a 802C durante 2 horas, y a continuacién los dejamos en xilol
durante 20 minutos. Posteriormente se hidratan en alcoholes: alcohol absoluto durante 5
minutos; alcohol de 962 durante 5 minutos; alcohol de 702 durante 5 minutos, se introducen
en hematoxilina durante 6 minutos, se lavan con agua destilada y se pasa por eosina alcohdélica
durante 1 minuto y por ultimo se deshidratan en alcoholes de 702 durante 5 minutos; alcohol
de 969 durante 5 minutos; alcohol absoluto durante 5 minutos; xilol durante 5 minutos y a

continuacion se montan en un montador automatico.

Figura 20. H-E de los diferentes tipos histolégicos de tumor del estudio. A muestra un Adenocarcinoma; B
muestra un Carcinoma de Célula grande; C muestra un Carcinoma Epidermoide; y D muestra un
Carcinoma Microcitico, las imdgenes estdn realizadas con objetivo de 20x.
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3.2.2. Inmunohistoquimica

Corresponde a un grupo de técnicas de inmunotincién que permiten demostrar una variedad
de antigenos presentes en las células o tejidos utilizando anticuerpos marcados. Estas técnicas
se basan en la capacidad de los anticuerpos de unirse especificamente a los correspondientes
antigenos. Esta reaccidén es visible solo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que

absorbe o emite luz o produce coloracién.

En las técnicas de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas capaces de hacer
cambiar de color un sustrato incoloro. Por ejemplo, las enzimas mas frecuentemente utilizadas
son peroxidasa y fosfatasa alcalina y los sustratos diaminobenzidina (color pardo),
aminoetilcarbazol (color rojo), y nitroazul de tetrazolio (color azul). Estos marcadores pueden
unirse (conjugarse) directamente al anticuerpo primario o bien indirectamente mediante otros

anticuerpos (secundarios) o sustancias como biotina o proteina A.

La inmunohistoquimica tiene utilidad diagnéstica en identificacién de diferenciacién y de
marcadores prondstico de neoplasias (marcadores tumorales). Es posible la identificacion de

productos de oncogenes con anticuerpos monoclonales.

En todas las muestras de tejido tumoral realizamos técnicas de inmunohistoquimica para
estudiar la expresién protéica de las moléculas objeto de estudio: E-cadherina, Vimentina,
Notch1 y Snail2. La inmunohistoquimica se realiza en un procesador automatico en el cual se

efectla el desparafinado y la tincidn deseada (Menarini/Leyca).

Para este estudio la técnica de inmunohistoquimica se realiz6 en un autotefiidor Vision Dyco
System con un bond polimero para detectar todos los anticuerpos, siguiendo el siguiente

esquema:

& 12 bloqueo de peroxidasa 5 minutos (perdxido de hidrégeno 30 %), lavado con TBS.

& 22 |ncubacidn con el anticuerpo 12 (E-cadherina, Vimentina, Notch1 o Snail2) durante
el tiempo y dilucidon adaptadas para cada uno en el laboratorio de Anatomia Patoldgica
y siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, ver tabla 4), a continuacién se
lava y se pone el anticuerpo postprimario (es un potenciador del polimero que
contiene suero animal al 10 %), se incuba durante 8 minutos, a continuacion se lava.

& 32 se aflade el polimero (es un anticuerpo de ratén o de conejo que lleva peroxidasa

de rabano picante) y se incuba durante 8 minutos, a continuacion se lava.
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& 49se afiade la DAB (diaminobenzidina), se deja actuar durante 10 minutos y se lava. Se
contrasta con hematoxilina.

& Posteriormente, se deshidratan en alcoholes: Alcohol de 702 durante 4 minutos,
alcohol de 962 durante 4 minutos; alcohol absoluto durante 4 minutos y finalmente en

xilol durante 4 minutos y a continuacidon se montan en un montador automatico.

El proceso descrito anteriormente es el indicado por el fabricante del procesador, por tanto, es
el mismo para todos los anticuerpos estudiados. Lo que varia es el tiempo de incubacion del
anticuerpo primario, y la dilucién (paso 22), que son diferentes para cada anticuerpo. La tabla 5

muestra las caracteristicas de cada uno de los anticuerpos utilizados

Anticuerpo Casa Referencia Dilucién Tiempo de

comercial incubacion

E-cadherina Master MAD- #36B5 1:20 15 min
Diagnostica 020050Q

Vimentina Master MAD- #V9 1:400 15min
Diagnostica 151040Q

Notch 1 Cell Signaling  D1E11 Rabbit mAb 1:300 30min
#3608

Snail2 (Slug) Cell Signaling  C19G7 Rabbit mAb 1:100 45 min
#9585

Tabla 4. Detalle de la casa comercial, la referencia, el clon, la dilucion utilizada en el estudio y el
tiempo de incubacion de cada una de los anticuerpos del presente estudio.

Una vez terminado el proceso de tincién y de montaje, las preparaciones del tejido tumoral
incubado con los anticuerpos objeto de estudio se analizaron con la patdloga experta en
cancer de pulmén del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de

Salamanca. El microscopio utilizado fue de la marca ZEISS con camara Nikon incorporada.

Realizamos el estudio semicuantitativo de la expresion de las distintas moléculas objeto del
estudio. Siguiendo criterios previamente establecidos (Lépez-Malpartida et al.,, 2009),
cuantificamos el porcentaje de células positivas pera el anticuerpo utilizado y la intensidad de

la tincion, teniendo en cuenta la localizacion celular (membrana, citoplasma, nucleo) y las
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caracteristicas de la expresion del anticuerpo estudiado. De todo ello se obtuvo un porcentaje

de expresion utilizado en el estudio estadistico.

La E-cadherina es una molécula de adhesion celular que se expresa normalmente en la
membrana de las células epiteliales. Su pérdida den la membrana de las células se asocia a la
pérdida de “inhibiciéon de contacto” de las células. Para su cuantificacidn hemos valorado el
porcentanje de células tumorales que lo expresaban en la membrana celular y el porcentaje

del contorno de la membran a celular.

Siguiendo criterios previamente establecidos hemos tomado como punto de corte en 60 % de
expresion celular, consideramos positiva una expresion mayor del 60 % de las células y
negativo (o pérdida de expresidn) cuando la expresidn es menor del 60 % celular (Figura 21).
Por otro lado, la expresidn de Vimentina normalmente se ve en el citoplasma de las células de
estirpe mesenquimales. En el presente estudio, se ha considerado positiva cuando la
expresaban las células tumorales epiteliales, que normalmente al ser de estirpe epitelial no
deberian expresarlo. La expresion de Notchl se observa en la membrana epitelial y la

expresion de Snail2 se visualiza en los nucleos de las células epiteliales del tumor (Figura 22).

Figura 21. Inmunohistoquimica de E-cadherina. La imagen A representa la expresion de E-cadherina en

menos del 60 % de las células (negativo), y la imagen B representa la expresion de E-cadherina en mds
del 60 % de las células (positivo). Nétese la expresion membrana. Imdgenes tomadas con objetivo de
20x.

Para los anticuerpos o marcadores Vimentina, Notch1 y Snail2 nuestro criterio ha sido negativo

para la no expresion de los marcadores o expresion minima (<5%) y positivo para la expresion
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de los marcadores por encima del 5% de las células Se ha tomado de esta manera porque no

hemos encontrado una expresion intermedia. Snail2 se expresa en muy pocas células (Figura

22).
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Figura 22. Inmunohistoquimica de los marcadores Vimentina-(A-B); Notch1-(C-D) y Snail2-(E-F). En la
parte izquierda aparece la expresion negativa de los marcadores en las células tumorales, y en la parte
derecha la expresion positiva de los marcadores en las células tumorales. Como se aprecia la expresion
de Vimentina aparece en el citoplasma del tejido tumoral, la expresion de Notchl aparece en la
membrama celular, y la expresion de Snail2 aparece en el nucleo. Imdgenes tomadas con objetivo de

20x.
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3.3. ESTADISTICA

Se ha utilizado el programa estadistico Minitab para el estudio de la expresién del gen Snail2
en sangre periférica y el programa SPSS Statistic versiéon 17 para el estudio de la expresion

proteica delos anticuerpos E-cadherina, Vimentina, Notch1 y Snail2 en tejido tumoral.

& Tablas de frecuencia y porcentajes para la descripcion univariada de las variables
categoricas. Utilizamos la estadistica descriptiva para establecer un primer contacto con los
datos de una variable.

& Analisis exploratorio univariado (diagrama de caja, histograma y test de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov) para la variable numérica (edad), descriptiva con las estadisticas
habituales.

& Estudio de la expresidn del gen Snail2 en sangre periférica:

& La estadistica inferencial la hemos utilizado con la variable gen SNAIL2 en sangre
periférica por tratarse de una variable dicotémica cualitativa (aunque reformulada
a cuantitativa), que hace referencia a la expresiéon o no del gen en pacientes con
cancer de pulmén. Esta variable se va a tratar como muestras independientes con
la finalidad de relacion existente entre esta variable y el resto de las variables
estudiadas. Mediante la prueba ANOVA conoceremos si existe relacion entre las
variables. Con la prueba ANOVA vamos a saber si existe diferencia entre las
medias de la existencia o no del gen SNAIL2 y las diferentes variables, Anatomia
patoldgica y TNM.

& Por otro lado realizamos una prueba no paramétrica de Chi cuadrado para
conocer la relacion existente entre el gen SNAIL2 y las diferentes variables.
Anatomia patoldgica con todas las subclases y dividida en las dos categorias
principales (CPCNP y CPCP), el Estadio, metdstasis (M), tamafio del tumor (T) y
numero de ganglios (N), fumador y sexo.

& Estudio estadistico de la expresidn protéica de los anticuerpos objeto de esta tesis: Al
tratarse de variables categdricas el procedimiento utilizado para correlacionarlas es la
prueba de Chi-cuadrado de independencia. Esta prueba genera una tabla de descriptivos
con una variable en filas y otra en columnas (en este caso la colocacién es arbitraria, al ser
todas variables dependientes VD) donde aparece el nimero de casos (frecuencia) de cada
combinacion de categorias de ambas variables, los porcentajes (%) sobre el total de la fila y
columna, y un importante valor llamado “residuo corregido” (RC). Cuando el valor del RC

2 indica las categorias que se asocian, en el caso de existir correlaciéon significativa. Cuando
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el RC estd comprendido entre 1,5 y 1,9 indican una tendencia que se puede convertir en
significativa si la muestra tuviese un tamafio mayor.

& Prueba de T-student para la significacion de la diferencia entre medias de las variables
numéricas. Test Chi-cuadrado de independencia para el estudio bivariado de la asociaciéon
de ariables categbéricas.

& Analisis de supervivencia. Se utilizd para calcular el tiempo de supervivencia (TS) desde la
fecha de diagndstico confirmada por Antomia Patoldgica, hasta la fecha de éxitus (para los
fallecidos) o la fecha de cierre (30/4/2009) en los vivos. Se empled la técnica de Kaplan-
Meier para comparar la supervivencia en las variables Anatomia patoldgica, Estadio y

Conglomerados.
Para la parte multivariada:

& Andlisis factorial: es una técnica de reducciéon de datos con la menor pérdida de
informacidn que sea posible (el requisito es que se conserve al menos el 50% de la
informacidn inicial). El andlisis factorial se basa en la exsitencia de muchas
intercorrelaciones (r>0,300) y significativas (p<0,050) entre las variables empiricas medidas
en la muestra.

Las variables se agrupan en factores (componentes) en funcidn de dichas correlaciones, que
se obtienen de las siguientes pruebas estadisticas:

& Matriz de correlaciones: tabla de doble entrada que contien las correlaciones de
cada variable con todas las demas.

& La prueba de adecuacion muestral de Kaiser-Meier-Olkin. Es un valor descriptivo
(en una escala de 0 a 1) se precisa un KMO >0,500 y cuanto mas proximo a 1,
mejor adecuacion muestral.

& Comprobacién de la existencia de inter-correlaciones en la matriz: un indice
descriptivo es el Determinante de la matriz, D=0, una prueba inferencial llamada
test de esfericidad de Bartlett, cuya hipdtesis nula es que la matriz de
correlaciones es una matriz identidad (unidad), luego se precisa p>0,050.

& Regresidn logistica para la busqueda de modelos predictivos de variables categdricas. Se
pretende establecer un modelo predictivo que sea capaz de pronosticar la expresion en
positivo de variables categoéricas por separado, en esta tesis lo hacemos para Notchl y para
Snail2 (T), desde los predictores Anatomia patoldgica, Snail2 (sp), vimentina, E-cadherina,
estadio, sexo, fumador. Como resultado anadido se conoceran los valores de las Odds Ratio
correspondientes a cada predictor significativo. Se emplea el método de introduccién de

variables predictoras por pasos sucesivos hacia delante de Wald.
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& Analisis Cluster para tratar de clasificar a los casos en funcién de su similitud en las
variables. El analisis de conglomerados o clusters es el nombre genérico de una enorme
variedad de métodos destinados a encontrar similaridades entre variables y/o casos. Estos
métodos proporcionan clasificaciones a partir de datos inicialmente no clasificadas
tratando de encontrar grupos en los datos.

& Regresidn de Cox para el anélisis multivariado del TS.
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Resultados

4.1 EXPRESION DEL GEN SNAIL2 EN SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON
CANCER DE PULMON

La muestra se compone de 169 pacientes diagnosticados de cancer de pulmdn, la edad media
es de 64, 3 afos; 152 pacientes son de sexo masculino, mientras que solo 17 de ellos
corresponden con sexo femenino. En cuanto al hdbito tabdquico, 72 siguen fumando, 79 son
ex fumadores (hemos tomado como referencia 5 afios sin fumar en el momento de obtencion
de la muestra) y 14 son no fumadores. Por Anatomia patoldgica 149 pacientes se
corresponden con CPCNP y 20 con CPCP. De los pacientes con CPCNP, 70 pertenecen a la
subclase de Epidermoide, 40 pacientes con Adenocarcinoma, 11 son de Célula grande, y 25 a
otros. El sistema de clasificacion del TNM se basa en el American Joint Committee on Cancer

(AJCC) del afio 2002.

A continuacidn describimos las variables, edad, sexo, estadio, T (tamafio), N (n2 de ganglios), M
(metastasis al diagndstico), y fumador en la tabla 5 donde aparece: n (frecuencia o nimero de

casos) y el % (porcentaje) para una muestra de 169 casos.
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n %
Edad 169 64,25 media
Sexo
Hombre 152 89,9
mujer 17 10,1
Estadio
IA/IB 17 10,1
11B/IIIA 28 16,6
ns/L 53 31,4
IV/D 71 42
T (Tamano)
T1 3 2,6
T2 38 32,5
T3 17 14,5
T4 59 50,4
N (ganglios)
NO 36 32,7
N1 9 8,2
N2 55 50,0
N3 10 9,1
Metastasis
Mo 95 56,2
M1 74 43,8
Fumador
Activo 73 44,2
No fumador 13 7,9
Ex fumador 79 47,9

Tabla 5. Descripcidn de las variables sexo, estadio, tamafio (T), ganglios (N),
metastasis (M), y fumador. Aparece la frecuencia y el porcentaje, para una
muestra de 169 pacientes.

Para la variable Anatomia patoldgica vamos a considerar dos situaciones. En la primera
consideramos todas las subclases histoldgicas aparecidas en esta tesis de cancer de pulmoén,

tabla 6.
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Anatomia patologica n %
Epidermoide 73 43,2
Adenocarcinoma 40 23,7
Célula grande 14 8,3
Microciticos 20 11,8
No microciticos 22 13

Tabla 6. Descripcion de la variable Anatomia Patoldgica, divida en las
subclases histoldgicas; Carcinoma Epidermoide, Adenocarcinoma, Célula
grande, Microcitico v no microcitico.

Por otra parte, también decidimos valorar la Anatomia Patoldgica separando las dos categorias
mas importantes de cdncer de pulmén, CPCNP y CPCP con el fin de comprobar si la expresidon

del gen SNAIL2 discierne entre ambas categorias de cancer de pulmadn, tabla 7.

Anatomia

patoldgica

CPCNP 149 88,2
CPCP 20 11,8

Tabla 7. Descripcidn de la variable Anatomia Patoldgica, divida
en las categorias CPCNP y CPCP.

Lo primero que pretendemos es comprobar si la deteccidn del gen SNAIL2 en sangre periférica
de pacientes con cancer de pulmdn puede ser un marcador de diseminacién tumoral, para ello
comparamos el nimero de pacientes que han expresado el gen en nuestro estudio frente a los

pacientes sanos o controles, que lo expresaron, tabla 8.

n expresan SNAIL2 %
Controles (100) 10 10
Pacientes (168) 58 34,5

Tabla 8. n frecuencia o n2 de casos que expresan el gen; %
porcentaje.
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Mostramos la respresentacion grafica (grafico 1) del porcentaje de expresidn del gen Snail2 an
pacientes y en controles. El 34,5 %de los pacientes con cdncer de pulmdn expresaron el gen
SNAIL2 y solamente un 10 % de las personas sanas expresaron el gen en sangre periférica,

detectado por la técnica de RT-PCR explicada en materiales y métodos.
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Griéfico 1. Porcentaje de expresion de Snail2 en pacientes y
en controles.

Seguidamente, demostramos la relacion de la expresidn del gen SNAIL2 en sangre periférica de
pacientes con cancer de pulmdn con las caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes

estudiados.

A través de Minitab realizamos la estadistica descriptiva relativa a las medias de tendencia

central, dispersidn y correlacion

Para Snail2, al tratarse de una variable dicotémica, si/no, nos encontramos con una media =
0,345, lo que hace referencia a que existe un mayor numero de pacientes que no expresan el

gen SNAIL2 que los que si lo expresan, como aparece descrito en la tabla 9.
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VELE]] [

Snail2

No expres 110 65,5
Si expres 58 34,5

Tabla 9. Descriptiva de la variable Snail2. Aparece
la frecuencia (n), el porcentaje.

Después realizamos una matriz de correlaciones entre el gen SNAIL2 (variable) y las
caracteristicas clinicopatoldgicas, Anatomia Patoldgica total, CPCNP/ CPCP, sexo, metastasis y

estadio. El valor de p obtenido para cada variable lo representamos en la siguiente tabla 10.

Variable SNAIL2

Ant.Pat p=0,952
CPCNP/CPCP p=0,823
Sexo p=0,546
Metastasis p=0,948
Estadio p=0,883

Tabla 10. El contenido de celda corresponde con: el
valor de p de cada correlacion.

El valor de p es mayor de 0,05 en todas las variables, no existe significatividad, por tanto no

hay relacién de las variables con la expresidon del gen SNAIL2.

Para conocer mejor las relaciones entre variables utilizamos otras pruebas estadisticas

comentadas en material y métodos.

Para establecer la relacidn entre variables expresion del gen SNAIL2 y la Anatomia Patoldgica

total realizamos una prueba ANOVA tabla 11.
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Ant.Patoldgica 4 0,885
Error 163
Total 167

Tabla 11. Pardmetros de la prueba ANOVA para
la variable Anatomia Patoldgica.

El p-valor asociado es 0,885, mayor que un nivel de significacion de 0,05 asentado en la zona de no

rechazo, y por lo tanto aceptamos la hipdtesis nula de igualdad de medias tablal2.

Nivel n Media Desv.est IC 95% ‘
1-Epidermoide 73 0,3562 0,4822 0,29-0,47
2-Adenocarcinoma 40 0,3500 0,4830 0,17-0,49
3-Célula grande 14 0,2143 0,4258 -0,01-0,47
4-Microcitico 19 0,3684 0,4956 0,16-0,60
5-No microcitico 22 0,3636 0,4924 0,16-0,55

Tabla 12. n frecuencia, Media Desviacidon estandart e IC 95% para las diferentes
subclases de Anatomia Patoldgica.

Observando los intervalos de confianza no todos los tipos de Anatomia Patoldgica tienen la
misma media, el nivel 3 (Célula grande) tiene un intervalo de confianza mas amplio y con zonas

diferenciadas del resto.

La tabla 13 muestra la prueba de chi-cuadrado de independencia estadistica entre el tipo de
Anatomia Patoldgica total y la expresion o no del gen SNAIL2 en los pacientes con cdncer de

pulmoén.

91



Resultados

Epidermoide Adenocarcinoma Célula Microcitico No
SNAIL2 grande microcitico
No expr 47 26 11 12 14 110
Si expr 26 14 3 7 8 58
Faltante 0 0 0 1 0 *
Todo 73 40 14 19 22 168

Tabla 13. N2 de casos que expresan el gen SNAIL2, y de los que no lo expresan en las subclases de
Anatomia Patoldgica

Chi-cuadrada de Pearson=1,183; GL=4; p-valor=0,881
*nota 1 celdas con conteos esperados menores que 5

El valor de p es de 0,881, por tanto no existe diferencia entre la existencia o no del gen SNAIL2

y el tipo de anatomia patolégica total.

De la misma manera relacionamos ahora la expresion del gen SNAIL2 y la Anatomia Patoldgica

diferenciada en CPCNP y CPCP, tabla 14.

SNAIL2 1-CPCNP 2-CPCP Todo
No expr 98 12 110
Si expr 51 7 58
Faltante 0 1

Todo 149 19 168

Tabla 14. N2 de casos que no expresan el gen SNAIL2, y de
los que lo expresan en las dos categorias de Anatomia
Patoldgica.

Chi-cuadrada de Pearson=0,051; GL=1; p-valor=0,821.

El p-valor fue de 0,821 por encima del nivel de significacidn, por lo tanto no existe diferencia

entre la expresidn o no del gen SNAIL2 y la anatomia patolégica CPCNP/CPCP.

Para relacionar el gen SNAIL2 con fumadores realizamos una prueba de chi-cuadrado para

conocer si existe diferencia de medias entre ambas variables tabla 15.
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SNAIL2 Fumador No Ex

activo fumador fumador
No expr 46 9 55 110
Si-expr 26 4 24 54
todo 72 13 79 164

Tabla 15. N2 de casos que no expresan el gen SNAIL y de los que si lo
expresan en fumadores, no fumadores y exfumadores.

Chi-cuadrada de Pearson= 0,590; GL=2; p-valor=0,745.

El p-valor = 0,736 mayor que el nivel de significacion 0,05, por lo tanto no hay diferencia entre

la expresidn o no del gen y entre fumador, no fumador y ex fumador.

Para relacionar el gen SNAIL2 con la existencia de metdstasis conoceremos la correlacion entre

variables y de esta manera veremos el nivel de relacién existente entre ambas variables.

SNAIL2 Mo M1 Todo
No expr 62 48 110
Si expr 33 25 58
Todo 95 73 168

Tabla 16. N2 de los casos que expresan el gen SNAIL2, y de
los que no lo expresan en pacientes con metastasis de inicio
MO y en los pacientes con metastasis M1.

Chi-cuadrada de Pearson=-0,005; GL=1; p-valor=0,9481

El p-valor es igual a 0,9481, mayor que 0,05, por tanto no existe diferencia significativa entre la
expresion o no del gen SNAIL2, en pacientes con metastasis de inicio, ni entre los pacientes sin

metastasis.

La relacidn entre el gen SNAIL2 y el estadio se determinara por la prueba de chi-cuadrado tabla

17.
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SNAIL2 1-1A/1B 2-lIB/IIIA 3 1IB/L 4-lIVv/D  faltante Todo
No expr 11 19 31 48 1 109
Si expr 4 9 22 22 1 57
Faltante 0 0 0 1 0 *
Todo 15 28 53 70 * 166

Tabla 17. Tabla de contingencia para determinar la relacién del gen SNAIL2 y el estadio.

Chi-cuadrada de Pearson=1,923; GL=3; p-valor=0,589
*nota 1 celda con conteos esperados menores que 5

El p-valor asociado es 0,589 por encima de un nivel de significacidn tipo de 0,05, por lo tanto
podemos concluir, que no existe diferencia entre la expresidon o no del gen SNAIL2 y el estadio

de la enfermedad.

Para conocer la relacién entre la expresion del el gen SNAIL2 y la variable TNM realizamos una

prueba ANOVA para un primer contacto tabla 18.

TNM 26 0,371
Error 116
Total 142

Tabla 18. Pardmetros de la prueba ANOVA para
la variable TNM.

El p-valor = 0,371, nos indica que no existe diferencia entre la expresidon o no del gen SNAIL2

con el TNM.

Separamos la variable TNM en cada uno de sus parametros. La relacidn de la expresidn del gen

SNAIL2 con el tamafio del tumor lo describimos en la tabla 19.
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SNAIL2 T1/2 T3/4 Todo
Si expr 14 26 40
Todo 41 76 117

Tabla 19. Tabla de contingencia para determinar la relacién
del gen SNAIL2 y el tamafio del tumor.

Chi-cuadrada de Pearson= 0,000; GL=1; p-valor=0,994

El p-valor = 0,994 por encima del nivel de significacién de 0,05, por tanto podemos concluir

que no hay relacién entre la expresién n o no del gen SNAIL2 y el tamafio del tumor.

Comprobamos la relacién de la relacién de la expresién del gen SNAIL2 con el nimero de

ganglios afectados, tabla 20.

NO N>0 Todo
No expr 24 50 74
Si expr 12 24 36
Todo 36 74 110

Tabla 20. Tabla de contingencia para determinar la relacion
del gen SNAIL2 y el n? de ganglios.

Chi-cuadrada de Pearson= 0,009; GL=1; p-valor=0,925

El p-valor = 0,925 por encima del nivel de significacion de 0,05, por tanto podemos concluir
que no existe diferencia entre la expresion o no del gen SNAIL2 y el nimero de ganglios

afectados del tumor.

Por ultimo, vamos a conocer la relacidn entre el gen SNAIL2 y el sexo de los pacientes tabla 21.
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SNAIL2 1-Hombre 2-Mujer Todo
No expr 100 10 110
Si expr 51 7 58
Faltante 1 0

Todo 151 17 168

Tabla 21. Tabla de contingencia para determinar la relacidn
del gen SNAIL2 y el sexo.

Chi-cuadrada de Pearson= 0,370; GL=1; p-valor=0,543

El p-valor = 0,543 por encima de un nivel de significacion tipo de 0,05, por lo tanto podemos

concluir que no existe diferencia entre la expresidn o no del gen y la variable sexo.

4.2 ESTUDIO DE EXPRESION PROTEICA DE (E.cadherina, Vimentina,
Notch1 y Snail2) EN TEJIDO TUMORAL DE PACIENTES CON CANCER DE

PULMON.

En primer lugar comentaremos los descriptivos de todas las variables clinocopatoldgicas y de la

expresion proteica de las molécuals plantedas en esta tesis en el tejido tumoral.

La muestra para este estudio se compone de 87 pacientes diagnosticados de cancer de
pulmén, la edad media fue de 63,4 afos con un IC 95%: 61,2-65,6, con desviacidn tipica 10,3
afos todos los casos excepto uno, son mayores de 40 afios, siendo la edad mds elevada de 82

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra ,tabla 22.

N 87
Parametros normales™® Media 63,40
Desviacion tipica 10,28

Tabla 22. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra.
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Por sexos, la edad de los hombres es mayor (media 64,4 afos; IC 95%: 62,1-66,6) que de las
mujeres (media 55,1 afios; IC 95%: 47,8-62,4). La diferencia entre medias de los hombres y las
mujeres si ha resultado significativa con p-valor< 0,05 (prueba de T de Student: t= 2,64; GL=

85; p= 0,010) tabla 23.

Diferenciade  Error tip.de

gl p-valor medias la diferencia 1C95%

edad 2,642 85 0,010 9,248 3,500 2,289-16,207

Tabla 23. Prueba de muestras independientes: prueba de T para la igualdad de medias.

Describimos las variables Independientes de la muestra (caracteristicas de la muestra), como
son histologia, tamafio del tumor, ganglios afectados, metastasis de inicio, Estadio de la

enfermedad y la variable fumador.

Por histologia un 52,9 % de los pacientes pertenecieron a la subclase de carcinoma
Epidermoide, un 18,4 % pertenecieron a la subclase de Adenocarcinoma, un 13,8% eran de la
categoria Microcitico, el 8 % pertenecieron a la subclase de Célula grande y un 6,9 %

corrrespondian a carcinomas No microciticos.

Predomina un tamafo tumoral superior a 2 con un 60,3 % de los pacientes, y en cuanto al
numero de ganglios afectados son mayoria los N=1/2 con el 56,9 % de los pacientes, le sigue
N=0 con un 32,3 % y un porcentaje muy inferior para un N>2, solo el 10,8 % de los pacientes

incluidos en este estudio, tabla 24.
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Histologia

Epidermoide 46 52,9
Adenocarcinoma 16 18,4
Célula grande 7 8
No microcitico 6 6,9
Microcitico 12 13,8
T

T=1/2 27 39,7
T>2 41 60,3
N

N=0 21 32,3
N=1/2 37 56,9
N>2 7 10,8
Estadio

IB 9 10,3
1B 6 6,9
MA/B/L 41 47,1
Iv/D 31 35,6
Fumadores

Activos 57 65,5
Ex fumadores 24 27,6
No fumadores 6 6,9

Tabla 24. Descriptiva de las variables independientes; Histologia, Tamafio. NUmero de
ganglios afectados, Estadio y Fumador. Se muestra la frecuencia de cada variable y el
porcentaje para una muestra de 87 pacientes.

El estadio de la enfermedad que predomind en este estudio fue el IIA/B/L con un 47,1 %, el

estadio IV/D aparecié en un 35,6% de la muestra, seguido por el Estadio IB con un 10,3 %, y

por ultimo el Estadio IIB para un 6,9 % de la muestra. Para la variable Fumador, un 65,5 % de la

muestra pertenecia a fumadores en activo, el 27,6 % eran exfumadores y el 6,9 % eran no

fumadores.
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En relacion a la variable Anticuerpo (expresion proteica de los anticuerpos) se considera como
variable dependiente. Para cada anticuerpo hemos considerado dos opciones: expresidn baja o

nula y expresion alta o positiva, siguiendo los criterios comentados en material y métodos

tabla 25.
Anticuerpo n %
E-cadherina
Bajo 25 29,1
Alto 61 70,9
Vimentina
Bajo 71 87,7
Alto 10 12,3
Notchl
Bajo 26 30,2
Alto 60 69,8
Snail2 (T)
Bajo 50 57,5
Alto 37 42,5

Tabla 25. Descriptiva de la variable dependiente Anticuerpo. Aparece la
frecuencia y el porcentaje de los anticuerpos estudiados; E-cadherina,
Vimentina, Notch1, Snail2 (T) en tejido tummoral, para las expresiones bajas y
altas de cada uno.

Y por ultimo, la variable Snail2 en sangre periférica, también considerada como variable
dependiente, la describimos a parte por ser un gen estudiado en sangre periférica de pacientes
con cancer de pulmdén y no un anticuerpo. El gen SNAIL2 no se expresd en un 64% de los
pacientes y si se expreso en el 36,0 % de los pacientes para una muestra de 87 pacientes, tabla

26.
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Snail2 (sp) n %
No expr 55 64,0
Si expr 31 36,0
Perdidos 1

total 87 100,0

Tabla 26. Descriptiva de la variable dependiente Snail2 (sp).para
una muestra de 87 pacientes.

4.2.1 Correlaciones entre los anticuerpos

Para conocer las correlaciones entre la expresidon proteica de los anticuerpos estudiados,
utilizamos la prueba de Chi-cuadrado de indepedencia explicado en material y métodos. Los
valores de p-valor obtenidos los resumimos en la tabla 27 donde aparecen sefialadas en azul

las correlaciones que son significativas.

Anticuerpo E-cadherina Vimentina Notch1l Snail2 (T)
N=87

E-cadherina

Vimentina p=0,529

Notch1 p=0,485 p=0,02
Snail2 (T) p=0,481 p=0,763 p=0,047

Snail2 (sp) p=0,380 p=0,383 p=0,580 p=0,544

Tabla 27. Valor de p-valor entre las correlaciones de los anticuerpos

A continuacidn mostramos las tablas de contingencia de las dos correlaciones significativas

obtenidas en esta tesis y la chi-cuadrada de Pearson.

Hemos encontrado que al relacionar la presencia de Notchl con Vimentina, obtenemos una
correlacién significativa con p<0,05, p-valor =0,02. Se observa que sobre el total de negativos

de Notchl hay un 96 % de Vimentina con expresion negativa, tabla 28.
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Para la expresién positiva de Vimentina se observa que sobre el total de Vimentina, hay un
95,5 % de Notchl que son positivos. Es decir se asocian los positivos de ambos anticuerpos, y

por otra parte se asocian los negativos de ambos anticuerpos, tabla 28.

Vimentina Vimentina
Negativo Positivo

Negativo
recuento 24 1 25
%dentro de Notchl 96,0 4,0 100,0
% dentro de Vimentina 40,7 4,5 30.9
RC 3,1 -3,1
Positivo
Recuento 35 21 56
%dentro deNotchl 62,5 37,5 100.0
%dentro de Vimentina 59,3 95,5 69.1
RC -3,1 3,1
Total
Recuento 59 22 81
%dentro de Notchl 72,8 27,2 100.0
%dentro de Vimentina 100,0 100,0 100.0

Tabla 28. Tabla de Contingencia de Notch1 sobre Snail2 (T)

Por otra parte, al relacionar la presencia de Notchl con Snail2, se ha encontrado una
correlacién significativa con p<0,05, Chi-cuadrada =3,941; 1 GL y p-valor =0,047. Se observa
que sobre el total de negativos de Notchl hay un 73,1% que también son negativos en Snail2

tabla 29.

Para los positivos de Snail2 se observa que sobre el total de Snail2, hay un 81,1% de Notchl
que son positivos. Es decir se asocian los negativos de ambos anticuerpos, y por otra parte se

asocian los positivos de ambos anticuerpos tabla 29.
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Notchl Snail2 (T) Snail2 (T)

negativo positivo
Negativo
Recuento 19 7 26
% dentro de Notchl 73,1 26,9 100,0
% dentro de Snail2 38,8 18,9 30,2
RC 2,0 -2,0
Positivo
Recuento 30 30 60
% dentro de Notchl 50,0 50,0 100,0
% dentro de Snail2 61,2 81,1 69,8
RC -2,0 2,0
Total
Recuento 49 37 86
% dentro de Notch1l 57,0 43,0 100,0
% dentro de Snail2 100,0 100,0 100,0

Tabla 29. Tabla de contingencia de Notch1 sobre Snail2 (T).

4.2.2 Analisis de conglomerados o cluster

Nuestro objetivo es establecer alguna clasificacion tipoldgica explicada en material y métédos.
Para su interpretacién debemos estudiar los porcentajes de casos de cada categoria de cada
variable, se incluye (pertenece) a cada uno de los conglomerados o tipologias

(significativamente distintos entre si) que se han detectado.

En el conjunto de resultados incluimos las variables: Notch1, Snail2 (T), Snail2 (sp), Vimentina,

E-cadherina, fumador, Estadio y Anatomia Patoldgica.

Han aparecido 2 conglomerados diferentes tabla 30.
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% de %

combinados del total

Conglomerado 1 62 77,5 71,3
2 18 22,5 20,7
Combinados 80 100 92

Casos excluidos 7 8

Total 87 100

Tabla 30. Distribucién de Conglomerados.

En el grafico 2 representamos el tamano de los conglomerados, donde aparece una tasa de un
77,5 % para el Conglomerado 1, es decir el porcentaje de pacientes del total de la muestra que
tienen unas caracteristicas comunes representadas en el Conglomerado 1 es del 77,5 %. El

Conglomerado 2 solamente estd representado por el 22,5 % del total de la muestra.

Tamaiio de conglomerado

Numero de
conglomerados
en dos fases

ml
2

Gréfico 2. Tamafo de Conglomerados. Aparecen 2
Conglomerados representados por el 77,5 y el 22,5 % de la

muestra respectivamente.

En la tabla 31 representamos los porcentajes de cada variable en cada Conglomerado. El
Conglomerado 1 lo resaltamos en azul, porque resulta interesante para el objetivo de esta
tesis. Las celdas que aparecen vacias para algunas variables indican que dichas variables no se
asocian a ninguno de los conglomerados. Se observa un conglomerado (Conglomerado 1) que
representa al 77.5 % de la muestra, la expresion en positivo del anticuerpo Notchl y el

anticuerpo Snail2, con porcentajes del 98,2 % y 97,2 % respectivamente muy caracterizados
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con células madre. Por otra parte, la expresion de Vimentina en positivo, puede indicar un

indicio hacia la TEM.

Conglomerado 1 Conglomerado 2

Notchl Positivo 98,2% Negativo 70,8%
Snail2 (T) Positivo 97,2% Negativo 38,6%
Snail2 (SP)
Vimentina Positivo 100%
E-cadherina
Fumador
Estadio 1B 100%

111B 100%
Anatomia Epidermoide 90,9% Microcitico 90,9%
Patologica Adenocarcinomal00% Célula grande 57,1

No microcitico 100%

Tabla 31. Porcentaje de las variables estudiadas en cada

Conglomerado.

Podemos concretar, que existe un fenotipo con caracteristicas de célula madre que cumple un

77,5% del total de la muestra estudiada. Este fenotipo se caracteriza por la expresién positiva

de Notchl, expresién positiva de Snail2 y expresidn positiva de Vimentina en pacientes con

estadios IIB y IlIB, con las subclases histolégicas de Epidermoide, Adenocarcinoma, y no

microciticos.

Al encontrar correlacidn significativa entre los anticuerpos Notch1 y Vimentina, y entre Notch1

y Snail2, hemos querido hacer un estudio multivariado para ver otro tipo de relaciones o

asociaciones que se puedan dar en el estudio. Por otra parte, nos hemos centrado en los

anticuerpos Notchl y Snail2 por ser los que estan mas caracterizados con células madre, tanto

normales como tumorales, como uno de los objetivos de esta tesis.
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4.2.3 Analisis factorial por componentes principales

Para hacer este analisis, primero debemos ver las condiciones estadisticas de nuestra muestra
para comprobar que efectivamente se puede realizar (ver material y métodos). Tenemos 8
variables y 80 sujetos (pacientes), o lo que es lo mismo 10 casos por variable, condicién de

tamafio de muestra para poder llevar a cabo el analisis.
Las condiciones estadisticas se cumplen:

& Valor de KM0=0,596
& Determinante de la matriz de correlaciones=0,549

& Y Test de Esfericidad de Bartlett significativo: p=0,02<0,05

En consecuencia, los resultados tienen bastantes probabilidades de ser ciertos, pero deben
tomarse con cierta precaucién. Podemos decir que son mas “indicios” (bastante sélidos) que

demostraciones. Pero si podemos afirmar que existe significatividad.

En el proceso se han encontrado 3 factores o componentes principales, que explican (o
retienen) casi un 52% de la variabilidad total empiricamente observada (el minimo es 50% y lo
recomendable es que pase del 60%). Por lo tanto, la variabilidad explicada es suficiente y

estadisticamente aceptable, tabla 32.

' Autovalores iniciales Suma de las saturaciones al cuadrado de
la rotacion
Componente Total % de la % Total % de lavarianza %
varianza acumulado acumulado
1 1,883 23,539 23,539 1,706 21,33 21,33
2 1,261 15,768 39,307 1,263 15,786 37,116
3 1,009 12,615 51,922 1,184 14,806 51,922
4 0,96 12,001 63,923
5 0,932 11,646 75,57 -
6 0,841 10,513 86,083
7 0,632 7,905 93,988
8 0,481 6,012 100

Tabla 32. Método de extraccidn: Analisis de Componentes principales. La parte derecha de la tabla
muestra los tres componentes con los porcentajes de la varianza de cada uno.
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El primer factor explica un 21,33% del total. Estd formado por la asociacion de las variables:
Notch1 en positivo, Vimentina en positivo y Anatomia patoldgica con Microcitico en positivo

(tabla 33).

El segundo factor o componente explica el 15,79% (con lo que entre los 2 primeros se acumula
un 37,12% de la variabilidad total) esta formado por las variables Snail2 en sangre periférica en
positivo y Estadio localizado/extendido en negativo, lo que significa que Snail2 (sp) se asocia

con los estadios localizados, tabla 33.

Y el tercer componente que explica otro 14,81% (parar llegar al 51,92% acumulado en total
entre los tres) esta formado por la asociacion de la categoria no fumador con la E-cadherina en

positivo, tabla 33.

Componentel Componente2 Componente3

Notchl 0,755

Anatomia Patolégica 0,692

Vimentina 0,634

Snail 2 (sp) 0,674

Estadio -0,567

Snail2 (T)

Fumador -0,704

E-cadherina 0,630

Tabla 33. Matriz de componentes rotados. Método de extraccién: Analisis de
componentes principales. Método de rotacion: Normalizacion de Varimax con Kaiser.

Sin embargo, los 3 componentes encontrados no parecen estar correlacionados entre si, ya

que los coeficientes Pearson entre ellos son bajos, tabla 34.

Componente 1 2

1 -

2 -0,29

3 0,179 0,211

Tabla 34. Matriz de correlaciones entre
componentes. Coeficientes Pearson.
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4.2.4 Analisis de regresion logistica multiple para predecir la expresion
positiva de Notch1

Se empled el método de introduccién de variables predictoras por pasos sucesivos hacia
delante de Wald (método explicado en material y métodos). El resultado es un modelo
significativo (con p=0,000<0,05) que nos confirma la posibilidad de construir la ecuacién de

prediccidén deseada, tabla 35.

Chi cuadrada (c] P-VALOR
Paso 28,261 4 0,000
Bloque 28,261 4 0,000
Modelo 28,261 4 0,000

Tabla 35. Prueba émnibus sobre los coeficientes del modelo.

En dicha ecuacidn solo se ha detectado un Unico predictor significativo (p=0,001). Se trata de la

variable Anatomia patoldgica pero no todas las subclases, tabla 36.

Antomia.

Patoldgica Wald GL 1C 95%
Epidermoide 10,584 4 0,032

Adenocarcinoma 0,000 1 0,999 538491621,463

Microcitico 9,250 1 0,002 0,074 2,52-71,43
Célula grande 2,728 1 - 0,250 0,77-20,83
No microcitico 0,000 1 0,999 538491621,463

Constante 9,957 1 0,00 3,000

Tabla 36. Variable Anatomia patoldgica como Unica predictora de la ecuacion, con todos los
valores relevantes.

Teniendo en cuenta como se ha codificado la Anatomia Patoldgica para el analisis, la categoria
de referencia es el carcinoma Epidermoide, asi que las OR que aparecen en la tabla superior,
son del resto de las categorias de AP comparadas con el carcinomaEpidermoide. La Unica que
es significativa (p= 0,002<0,05) es la OR de la categoria 2 de la AP que es Microcitico. Es decir,

que la probabilidad de Notch 1 positivo es 13,51 veces mayor (p-sig=0,002) en una Anatomia
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patoldgica Microcitico que en un carcinoma Epidermoide. El intervalo de confianza al 95% es

2,52-71,43, es decir demasiada amplitud.

También, sale casi significativa (p=0,099) la OR de la subclase Célula grande sobre el carcinoma
Epidermoide. Es decir que la probabilidad de Notch1 positivo es 4 veces mayor en la subclase

Célula grande que en el carcinoma Epidermoide.

La aplicacion del modelo predictivo construido a la muestra de datos reales ha dado como
resultado un 91,1 % de aciertos en los prondsticos de Notch1 positivos, y un 54,2 % de acierto
en los casos de Notchl negativo. Por tanto, se puede deducir que el VPP (valor predictivo
positivo) es elevado, y el VP negativo es aceptable. En consecuencia, buena especificidad y una

sensibilidad regular, tabla 37.

Notchl Notchl pronosticado Notch 1pronosticado Porcentaje
Observado negativo positivo correcto
Negativo 13 11 54,2
Positivo 5 51 91,1
Porcentaje global 80

Tabla 37. Valores pronosticados de NOTCH1. El valor de corte es de 0,500

4.2.5 Analisis de regresion logistica multiple para predecir la expresion
positiva de Snail2 (T) en tejido tumoral.

Ahora se pretende establecer un modelo predictivo que sea capaz de pronosticar la expresién
en positivo de Snail2 (T) desde los predictores: Notchl, Vimentina, E-cadherina, Snail2 (sp),

fumador, Estadio, Anatomia Patoldgica y sexo (explicado en material y métodos).

El resultado es un modelo significativo (con p=0,000<0,05) que nos confirma la posibilidad de

construir la ecuacion de prediccién deseada, tabla 38.
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Chi cuadrada (c] p-valor
Paso 21,112 4 0,000
Bloque 21,112 4 0,000
Modelo 21,112 4 0,000

Tabla 38. Prueba émnibus sobre los coeficientes del modelo.

En dicha ecuacién se ha detectado como uUnico predictor significativo la Anatomia Patoldgica
en dos subclases, Adenocarcinoma y carcinoma Microcitico. Ahora la OR 3,93 indica que es
aproximadamente 4 veces mas probable encontrar la expresién de Snail2 (T) en un
Adenocarcinoma que en un carcinoma Epidermoide con un IC 95% de 1,04-14,92, con una
amplitud aceptable, por lo que se puede considerar bastante fiable.la OR para la subclase
Microcitico es de 19,23 y el IC 95% es de 2,27-166,6, con un amplitud muy grande por lo que

no es muy fiable, tabla 39.

Ant.Pat. Wald (c] p-valor Exp (B) 1C 95%
Epidermoide 10,385 4 0,034

Adenocarcinoma 4,089 1 0,043 0,254 1,04-14,92
Microcitico 7,356 1 0,007 0,052 2,27-166,6
Célula grande 1,053 1 0,305 0,429 0,46-11,76
No microcitico 0,000 1 0,999 0,000

Constante 3,189 1 0,074 1,750

Tabla 39. Variable Anatomia patoldgica como Unica predictora de la ecuacion con todos los
valores relevantes.

La utilizaciéon del modelo predictivo construido a la muestra de datos reales ha dado como
resultado un 77,8% de aciertos en los prondsticos de Snail2 (T) positivos y un 64,4% de aciertos
en los casos de Snail2 (T) negativos. Por tanto, se deduce que la sensibilidad y la especificidad

estan dentro de los limites para considerarlas buenas estadisticamente, tabla 40.
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Snail2 Snail2 pronosticado  Snail2 pronosticado Porcentaje
Observado negativo positivo correcto
Negativo 29 16 64,4
Positivo 8 28 77,8
Porcentaje global 70,4

Tabla 40. Valores pronosticados de SNAIL2. El valor de corte es de 0,500

4.3 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Se utiliza para calcular el TS, explicado en material y métodos Hay 59 eventos (éxitus) que

corresponde con un 69,4 % de la muestra, por tanto, tenemos un 30,6 % (26 casos) vivos.

La mediana en la tabla 41 de TS con una supervivencia global, nos muestra un valor de 19
meses con un IC al 95 % de entre 15 y 23 meses aproximadamente. Un 25 % vive menos de 9

meses y otro 25% supera los 41 meses.|

Mediana

Estimacién(meses) Error tip 1C 95%

19,000 2,154 14,77-23,24

Tabla 41. Andlisis de la supervivencia global. Valores de la mediana en meses, y
el IC al 95%.

Técnica de Kaplan-Meier para la comparacion del TS entre todas las subclases histoldgicas de
cancer de pulmdn estudiadas en esta tesis. Existieron diferencias significativas en el TS
analizandolo en tiempos iniciales (log Rank), como en tiempos finales (Breslow), tabla 42. La
supervivencia es menos es el carcinoma microcitico (11 meses) y mayor es el adenocarcinoma
(32 meses) unque tiene un error tipico demasiado elevado por lo que el IC95% es muy poco

fiable, tabla 43.
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Chi-cuadrado (c] p-valor
Log Rank 14,911 4 0,005
Breslow 12,399 4 0,015
Tabla 42. Prueba de igualdad de distribucines de

supervivencia patra diferentes niveles de natomia Patoldgica.

Anatomia Patologica

Estimacion Error tipico

(meses)

IC95%

Epidermoide 15,000 2,986 9,147-20,853
Adenocarcinoma 32,000 11,646 9,173-54,827
Microcitico 11,000 1,708 7,653-14,347
Célula grande

No microcitico 17,000 3,926 9,304-24,696
Global 19,000 2,154 14,779-23,221

Tabla 43. Mediana del tiempo de supervivencia.

El grafico 3 muestra las curvas de supervivencia de las diferentes clases de cancer de pulmdn

de esta tesis.

Funciones de supervivencia
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Anatomia Patolégica

|1 Epidermoide
|1 Adenocarcinoma
Microcitico
|1 Célula grande
No microcitico mixto
-+ Epidermoide-censurad
+ Adenocarcinoma-
censurado
Célula grande-
censurado
+ No microcitico mixto-
censurado

T T T T
40 60 80 100

Tiempo de supervivencia

Grafico 3. Funciones de supervivencia para Anatomia Patoldgica.

111



Resultados

Comparacion de supervivencia separando la histologia en dos grupos CPCP y CPCNP. Como era
de esperar, existio diferencia significativa con valores de p-valor menores de 0,05, tabla 44, y
unos valores de IC muy interesantes, porque son bastante cortos, por tanto un resultado muy

preciso, tabla 45.

Chi-cuadrado GL p-valor
Log Rank 9,103 1 0,003
Breslow 5,723 1 0,017

Tabla 44. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia

para las dos categoria de Anatomia Patoldgica

Anatomia patologica Estimacion Error tipico IC 95%
(meses)

cpcP 11,000 1,708 7,653-14,347

CPCNP 20,000 1,983 16,114-23,886

Global 19,000 2,154 14,779-23,221

Tabla 45. Mediana del tiempo de supervivencia.
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El grafico 4muestra las curvas de supervivencia de las dos categorias de cancer de pulmon.

Funciones de supervivencia

Anatomia Patol6gica
|1 Microcitico
|1 No microcitico

+ No microcitico-
censurado

Supervivencia acum

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

Tiempo de supervivencia

Grafico 4. Funciones de supervivencia para CPCNP y CPCP.

Prueba de Kaplan-Meier para calcular el TS entre los estadios. Existieron diferencias
significativas en el TS entre los estadios, tabla 46. Pero debemos tener cuidado porque la
media del estadio | y Il no se ha calculado porque hay pocos eventos (solo 3 de 13), entonces la
diferencia se encuentra entre los estadios Ill y IV, siendo menor el TS en el estadio IV.
Observando las medias (aunque estén sesgadas) parece que el TS tiene que ser muy superior

en los estadios | y Il con respecto a los estadios Il y IV, tabla 47.

Chi-cuadrado GL p-valor

Long Rank 19,390 2 0,000

Breslow 18,156 2 0,000

Tabla 46. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia
para diferentes niveles de Estadio.
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Estadio Estimacion Error tipico 1C 95%
(meses)

Iyl - - -

[} 20,000 2,647 14,813-25,187

v 9,000 1,987 5,105-12,895

Global 19,000 2,154 14,779-23,221

Tabla 47. Valores de supervivencia para Estadio por la prueba de
Kaplan-Meier.

El grafico 5 muestra las curvas de supervivencia de los estadios de cancer de pulmdn de los

pacientes de esta tesis.
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Gréfico 5. Funcion de supervivencia del Estadio en cancer de pulmon
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4.3.1 Analisis de supervivencia para los anticuerpos

Para ver si existe correlacidon entre el éxitus y los anticuerpos se utiliza la prueba de Chi
cuadrado. Obtuvimos los valores que resumimos en la tabla 48. No existio diferencia

significativa con ninguno de los anticuerpos, todos tienen p-valor mayor de 0,05

| E-cadherina 2,240 1 0134 |
Vimentina 0,223 1 0,637
Notchl 0,567 1 0,451
Snail2 (T) 0,269 1 0,604
Snail2 (sp) 2,198 1 0,138
Fumador 0,926 2 0,629

Tabla 48. Prueba de Chi-cuadrada para relacionar la supervivencia
con los anticuerpos estudiados en esta tesis.

Sin embargo, en las tablas de contingencia de E-cadherina y Snail2 (sp), fijandonos en los RC se
podria decir que hay tendencia a ser significativos. Como se ha explicado en material y
métodos con RCs comprendidos entre 1,5y 1,9 existe tendencia a ser significativo si la muestra

fuese mayor.

La tabla 49 se interpreta como una tendencia a convertirse en significativa, la relacién de
Exitus con la pérdida de expresion de E-cadherina en pacientes con cancer de pulmon, si el
tamafio de muestra fuese mayor. Los RC positivos indican que se relaciona la expresion por
debajo del corte de E-cadherina con el Exitus en positivo, y cuando la expresién de E-cadherina

es superior a 60% celular el Exitus es negativo, es decir estan vivos.
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Exitus E-cadherina E-cadherina

<60% >60% Total
Si 20 39 59
RC 1,5 -1,5
No 5 22 27
RC -1,5 1,5
Total 25 61 86

Tabla 49. Tabla de Contingencia de Exitus con E-
cadherina.

Para Snail2 (sp) la explicacion resultdé similar a la de E-cadherina, porque los valores son

similares como muestra la tabla 50.

SNAIL2(sp) SNAIL2(sp)
Exitus Si exp No exp Total
Si 24 34 58
RC 1,5 -1,5
No 7 21 28
RC -1,5 1,5
Total 31 55 86

Tabla 50. Tabla de Contingencia de Exitus con Snail2 (sp).

4.3.2. Analisis de supervivencia de los conglomerados.

Para realizar un analisis de supervivencia de los conglomerados, se procedid en primer lugar a
crear una vriable dicotémica con la asignacién de cada uno de los casos a su conglomerado
mas probable. El criterio empleado, fue que si el caso tenis mas de un 50 % de probabilidad de
pertenecer al conglomerado objeto de estudio se le asignd a dicho grupo, y si la probalbilidad

era menor al 50 % se le asignd al grupo contrario.

Tras ello, el resultado se ajusté perfectamente a la distribucidn esperada, tabla 51.
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Conglomerado Frecuencia Porcentaje Porcentaje
valido
Validos Conglomerado 1 62 71,3 77,5
Conglomerado 2 18 20,7 22,5
Total 80 92,0 100,0
Perdidos Sistema 7 8,0
Total 87 100,0

Tabla 51. Distribucion de conglomerados. Aparece la frecuencia, el porcentaje.

Se empled la técnica de Kaplan-Meier para comprobar la supervivencia de los casos del
conglomerado 1 con el conglomerado 2, y el test de Chi-cuadrado para comprobar la
asociacion éxitus-grupo. Los resultados nos indican la presencia de 44 éxitus entre los 62 casos
del conglomerado 1 (71 % frente al 29% vivo), mientras que el conglomerado 2 la tasa de
eventos estd al 50 % (9 de 18). Esta diferencia es casi significativa con p=0,098 (es >0,05 y

<0,10), tabla 52.

Conglomerado Ne total N2 de eventos N2 de Porcentaje
éxitus no éxitus No éxitus
Conglomeradol 62 44 18 29,0
Conglomerado2 18 9 9 50,0
Global 80 53 27 33,8

Tabla 52. Resumen del procesamiento de los casos.

Chi-cuadrada de Pearson. 2,743; GL=01; p=0,098

La mediana del TS del conglomerado 1 es de 15 meses (IC95% 8,6-21,4) frente a la mediana del
conglomerado 2 que es de 41 meses (con elevada variabilidad, por ello el limite superior del IC
95% es de casi 92 meses) tabla 53. Esta diferencia es estadisticamente significativa con

p=0,018, tabla 54.

Conglomerado Estimacion Error tipico 1IC95 %
(meses)

Conglomerado 1 15,000 3,252 8,612-21,388

Conglomerado2 41,000 25,815 0,000-91,597

Global 19,000 2,286 14,520-23,480

Tabla 53. Medianas del tiempo de supervivencia.
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Chi-cuadrado GL

Log Rank 5,624 1 0,018

Tabla 54. Valor de p por la prueba de Log Rank.

El grafico 6 muestra las curvas de supervivencia de los dos congomerados.
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Gréfico 6. Funcion de supervivencia, comparacioén de las curvas
de ambas funciones de supervivencia.

Finalmente empleamos la regresion de Cox, para estimar la OR de mortlidad entre ambos
conglomerados. El resultado nos indicé diferencia significativa entre ambos conglomerados.
Confirmando lo obtenido por Log-Rank, tal que la velocidad de llegada al evento éxitus se
estima en 2,3 veces mds rapida en el conglomerado 1 que en el conglomerado 2, es decir la

funcién de supervivencia es de 2,3 veces menos en el conglomerado 1, tabla 55.

gl p-valor Exp (B) 1C95%
Conglomerado 1 5,125 1 0,024 2,304 1,119-4,747

Tabla 55. Variables en la ecuacidn.
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El grafico 7 muestra las curvas de funcidn de supervivencia de los dos congomerados.
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Grafico 7. Funcion de supervivencia de los conglomerados

4.3.3 Correlacién del Exitus con tamaiio del tumor (T), n2 de ganglios(N) y
con metastasis al diagnostico (M).

Para relacionar el Exitus con el TNM se va a utilizar la prueba de Chi cuadrada. Vamos a
mostrar las tablas de Contingencia de la variable Exitus con cada variable por separado, T, Ny
M. En las tablas de Contingencia aparece el nimero de casos y el RC. La tabla 56 corresponde a
la relacién Exitus-T. En este caso la Chi.-cuadrada que se utiliza es la Chi cuadrada de la tasa de
verosimilitud. Por que 3 casillas tienen una frecuencia inferior a 5. El p-valor =0,133 fuemayor
que 0,05, por tanto no existid correlacién entre Exitus y el tamafio tumoral de los pacientes
con cancer de pulmédn incluidos en esta tesis. Sin embargo, mirando los RC, aprecié uno con
valor de 2 que podria indicar una tendencia a ser significativo para una relacién entre el Exitus

en positivo y un tamafio tumoral igual a 4.
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Exitus T1 T2 T3 T4 Todo ‘
Si 0 14 8 22 44

RC -1,4 -1,5 0,3 20

No 1 12 5 6 24

RC 1,4 1,5 03 -2,0

Todo 1 26 13 28 68

Tabla 56. Tabla de Contingencia de Exitus con el tamafio
tumoral (T).

Chi-cuadradra de Pearson= 5,590; GL=3; p-valor=0,133
Chi-cuadrada de la tasa de verosimilitud=5,988;GL=3; p-valor=0,112

La relacién Exitus con el n2 de ganglios (N) la mostramos en la tabla 57. El p-valor = 0,004,
menor que 0,05, por tanto fue significativo, quiere decir que existié relacidon entre la variable
Exitus y N. Ademas esta relacién se da cuando el nimero de ganglios afectados es positivo,
para un Exitus en positivo. Por el contrario, cuando el nimero de ganglios es igual a cero el

Exitus es negativo, es decir estan vivos.

Exitus NO N>0 Todo
Si 8 33 41
RC -2,9 2,9

No 13 11 24
RC 2,9 -2,9

Todo 21 44 65

Tabla 57. Tabla de Contingencia de Exitus con N.

Chi-cuadradra de Pearson= 8,313; GL=1; p-valor=0,004

Chi-cuadrada de la tasa de verosimilitud=8,215;GL=1; p-valor=0,004
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Por ultimo relacionamos Exitus con metastasis (M) El p-valor =0,103 mayor que 0,05, no fue
significativo, por tanto no se encontré relacién entre la variable Exitus con metdstasis de inicio
en los pacientes de cancer de pulmén incluidos en esta tesis. Sin embargo, con los valores de
los RC, tabla 58, podriamos decir que existe una tendencia a convertirse en significativo con
valor de 1,6. Y esta relacién se daria entre los Exitus positivos con la Metastasis en positivo.

Igualmente se darfa una relacién entre el Exitus negativo con la Metdstasis en negativo.

Exitus MO M1 Todo
Si 31 17 48
RC -1,6 1,6

No 23 5 28
RC 1,6 -1,6

Todo 54 22 76

Tabla 58. Tabla de Contingencia de Exitus con metastasis (M)
de inicio.
Chi-cuadradra de Pearson=2,651; GL=1; p-valor=0,103

Chi-cuadrada de la tasa de verosimilitud=2,780;GL=1; p-valor=0,095

4.4 ANALISIS MULTIVARIADO. Regresion de Cox

Pretendemos obtener un resultado que nos confirme cual es el mejor predictor del TS de los

pacientes con cancer de pulmén incluidos en esta tesis.

Como predictores que han tenido significacién tenemos: el conglomerado 1, la Anatomia
patoldgica (CPCNP/CPCP), y el estadio (I-1lI/11I/IV), y la VD considerada es el TS hasta evento

ésitus.

El resultado de la Regresién de Cox es el siguiente, tabla 59: El mejor predictor con p-

valo=0,004 y Wald=11,13 fue el Estadio, que entra en el primer paso del proceso multivariado
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como variable con mas peso y queda fuera la Anatomia Patoldgica tabla 60. El Estadio IV
presenta una OR con respecto a la del estadio | y Il de 4,2 veces mas velocidad en la llegada al

evento, peor supervivencia.

En el paso 2 se ha incorporado como variable predictora significativa con p-valor<0,05, al
grupo de clasificacidon de los casos segun el conglomerado al que pertenecen (Wald=5,091; p-
valor=0,024). La OR del conglomerado 1 con respecto al conglomerado 2 es de 2,30 veces peor

supervivencia.

Variable Wald gl p-valor Exp (B) IC 95% ‘
Estadio (ref 1 y Il) 10,939 2 0,004

Paso1l Estadiolll 2,906 1 0,88 2,170 0,890-5,290
Estadio IV 9,467 1 0,02 4,226 1,687-10,585
Conglomerado 5,091 1 0,024 2,297 1,115-4,731
Estadio (ref 1y II) 11,132 2 0,004

Paso 2
Estadio Ill 2,564 1 0,109 2,071 0,849-5,051
Estadio IV 9,307 1 0,002 4,175 1,667-10,456

Tabla 59. Variables que aparecen en la ecuacion.

La variable Anatomia Patoldgica definitavemente no entra como predictor significativo, tabla

60.

Variable Wald GL

Paso 2 Anat.Patolog 3,053 1 0,081

Tabla 60. Variables que no estan en la ecuacion.

Por lo que si la retiramos del andlisis multivariado, y repetimos el proceso on los otros dos

predictores, los valores definitivos del modelo predictivo, tabla 61, son:
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Variable GL Exp (B) 1C 95%
Conglomerado 5,091 1 2,297 1,115-4,731
Estadio(ref I y I1) 11,132 2 0,004

PASO 2
Estadio Ill 2,564 1 0,109 2,071 0,849-5,051
Estadio IV 9,307 1 0,002 4175  1,667-10,456

Tabla 61. Variables de la ecuacidn sin considerar la Anat. Patolog conmo variable predictora.

Los valores obtenidos fueron idénticos a los anteriores, por lo que la Anatomia Patoldgica no

es una variable de confusion.

Por lo tanto, el mejor predictor fue el estadio IV, seguido del Conglomerado 1, el cual presenta

un fenotipo molecular con caracteristicas de célula madre.
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5. DISCUSION
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5.1. SNAIL2 EN SANGRE PERIFERICA

En esta tesis hemos estudiado la expresion del gen SNAIL2, relacionado con la migracion
celular, en sangre periférica de pacientes con cancer de pulmdn. El factor de transcripcion
Snail2 es un regulador clave en la TEM (Nieto MA., 2002) y participa de manera importante en
la invasién tumoral. Ademds participa en otros procesos bioldgicos significativos, como la
induccion del movimiento celular y la supervivencia, también contribuye en otros aspectos de
la progresion tumoral (Barrallo-Gimeno A y Nieto MA., 2005). Se ha encontrado la expresion
de Snail2 en una variedad de tumores (Peinado H et al., 2007) pero si tiene una funcion
especifica o redundante en la progresion tumoral sigue sin concretarse (Olmeda D et al., 2008).
Primero mostramos que la expresién del gen es mayor en pacientes con cancer de pulmdn que
en los pacientes sanos 10%, pero la capacidad discriminatoria para poderlo utilizar en la clinica
habitual podria ser insuficiente. El ADN y el ARN estdn presentes en la sangre de pacientes con
cancer, sin embargo este ADN circulante no es especifico de pacientes con cancer, también se
ha encontrado en pacientes con inflamacién, infeccién o enfermedad autoinmune (Raptis. L;
1980), o incluso en pacientes sanas (Tanaka F et al., 2009; Alix-Panabiéris C et al., 2008;
Castaldo R et al., 2003), en nuestro caso solamente un 10% de personas sanas expresaron el

gen frente al 34,5% de los pacientes.

La relaciéon del gen SNAIL2 con el parametro clinico TNM, en nuestro estudio no tuvo ninguna
correlacién positiva, no existe relacidn entre la expresidon del gen SNAIL2 con el tamaio del
tumor, ni con el numero de ganglios afectados, ni con pacientes con metastasis distante de
inicio. No existe mucha literatura que nos pueda dar informacién de la relacidn que podria
haber entre el TNM vy las células de cancer circulantes (CTCs) en sangre de pacientes con
cancer de pulman, lo cual podria ser de gran utilidad porque nos ayudaria a hacer un estadiaje
mas concreto de pacientes que presentan estadios tempranos, sin embargo desarrollan
metadstasis en periodos de tiempo relativamente cortos. Esta invasion temprana que no se
sospechaba, puede deberse a que los pacientes con cancer de pulmdn tienen CTCs en sangre
periférica y que por el sistema tradicional de TNM no se pueden detectar. Las células
metastdsicas son raras y crecen durante estadios latentes de la progresién del tumor (Fidler 1J.,
2003). Esta afirmacién se ha confirmado por estudios que han demostrado que la mayoria de
las células del cancer en un tumor primario tienen un fenotipo metastdsico (Bernards R y
Weinberg RA., 2002; Vant Veer L et al., 2002). La clasificacion del TNM estd basada en
observaciones patoldgicas para determinar la progresién del cdncer por un conjunto de guias

utilizando el tamafio del tumor, metastasis en los nddulos linfaticos regionales eliminados en la
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cirugia, y la presencia de metastasis a distancia como parametros. Aunque la presencia de
metastasis en el nddulo linfatico axilar predice el desarrollo de metastasis distantes en los
pacientes con cancer de mama, entre el 20 % y el 30 % de los pacientes que no tuvieron
metadstasis en los nddulos linfaticos desarrollaron la enfermedad en sitios distantes (Braun S et
al., 2000). Estas observaciones indican que las células tumorales pueden pasar los nédulos
linfaticos, y diseminar directamente a través del torrente sanguineo a érganos distantes. El
estudio de (Sher YP et al.,, 2005) encontré que los pacientes con estadio | de CPNCP
desarrollaron metastasis en érganos distantes. Por tanto, podemos concluir que la deteccion
de células de cancer circulantes es un suplemento valido en el método de TNM para mejorar el

estadiaje.

El cancer de pulmdn es una enfermedad muy compleja que se divide en dos categorias, CPCP y
CPCNP, y ademas dentro del CPCNP existen otras subdivisiones, epidermoide o escamoso,
adenocarcinoma, y carcinoma de célula grande entre otros. Como se ha explicado
anteriormente (introduccién) cada tipo de céncer se presenta y comporta de diferente
manera, por lo que nos parece interesante comprobar si el gen SNAIL2 puede discernir entre
los diferentes tipos de cancer de pulmdn. Nuestros resultados nos indican que no existe
diferencia entre la expresién del gen SNAIL2 y los diferentes tipos de anatomia patoldgica del
cancer de pulmoén, por tanto, existen CTCs en todos los subtipos de cédncer de pulmon,

independientemente del grado maligno que presenta cada uno.

Los avances en técnicas bioquimicas han hecho posible detectar selectivamente cantidades
muy pequefias de genes relacionados con el tumor en la sangre, incluyendo alteraciones
genéticas especificas del tumor y la expresion de genes especificos del tumor. En esta tesis
también discutimos el potencial clinico del método utilizado para detectar el gen SNAIL2. La
utilizacidn de la RT-PCR para detectar pequefias cantidades de ADNc combina una gran rapidez
con eficiencia y rigor, es un método que se ha utilizado para ver la expresidon de células
tumorales en sangre de neoplasias humanas de colon, pancreas y pulmén (Chausovsky G et al.,
1999; Castaldo G et al., 2003). Es un método con gran sensibilidad y especificidad puesto que
se utilizan primers especificos del ADNc que se quiere amplificar, con lo que se evita la
amplificacion del ADN gendmico. Sin embargo, como en cualquier otra técnica es imposible
evitar falsos positivos y falsos negativos, en nuestro estudio hay menor nimero de pacientes
que expresan el gen SNAIL2, 58 pacientes que expresan el gen frente a 110 pacientes que no lo
expresan, por tanto pensamos que puede deberse a que la técnica de RT-PCR elegida, podria
no ser Util cuando queremos ver la expresién de un gen que se encuentra en muy pocas células

y en cantidades muy pequeiias. Sin embargo, es una técnica utilizada y con resultados buenos
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para marcadores epiteliales. En un estudio de 67 pacientes con CPCNP se evalud la expresidon
de CK19 del ARNm de la sangre por la RT-PCR nido antes y después de quimiorradiacién dada
con un intento curativo (Chen TF et al., 2007). La deteccién de la CK19 en el ARNm después del
tratamiento se correlaciond con una supervivencia global y una supervivencia libre de
enfermedad inferiores. Los pacientes con peor supervivencia fueron los que tuvieron la
expresidn positiva de CK19 antes y después del tratamiento. El andlisis multivariante mostroé la
expresion positiva de CK19 después del tratamiento como factor independiente de mal
prondstico para la supervivencia global y para la supervivencia libre de enfermedad (Chen TF
et al., 2007). La presencia de CTCs fue detectada utilizando el ensayo ELISA con RT-PCR de
sangre periférica de 143 pacientes con CPCNP (Yie SM et al., 2009). La detecciéon de CTCs se
correlacioné con el estadio de la enfermedad, el tiempo de recaida y de supervivencia. En el
anadlisis multivariante la deteccion de CTCs fue factor independiente para predecir la
recurrencia y la supervivencia. (Yie SM et al., 2009; Mavroudis D., 2010). Por tanto, la
utilizacion de la técnica de RT-PCR no es del todo desacertada, pero teniendo en cuenta que el
gen SNAIL2 se expresa en muy pocas células, y supuestamente esta relacionado con células
madre, necesitariamos hacer un estudio mas preciso con una técnica mas sensible, porque

posiblemente en nuestro estudio hay varios casos de falsos negativos.

Podemos concluir nuestro estudio en sangre periférica de pacientes con cancer de pulmén que
si la deteccién de genes relacionados con el tumor en la sangre puede ser utilizada para el
diagndstico de cancer de pulmdn en un estadio temprano, todavia no se ha demostrado, pero
en nuestro estudio hemos comprobado que el gen SNAIL2 se expresa principalmente en
pacientes con estadio localizado, lo cual podria indicar que el momento de migracién de las
células cancerigenas se origina en los estadios tempranos en los pacientes que posteriormente
sufrirdn metdstasis. El hecho de que los pacientes con metdstasis expresen en menor
porcentaje el gen nos puede inducir a pensar, que la célula ya ha migrado, y se ha depositado
en el sitio secundario, por lo tanto detectar su expresién en sangre periférica resulta bastante
dificil. El estudio de (Ge MJ et al., 2009) tampoco encontré una correlacion significativa entre
el estadio IV de los pacientes con cancer de pulmdn con las CTCs, y su explicacién se basa en
que las células tumorales entran de manera intermitente en el torrente sanguineo, por lo que
tendria que haber un muestreo secuencial. Nosotros creemos que seria imposible una solucion

asi pensando en los pacientes.
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5.2 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE E-CADHERINA, VIMENTINA,
NOTCH1 Y SNAIL EN TUMORES PRIMARIOS DE CANCER DE PULMON.

En nuestro estudio intentamos caracterizar la expresidon de varios marcadores relacionados
con el fendmeno de TEM y con CMCs en tumores primarios de cancer de pulmén. La utilizacién
de tejidos nos permite asegurar los especimenes del tumor y de tejido epitelial, y la imagen de
la expresidon inmunohistoquimica nos permite caracterizar la expresién de cuatro marcadores
de la TEM en una muestra de 87 tejidos tumorales con especimenes epiteliales. La
inmunohistoquimica como método para detectar la expresidn de proteinas en tejidos
embebidos en parafina ha resultado ser muy especifico y sensible (Zafrani B et al., 2000). Sin
embargo la especificidad de una prueba inmunohistoquimica nunca superaria la especificidad
del anticuerpo proporcionado por el fabricante. No obstante, una fuente de error adicional
posible puede ser la variacién biolégica de la expresion de la proteina en diferentes areas del
tejido tumoral. Sin embargo esta fuente de sesgo se puede reducir incrementando el nimero
de tejidos examinados (Al-Saad S et al., 2008), en esta tesis hemos examinado 87 muestras de
tejidos un nimero que tiende a ser bajo para que los resultados sean precisos. Demostramos
gue el adenocarcinoma y el carcinoma epidermoide tienen grandes niveles del fenotipo de
TEM, igual que (Prudkin L et al., 2009). Hemos querido comprobar la expresién de E-cadherina
y de Vimentina porque son las huellas del proceso de la TEM. Recientemente se ha publicado
que una de la vias de sefializacién de la TEM es Notch, y en particular la forma de Notch1l se ha
relacionado con Snail2 (Leong KG et al., 2007), un factor de transcripcidn clave para regular la
TEM (Nieto MA., 2002). Los marcadores Notchl y Snail2, ademas estan presentes en las
supuestas CMCs o bien, dotan a las células con caracteristicas de célula madre. Los tumores
estan definidos por su potencial invasivo y metastasico. Este potencial puede estar iniciado por
células tumorales via TEM, y multiples cambios moleculares histolégicos y transcripcionales
relacionados con el desarrollo de este fenotipo durante la progresion del carcinoma
(Thompson EW et al., 2005). Este proceso esta caracterizado por modificaciones morfoldgicas,
incluyendo que las células polarizadas epiteliales adquieren una motilidad no polarizada, y los
cambios moleculares, incluyendo la expresion alterada de factores de transcripcion y la
expresion modificada de moléculas del citoesqueleto y de adhesién (Thiery JP et al., 2003). El
proceso de TEM se ha descrito extensamente para varios tipos de cancer, particularmente
cancer de colon, cancer de mama y cancer de préstata (Hugo H et al., 2007; Bates RC., 2005;
Tomita K et al., 2000; Peinado H et al., 2004). En cancer de pulmdn, la pérdida o inicio de
moléculas de adhesidn y la expresién de proteinas mesenquimales clasicas se han asociado

con la induccion de cambios mesenquimales y la agresividad del carcinoma (Yauch RL et al.,,
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2005). Ademas la expresion de factores de transcripcion como Snail2 se ha asociado con la

TEM.

La adhesidon celular mediada por la cadherina estd considerada como un supresor de la
invasion celular en cancer in vitro (Behrens J et al., 1993). La pérdida de la expresién de E-
cadherina y la adquisicion de un fenotipo mesenquimal, se ha correlacionado con un mal
prondstico en varios tumores sélidos de caracter epitelial (Strathdee G., 2002). La expresion
baja de E-cadherina en tumores de CPCNP se ha mostrado en varios estudios (Liu D et al.,
2001) asociada con un comportamiento mds agresivo de las células epiteliales tumorales y con
un peor prondstico. También se ha reportado la expresién reducida de E-cadherina
previamente en especimenes de tejidos de adenocarcinomas y carcinomas epidermoides de
pulmén (Bremmes RM et al., 2002; Kase L et al., 2000; Deeb G et al., 2004). Al contrario de lo
que podriamos esperar nuestros resultados muestran una expresion de E-cadherina muy alta
en la mayoria de las muestras, lo cual puede deberse a que hemos medido la expresion de los
anticuerpos en el centro tumoral, donde predominan las células epiteliales sin tener en cuenta
la expresidon en el estroma o tejido circundante del tumor. Sin embargo, para algunos autores
la expresidon de E-cadherina en el foco tumoral demuestra que el fenotipo epitelial de las
lesiones tumorales se preserva incluso cuando los rasgos mesenquimales estan presentes
(Blanco D et al., 2004). Otros estudios han demostrado que las células del cancer en el centro
del tumor permanecen positivas para la expresion de E-cadherina, y son las células tumorales
de la periferia propensas a la invasion las que tienen una pérdida de la superficie de E-
cadherina (Brablezt T et al., 2001). Por tanto, en nuestro estudio la expresion de E-cadherina

puede confirmar el fenotipo epitelial del tejido tumoral.

La Vimentina estd considerada como la huella de la diferenciacién mesenquimal de las células,
y su expresion en lineas celulares de cancer de pulmdn se ha asociado previamente con otros
cambios relacionados al fendmeno TEM (Yauch RL et al., 2005; Purdkin L et al., 2009). La
Vimentina es una proteina estructural de células de origen mesenquimal (Leader M et al.,
1987). Su expresion es mayor en células epiteliales migratorias y puede contribuir a la
migracion y a un fenotipo invasivo de células metastasicas (Bindels S et al., 2006). Las
correlaciones significativas entre una expresién celular tumoral alta de Vimentina y un mal
prondstico se ha mostrado en el carcinoma hepatocelular (Hu L et al., 2004) y para cancer de
mama (Dandachi N et al., 2001), en cancer de pulmdn también se ha visto que la expresion de
Vimentina era un factor prondstico independiente de peor supervivencia en los pacientes con
cancer de pulmén resecado(Al-Saad S et al., 2008). En nuestro estudio no hemos encontrado

ninguna correlacién de Vimentina con la supervivencia, lo mismo le sucedié a (Pelletier MP et
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al.,, 2001) que en su estudio de 113 pacientes de cadncer de pulmdn resecados no encontro
ninguna correlacidon entre Vimentina y la supervivencia. La expresion de Vimentina en este
estudio se ha correlacionado positivamente con la expresién de Notch1, lo que nos confirma el

papel de Notch1 en dotar a las células con un fenotipo mesenquimal.

Otra correlacidon positiva que hemos encontrado ha sido la expresion de Notchl con la
expresion de Snail2.Muchas vias de sefializacién, como Notch, tienen un papel importante en
la induccion de TEM (Min C et al., 2008; Wu Y y Zhou BP., 2008; Leong KG et al., 2007). La
activacion de la sefializacién de Notch se conoce para regular la expresidn de sus genes diana,
y asi tener unas funciones importantes en el crecimiento y desarrollo, incluyendo la regulacién
de la proliferacion y la apoptosis (Miele L., 2006; Miele L., 2006; Wang Z et al., 2006). Por
tanto, no sorprende que las alteraciones de la sefalizacion de Notch estén asociadas con la
tumorigénesis (Wang Z et al., 2006; Miele L et al., 2006; Miele L., 2006). Ademas, se ha
publicado que Notch estd involucrado en la induccidn de la TEM durante la progresion del
tumor y convierte las células epiteliales en moéviles y células invasivas (Leong KG et al., 2007) la
sobreexpresién de Jagged-1 y Notchl induce la expresion de Snail2 y se correlaciona con un
mal prondstico en varios canceres humanos (Leon KG et al., 2007). Snail2 también es esencial
para la TEM mediada por Notch por reprimir la expresién de E-cadherina (Wang Z et al., 2009).
Ademas (Niessen K et al., 2008) mostraron que Snail2 estd sobre-regulado directamente por
Notch en células endoteliales y que la expresion de Snail2 se requiere para la represion
mediada por Notch del promotor de la cadherina endotelial vascular y para promover la
migracion de células endoteliales transformadas. Nuestro estudio la expresion de Notchl se
correlaciona significativamente con la expresién de Snail2, con lo que parece estd en
concordancia con la literatura. Existe expresidn de SNAIL2 cuando hay expresiéon de NOTCH1,

en el tejido tumoral de diferentes tipos de cancer de pulmodn.

Snail2 es un miembro de la superfamilia Snail de factores de transcripcidon (Nieto MA., 2002).
La superfamilia Snail se ha encontrado en Drosophila y asi en muchas especies, incluyendo no
vertebrados, vertebrados y humanos (Nieto MA., 2002). La superfamilia Snail en humanos
incluye Snail2, Snaill, Scrachtl y Scrach2. Estas proteinas comparten una funcidon conservada
evolutivamente y estan implicadas en la generacién y migracion de células del mesodermo y
de la cresta neural en varias especies (Ros MA et al., 1997; Savagner P et al., 1997). La TEM es
un proceso que permite a las células epiteliales separarse de las células vecinas y migrar para
poblar regiones distales durante el desarrollo embrionario (Savagner P et al., 2001; Thiery JP.,
2003; Peinado H et al., 2004; Ohkubo Y et al., 2004). La TEM confiere propiedades migratorias

e invasivas durante los movimientos de la gastrulacidn y la formacién de la cresta neural pero
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también se ha sugerido para jugar un papel fundamental durante la invasién y metastasis de
células de carcinoma (Thiery JP., 2003). Los miembros de la superfamilia Snail han sido
implicados en ocupar una posicion central en la activacion de la TEM en situaciones fisioldgicas
y patoldgicas (Carver EA et al.,, 2001). Otro aspecto que destaca es que la pérdida de E-
cadherina se encuentra en muchos canceres sélidos, y es la huella principal del fendmeno
TEM, y parece ser que la represién de E-cadherina se debe al factor de transcripcidn Snail2. Sin
embargo, el papel de Snail2 como un represor potencial de E-cadherina es dudoso, la
sobreexpresion de Snail2 en células de carcinoma de vejiga de rata no fue capaz de suprimir la
E-cadherina, sino inducida por la disociacion de desmosoma. Ademas una coleccion de lineas
celulares de queratinocitos epidermales de ratén no demostré ninguna correlaciéon entre los
perfiles de expresién de E-cadherina y Snail2 (Cano A et al., 2000). Sin embargo (Hajra KM et
al., 2002), reportaron que Snail2 es el represor de E-cadherina en lineas celulares de carcinoma
de mama. Por tanto, es una relacidon importante que conviene seguir investigando pero
tendriamos que definir con mucha exactitud la parte del tumor donde la expresién de la E-
cadherina nos confirme la pérdida del fenotipo epitelial de las células para que adquieran el
fenotipo mesenquimal y asi dar lugar a una migracion celular. Para que se pueda concretar con

datos a nivel global.

5.2.1 Formacion de Cluster

Uno de nuestros objetivos es encontrar un fenotipo celular que caracterice o esté relacionado
con las supuestas CMC en cancer de pulmén, para ello utilizamos el método de los clusters
estadisticos. Si definimos cluster como un racimo, conjunto o grupo nos encontramos
precisamente con un grupo de células que representa el 77,5 % de la muestra total que se
caracteriza por ser positivo para la expresion de Notch1, positivo para la expresién de Snail2,
positivo para la expresién de Vimentina. Con la expresion de estos tres anticuerpos podemos
decir que el fenotipo celular es de célula madre por la expresion de los anticuerpos NOTCH1 y
SNAIL2, que como ya hemos comentado en la introduccién de cada uno de ellos se expresan
en células madre y en las supuestas CMC. En cuanto a la expresion de VIMENTINA, aunque
también se ha visto alguna relacion con célula madre (comentado en la introduccion),
principalmente su papel podria estar relacionado con la TEM, puesto que es una de las
principales proteinas caracteristicas de este fendmeno. Ademas, el tipo de cancer de pulmdn
donde aparece este fenotipo es en CPCNP, en los subtipos histoldgicos de epidermoides y
adenocarcinomas, si nos basamos en la literatura posiblemente este resultado nos parece el

mas coherente puesto que el CPCP estd menos estudiado por su problema a la hora de
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obtener material tumoral para estudio, y por tanto, la mayoria de los estudios en cancer de
pulmdn estdn realizados en pacientes con CPCNP. Por otro lado, la expresién de NOTCH1 en
CPCP donde predomina la diferenciacidon neuroendocrina se considera que esta bajo-regulada
0 no se expresa (Shan L et al., 2007). Otro de los parametros clinicos que pertenece este grupo
de células es el Estadio, y concretamente aparecen los estadios IIB y IlIB. El estadio IIB se
puede considerar temprano, pero es precisamente en estos estadios tempranos donde la TEM
puede tener un papel importante en la carcinogénesis, porque las células pueden pasar de una

diferenciacién epitelial a una mesenquimal, y dar asi lugar a la migracién celular.

5.2.2. Factores pronostico Notch1 y Snail2

Cuando hacemos el andlisis multivariado nos hemos encontrado con tres factores diferentes
gue no tienen correlacion entre ellos. La primera relacidon que nos hemos encontrado ha sido
la expresion en positivo de Notchl con la expresidon de Vimentina en positivo en CPCP. La
correlacién entre Notch1 y Vimentina se ha comentado anteriormente, y ademas en el cluster
nos ha dado relacionadas con el tipo de CPCNP. La aparicion ahora de una relacion con CPCP
necesita un estudio mas detallado para poder obtener unas conclusiones mas precisas en
cuanto a la funcidn de Notchl en este tipo de tumores como comentaremos mds adelante. El
segundo factor que nos encontramos es la relacién del gen Snail2 en sangre periférica con el
estadio localizado de los pacientes, de nuevo obtenemos el mismo resultado que ya hemos
comentado anteriormente en el estudio del gen en la sangre periférica de los pacientes. Sin
embargo, uno de nuestros objetivos es ver si existe relacidén del gen Snail2 en sangre periférica
de los pacientes con cancer de pulmén y el tumor primario y no hemos obtenido ningun
resultado positivo, pero nos vuelve a marcar el estadio localizado. Por tanto, quiza uno de los
principales objetivos sea un estudio profundo de los pacientes con cancer de pulmdn con
estadio localizado, porque son los pacientes en los que se puede evitar o cortar la migracion
celular a érganos distantes. Y el tercer componente, nos da la relacidon de la expresién de E-
cadherina alta con los pacientes no fumadores, como ya hemos comentado anteriormente la
expresiéon de E-cadherina puede evitar la migracion celular y por tanto dar lugar a que la
metadstasis no se dé, y por otra parte el hecho de ser no fumador también es de mejor
prondstico para el cancer de pulmén. El tabaco es el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo de cancer de pulmdn. Se estima que el 80% de las muertes por cancer de pulmdn en
hombres y el 75 % en mujeres son atribuibles al habito tabaquico. El riesgo de padecer cancer
de pulmdn aumenta con el nimero de cigarrillos fumados y con la duracién. No se conoce con

exactitud el mecanismo de accidn por el que los componentes de tabaco pueden inducir en la
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carcinogénesis. Los fumadores pasivos muestran un riesgo incrementado para padecer cancer
de pulmdn en relacion con la poblacién general (Cruz JJ., 2004). Por tanto esta relacién es
coherente con la teoria, sin embargo la relacidn de la pérdida de expresidon de E-cadherina con

los fumadores que podria tener un interés mayor no se ha visto en nuestro estudio.

Por otra parte, nuestro estudio pretende establecer un modelo predictivo para diagnosticar la
expresion en positivo de Notchl y Snail2 en cadncer de pulmdn, por eso queremos ver la
relacion que existe de cada una de ellas con las caracteristicas clinicas de los pacientes
incluidos en este estudio. Para Notchl la Unica relacién significativa (p= 0,001) es con la
Anatomia Patoldgica con el tipo CPCP (Microcitico), aunque con un IC muy amplio (2,72-71,
43). Un resultado posible de las interacciones célula-célula mediada por la familia de
receptores de Notch se refiere a decisiones binarias del destino celular, con la activacion de
Notch favoreciendo un destino u otro. Esto puede representar una opcién para las células hijas
entre uno o dos destinos nuevos, o alternativamente, adoptando un nuevo destino en
comparacién con mantener su estado original (Artavanis-Tsakonas S et al., 1999). Asi, una
funcidn critica de Notch en el desarrollo y la homeostasis es el mantenimiento de la viabilidad
de la célula madre a través de una division celular asimétrica, como se ha demostrado en las
células madre de la médula dsea, cerebro, criptas intestinales y el epitelio mamario (Lowry WE
y Richter L., 2007). Una vista simplificada de la sefializacién de Notch, los receptores en una
célula estdn activados por los ligandos en una célula contigua, llevando por ultimo a una
activacion de las dianas transcripcionales, principalmente a un conjunto de factores de
transcripcién hélice-bucle-hélice inhibitorios. Los estudios en ratones knockout demuestran un
requerimiento para la sefializacién de Notch en el desarrollo del pulmén. Elevados ligandos de
Notch, receptores y Hesl se han demostrado en lineas de CPCNP y la sefalizacidn de Notch
también parece estar entre los efectores principales corriente abajo del oncogénico RAS, lo
cual comunmente representa un estado maligno. La relevancia de la sefalizacidn de Notch en
la patogénesis del CPCNP se ha demostrado cuando se ha bloqueado su activacién y se ha visto
un crecimiento tumoral reducido del CPCNP y un aumento en la apoptosis. Paraddjicamente, la
sobreexpresion de Notchl activado inhibe in vitro la clonogenicidad e in vitro la
tumorigenicidad de lineas de adenocarcinoma de pulmdn A-549, lo que subraya la complejidad
de la via de Notch y los diversos papeles que puede jugar en los diferentes subtipos de cancer
de pulmén. HES 1 bloquea la transcripciéon de human achaete-scute homolog-1 el cual es
altamente expresado en CPCP, un tumor con caracteristicas neuroendocrinas (NE). Los
pulmones de ratones Knockout para Hes1 tienen una marcada diferenciacién NE incrementada

con una disminucién proporcionada en células Claras (Ito T et al., 2000). La expresion del
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receptor de Notch es muy raro verlo en CPCP, pero la sobreexpresion de receptores de Notch
activados inhibe el crecimiento de CPCP (Sriuranpong V et al., 2001). La activacion de la
sefializacion de Notch produce efectos antitumorales en otros tumores neuroendocrinos,
carcinoides pulmonares, lo cual se asocia con niveles reducidos de human achaete-scute
homolog-1. Asi la hipdtesis vista parece que los defectos de la via de Notch facilita el
mantenimiento de un fenotipo NE primario (Peacok CD y Watkins DN., 2008). Con nuestros
resultados no podemos explicar si la expresiéon de Notchl en los pacientes con CPCP de este
estudio es supresora o tienen un mejor prondstico que los pacientes que no lo expresan, para
ello necesitamos hacer un estudio con una muestra muy grande de pacientes con CPCP y su

correspondiente historia clinica.

Para el caso de Snail2 también la Unica relacidn significativa es con la Anatomia Patoldgica y
concretamente con la subclase de Adenocarcinoma. Esta en la literatura que Snail2 se expresa
en el adenocarcinoma de pulmdn dotando al tumor con mayor agresividad y estado maligno
de la enfermedad (Chiou SH et al., 2010; Shih JY et al., 2005), y ademas las células presentan
mayor resistencia a inhibidores del EGFR como el gefitinib en un estudio de 44 pacientes con
adenocarcinoma de pulmén (Chang TH et al., 2011). Por tanto, la expresion de Snail2 en el
tejido tumoral de pacientes con adenocarcinoma de pulmdén podria servir como un
biomarcador de prondstico pobre, aunque en este trabajo no se haya identificado su expresion
con un prondstico peor de los pacientes estudiados, probablemente porque la muestra no es
suficientemente significativa, se necesita una muestra mayor para poder asegurar un resultado

mas fiable.

5.3. SUPERVIVENCIA EN PACIENTES CON CANCER DE PULMON

El andlisis de supervivencia nos ha dado como resultado que los CPCP o Microciticos tienen
una supervivencia mas corta que los CPCNP. Como ya es conocido el carcinoma Microcitico de
pulman es un tumor muy agresivo con un tiempo de duplicacién muy corto (30 dias) y con una
gran capacidad para metastatizar por via hematica o linfatica (Cruz JJ., 2004). Otro dato
significativo ha sido el estadio IV de la enfermedad, con una supervivencia menor y con mayor
supervivencia para los estadios | y Il. El estadio IV corresponde con la enfermedad diseminada

a otros dérganos distantes.

Sin embargo, el dato de interés en esta tesis ha sido el resultado obtenido en la supervivencia
de los Conglomerados, con una supervivencia menor del Conglomerado 1 (15 meses) respecto

del Conglomerado 2 (41 meses). Recordamos que al Conglomerado 1 pertenecian los
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pacientes que expresaban Notch1, Snail2 (T) y Vimentina, caracterizado por la presencia de
moléculas ligadas a las CMCs y al programa de TEM, argumento fundamental en esta tesis.
Hemos comentado a lo largo de este trabajo la importancia de las CMCs en el origen y
mantenimiento del tumor, igualmente el programa de TEM en la migracién celular dando
lugar a metastasis a dérganos distantes. Parece que esta supervivencia menor y con una
diferencia de 26 meses, nos podria confirmar la teoris en la que se ha basado esta tesis. No
obstante, tenemos que ser precavidos con los resultados porque es el primer trabajo que lo

confirma.

Por otro lado, en el andlisis multivariado con todos los predictores significativos de este trabajo
en el TS, Anatomia Patoldgica, Estadio y Conglomerado 1, obtuvimos como mejor predictor el
Estadio coincidiendo con (Strauss GM., 1997) que asegurd que el estadio TNM era la variable
mds importante para determinar la supervivencia. Le sigue como segundo mas importante el
Conglomerado 1 y la Anatomia Patoldgica deja de ser significativa, precisamente la categoria
histolégica que se encuentra el el Conglomerado 1 es el CPCNP, lo cual confirma que la

Anatomia Patoldgica no es una variable de confusién.

Cuando hacemos el estudio del Exitus con el TNM por separado, obtenemos solamente una
relacidn significativa que corresponde con la N, o nimero de ganglios afectados. La N describe
la propagacion del cancer a los nddulos linfaticos adyacentes (regionales). Los canceres a
menudo se propagan a los ganglios linfaticos antes de afectar a otras partes del cuerpo

(American Cancer Society., 2011).

Por otra parte en este trabajo hemos considerado los resultados de los Residuos Corregidos
estadisticos ya explicados en el apartado de material y métodos. Teniendo en cuenta, estos
datos podriamos obtener otras relaciones significativas con el Exitus. Una de ellas seria con la
metadstasis inicial, M, lo cual corrobora el resultado con el estadio IV, puesto que para un valor
positivo de M equivale a un cancer diseminado. Las otras relaciones casi significativas del
Exitus corresponden con los anticuerpos estudiados, el primero con E-cadherina, cuando el
anticuerpo se expresa por debajo del punto de corte (en este caso 60 % celular), aparecen mas
casos de Exitus, como ya hemos comentado anteriormente la pérdida de expresién de E-
cadherina corresponde con una prondstico peor en cancer de pulmdn. Por ultimo, la relaciéon
de la expresion del gen Snail2 en sangre periférica con el Exitus implica que se mueren mas
pacientes que lo expresan y hay mds pacientes vivos cuando no expresan el gen Snail2. Snail2
estd implicado en migracidn celular y se ha visto en muchos tipos de canceres y con un

prondstico malo, este trabajo seria el primero que obtiene un resultado asi del gen Snail2 en
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sangre periférica de pacientes con cancer de pulmoén. Sin embargo, como hemos comentado al
inicio de este parrafo son datos que solamente podemos considerar como tendencias y no
sabemos el grado de certeza que tienen. Por tanto, necesitamos seguir trabajando, con la

inclusidon de un mayor numero de pacientes en el estudio.

5.4. NOTCH1 Y SNAIL2 EN LA TEM Y EN LAS CMCs ;UNA ESPERANZA PARA EL
CANCER DE PULMON?

El descubrimiento de que la TEM genera células con propiedades de célula madre como la
autorrenovacién puede ser un hallazgo positivo para explicar el crecimiento de metastasis en
un sitio secundario del tumor. La TEM se ha reportado para ser un paso critico en la invasion
tumoral y la metastasis. Durante el proceso de metastasis el programa de TEM permite a estas
células madre del cdncer diseminar desde el tumor primario, y también promueve su
capacidad de autorrenovacion para asegurar la generacion de masa tumoral critica para la
progresion de micro a macro metdstasis. Por tanto, las células del cdncer metastasicas podrian
derivar no solamente de las CMCs preexistentes como una subpoblacidn del tumor primario,
también pueden derivar de células epiteliales primarias que experimentan una TEM vy
adquieren un comportamiento mesenquimal y metastasico (Ouyang G et al., 2010). Las vias de
sefializacion que inducen la TEM como Notch, incitan a las células epiteliales bien
diferenciadas para convertirlas en células mesenquimales méviles via activacion de factores de
transcripcién como Snail2 o Twist 1 entre otros. El papel critico de la via de sefializacién en
promover la TEM y el mantenimiento de la troncalidad de las células madre soporta la idea de
que las células del cdncer a menudo reactivan programas de desarrollo latentes para regular el
proceso de varios pasos en tumorigénesis. Ademds, la embriogénesis normal y la
tumorigénesis comparten muchos de los procesos bdsicos y vias moleculares. Las CMCs y sus
células madre del tejido normal comparten muchas propiedades fenotipicas y funcionales
incluyendo la capacidad para autorrenovarse. Notch se ha implicado en la autorrenovacién de
células madre normales y neopldsicas. Por tanto, el conocimiento adquirido de los “jugadores”
multifacéticos de la TEM durante el desarrollo, pueden proporcionar informacién util para
descubrir los papeles de estos reguladores de la TEM en la generacién y el mantenimiento de
las CMCs en la tumorigénesis y en la metastasis, y ofrecer nuevas dianas terapéuticas con el

potencial necesario para ir mas alla de los tratamientos tradicionales (Ouyang G et al., 2010).
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6. CONCLUSIONES
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2.- El estudio del gen Snail2 en sangre periférica, como posible marcador de células tumorales

circulantes en cdncer de pulmdn en nuestro estudio ha mostrado:

a.- El gen esta presente en un alto porcentaje de pacientes con cancer de pulmon,

mostrando diferencias significativas respecto de la poblacién control.

b.- Este aumento de posibles células tumorales circulantes es mds importante en fases

iniciales de la enfermedad.

23.- El estudio de la expresion proteica en el tejido tumoral, determinadas por
Inmunohistoquimica y relacionadas con la TEM y Células madre tumorales, demuestra un

aumento significativo de la expresion de Vimentina, Notchl y Snail2.

32.- El cluster aplicado a los resultados de la expresién proteica en el tejido tumoral, ha
determinado que se pueda identificar como patron de célula madre: la sobreexpresion de
Notch1, Snail2 y Vimentina, en pacientes con tumores locales y de histologia epidermoide o de

adenocarcinoma.

2.- No se encontro relacién de este cluster con el aumento de expresién de Snail2 en sangre
periférica ni con la baja expresion de E-cadherina, por lo cual es posible, que la sola expresion

de dicho cluster no impliqgue aumento de capacidad de emigrar (TEM).

a2 - El analisis de supervivencia de nuestro estudio, es coherente en relaciéon a los factores
prondsticos clasicos, mostrando el analisis univariable, peor supervivencia para los estadios IV,

y el tipo histoldgico microcitico.

a.- El andlisis de supervivencia respecto a los factores implicados en la TEM y caracteristicas
de célula madre, mostraron, en el andlisis univariable, peor supervivencia los pacientes con
tumores que sobreexpresaban Snail2 en sangre periférica y con baja expresion de E-cadherina.
Cuando se estudiaron en relacién al cluster, caracterizado por sobreexpresidn de Vimentina

Notch1 y Snail2 (T), fue este el que tenia peor supervivencia.

2 - En el analisis multivariable fueron factores prondsticos independientes de supervivencia el

estadio IV y el cluster de posibles células madres.
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