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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

1. CARCINOMA ESCAMOSO DE CABEZA Y CUELLO

1.1. Introduccidn general

Entre los diferentes tipos de carcinomas, el carcinoma de cabeza y cuello engloba aquellos que se
originan en el tracto aerodigestivo superior, siendo el de tipo escamoso el mas frecuente con una
prevalencia del 95%. El cancer escamoso de cabeza y cuello (CECC) se origina a partir de la
transformacién de las células epiteliales que recubren estas superficies, mientras que los carcinomas
de cabeza y cuello no escamosos son menos frecuentes y pueden tener un origen muy variado, como

por ejemplo las células neuroendocrinas o glandulares de la mucosa (1).

Anatdmicamente, el tracto aerodigestivo superior incluye zonas muy diferentes como son la
cavidad oral, la faringe, la laringe y los senos paranasales (Figura 1). Dentro de la cavidad oral se
incluyen los labios, la mucosa bucal, los 2/3 anteriores de la lengua, el suelo de boca, el paladar duro
y la cresta alveolar. La faringe incluye la nasofaringe, la orofaringe y la hipofaringe, y dentro de la
orofaringe, a su vez, se incluyen la base de la lengua, el paladar blando y el pilar y fosa tonsilar. Por
ultimo, la laringe incluye la supraglotis, la glotis y la subglotis (2).

El cancer oral es el subtipo de cancer de cabeza y cuello con mayor frecuencia y engloba aquellos
canceres que se desarrollan en la cavidad oral y en la faringe, siendo el suelo de boca y la lengua las
localizaciones mas frecuentes (el 90% de casos de cancer oral) (3). Aunque en todos los casos los
tumores escamosos se originan a partir de células epiteliales, existen diferencias entre las distintas
regiones en relacidon con sus caracteristicas histolégicas y su drenaje linfatico y venoso. Como
consecuencia, los pacientes diagnosticados con CECC presentan una evolucion clinica muy diferente

en funcién de la region concreta donde se origina el tumor primario (4).

\
6\
Senos paranasales 43 /
J S -
\
: [7 Cavidad nasal \ Figura 1. Estructuras anatémicas incluidas en la
Nasofaringe —1 {
f region de la cabeza y el cuello que se consideran
L Cavidad oral
Faringe Orofaringe { «" Lengua durante el diagnéstico del carcinoma escamoso
Glandulas . o, .
R salivares de cabeza y cuello. Estas incluirian la cavidad oral,
! la faringe, la laringe, los senos paranasales y la
Hipofaringe — | -
f Laringe cavidad nasal y las glandulas salivares. Adaptada
o
-

de (5).
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1.2. Epidemiologia

El carcinoma escamoso de cabeza y cuello constituye el sexto cdncer mas comun a nivel mundial,
apareciendo 650.000 casos nuevos cada afio y provocando 350.000 muertes anuales (Figura 2). Sélo
un 10% de los pacientes diagnosticados con CECC presenta metastasis a distancia. El principal
problema en este tipo de carcinoma es que casi un 70% de los pacientes se encuentran en estadios
avanzados a nivel locorregional (tumor primario de gran tamanio y/o ganglios linfaticos infiltrados) en
el momento del diagndstico. En un periodo de dos afos, el 50-60% de estos pacientes desarrolla
recidivas locorregionales (reaparicion de cancer cerca o en la misma localizacién donde se habia
originado el tumor inicial (local) y en otras estructuras adyacentes y ganglios linfaticos, tras un periodo

en el que no se habia detectado cancer en el paciente y el 20-30% desarrollaran metastasis a distancia

(6).

55

I Incidencia
Il Mortalidad

50

N2 de habitantes por cada 100.000

Figura 2. Histograma de numero de habitantes por cada 100.000 que presentaron cancer en cada localizacion
(incidencia) o que murieron debido a cada tipo de cancer (mortalidad), a nivel mundial en el afio 2012. Las localizaciones
que conforman el cancer de cabeza y cuello aparecen en marrén. Base de datos GLOBOCAN 2012 (IARC).

La tasa de preservacion de dérgano en los pacientes con CECC ha mejorado en los ultimos afios
gracias a los avances en cirugia y tratamientos quimio-radioterapicos. A pesar de ello, en las Ultimas
décadas solo se ha conseguido una modesta mejora de la supervivencia de los pacientes que se

encuentra entorno al 40-50% a los 5 afos desde el inicio del tratamiento (7).

Aunque el CECC se considera una enfermedad predominantemente locorregional, la presencia de
metdstasis a distancia es un factor determinante del prondstico del paciente. En el momento del
diagndstico, aproximadamente el 10% de los pacientes presentan metastasis a distancia y de estos
pacientes, el 88% no sobrevivird mas de doce meses. Los sitios donde con mas frecuencia aparece
metastasis a distancia son los pulmones, con una frecuencia del 70-85%, el hueso 15-39% vy el higado

10-30% (7).
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1.3. Etiologia y factores de riesgo

Existen diferentes factores que contribuyen al desarrollo de CECC, pudiéndose clasificar en factores
etioldgicos externos o internos. Los factores internos hacen referencia a la predisposicién genética del
individuo a desarrollar CECC. Entre los factores externos se encuentra el tabaco, el alcohol, la
exposicién a luz UV, la exposicion a radiacion o a otros compuestos ambientales como el petréleo o el
niquel, y la infeccidn por determinados virus. Entre estos factores, los mas importantes son el tabaco,
el alcohol y el virus del papiloma humano (VPH). La importancia de estos factores se evidencia en el
hecho de que, hace mds de 20 afios, al menos el 75% de los casos de CECC en los paises industrializados
se atribuian a la combinacién de los habitos de beber alcohol y fumar tabaco (8). Durante los ultimos
20 afios, la incidencia de los canceres en la cavidad oral ha disminuido, mientras que la incidencia de
los canceres orofaringeos ha ido aumentado, sobre todo en paises desarrollados como Australia,
Canada, Dinamarca, Noruega, Holanda, EEUU y Reino Unido. Esta incidencia divergente entre canceres
orofaringeos y de la cavidad oral se asocia con un aumento de la prevalencia en estas poblaciones de

la infeccion por VPH (9) .

1.3.1. Tabaco vy alcohol

La exposicion al tabaco y al alcohol se ha considerado durante mucho tiempo el principal factor de
riesgo implicado en el desarrollo de CECC. Las personas que fuman mas de 20 cigarros al dia y
consumen mas de 100g de alcohol al dia presentan mayor riesgo de sufrir alteraciones en el epitelio
oral que preceden con mucha frecuencia al desarrollo de un CECC. Concretamente, el consumo
elevado de alcohol (mas de 3 veces al dia) es un factor de riesgo independiente asociado a la aparicion

de tumores localizados en la faringe y en la laringe (10).

Las personas fumadoras de cigarros presentan 6 veces mas riesgo de padecer cancer de cabeza y
cuello que las personas no fumadoras. Entre estas, aquellas personas que fuman muchos cigarros
tienen un 20% mas de riesgo de morir debido a un cancer de laringe. El consumo de puros también es
un factor de riesgo asociado a la aparicion de CECC, pero en este caso, los tumores se desarrollan en
la orofaringe y el es6fago, zonas donde hay mayor acumulacidn de saliva y carcindégenos. Por ultimo,

el tabaco de mascar se asocia al desarrollo de cancer en la cavidad oral.

El consumo elevado de alcohol (mas de 3 veces al dia) es un factor de riesgo independiente asociado
a la aparicién de tumores localizados en la faringe y en la laringe. Ademas, el consumo de tabaco junto
con el consumo de alcohol tiene un efecto sinérgico, multiplicando la probabilidad de desarrollar CECC

(11).

1.3.2. Infeccidn por Virus del Papiloma Humano (VPH)

Estudios epidemiolégicos sugieren que la infeccién por VPH es responsable de mas del 25% de los

casos de CECC a nivel mundial. Entre los CECC VPH positivos, el 50% se originan en la orofaringe, en
8



INTRODUCCION

concreto en la base de la lengua y las amigdalas, y sélo un 25% en la cavidad oral. De hecho, la
incidencia del cancer orofaringeo esta aumentando a nivel mundial entre personas jovenes no
bebedoras ni fumadoras y este hecho se asocia con el aumento de la prevalencia de personas con
infeccién por VPH. Este aumento se relaciona con cambios en el comportamiento sexual de las nuevas

generaciones, como la practica de sexo oral y tener multiples parejas sexuales (12) (Figura 3).

De entre los diferentes genotipos de VPH, el genotipo VPH-16 es responsable de hasta el 90% de

los canceres orofaringeos relacionados con VPH, mientras que los subtipos VPH-18, 31 y 33 son

responsables del 10% restante (13).

Figura 3. El virus del papiloma humano (VPH) se transmite
sexualmente y puede ser contraido por practicar sexo oral sin
proteccion. El virus, el subtipo VPH-16 en el 90% de los casos,
infecta principalmente las células basales del epitelio de las
criptas amigdalinas o de la base de la lengua. La expresion de
las oncoproteinas virales E6 y E7 son responsables de la
transformacién maligna en un huésped susceptible (14).

Diferentes estudios sugieren que los canceres orofaringeos VPH positivos representan una entidad
tumoral distinta con caracteristicas clinicas, patoldgicas y biolégicas diferentes al resto de canceres
orofaringeos (Tabla 1). Actualmente, la infeccién por VPH se considera un factor de buen pronéstico
en cancer de cabeza y cuello ya que los pacientes con cdncer VPH positivos presentan menor riesgo de
aparicién de tumores secundarios, un aumento en la sensibilidad a la quimio/radioterapia y menor
mortalidad (13). La tasa de supervivencia a los 5 afios de los pacientes con cancer orofaringeo VPH
positivo frente a la de los pacientes con cancer VPH negativo es del 70-80% frente al 25-40%,

respectivamente, independientemente de la edad, el género y el estadio tumoral (15) .

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre canceres de cabeza y cuello VPH positivos y VPH negativos

Tumor VPH negativo Tumor VPH positivo

Cualquier localizacién Amigdalas y base de la lengua
Localizacién

de la cabeza y cuello (Orofaringe)
Factores de riesgo Tabaco/alcohol Comportamiento sexual
Edad Edad avanzada Jévenes
Sexo 3 hombres: 1 mujer 3 hombres: 1 mujer
Incidencia Disminuyendo Aumentando
Field cancerization Si No
Estadio Variable T: reducido; N: elevado
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Pronéstico Desfavorable Favorable

Histologia Queratinizado Basaloide, escasamente diferenciado
p53 Mutado Sin mutar

pl6 Expresion baja Expresion elevada

Clasificacion TNM del estadio tumoral: T (tamafio del tumor primario), N (grado de
afectacion de ganglios linfaticos). Tabla adaptada de (14).

2. MODELO DE PATOGENESIS Y BASES MOLECULARES DEL CECC

2.1. Patogénesis

El epitelio que recubre la parte superior del tracto aerodigestivo humano a nivel de cavidad oral,
orofaringe e hipofaringe es un epitelio estratificado escamoso no queratinizante, mientras que en la
laringe encontramos un epitelio respiratorio ciliado que se sustituye por epitelio escamoso
estratificado queratinizante a medida que avanza la edad del individuo. Las células epiteliales
presentan fuertes uniones intercelulares y una estructura polar, con una zona apical externa y una
zona basal mas profunda. En los epitelios de tipo escamoso estratificados las células mas superficiales
son planas o escamosas y son eliminadas por desgaste y reemplazadas por células basales que se
dividen y diferencian hacia la parte apical. Todo este epitelio se sustenta sobre un lamina basal debajo

de la cual hay tejido conectivo formado principalmente por fibras de colageno (16) .

El proceso carcinogénico mediante el cual las células epiteliales se transforman y acaban generando
un carcinoma, es un proceso de multiple pasos, muy complejo y heterogéneo. No existe un modelo de
patogénesis comun pero se hipotetiza que la exposicidon del epitelio a los agentes carcinogénicos
(tabaco y/o alcohol) induce una serie de alteraciones en las células epiteliales que cuando aparecen
en superficie se denominan clinicamente leucoplasias, lesiones blanquecinas que no se desprenden (o
eritroplasias si hay presencia de eritrocitos). Estas lesiones, en las etapas tempranas se caracterizan
histolégicamente por presentar hiperqueratosis e hiperplasia (células epiteliales con morfologia
atipica, con un aumento de células en mitosis en la parte basal, pleomorfismo nuclear,
hipercromatismo nuclear y alteraciones en la estructura estratificada del epitelio) (17) . A nivel
molecular, se producen una serie de alteraciones como la reactivacién de la telomerasa (90% de los
casos de CECC), la pérdida de la regién cromosémica 9p21 (70-80% casos de CECC), inactivacion del
inhibidor de la division celular p16 y la pérdida del cromosoma 3. Dependiendo de factores de riesgo
como el grado de hiperplasia, la extension de la lesidn y la exposicidn a agentes carcinogénicos, estas
lesiones pueden progresar hasta generar una displasia, en la cual aumentan las alteraciones citoldgicas
y estructurales del epitelio (Figura 4) (1). Estas alteraciones se caracterizan a nivel molecular por
cambios en la expresién de genes relacionados con inflamacién, potencial replicativo y apoptosis

(VEGF, p53, Bcl-2, Ki-67), expresién de metaloproteasas (MMP-1 y MMP-9), expresion diferencial de
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citoqueratinas (K4 y K13 se expresan en displasias moderadas mientras que K14 y K17 se expresan en
displasias severas) y aumento progresivo del receptor del factor de crecimiento epidérmico conforme

aumenta el grado de displasia.

Epitelio estratificado normal Epitelio estratificado con displasia

epitelio con displasia (derecha) que muestra pérdida de la polaridad del epitelio, pleomorfismo nuclear y mitosis en
todos los niveles.

Cuando la displasia alcanza un grado severo debido a la acumulacién de mutaciones y alteraciones
cromosomicas, y aumenta su extensién ocupando desde la base hasta la superficie del epitelio, se
considera que es un carcinoma in situ. Finalmente, cuando el carcinoma atraviesa la interfase epitelio-
estroma e invade otras estructuras como la ldmina propia o la submucosa subyacente, se define como
carcinoma invasivo. Con el avance del proceso carcinogénico también aumenta la inestabilidad
gendmica lo que conduce a la pérdida de los fragmentos cromosdmicos 1113, 13g21, 10g23 y 3926
y la delecién de los brazos cromosdmicos 8p y 18q, en los carcinomas in situ o en los carcinomas

invasivos (Figura 5) (17).

Epitelio de Displasia Displasia severa o Carcinoma
aspecto normal Hiperplasia moderada carcinoma in situ invasivo

Delecion9p21 Mutaciones TP53 11q13 Delecién18q
Inactivacion p16 MMP-1y MMP-9 13g21 10qg23
Inactivacion Aumento Ki-67 Delecién 8p 3926
telomerasa Aumento K14y K13

INESTABILIDAD GENOMICA

Figura 5. Esquema donde se muestran las etapas de un proceso carcinogénico hasta desarrollar un carcinoma escamoso
invasivo, junto con las alteraciones cromosémicas y de expresiéon de marcadores mas frecuentes en cada paso. Adaptado
de Argiris et al. (18).

Un término relacionado con la patogénesis en CECC es el proceso de Field cancerization, definido

por primera vez en 1953 al analizar al microscopio diferentes muestras de carcinomas de labio, cavidad
11
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oral y faringe. Slaughter et al. observaron que en la mayor parte de los casos analizados, el epitelio
adyacente al tumor presentaba displasia, carcinoma in situ o carcinoma invasivo, con alteraciones de
diferentes tipos, cada una de las cuales las defini6 como campos o field. Dicho autor relaciond la
presencia de multiples campos en el epitelio formados por células con multiples alteraciones con el
hecho de que los pacientes con CECC presentaran una elevada probabilidad de desarrollar multiples
tumores primarios (originados a partir de células provenientes de campos independientes al tumor
inicial) y recidivas locales (originadas por células provenientes del mismo campo a partir de cual se
origind el tumor primario inicial) (19). En 1996 Califano et al. propusieron un modelo genético de
progresion en multiples pasos donde se caracterizaron genéticamente algunos de los cambios
morfoldgicos del epitelio escamoso que se producian durante el proceso de carcinogénesis (muchos
de ellos explicados en el apartado anterior). Algunas de estas alteraciones genéticas consistian en la
pérdida de heterocigosidad en determinados cromosomas, es decir, la pérdida de un alelo de un gen
en el cual el otro alelo ya se encuentra inactivado. Teniendo en cuenta los descubrimientos
moleculares, el término field cancerization se redefinid como la presencia de una o mas areas de la
mucosa formadas por células epiteliales que presentan alteraciones genéticas o epigenéticas asociadas
con cdncer. Un campo o field es monoclonal en origen y no muestra crecimiento invasivo o
comportamiento metastatico, y, en ocasiones, puede contener aberraciones histolégicas
caracteristicas de displasia. La comparacién de los perfiles genéticos de los carcinomas frente a los
perfiles de los campos que se encuentran a su alrededor, a menudo indica una relacion clonal, en la
cual los carcinomas presentan un elevado nimero de alteraciones genéticas, algunas de ellas

compartidas con los campos adyacentes (20).

2.1.1. Patogénesis asociada a la infeccion por VPH

El inicio del proceso carcinogénico en los tumores de CECC asociados al VPH es diferente al de los
tumores no asociados al VPH que se ha explicado anteriormente. Los virus infectan las células basales
del epitelio, que quedan expuestas tras una lesion en las capas superficiales del mismo. Los virus entran
en las células por endocitosis y son transportados al nicleo donde persisten de manera episomal o son
integradas en el genoma de la célula huésped. En cualquier caso, el DNA viral se expresa y se producen
las proteinas E6 y E7. E6 interacciona con p53 y una ubiquitin ligasa lo que induce la degradacion
mediada por proteosomas de p53, impidiendo la activacién de la apoptosis. Las proteinas supresoras
de tumores de la familia retinoblastoma pRB, p130 y p107 son inactivadas por E7, provocando la
liberacion de E2F, lo que estimula la progresidn del ciclo celular. La accidon conjunta de las proteinas
virales E6 y E7, promueve la transformacion de las células epiteliales. Tras la inactivacién de la via pRB
debido a la interaccién con E7, p16 se sobre-expresa y queda liberado de su actividad como inhibidor
del ciclo celular. Por ese motivo la sobre-expresion de p16 se utiliza como un marcador subrogado de

la infeccion de VPH y de la expresion de proteinas virales, que permite distinguir en la mayoria de
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ocasiones a estos tumores de los tumores VPH negativos o VPH positivos en los que la infeccion es solo
un evento secundario que no juega un papel causal en la enfermedad (21) .

Conforme el DNA de la célula epitelial se réplica también lo hace el DNA virico, consiguiéndose el
mayor nivel de replicacién viral en la capa granular del epitelio. Los virus maduros se liberan en la capa
mas externa del epitelio (estrato corneo) (Figura 6) (22).

Replicacion,
@: VPH i . .
VPH infecta células ensamblaje y

de la capa basal liberacién del VPH
@ : Célula epietlial humana

Estrato cérneo ’\’z\”}’\’/\/’\-’/\’/\c\%’\/ﬁ\\l/ ’\5\”\/’\%/
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Figura 6. Progresion de la Infeccion del virus del papiloma humano (VPH) tras infectar las células basales del epitelio
escamoso. El DNA viral se replica cuando lo hace el DNA de la célula huésped, llegando a sus maximos niveles en el estrato
granular del epitelio, donde se ensambla y forma los nuevos virus. Los virus se liberan en el estrato cérneo. Adaptada de
Miller y col. (22).

Las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los tumores asociados a la infeccidn por VPH son
diferentes a las de los tumores no asociados. A nivel histolégico los tumores VPH positivos presentan
menor grado de queratinizacién y una morfologia basaloide prominente, en comparacién con los
tumores VPH negativos. A pesar de que algunas de las alteraciones gendmicas asociadas a tumor estan
presentes en los tumores de CECC VPH positivos y VPH negativos (amplificacion de TP63, SOX2 y
PIK3CA), la cantidad total de alteraciones cromosémicas y las amplificaciones son significativamente
mas bajas que en los tumores VPH negativos. El andlisis mutacional de TP53 también muestra una
relacidn inversa entre los tumores VPH positivos y negativos, encontrandose mutado el gen TP53 en
la mayor parte de casos VPH negativos y no mutado en los VPH positivos. Ademas, los estudios
funcionales basados en el genoma y el transcriptoma de tumores de CECC muestran que los tumores
VPH asociados y los VPH negativos presentan caracteristicas moleculares diferentes por lo que, a ese
nivel, deberian ser consideradas entidades patoldgicas diferentes (23) . En un estudio publicado por
el consorcio del atlas del genoma del cancer, se muestra que los tumores VPH positivos presentan
mutaciones activantes en PI3KCA, pérdida de expresién de TRAF3 y amplificacion de E2F1, a diferencia
de los tumores VPH negativos donde es frecuente encontrar amplificacion de CCND1, FADD, BIRC2 y
YAP1, asi como mutaciones en CASP8 y HRAS. Tanto en los tumores VPH asociados como no asociados

es frecuente encontrar amplificaciones de TP63, SOX2 y PI3KCA (24).
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2.2. Alteracion en las vias de sefializacion

Durante el proceso carcinogénico, desde la displasia hasta el desarrollo de un carcinoma o la
metadstasis a distancia, asi como durante la progresion y diseminacidon tumoral, las células epiteliales
deben adquirir una serie de capacidades y activar una serie de mecanismos que las diferencia de sus
respectivas células normales y les permite llevar a cabo cada uno de los pasos necesarios. Las
principales capacidades o caracteristicas de las células tumorales fueron descritas y recopiladas por

Hanahan y Weinberg (25) y se muestran en la figura 7.

Mantenimientode sefiales de
crecimientoy proliferacion

Resistenciaalamuerte Evasion de mecanismos
celular programada supresores del crecimiento

Generacion de nuevos Invasidn tisular y
vasos sanguineos metastasis

Activacion inmortalidad
replicativa

Alteracion delaregulacion Evasion de la destruccion por
del metabolismo energético parte del sistemainmune

Figura 7. Mecanismos y/o caracteristicas que adquieren las células tumorales durante el proceso carcinogénico y la
progresion tumoral. Adaptada de Hanahan y Weinberg (25) .

En relacidn con los procesos de invasion tisular y metastasis a distancia, se ha observado que las
células epiteliales alteran su fenotipo adhesivo y polarizado pasando a un fenotipo mesenquimal
caracterizado por un aumento en la migracién celular y su potencial invasivo, una remodelacién del
citoesqueleto y una mayor resistencia a la apoptosis, el conjunto de todos estos eventos se incluye
dentro del proceso denominado transicion epitelio-mesénquima (TEM). El programa de regulacion
TEM que sufren determinadas células tumorales es un proceso reversible que las células pueden

activar de manera transitoria o estable y en diferentes grados (25).
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—————————

—|: Membrana basal

Extravasacion

e o o — Vaso

i —— sanguineo
o o linfatico
-

Micrometastasis ~ TME o

Macrometastasis

Figura 8. Procesos en los que las células sufren una transicion epitelio-mesénquima (TEM) o una transicion mesénquima-
epitelio (TME) durante la emergencia y progresion de un carcinoma. Adaptada de Thiery (26) .

La reorganizacién del citoesqueleto, la modulacién de las moléculas de adhesién y de las proteinas
extracelulares son eventos clave durante la TEM que sufre una célula tumoral (Figura 8). Las células
epiteliales se caracterizan por contactos célula-célula estables y la formacién de uniones adherentes.
Estas uniones y contactos son predominantemente dependientes de E-caderina y se conectan a los
filamentos de actina a través de a- o B-catenina. En los tumores que estdn sufriendo una TEM se
observa la pérdida de expresion de E-caderina y la relocalizacidon de B-catenina desde la membrana
celular al nucleo, con un aumento en la expresién de N-caderina. Otro marcador clasico de TEM es el
filamento intermedio del citoesqueleto vimentina, que en las células mesenquimales es responsable
de controlar la motilidad celular. En los tumores primarios de CECC, la baja expresion de E-caderina y
la elevada expresién de vimentina se asocian con mayor probabilidad de desarrollar metdstasis a
distancia. Por otro lado, la N-caderina es pro-oncogénica y potencia la invasidn y migracién de las
células tumorales. La elevada expresion de N-caderina en CECC correlaciona con tumores poco
diferenciados y patrones de crecimiento mas invasivos (27). Ademas de la alteracion en el patrén de
expresion de vimentina, E-caderina y N-caderina, existen otras moléculas que promueven la TEM en
CECC. Las mas destacadas constituyen proteinas de la superficie celular como integrinas, elementos
del citoesqueleto como la actina a-SMA vy la B-catenina, proteinas de la matriz como diferentes
subtipos de colageno, fibronectina y laminina y algunos factores de transcripcién como SNAIL, TWIST
y LEF-1 (28) .

Para activar los procesos descritos por Hannahan y Weinberg, las células tumorales alteran el
funcionamiento, directa o indirectamente, de diferentes vias de sefializacion intracelular. En el caso
del CECC, se han descrito mutaciones o inactivaciones de genes que juegan un papel importante en
proliferacién celular, incluyendo TP53, retinoblastoma (Rb), CDKN2A (p16, INK4A) y CCND1, asi como

en la supervivencia celular, PIK3CA, PTEN, CASP8 y HRAS (29). Otra de las alteraciones encontradas,
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en el 30-90% de los pacientes con CECC, es una sobre-expresion de EGFR, siendo mas frecuente en los
pacientes que se encuentran en estadios avanzados de la enfermedad (30). Por ultimo, la expresion
de HER-2 (c-erbB-2), asociada con una disminucién en la supervivencia global de los pacientes con
CECC, se encuentra en el 40-60% de los pacientes. Ademds de todas estas alteraciones genéticas o en
niveles de expresion proteica, también se han estudiado alteraciones relacionadas con regiones no
codificantes del genoma, sobre todo microRNAs (miRNA). Estas secuencias de RNA no codificante
regulan la expresidn a nivel post-transcripcional de muchos genes, y se ha visto que alteraciones en
sus niveles de expresion correlacionan con la patogénesis de multiples tipos de cdncer, incluyendo el
CECC (31). Las principales vias de sefializacidon que se encuentran alteradas en los pacientes con CECC
debido a variaciones en los niveles de expresidn de uno o varios de los elementos que las constituyen,

se explican a continuacién.

2.2.1. Via del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

La molécula EGFR forma parte de la familia de proteinas ErbB compuesta por 4 receptores tirosina-
quinasa relacionados estructuralmente y trece ligandos extracelulares polipeptidicos (32). Los 4
receptores se denominan Herl (EGFR, ErbB1), Her2 (Neu, ErbB2), Her3 (ErbB3), y Her4 (ErbB4). La
unién del ligando a su receptor induce la fosforilacién del receptor, lo que activa las vias de sefalizacidon
relacionadas con la proliferacién celular, el control de la transcripciéon y la progresién del ciclo celular
(Ras-MAPK-ERK), vias relacionadas con antiapoptosis (PI3K/Akt) y vias relacionadas con migracion
celular (JAK/STAT) (30). La unién de EGF a EGFR puede inducir también la translocacidon de EGFR al
nucleo donde actuaria como factor de transcripcién y entre sus dianas encontramos CCND1 que

codifica para ciclina D1 implicada en la progresion del ciclo celular (33) .

En los pacientes con CECC las mutaciones en el gen EGFR son poco frecuentes, sélo en el 1-7% de
los casos se han descrito mutaciones puntuales en este gen, en cambio entre el 30-90% de los
pacientes presentan sobre-expresiéon de EGFR, principalmente a nivel de transcripcidn. Ademas, los
niveles de expresidn de EGFR en CECC varian en funcién de la localizacién del tumor, los tumores de la
laringe presentan bajos niveles de expresidon en comparacién con los tumores de la cavidad oral o la
orofaringe (34). La expresién de EGFR es mas elevada en aquellos carcinomas que se encuentran en
un estadio mas avanzado, asi como en aquellos poco diferenciados. De hecho, la sobreexpresidn de
EGFR esta asociada con un descenso en la tasa de supervivencia de los pacientes con CECC (30) . Por
ultimo, datos recientes muestran que la amplificacidon y sobre-expresion de EGFR es menos frecuente

en tumores asociados a VPH (24).

En base a todo lo expuesto anteriormente, la via EGFR es la diana terapéutica molecular mas
validada hasta la fecha en pacientes con CECC no asociados al VPH. El cetuximab es un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el dominio extracelular de EGFR que bloquea la unién de sus ligandos al

receptor, habiendo sido aprobado para su uso como tratamiento en pacientes con CECC. Sin embargo,
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la tasa de respuesta es sélo del 13% en los pacientes tratados con cetuximab como Unica modalidad

terapéutica debido a la aparicién de mecanismos de resistencia (35).

2.2.2. Via de fosfatidilinositol 3-quinasa / protein-quinasa B (PI3K/Akt)

PI3K constituye una familia de enzimas que fosforilan el grupo —OH de las moléculas
fosfatidilinositol. El mecanismo general de activacién de la via se muestra en la figura 9. Uno de los
inhibidores de la via es la fosfatasa-3 PTEN (fosfatasa y homdloga de la tensina) ya que revierte la
accién de PI3K al desfosforilar PIP3. Se considera que Akt es el mediador central de la via de
sefalizacion candnica de PI3K. Akt fosforila numerosas dianas que regulan un amplio rango de
procesos celulares importantes durante el desarrollo y progresién tumoral. Uno de sus principales
efectores es el complejo 1 de mTOR (mTORC1), el cual se encuentra activado en multiples canceres y
es una de las principales dianas en terapias y quimioprevencion. Entre los ligandos que activan la via

encontrariamos, EGF y el factor de crecimiento transformante 3 (36) .

La via de seializacion PI3K se encuentra activada en canceres humanos mediante multiples
mecanismos. Con bastante frecuencia se debe a mutaciones directas que activan o amplifican genes
gue codifican para elementos clave de la via, como PI3KCA y AKT1, o pérdida de PTEN. En CECC,
concretamente se han observado mutaciones de pérdida de funcién en PTEN y mutaciones de ganancia

de funcién en PIK3CA (37).

Factor de

crecimiento (L

Receptor
tirosina
quinasa, Y

ESPACIO
EXTRACELULAR

P)S47
7308 P@P/ & #P>  Crecimiento

CITOPLASMA y

‘. ‘ metabolismo
Proliferacién Angiogénesis
Supervivencia

Figura 9. Representacion esquematica de la via PI3K/Akt y de sus elementos principales. Tras la activacion de un
receptor de crecimiento especifico (hormalmente receptores tirosina quinasa), se produce el reclutamiento de PI3K que
cataliza la fosforilacién de PIP2, aumentando los niveles de PIP3 en la membrana. El aumento de los niveles de PIP3
estimula la translocacion a la membrana de diferentes moléculas como PDK1 y Akt. En ese contexto, Akt es fosforilado
en dos residuos diferentes, Thr-308 y Ser-473, por PDK1 y PDK2 (mTORC2), respectivamente. Una vez activado, Akt
fosforila y activa otros efectores citosolicos y nucleares. En las células tumorales, Akt se encuentra activado
constitutivamente lo que conlleva la desregulacién de la proliferacién, el crecimiento celular y la supervivencia. Ademas,
la activacion de esta via estimula la angiogénesis. PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; PIP3: fosfatidilinositol 3, 4, 5-
trisfosfato; PDK1: proteina quinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositido; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa; TORC2: complejo 2
de la molécula diana de la rapamicina. Imagen adaptada de (38) .
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La sefializacion PI3-K/Akt juega un papel central en numerosos procesos celulares, incluyendo el
metabolismo, crecimiento celular, apoptosis, supervivencia y diferenciacién, que pueden contribuir a
la progresion del CECC. En este sentido, las alteraciones de la via de sefalizacién de PI3K/Akt/mTOR,
incluyendo PIK3CA, PTEN, mTOR y Akt/PKB, son muy frecuentes en CECC y a menudo tienen un
significado prondstico. Todo ello hace que esta via haya resultado muy atractiva en los ultimos anos

para el desarrollo de nuevos farmacos diana (37).

2.2.3. Via del factor nuclear-kappaB (NF-kB)

NF-kB es un factor de transcripcidn regulador clave de genes implicados en inflamacion (IL-6, IL-
la), angiogénesis (IL-8, VEGF), proliferacion celular (ciclina D1), apoptosis (Bcl-xL) e invasién y
metdstasis (MMP-9, uPA). En el 85% de los pacientes con CECC, se ha visto un aumento en la
localizacién nuclear de NF-kB (39). La expresidon de esta molécula también se ha asociado con
tumorogénesis y metastasis, asi como con la reduccidon de la sensibilidad de las células ante
tratamientos radioterapicos (40). Estudios previos realizados en nuestro grupo asocian la sobre-
expresion de genes implicados con la activacion de NF-kB con un subtipo de CECC con peor prondstico

(41).

2.2.4. Via de quinasas Janus/transductores de sefial y activadores de la transcripcion
(JAK/STAT)

Las quinasas Janus inactivas en forma dimérica se unen a regiones transmembrana de
receptores de la superficie celular. La activacion del receptor a través de la unién de sus ligandos,
provoca un cambio conformacional en el mismo que induce la fosforilacidn y activacién de la actividad
tirosina-quinasa del dimero de JAK. Las JAKs activas fosforilan residuos de tirosina situados en las colas
citoplasmaticas del receptor lo que estimula el reclutamiento de STATs citoplasmaticos. En esta
localizacién, residuos conservados de tirosina de STATs, son fosforilados (p-STATs), por JAK u otras
quinasas, lo que induce la dimerizacidn de STATs que pasan al nucleo donde se unen a regiones
promotoras especificas y modulan la transcripcién de genes que controlan procesos celulares como
proliferacién, diferenciacién y apoptosis. En humanos se han descrito 4 miembros de la familia JAK,

JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2, y 7 miembros de la familia STAT, STAT1-4, STAT5A, STAT5B y STAT6.

Debido a la diversidad de receptores asociados a la via JAK/STAT, no se puede establecer una
relacidon entre miembros concretos de la familia JAK y la activacidn de determinados miembros de la
familia STAT. En general, STAT3 y STAT5A/B promueven la oncogénesis mientras que la activacion de

STAT1 presenta efectos opuestos. En pacientes con CECC (42).

En CECC, las lineas celulares tumorales presentan elevados niveles de la forma fosforilada de STAT3
y se ha demostrado que este hecho provoca alteraciones en la progresion del ciclo celular y promueve

la proliferacién y supervivencia en estas células. Ademas, la activacion de STAT3 podria representar
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un evento temprano decisivo durante el proceso de carcinogénesis oral, ya que tanto el tumor como
el epitelio normal adyacente presentan niveles elevados de expresion y fosforilacion de STAT3. La
forma activada de STAT3 correlaciona con metdstasis ganglionar y la presencia de pSTAT3 en el nucleo
se asocia con una supervivencia libre de enfermedad mas corta en pacientes con CECC (43). Aunque
en muchos tipos tumorales se desconoce el mecanismo mediante el cual se altera el funcionamiento
de la via JAK/STAT, en CECC la fosforilacién de STAT3 se considera que es consecuencia del aumento

de IL-6 por las células tumorales (44).

2.2.5. Via del factor de crecimiento transformante B (TGFB)

La superfamilia TGFB incluye los ligandos TGFB (TGFB1, 2 y 3), proteinas morfogénicas de hueso
(BMPs) y activinas/inhibinas. Los ligandos TGFP se unen a dos tipos de receptores quinasa
serina/treonina transmembrana, el receptor | TGFB (TGFBRI) y el receptor Il TGFB (TGFBRII).EI
mecanismo de activacién de la via candnica TGFPB se muestra en la figura 10. También existen
diferentes vias de sefializacion no candnicas activadas por TGFB, como la via PI3K/AKT, MAP quinasas

y Rho GTPasa (45).

e TP R MEMBRANA

CITOPLASMA

MEMBRANA
NUCLEAR

NUCLEO Invasién MmP2

MMP9
SNAIL

— p12CDK2-API
Supresién P15-INK4B

del
crecimiento

Figura 10. Mecanismo de activacion de la via candnica del factor de crecimiento transformante B (TGFB). La unidn del
TGFB a sus receptores (TGFB-R1/2) induce la fosforilacion de SMAD2 y SMAD3, que forman un heterotrimero con SMAD4.
El complejo se transloca al nucleo donde dirige la transcripcidn de genes diana. En células tumorales, estos genes pueden
tratarse de genes promotores de invasion (por ejemplo, MMP2, MMP9, SNAIL) o genes supresores del crecimiento (por
ejemplo, p21, p12CDK2-AP1, p15-INK4B). SMAD6 y SMAD7 son inhibidores de la via a nivel de SMADs ya que previenen
la fosforilaciéon de SMAD2/3. Imagen adaptada de (45).
La principal funcion mediada por la sefializacién TGFp es regular la homeostasis tisular a través de
la modulaciéon del crecimiento celular, diferenciacidon, apoptosis, migracion, inflamacion y
angiogénesis. En células epiteliales normales, TGFB inhibe la proliferacion y promueve, tanto la

apoptosis como la diferenciacion. En multiples tipos de cancer la via de sefializacion TGFB se encuentra
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alterada y puede promover o bloquear la progresién tumoral en funcidon de la etapa en la que
encuentre el cancer. En concreto, en el 80% de los tumores de CECC se detectan niveles elevados del
ligando TGFp1, y se correlaciona con estadios avanzados de la enfermedad y una supervivencia mas
corta de los pacientes. Por otro lado, la expresién de TGFBRII se encuentra reducida en mas del 70%
de los tumores de CECC, esta reduccion se asocia con una menor diferenciacion tumoral y un
comportamiento clinico mas agresivo. Smad4 es otro elemento de la via cuya expresidn se encuentra
reducida, en CECC el 86% de los tumores y el 67% de las mucosas normales adyacentes, presentan una
reduccion superior al 50% en la expresion de Smad4. La inactivacidon somatica de Smad4 se ha descrito
en el 22-40% de los CECC humanos, considerandose un potente supresor de tumores, no solo en CECC

sino en muchos otros tipos de cdncer (46).

Por ultimo, la expresidn de la proteina Smad2 también se encuentra reducida en tumores de CECC,
entre 1-38% de los tumores presentan una pérdida completa de expresidn de esta proteina, siendo
mucho mds comun entre los tumores poco diferenciados. Ademas, niveles reducidos de fosfo-Smad2
en los tumores de CECC se asocian con mal prondstico y mayor probabilidad de metastasis ganglionar
y a distancia. El papel protector de Smad2 frente a la progresidon tumoral se atribuye a su funcién de
regular la diferenciacion celular, ya que la pérdida de esta proteina promueve la transicidon epitelio-

mesénquima lo que dota a los tumores de mayor agresividad (46).

3. ASPECTOS CLINICOS Y PATOLOGICOS DEL CARCINOMA ESCAMOSO DE
CABEZA'Y CUELLO

3.1. Diagndstico y estadiaje del CECC

El diagndstico de las neoplasias de cabeza y cuello se establece en base a la historia clinica del
paciente y tras realizar una serie de exploraciones y pruebas diagnésticas. En primer lugar, se realiza
una exploracion fisica mediante palpaciéon, seguida de wuna endoscopia para valorar
macroscopicamente la morfologia de la lesion, su tamafio, la extension y la movilidad de las cuerdas
vocales. Esta exploracion se acompafia de una biopsia para la confirmacion histoldgica de las presencia
de CECC. Posteriormente, se realizan estudios de imagen como la resonancia magnética nuclear y/o la
tomografia computarizada, con la finalidad de determinar la extension de la lesion y detectar la
presencia de metastasis. En base a los resultados obtenidos en las pruebas anteriores, se determina el
estadio tumoral en el que se encuentra el paciente siguiendo la clasificacion TNM establecida por
American Joint Committee on Cancer (AJCC). En la tabla 2 se muestra como se determina el estadio de

la enfermedad basado en el sistema TNM.

Tabla 2. Codificacién de los parametros del sistema TNM empleados durante el diagnéstico de los pacientes
con CECC, establecido por la institucion American Joint Committee on Cancer
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Tx No se puede evaluar el tumor primario
T TO Sin evidencia de tumor primario
tumor Tis  Carcinoma in situ

primario

T1-4 Presencia de tumor primario, se le asigna un valor en funcion del
tamafio y/o invasidn de estructuras subyacentes

Nx No se puede estudiar la presencia de células tumorales en los ganglios
N linfaticos regionales

ganglios NO No hay metastasis en ganglios linfaticos regionales
linfaticos

. Metastasis en ganglios linfaticos regionales, se le da un valor en funcién
regionales

N1-3  del nimero de ganglios infiltrados, su tamano, si es bilateral o
ipsilateral y si hay o no extensidn extracapcular

M Mo No hay metastasis a distancia

metastasis
ey M1 Metastasis a distancia

La definicién de cada uno de los posibles valores que se le pueden asignar a cada parametro del
sistema TNM depende en cada caso de la localizacidon del tumor primario. En el caso de los tumores
gue se originan en los labios, la cavidad oral o la orofaringe, se les asigna un valor T (1-4) en funcién
del tamafio del tumor primario. En cambio, a los tumores originados en la laringe o hipofarinfe, se les
asigna un valor T en funcidn de la invasidon o no de estructuras subyacentes y su extension, siendo
especifico para cada subzona. La asignacién de los valores de N y de M son uniformes para todas las
localizaciones excepto para los carcinomas de la nasofaringe. En el caso de los canceres orofaringeos,
el valor del pardmetro N también varia en funcidon de si el cdncer estd asociado a la infeccién por VPH

O no.

En funcién de los valores asignados a cada parametro TNM, los pacientes se clasifican en estadios
I, I, Il o IV. Aunque la definicidn exacta del estadio puede variar en base a la localizacién del tumor
primario, los estadios | y Il incluyen a pacientes con tumores primarios relativamente pequefios y sin
afectacion ganglionar, y los estadios Il y IV (estadios avanzados) incluyen a pacientes con tumores
primarios de mayor tamafio que con frecuencia presentan invasidn de estructuras subyacentes y /o

invasion de ganglios linfaticos o metastasis a distancia (5).

3.2. Factores prondstico en pacientes con CECC

Los factores prondstico en pacientes con CECC constituyen variables bioldgicas, clinicas e
histopatoldgicas que correlacionan con la supervivencia global y/o supervivencia libre de enfermedad
en pacientes con CECC e informan sobre la evolucion de la enfermedad con independencia de la terapia
anti-tumoral. Su uso permitiria definir qué pacientes deben someterse a un tratamiento mas o menos
agresivo, asi como a aquellos pacientes a los que se les debe proporcionar un seguimiento mas

frecuente y exhaustivo de la enfermedad, en funcién de la evolucidn clinica esperada en cada caso.
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Los factores prondstico asociados al CECC se pueden clasificar en dos grandes grupos, factores

clinicopatoldgicos y factores prondstico de origen molecular.

3.2.1. Factores pronostico clinicopatologicos

Actualmente solo se utilizan factores clinicopatoldgicos para decidir el tipo de tratamiento al que
sera sometido un paciente con CECC. Estos factores son los incluidos dentro del sistema TNM, donde
se tiene en cuenta el tamafo del tumor primario (T), el nimero y el tamafio de los ganglios con
metadstasis, asi como la presencia de extension extracapsular (N) y la presencia o no de metastasis a
distancia (M).Los valores asignados a cada parametro depende de la localizacién del tumor primario,
gue también guarda relacion con la evolucidn clinica del paciente. Ademads de estos factores, existen
mas factores clinicopatoldgicos que se asocian con la evolucién clinica de los pacientes con CECC,
aunque no se utilicen en la practica clinica para decidir la modalidad de tratamiento. A continuacién
se explicaran con detalle cada uno de ellos, clasificdndolos en funcién de si se relacionan con el tumor

primario o con los ganglios, asi como también los incluidos dentro del sistema TNM.

3.2.1.1. Factores pronostico relacionados con el tumor primario

Localizacidon anatomica

Durante el diagndstico de los pacientes con CECC, tanto el estadio que se le asigna a los pacientes
como la eleccién del tratamiento y su tasa de supervivencia a los 5 afios se encuentran relacionados
con la localizacién del tumor primario (Figura 11). Por ejemplo, los pacientes con cancer en el labio
presentan una tasa de supervivencia a los 5 afios superior al 80% mientras que en los pacientes con
cancer en la hipofaringe esta tasa no supera el 30% (47). Los pacientes con tumor a nivel de glandulas
salivares o de nasofaringe presentan menor supervivencia debido a la aparicién de recidivas locales
mientras que los pacientes con cancer de laringe presentan mayor supervivencia gracias a un mejor
control local de la enfermedad. En relacién con la recidiva regional, los pacientes con cancer de faringe
presentan menor recidiva regional de la enfermedad que los pacientes con cancer en la cavidad oral,
lo que se asocia a una menor supervivencia en estos ultimos. Y por ultimo, los pacientes con cancer de
laringe presentan mejor prondstico debido a una menor probabilidad de desarrollar metastasis a
distancia. Ademas de estas diferencias a nivel de localizacién del tumor primario, también se han
encontrado diferencias segun el subsitio donde se desarrolle el tumor dentro de cada localizacién.
Dentro de los canceres que se desarrollan en la cavidad oral, los situados en el suelo de boca presentan
peor prondstico que los canceres gingivales y entre los canceres de laringe, los que se desarrollan en

la supra- y sub-glotis presentan peor prondstico que los canceres en la glotis (48) .
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Figura 11. Sitios y subsitios anatémicos incluidos dentro de la cabeza y el cuello (excepto el es6fago). (A) Las principales
regiones son la cavidad oral, la faringe y la laringe (separacidn por lineas rojo oscuro). Los subsitios incluidos en cada
region también se muestran (separacidn por lineas rojo claro). Adaptada de (5). (B) Imagen ampliada de los elementos
que forman parte de la cavidad oral (excepto el paladar blando que se incluye dentro de la faringe). Adaptada de (49).

Hay diferentes factores que pueden explicar las diferencias a nivel de evolucién clinica entre
pacientes con CECC en diferentes localizaciones anatdmicas, uno de ellos puede ser el tratamiento
diferencial al que son sometidos los pacientes en funcién de la localizacién del tumor, incluyendo la
posibilidad o no de una reseccidn quirudrgica completa. Otro de los factores que pueden explicar dichas
diferencias es que cada zona o subzona presenta una irrigacién vascular, linfatica y una composicién
de la matriz extracelular diferente segun la region, lo que puede influir en la capacidad de diseminacién

de las células tumorales (50).

Dimensiones del tumor primario

El tamafio y la extension del tumor primario determinan el valor que se le asigna a la variable T
dentro del sistema TNM. El valor se establece clinicamente midiendo el didmetro maximo en superficie
de la neoplasia presente en la mucosa o, patoldgicamente, midiendo el didmetro maximo en la seccién
transversal del tumor reseccionado. El tamafio y extensién del tumor primario se ha considerado como
un factor de riesgo relacionado con las metastasis en ganglios linfaticos, la recidiva local y la
supervivencia de los pacientes con CECC (51-53). A pesar de esto, se han encontrado ciertas
limitaciones en su uso como factor prondstico debido a la dificultad de establecer el volumen real que
ocupa el tumor a partir del didmetro maximo, y a la ausencia de correlacién mostrada por otros grupos
entre didmetro tumoral y supervivencia o metdstasis en ganglios linfaticos (54-56). Otro parametro
relacionado con el tumor primario que tiene un papel pronédstico en pacientes con CECC es la
profundidad de invasion. En los carcinomas de lengua, de hipofaringe o de supraglotis sin afectacion

ganglionar, la profundidad de invasién del tumor primario es un indicador aceptado que se asocia con
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la presencia de metdstasis cervical oculta, utilizandose como criterio preferente para llevar a cabo una

extirpacion de los ganglios del cuello (57,58).

Estado de los margenes tras la reseccion del tumor primario

Otro de los factores que se ha visto que determina el control local de la enfermedad en pacientes
con CECC, es el estado de los margenes cuando se lleva a cabo la escisidn quirdrgica o reseccién del
tumor primario (59). Multiples estudios muestran una asociacién entre presencia de margenes
positivos y mayor riesgo de sufrir recidivas loco-regionales, asi como una supervivencia libre de
enfermedad o global mas cortas en aquellos pacientes con CECC con margenes positivos (60-62). De
manera opuesta, otros estudios no han encontrado una correlacién entre la presencia o no de
margenes positivos y la evolucion clinica de los pacientes con CECC (63,64). Estas discrepancias entre
estudios podrian ser debidas a diferencias en las técnicas quirdrgicas asi como en la determinacion del
estado del margen de la reseccidn (positivo o negativo), en funcién de la institucion donde se haya

llevado a cabo el procedimiento y el cirujano que lo haya realizado (65).

Grado histolégico de malignidad

El primer sistema cuantitativo basado en el grado histoldgico fue establecido por Broders en 1920,
y ha sido ampliamente utilizado para el estadiaje histopatolégico de carcinomas escamosos en
multiples localizaciones. Se basa en el grado de diferenciacion de las células tumorales, clasificando los

carcinomas en 3 grados:

- Tumor diferenciado (grado bajo): las células tumorales son similares a las células epiteliales de la
mucosa normal. Entre el 75-100% de las células se encuentran diferenciadas. El tumor presenta
queratinizacion intra- o extra-celular. Se observan pocas células en division, con escaso
pleomorfismo nuclear o variaciones en el tamafo o la forma celular. Las mitosis atipicas son poco

frecuentes o estan ausentes (Figura 12B).

- Tumor moderadamente diferenciado (grado medio): las células tumorales presentan menor grado
de queratinizacidn y se observan mas células en mitosis. Entre el 50-75% de las células se
encuentran diferenciadas. Aparecen células con pleomorfismo nuclear o variaciones en su formay

tamanfo. Pueden encontrarse algunas figuras mitdticas atipicas.

- Tumor escasamente diferenciado (grado alto): las células tumorales presentan escasa o ausencia
de queratinizacién y hay abundantes células en mitosis. Entre el 25-50% de las células estdn
diferenciadas. El pleomorfismo nuclear y las variaciones en la forma y el tamafio celular son

frecuentes. Abundan las mitosis atipicas (Figura 12A).
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Figura 12. Carcinomas escamosos de cabeza y cuello con diferente grado de diferenciacion. (A) Tumor escasamente
diferenciado (grado alto). (B) Tumor diferenciado (grado bajo) donde se observa perlas de queratina (K) y crecimiento tumoral
en nidos (T). Imagenes obtenidas de (22).

Los tumores escasamente diferenciados se suelen comportar de manera mas agresiva, debido a
gue aumentan el riesgo de recidiva y reducen la supervivencia de los pacientes (66—70). Este sistema
ha sido muy criticado debido a su subjetividad y a que deja de ser un factor prondstico independiente
cuando se analiza a través de un modelo multivariado (66,71-73). A lo largo de los afios, diferentes
investigadores han introducido nuevos sistemas para clasificar los tumores en base a sus
caracteristicas histopatoldgicas. Uno de ellos es el sistema basado en el grado de malignidad que,
ademas de los parametros anteriores, incluye parametros como el modo de invasién, el estadio de
invasion, la presencia de invasion vascular y la presencia de respuesta celular (infiltracion
limfoplasmocitaria) (74). Otro de los sistemas es el sistema de grados multifactorial que evalua
parametros relacionados con la poblacidn celular tumoral (grado de queratinizacién, pleomorfismo
nuclear y nimero de mitosis) y con la interaccidon tumor-entorno (patrén de invasién, profundidad de
invasion, infiltracién de células inflamatorias) (75). Otros investigadores sugirieron que solo tendria
valor prondstico el estado de diferenciacion de las células en el frente invasivo del tumor (76). Y por
ultimo, Brandwein-Gensler et al. propusieron un modelo de riesgo histolégico basado en la evaluacion
de tres pardmetros, el patron de invasion, la respuesta linfocitaria del huésped vy la invasidn perineural,
que se relaciona con la supervivencia global y libre de enfermedad de los pacientes con carcinoma

escamoso en la cavidad oral (77).

Ratio tumor-estroma

El estroma del tumor estd formado por dos tipos de elementos, por un lado células no tumorales
como fibroblastos, células mesenquimales especializadas de tejido y células del sistema inmune innato
y adaptativo, y por otro lado, matriz extracelular formada por proteinas estructurales (colageno y
elastina), proteinas especializadas (fibrilina, fibronectina y elastina) y proteoglicanos. Estos elementos

en su conjunto constituyen un soporte fisico y nutricional necesario para el crecimiento del tumor,
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importante para la eliminacidn de productos de deshecho por parte de las células tumorales y una

barrera frente al resto de células del tejido huésped (78).

En cdncer de mama (79), de colon (80), cervical (81) y de eséfago (82), una mayor proporcion de
estroma en el tumor primario (ratio tumor-estroma reducido) se ha asociado con una menor
supervivencia en los pacientes. En base a estos resultados el ratio tumor-estroma se ha propuesto en
este tipo de cdnceres como factor prondstico independiente relacionado con la supervivencia de los
pacientes. En el CECC, aunque se ha demostrado en multiples estudios la contribucién de diferentes
elementos del estroma al crecimiento e invasién a nivel de tumor primario (83—86), el ratio tumor-

estroma no se utiliza como factor prondstico en los pacientes con CECC.

Tumor budding

Tumor budding es un tipo de crecimiento invasivo que puede estar presente en los carcinomas y
esta caracterizado por la presencia de células individuales o pequefios grupos de células (<5 células)
en el estroma del frente invasivo del tumor. La presencia de tumor budding se considera un factor
prondstico independiente para la supervivencia global, la metastasis a ganglios linfaticos y las
metastasis a distancia en pacientes con CECC, independientemente de la localizacidn del tumor

primario (87,88).

Invasion perineural e invasion vascular

La proporcion de tumores de CECC en los que se ha detectado invasion perineural (presencia de
células tumorales en espacios perineurales, figura 13A) varia segun el estudio, desde 14% hasta 63.2%
(89). A pesar de la diferente incidencia, en todos los estudios la presencia de invasidn perineural
correlaciona con un aumento de la recidiva locorregional y una disminucién de la supervivencia de los

pacientes con CECC (90-94).

La invasién vascular (presencia de células tumorales en el interior de un vaso sanguineo, figura 13B)
a nivel de tumor primario correlaciona con la presencia de metastasis en ganglios cervicales
concomitantes en pacientes con CECC (57,91,95,96). Ademas, en los pacientes con CECC tratados
quirurgicamente, la presencia de invasidn vascular aumenta el riesgo de padecer recidivas

locorregionales (69,97,98).
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Figura 13. Tincion de hematoxilina-eosina de un tumor primario de carcinoma escamoso de cabeza y cuello. (A) Presencia
de células tumorales en el espacio perineural (flechas negras). (B) Presencia de células tumorales (linea negra discontinua)
en un vaso sanguineo, delimitado por células endoteliales (flecha negra). Imagenes adaptadas de (99).

3.2.2.2. Factores relacionados con los ganglios linfaticos cervicales

La presencia de metdastasis a nivel de ganglios linfaticos determina el prondstico y el tratamiento
de los pacientes con CECC. Los pacientes con metdastasis en un Unico ganglio linfatico presentan una
tasa de supervivencia a los 5 afios del 50%, mientras que aquellos que también tienen afectada la
cadena ganglionar del otro lado, se reduce al 33% (100). Los parametros relacionados con la metastasis
en ganglios linfaticos que pueden influir en el prondstico de los pacientes con CECC se explican a

continuacion.

Numero de ganglios linfaticos positivos

El tamafo, el numero y la localizacién de los ganglios linfaticos cervicales infiltrados por células
tumorales definen el estadio N del sistema TNM empleado en el diagndstico del CECC y aporta
informacidn importante relacionada con el prondstico y la seleccion del tipo de tratamiento en los
pacientes con CECC. Concretamente, el nUmero de ganglios linfaticos positivos tras la confirmacion
histoldgica constituye uno de los marcadores prondstico mas importantes en CECC, ya que predice el
riesgo de presentar metdstasis a distancia, recidivas locorregionales y ademas, correlaciona con la

supervivencia de los pacientes (101-103).

Extensidn extracapsular

La extensidn extracapsular, o invasion de células tumorales mas alld de la pared ganglionar, aparece
en el 60% de los pacientes con CECC que presentan ganglios cervicales positivos y puede estratificarse
en tres niveles: (a) diseminacion extracapsular macroscépica con implicacion de otras estructuras
anatomicas adyacentes, (b) diseminacion extracapsular macroscopica confinada al tejido fibro-adiposo
contiguo y (c) diseminacidon extracapsular microscépica (104). La presencia de extension extracapsular
aumenta el riesgo de sufrir recidivas regionales, presentar metastasis a distancia y reduce la
supervivencia en los pacientes con CECC (69,105-107). Actualmente también se incluye para la

determinacion del estadio N durante el diagndstico del paciente.

Tamaiio de los ganglios linfaticos positivos

El diametro del ganglio linfatico cervical positivo mds grande se utiliza para la determinacién del
pardmetro N en el sistema TNM empleado en el diagnéstico de los pacientes con CECC. Aunque
algunos investigadores han encontrado una relacidon entre el tamano del mayor ganglio linfatico
patoldgico y el riesgo de sufrir recidivas regionales en pacientes con CECC (101,108), muchos otros no
han encontrado dicha asociacidn ni a nivel de recidivas locales ni regionales (109,110). En relacién con

la supervivencia, algunos investigadores encontraron el tamafio de los ganglios infiltrados como factor
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prondstico de la supervivencia global en los pacientes con CECC, pero en la gran mayoria de estudios,
cuando se incluyeron otras variables patoldgicas relevantes, el tamafio de los ganglios dejo de estar

asociado a supervivencia (71,110,111).

3.2.2. Factores prondstico de origen molecular

En la actualidad, la eleccion de la modalidad de tratamiento al que se someten los pacientes con
CECC depende de parametros clinicos, radioldgicos e histopatoldgicos, observdndose una amplia
heterogeneidad en la evolucion clinica y respuesta al tratamiento de estos pacientes. Ademas, la tasa
de supervivencia a los 5 anos de los pacientes con CECC no ha mejorado en los ultimos 30 afios. En
este contexto, surge la necesidad de identificar nuevos factores clinicos y bioldgicos que puedan ser
utilizados como marcadores prondstico de la enfermedad y predictivos de la respuesta al tratamiento.
Los marcadores moleculares o biomarcadores se definen como moléculas presentes en los fluidos
corporales o tejidos que son signos de un proceso normal o anormal, o de una condicién o enfermedad.
Existen biomarcadores diagndstico, prondstico y predictivos. Los biomarcadores prondstico se asocian
con la evolucién del paciente independientemente del tratamiento, mientras que los biomarcadores
predictivos se asocian con la evolucién del paciente tras un tratamiento especifico. A pesar de que
tienen diferentes definiciones, un mismo marcador puede tener capacidad prondstica y predictiva
(112). Gracias a los avances en los ultimos afios en investigacidén basica y gendmica que han permitido
ampliar el conocimiento sobre las bases bioldgicas en relacion con la aparicién y la progresion tumoral
del CECC, se han identificado numerosos marcadores moleculares con el potencial para predecir la
evolucidn de la enfermedad y la respuesta al tratamiento de los pacientes (113). Las funciones que
presentan dichos marcadores son diversas, desde regulacion del ciclo celular (p53, p16, CCND1), via
de sintesis de prostaglandinas (Cox-2), transduccidn de sefial (EGFR, VEGF, PIK3CA), degradacién de la

matriz extracelular (MMP-2 y MMP-9), hasta relacionados con inestabilidad gendmica (FHIT) (114).

En el 2011 se publicaron los primeros estudios de secuenciacién de nueva generacion (NGS)
basados en la secuenciacion completa del exoma del CECC. La secuenciacion de todos los exones del
genoma humano conocido de un total de 106 tumores de CECC, permitié confirmar las mutaciones
que se habian encontrado previamente en genes clave relacionados con la patogénesis del CECC como

TP53, CDKN2A y PIK3CA y ademas identificaron por primera vez mutaciones en NOTCH1 (Tabla 3)

(29,115).
Tabla 3. Genes mutados con mayor frecuencia en tumores de CECC. Obtenidos de estudios
basados en secuenciacidn de nueva generacion (NGS)

Simbolo Nombre gen Localizacion Funcién gen DIELEDS Tasa. )
gen 8 cromosomica 8 downstream mutacuc')n
(Porcentaje)

Supresor tumoral: “El guardian
Tumor del genoma. Regula el paro del P21, BAXy
TP . 17p13.1 X o 40-60
53 protein p53 P ciclo celular en respuesta a dafio PUMA

celular, apoptosis o senescencia
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En funcidn del tejido actua como
supresor tumoral o como
NOTCH1 Notch1l 9p34.3 oncogen. Regula el ciclo celular, Hes/Hey, p21 14-15
el compromiso de linaje celular y
el desarrollo embrionario

Harvey rat , > . 2
sarcoma Oncogen; proteina de unién a Activa la via
HRAS viral 11p15.5 GTP que promue_ve pr.ollferauf)n Raf/MEK/ERK 4-35
oncodene celular y supervivencia a través y la via
g de Raf y PI3K PI3K/Akt
homolg
Phosphoinos Oncogen. Subunidad catalitica de
itde-3-kinase PI3K. Diana de activacion por Ras. .
. . . Activa Akt y
PIK3CA catalytic 3926.32 Regula la diferenciacion celular, 6-8
. e PLCgammal
alpha el compromiso de linaje celular y
polypeptide el desarrollo embrionario
Cyclin- Codifica para la proteina p16.
dependent Supresor tumoral. Regula la Inhibe
AN kinase seale progresion del ciclo de la fase G1 CDK4/6 e
inhibitor 2A alafaseS

Tabla adaptada de (116).

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio con muestras de pacientes con CECC
localmente avanzado y el uso de microarrays, se identificaron tres subtipos tumorales basados en su
perfil de expresidn génica. La clasificacion de los subtipos se asocio significativamente con la SLRL, la
SLP y la supervivencia global (SG) de los pacientes. En los tumores del subtipo |, asociados con peor
prondstico, se observd una activacion de procesos bioldgicos relacionados con invasion, motilidad y
progresion tumoral. En los tumores del subtipo lll, asociados con menor recidiva y mayor
supervivencia, se sobre-expresaban genes relacionados con morfogénesis epidérmica, cuyos
productos se localizan en estructuras celulares caracteristicas de los queratinocitos diferenciados. En
el subtipo Il, se detectd una activacion de genes implicados en el desarrollo del epitelio tubular, la
oligomerizacion de proteinas y un patrén de diferenciacién intermedio entre los tumores del subtipo |
y del subtipo II. La principal utilidad de esta firma de expresidn génica seria identificar subgrupos de
pacientes que se pudieran beneficiar de tratamientos genotdxicos a partir de biopsias pre-tratamiento
(41).

Finalmente, los avances tecnoldgicos de los ultimos afios han hecho posible la deteccién de DNA
circulante en muestras clinicas de sangre, ya sea a partir del DNA tumoral circulante o a partir de las
células tumorales circulantes. Los dos tipos de metodologias permitirian la deteccidon temprana del
cancer, la monitorizacién de la enfermedad y su seguimiento tras el tratamiento, la deteccién de
resistencias a agentes diana antes de que fuera detectable por técnicas de imagen y la posibilidad de

profundizar en los mecanismos de resistencia evitando el riesgo asociado a la toma de muestra (117).
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3.3. Tratamiento del CECC

El tratamiento de los pacientes con CECC es complejo. La localizacidn y extensién de la enfermedad
asi como los hallazgos patoldgicos dictan el tratamiento adecuado (cirugia, radioterapia,
guimioterapia). Generalmente, el 40% de los pacientes en estadios iniciales (I y Il) se tratan con una
sola modalidad de tratamiento. Por el contrario, el 60% restante diagnosticado en estadios avanzados
(estadios lll y 1V) se benefician de terapias combinadas (5) . Los pacientes que se diagnostican en
estadios iniciales de la enfermedad son sometidos a cirugia o a radioterapia dependiendo de la
localizacién del tumor primario y la posibilidad de que afecte a la funcién de érgano. En los tumores
pequeios mas accesibles, como los presentes en la cavidad oral, faringe o laringe, se suele realizar
cirugia, obteniendo elevadas tasas de preservacion de drgano (118). En cambio, en los tumores
situados en la glotis, la base de la lengua o el paladar, el tratamiento con radioterapia consigue un gran

control del tumor y tasas elevadas de curacion (18).

Actualmente, los protocolos de tratamiento mas utilizados en pacientes con CECC en estadios
localmente avanzados son la quimioterapia de induccidn o neoadyuvante (se administra en primer
lugar antes de cualquier otro tratamiento a nivel local), seguida de radioterapia o cirugia, y la quimio-

radioterapia concomitante (se administra de forma simultanea con la radioterapia).

En el caso de los pacientes que inician tratamiento con quimioterapia de induccidn, se utiliza el
grado de respuesta tumoral conseguido para decidir la terapia ulterior mas adecuada. Los pacientes
gue consiguen una reduccién tumoral adecuada tras el tratamiento con quimioterapia de induccidn
son considerados candidatos a un tratamiento conservador con radioterapia o quimio-radioterapia. En
caso de no conseguirse una respuesta adecuada, se considera al paciente candidato a reseccién
quirdrgica.

Por otro lado, una alternativa conservadora es iniciar el tratamiento con quimio-radioterapia
concomitante, que ha pasado a ser considerado como tratamiento estandar en el manejo de pacientes

con CECC en estadios avanzados en una mayoria de guias clinicas (119).

Entre los compuestos quimioterapicos que se suelen aplicar en el tratamiento de CECC,
encontramos el 5-Fluoracilo, inhibidor de la timidina sintasa, que actua bloqueando la replicacion del
DNA, el cisplatino (CDDP), un agente alquilante que desestabiliza la estructura del DNA y bloquea su
replicacion y los taxanos, estabilizadores de los microtubulos, que impiden la divisién de la célula
durante la mitosis. La combinacion de cisplatino y 5-fluoracilo se emplea como tratamiento
neoadyuvante estandar en el tratamiento de CECC y se ha observado que permite mejorar la
preservacion de érgano y la supervivencia. La incorporacion hace unos anos de los taxanos (Docetaxel
y Paclitaxel) al tratamiento estandar quimioterapico ha permitido aumentar las tasas de supervivencia

y mejorar la respuesta de los pacientes (119).
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El conjunto de compuestos quimioterapicos expuestos anteriormente actian a nivel sistémico,
principalmente sobre las células que se encuentra en division sin tener una diana definida. Existen
otros tipos de compuestos quimioterdpicos que actian sobre moléculas diana, fundamentalmente
sobre proteinas concretas (terapia molecular dirigida). Los mas utilizados en CECC estan dirigidos
contra el receptor EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), que se encuentra sobre-expresado en el
80% de los tumores de CECC (30). Entre los compuestos utilizados encontramos los anticuerpos
monoclonales anti-EGFR (Cetuximab y Panitumumab) y los inhibidores de la actividad tirosina quinasa
del receptor (Gefitinib y Erlotinib) (120). El uso de Cetuximab en pacientes con CECC localmente
avanzado de manera concomitante con radioterapia, mejora el control locorregional de la
enfermedad, aumenta la supervivencia de los pacientes pero no disminuye la aparicion de metastasis
a distancia (121).

A continuacion, se explican los mecanismos de accién y el uso de cisplatino en el tratamiento de los
pacientes con CECC, ya que es el fdrmaco con el que realizamos los ensayos in vitro de apoptosis

inducida en esta tesis doctoral.

3.3.1. Cisplatino

El cisplatino (cis-diamminedichloroplatinum (1), CDDP) es un farmaco quimioterapico formado por
un dtomo de platino unido a dos grupos NHs y dos grupos Cl. Los dos ligandos de cloro son estables en
el torrente sanguineo pero cuando el CDDP es internalizado por las células, los ligandos de cloro se
sustituyen por agua o grupos hidroxilo, produciendo especies cargadas positivamente que tienden a
reaccionar con moléculas nucleofilicas intracelulares mediante reacciones de alquilacion. Entre estas
moléculas encontramos el RNA, fosfolipidos de membrana, filamentos del citoesqueleto, moléculas
con grupos tiol y las bases puricas. Aunque tan solo el 1% del CDDP internalizado reacciona con el DNA
celular, se considera que la mayor parte de las lesiones celulares inducidas por CDDP son debidas a esa
interaccion. Su interaccién con el DNA genera agregados formados por uniones DNA-proteina y DNA-
DNA (Figura 14). Los agregados generados, sobre todo entre las bases puricas de una misma cadena
de DNA y el CDDP (entrecruzamiento intracatenario), son los responsables de la accidn citotdxica del
CDDP que incluye parada replicativa, inhibicién de la transcripcion, parada del ciclo celular, bloqueo
de la reparacion del DNA y apoptosis. La interaccion del CDPP con los grupos tiol de las proteinas

también contribuye al efecto antiproliferativo del CDDP (122).
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Figura 14. Principales agregrados formados tras la interaccién del cisplatino con el
DNA. (a) Entrecruzamiento intercatenario del DNA. (b) Entrecruzamiento
intracatenario 1,2- del DNA. (c) Entrecruzamiento intracatenario 1,3- del DNA. (d)

Entrecruzamiento proteina-DNA. Adaptada de (123).

PROTEINA

La quimioradioterapia concomitante es el tratamiento de eleccién para los pacientes con un tumor
localmente avanzado no resecable o como estrategia de conservacion de érgano. La administracion de
cisplatino y radiacién de manera simultdnea, contribuye a aumentar un 6.5% la tasa de supervivencia
a 5 afios de los pacientes tratados y consigue mejorar el control locorregional de la enfermedad. Sin
embargo, esta mejora también conlleva una elevada toxicidad y una reduccidn en la calidad de vida de
los pacientes. El uso de cetuximab como alternativa al CDDP, minimiza la toxicidad pero todavia se
desconoce si presenta la misma eficacia. El analisis de la expresion o mutacién de EGFR resulta
insuficiente para predecir la respuesta al tratamiento con Cetuximab por lo que resulta indispensable
el desarrollo de nuevos biomarcadores que permitan identificar a los pacientes que se beneficiarian

de este tratamiento (124).

4. SERPINA E1

La molécula SERPINE1 (SERpin Peptidase INhibitor, clado E, miembro 1) o SERPINA E1, también
denominada PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor, type 1), constituye uno de los principales
elementos reguladores del sistema fibrinolitico. Este sistema juega un papel fundamental en el
mantenimiento del sistema vascular y en la disolucién de los codgulos sanguineos. Los elementos
principales que lo forman son el plasmindgeno, una proenzima inactiva que se convierte en plasmina,
y sus dos activadores, el activador tisular del plasmindgeno (tPA) y el activador del plasmindgeno de
tipo uroquinasa (uPA). El elemento central del sistema, el plasmindgeno, es convertido a plasmina por
sus dos activadores uPA y tPA. La plasmina presenta como sustrato varias glicoproteinas y
proteoglicanos de la matriz extracelular como la laminina, fibronectina, vitronectina, fibrina, etc.
Ademas, puede activar otras proteinasas como las metaloproteinasas (MMP) -1,-3 y -9 y activar o
liberar factores de sefializacion presentes en la matriz como TGFB o VEGF. La regulacién de este
sistema estd mediada por varios inhibidores que pueden actuar a nivel de activacion del plasmindgeno,
mediante el inhibidor del activador del plasminégeno (SERPINA E1 o PAI-1) o mediante el inhibidor de

la fibrindlisis activable por trombina (TAFI), o a nivel de plasmina, mediante a-antiplasmina.
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La actividad tPA es responsable de la disolucién de la fibrina presente en la circulacion, mientras
que la actividad de uPA depende de su unién a un receptor especifico de la superficie de las células
denominado UPAR, y su principal funcidn es la induccién de la proteélisis pericelular que es necesaria
durante la remodelacidn y reparacidn tisular, la accién de los macréfagos, la ovulacién, la implantacién

embrionaria y la invasion tumoral (125).

4.1. Clasificacion, estructura, funcion y regulacion

SERPINA E1 es una glicoproteina que pertenece al subgrupo 1 del clado E de la superfamilia SERPIN
(SERine Protease INhibitor). Esta superfamilia estd compuesta por un gran nimero de proteinas
funcionalmente diferentes pero estructuralmente similares que se pliegan formando una estructura
central altamente conservada esencial para su actividad catalitica. Se han descrito hasta 500 SERPINAs
diferentes, las cuales se clasifican en 16 clados (A-P) y 10 secuencias huérfanas en base a sus relaciones
filogenéticas. Las SERPINAs presentes en vertebrados se pueden agrupar, a su vez, en 6 subgrupos

teniendo en cuenta su secuencia génica y de amindacidos.

Estructuralmente, SERPINA E1 estd compuesta por una Unica cadena de 379 aminodacidos y
presenta un peso molecular de 52KDa. Esta formada por 3 hojas beta (A, B, C), 9 hélices alfa (A-1), un
péptido sefial en el extremo N-terminal y un tramo flexible responsable del reconocimiento del

sustrato que conforma el bucle del centro reactivo (RCL) (126).

A nivel funcional, SERPINA E1 actua inhibiendo a otras proteasas mediante un mecanismo de
inhibicidn irreversible denominado inactivacién suicida. SERPINA E1 interacciona con su proteasa diana
formando un complejo no covalente a través de los residuos (P1-P1’) que flanquean el enlace
escindible. Tras esta union, la serina del centro activo en el enlace escindible de SERPINA E1 es atacada
y, como resultado, se genera un enlace éster covalente entre la Ser-196 de la proteasa y el grupo
carbonil del residuo P1 de SERPINA E1. Como consecuencia, el enlace P1-P1’ se rompe, la proteasa
unida al RCL se trasloca y su sitio activo se distorsiona, lo que provoca la inactivacién de la proteasa.
En estas condiciones, se forma un complejo covalente irreversible proteasa-SERPINA E1 donde
SERPINA E1 se encuentra en su conformacidon mas estable y la proteasa carece de actividad. La
especificidad de cada SERPIN por su proteasa viene marcada por los residuos que forman el enlace
escindible P1-P1’. En el caso de SERPINE1, sus sustratos son las proteasas uPA y tPA del sistema

fibrinolitico (127).
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Figura 15. Conformaciones de SERPINA E1. (A) En la conformacion activa, el extremo C-terminal del bucle del centro
reactivo (RCL) se encuentra en una posicidn rigida. (B) La conversidn a la conformacién latente implica la insercion del
lado N-terminal del RCL en la hoja B A (en rojo), formandose una nueva hoja B, la extension del extremo C-terminal del
RCLYy la disrupcién del péptido P1-P1’. En esta conformacion (latente), SERPINA E1 no puede unirse a sus proteasa diana
pero puede ser reactivada bajo determinadas circunstancias (reversible). (C) Cuando SERPINA E1 se encuentra en su
conformacion activa puede servir de sustrato para proteasas diana las cuales cortan el enlace P1 (Arg346, bola roja) - P1’
(Met347, bola azul). El extremo N-terminal cortado del RCL se inserta en la hoja B A (en rojo), forma una nueva hoja By
distorsiona el péptido P1-P1’. Esta conformacidn (escindida) es irreversible y SERPINA E1 no tiene actividad anti-proteasa.
Adaptada de (128).

La molécula de SERPINA E1 es expresada por una gran variedad de células, como son las células
musculares lisas vasculares, las células endoteliales, los fibroblastos, las células inflamatorias, las
plaguetas y las células tumorales. Ademas, puede encontrarse en el organismo en tres
conformaciones diferentes que son interconversibles entre si, conformacion activa, latente y de
sustrato o escindida (Figura 15). SERPINA E1 es sintetizada por las células y secretada al exterior en su
conformacidn activa, pero espontaneamente se convierte en la conformacidn latente con un tiempo
de vida medio de 1-2 horas. Este tiempo de vida medio puede aumentar de 2 a 10 veces gracias a su
union, por puentes disulfuro, al dominio somatomedina B de la vitronectina (Figura 16). En su forma
latente, SERPINA E1 carece de actividad pero puede ser reactivada parcialmente mediante agentes
desnaturalizantes. Ademas, SERPINA E1 presenta una tercera conformacion, denominada de sustrato
o escindida, que se genera cuando SERPINA E1l es cortada a nivel de enlace escindible, por
determinadas proteasas sin llegar a formar un complejo con ellas. En esta conformacién, SERPINA E1
se encuentra inactiva, es incapaz de interaccionar con nuevas moléculas de tPA o uPa, y no es posible
su conversién a la forma activa (inactivacién irreversible). Fisiolégicamente, SERPINA E1 en su
conformacién activa se encuentra circulante en plasma formando un complejo con la vitronectina. A

nivel tisular, también otras moléculas como las integrinas o uPAR se unen a vitronectina, por lo que

SERPINA E1 compite con todas ellas por la unidn a vitronectina (129).
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Figura 16. Cambio conformacional espontaneo de SERPINA
E1. (A) Estructura de SERPINA E1 en su conformacion activa
recién secretada al espacio extracelular (el bucle del centro
reactivo de muestra en morado, RCL). (B) Estructura de
SERPINA E1 en su conformacién latente que se forma

espontaneamente a partir de la conformacion activa tras 1-2
horas de ser secretada. (C) Estructura de SERPINA E1 unida al
dominio somatomedina B (en verde) de la vitronectina. Esta

Conformacion
Activa

unién estabiliza la conformaciéon activa de SERPINA E1
aumentando su tiempo de vida media de 4 a 20 horas.
Conformacién Adaptada de (130).

activa

En relacién con la regulacion de la expresion de SERPINA E1, numerosos factores de transcripcion
controlan la expresidn de SERPINA E1 segun el tipo celular, tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas. La expresién de SERPINA E1 esta finamente regulada por ciqtoquinas y factores de

crecimiento como TGF-B, interleuquina-1-B, EGF, insulina, lipopolisacarido y lipoproteinas (131).

4.2. Interacciones no canodnicas de SERPINA E1

En los ultimos afios se le han otorgado a SERPINE1 otras funciones ademas de su funcién candnica
como proteasa dentro del sistema fibrinolitico y esto es posible debido a su interaccién con diferentes
elementos de la matriz extracelular y de la superficie de las células. Entre estos elementos
encontramos ligandos como glucosaminoglicanos (heparina), componentes de la matriz extracelular
(vitronectina) y receptores scavenger (proteinas relacionadas con el receptor de lipoproteina, LRP). La
unidn de SERPINA E1 al dominio somatomedina B de la vitronectina retrasa la conversion de SERPINA
E1 activa a su forma latente, por lo que aumenta su estabilidad. Ademds, la interaccidn con vitronectina
provoca un pequefio cambio en la conformacién del centro activo de SERPINE1 alterando su
especificidad por el sustrato y capacitandola para inhibir otras serina proteasas como la trombina.
Cuando SERPINA E1 forma el complejo con uPA, que a su vez se encuentra unida a uPAR anclado en la
superficie de las células, SERPINE1 disminuye su afinidad por vitronectina y la aumenta por el receptor
LRP. La unién de SERPINA E1 al receptor LRP induce la endocitosis mediada por clatrina del complejo
formado por uPAR-uPA-SERPINA E1 y una vez en el interior de las células, uPA y SERPINA E1 son
degradadas mientras que uPAR se recicla y se transporta de nuevo a la membrana. SERPINA E1
también presenta un sitio de unién a heparina muy préximo al lugar en el que se encuentra el de
vitronectina. La union de SERPINE1 a heparina aumenta la reactividad de SERPINA E1 sobre la trombina

pero su estabilidad no varia (129).
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4.3. Implicacién de SERPINA E1 en cancer

Varios estudios clinicos y epidemioldgicos han demostrado que SERPINA E1 estd implicada en
diferentes procesos fisiopatoldgicos como fibrinolisis, trombosis, restenosis, aterosclerosis, obesidad,
apoptosis, adhesion celular, migracion celular, cicatrizacién, angiogénesis, inflamacion, quimiotaxis,
fibrosis y cancer. El papel de SERPINE1 en dichos procesos no solo estd mediado por su actividad
proteasa sino por sus interacciones con otras moléculas como heparina, LRP1 o incluso elementos

estructurales de la matriz extracelular, como vitronectina.

En relacién con el cancer, SERPINA E1 ha sido establecido como marcador de mal prondstico en
cancer de mama, gastrico, ovarico, de vejiga, colorectal y oral (132), aunque no se conocen al completo
todos los mecanismos mediante los cuales SERPINA E1 contribuye a la progresidn tumoral. Multiples
estudios in vitro demuestran su implicacién en procesos como adhesién celular, migracidn, invasién,
inhibicidn de la apoptosis, proliferacion y angiogénesis (133).

En el caso de CECC, multiples estudios correlacionan un nivel elevado de expresion de SERPINA E1
en biopsias tumorales de pacientes con una evolucién clinica desfavorable (134-141). La mayoria de
los estudios concluyen que los pacientes con CECC cuyos tumores presentan elevados niveles de
expresion de SERPINA E1 presentan una supervivencia mas corta que los pacientes con tumores con
menor expresién de SERPINA E1. Ademads, un estudio previo realizado en nuestro laboratorio con
muestras de pacientes con CECC basado en microarrays, muestra que SERPNA E1 se sobre-expresa en
el subtipo de tumores asociados a peor evolucidn clinica (mayor riesgo de recidivas y supervivencia

mas corta) (41).

5. MODELOS MURINOS EN CANCER

El cdncer es una enfermedad compleja constituida por multiples pasos, y en la que se encuentran
implicados multiples procesos biolégicos. Algunos de estos procesos biolégicos no pueden ser
estudiados em modelos in vitro debido a que dependen de la interaccidn de las células tumorales con
otros componentes del entorno, como la matriz extracelular, otras células no tumorales, células
estromales y células del sistema inmune. El desarrollo y el uso de los modelos animales ha permitido
estudiar el tipo de crecimiento del tumor primario, la invasion, la metastasis y la respuesta al

tratamiento en diferentes tipos de cancer (142).

El modelo animal que se utiliza con mayor frecuencia en cancer es el ratéon (Mus musculus). Su
uso, desde hace mas de un siglo, ha permitido descubrir nuevos aspectos sobre la biologia y la genética
del cancer. Algunas de las ventajas que justifican la eleccién del ratén como modelo animal son su

pequefio tamano, lo que implica facil estabulacidon, mantenimiento y manipulacién, la similitud a nivel
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fisiolégico y molecular con la especie humana y el hecho de que su genoma este completamente

secuenciado.

En general los modelos murinos que se emplean en cancer, se clasifican en cuatro grandes grupos,
modelos xenégrafos, modelos singénicos, modelos manipulados genéticamente (transgénicos) y
modelos inducidos por carcindgenos (Figura 17). Cada modelo presenta sus ventajas y desventajas,
por lo que en funcidn del objetivo del estudio interesara utilizar un tipo de modelo u otro. A
continuacién se explica un poco mas en detalle en qué consiste cada modelo y las ventajas y

desventajas de cada uno.

Modelo Modelo
inmunocomprometido inmunocompetente
Modelo Modelo Modelo Modelo Modelo de

. . . . . Modelo
raton raton raton inducido transplante t P
Nude NOD/SCID NSG quimicamente singénico ransgenico

— —/
——

Modelos xendgrafos

Figura 17. Modelos murinos de carcinoma escamosos de cabeza y cuello. En funcion del origen de las células tumorales se
utilizan cepas de ratdon inmunocomprometidas, si se inyectan células de origen humano (modelo xendgrafo), o
inmunocompetentes si se inyectan células de ratén o se induce la aparicion de un carcinoma quimica o genéticamente.
Adaptada de (143).

En los modelos singénicos se inyectan o implantan células tumorales de origen murino en ratones
inmunocompetentes (implantacion o trasplante homélogo). El sistema inmune de los ratones en este
tipo de modelo se encuentra intacto, lo que es importante si se quiere estudiar la contribucion del
sistema inmune en alguna o diversas etapas del establecimiento y progresidon tumoral. La principal
limitacion es que las células tumorales no son de origen humano y por tanto, las vias y mecanismos
implicados en el desarrollo y progresion tumoral pueden ser diferentes a los implicados en el CECC

humano.

En los modelos murinos transgénicos los ratones se modifican genéticamente lo que provoca una
ganancia de funcién de genes tumorogénicos (onogenes) o una pérdida de funcién de genes
supresores de tumores, de manera que desarrollan espontdneamente el cdncer de interés. En CECC se
han descrito varios modelos basados en la sobre-expresidn de K-ras G12D mediante el uso de
promotores especificos de la mucosa oral (queratina 5y queratina 14) (144,145), asi como otro modelo
basado en la activacién constitutiva de Akt en la cavidad oral de los ratones junto con la infra-expresién

de Trp53 que genera lesiones pre-neoplasicas en los ratones y acaban desarrollando un carcinoma
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escamoso en la cavidad oral (146). Estos modelos recapitulan las principales caracteristicas clinicas del
CECC, y permiten estudiar la implicacion de un gen concreto en alguna etapa del proceso
carcinogénico, pero también presentan ciertas limitaciones. En primer lugar, los niveles de expresion
del transgen, regulado normalmente por promotores heterdlogos, no se asemejan a los niveles de
expresién en condiciones fisiolégicas. Ademas, el microambiente tumoral donde se desarrolla el CECC
en el modelo es diferente al encontrado en pacientes, ya que las células estromales del ratdon también
pueden sobre- o infra-expresar el transgen. Y por ultimo, la modificacién de la expresién de uno o unos
pocos genes, no permite recapitular el proceso carcinogénico ya que es un proceso complejo en el que
se encuentran implicados muchos mds genes, siendo inviable la modificacién de multiples genes en

los ratones (147).

En los modelos murinos inducidos, los ratones son expuestos a determinados agentes
carcinogénicos durante semanas o meses hasta que desarrollan el cancer de interés. Como en los
modelos singénicos, las ratones presentan un sistema inmune intacto, lo que permite estudiar su
contribucidon en el proceso de carcinogénesis y ademads, se puede analizar el efecto de los diferentes
agentes etioldgicos que también se encuentran implicados en el desarrollo del cancer en humanos. En
los modelos inducidos de CECC los ratones se exponen, ya sea por contacto directo con diferentes
zonas de la cabeza o el cuello, o por administracidon oral en el agua de bebida, a determinados
productos carcinogénicos. Algunos de los inconvenientes de este tipo de modelo es que no permite el
estudio de genes especificos en el proceso de carcinogénesis, que en ocasiones el tratamiento con el
agente carcinogénico puede alargarse meses hasta que se desarrolla el CECC y que el proceso de
transformacion que sufren las células tumorales de ratén puede estar mediado por mecanismos o vias
de seializacidn diferentes a los que tienen lugar en las células tumorales humanas. Ademas, la
localizacién u origen celular del tumor no siempre es la esperada para un tumor de cabeza y cuello

€sCamaoso.

Los modelos murinos xendgrafos se explicaran con detalle en el siguiente apartado ya que se

corresponde con el tipo de modelo que se ha utilizado durante la realizacién de esta tesis doctoral.

5.1. Modelos murinos xendgrafos de CECC

Consiste en la implantacion de células tumorales de origen humano en ratones (implantacién o
trasplante heterdlogo). Se emplean ratones inmunodeprimidos para evitar que el sistema inmune del
ratdn rechace la implantacion y el crecimiento de las células tumorales humanas. El uso de este tipo
de modelo presenta un serie de ventajas, se trabaja con células tumorales humanas, por lo que las
posibles vias implicadas en la progresidon tumoral son las mismas que en pacientes y las condiciones

experimentales estdan mas controladas por el experimentador, al decidir donde implantar y qué
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numero de células inyectar, lo que permite comparar grupos de ratones a los que sélo se ha modificado

la variable objeto de estudio, como por ejemplo el tipo de tratamiento.

Las cepas de ratones que se utilizan con mayor frecuencia como modelo para estudiar el CECC son
los ratones nude atimicos, que carecen de linfocitos T funcionales. También se utilizan los ratones SCID
(Severe Combined Immunodeficiency), que carecen de la actividad mediada por los linfocitos Ty B, y
sus cepas derivadas, NOD/SCID y NSG, con un mayor grado de inmunodeficiencia. El uso de cepas de
ratdn cada vez mds inmunodepimidas permite mejorar la tasa de injerto, potenciar el crecimiento del
tumor primario y aumentar la diseminacién y crecimiento en érganos a distancia, aunque, por otro
lado, se alejan cada vez mds de lo que ocurre en pacientes con CECC, que si presentan un sistema
inmune funcional (148). Un subtipo de modelo xendgrafo que intenta solventar esta limitacion son los
modelos xenégrafos humanizados, a los que ademas de implantar células tumorales humanas, a los
ratones se les inyecta células mononucleares humanas de sangre periférica y se les administra
exdgenamente hormonas humanas, factores de crecimiento y citoquinas con el objetivo de simular un
sistema fisiolégico humano (143). En cualquier caso, todos los modelos por definicion presentan
limitaciones, lo relevante es utilizar un modelo que replique en el ratén aquellos componentes mas

relevantes del proceso estudiado en la tumorogénesis humana.

Dependiendo de la localizacion anatdmica donde se implantan las células, el modelo xendgrafo
de CECC se considera ortotdpico, si se implantan en una zona que coincide con la localizacién del tumor

primario, en este caso la cabeza o el cuello, o ectépico, si se implantan en una localizacién diferente.

5.1.1. Implantacién ectopica

Entre los modelos ectdpicos mas utilizados encontramos el modelo subcutaneo, en el cual las
células se inyectan a nivel subcutdneo, normalmente en la parte dorsal del ratén. Se utiliza con
frecuencia para evaluar la eficacia de diferentes farmacos debido a su facil establecimiento,
reproducibilidad y medicion. Pero ha sido criticado debido a que el microambiente que rodea a las
células tumorales no refleja el entorno en el que se encontrarian en el organismo humano y, por tanto,
la respuesta de las células a los tratamientos testados no es aplicable a lo que sucederia en pacientes.
Otro inconveniente del modelo es que no permite el estudio de las metdstasis regionales o a distancia
ya que el tumor queda confinado en la zona subcutanea del tejido del ratdn, apareciendo metastasis
a distancia en menos del 2% de los casos (149). En CECC, el primer modelo murino xenégrafo se realizé
con ratones nude a los que se les transplantd un total de 130 carcinomas provenientes de pacientes
con CECC (150). Posteriormente, este modelo xendgrafo subcutaneo ha sido ampliamente utilizado en
relacion con el CECC para estudiar el efecto antitumoral de diferentes tipos de compuestos
quimioterapicos (143).

Dentro de los modelos ectépicos también encontrariamos el modelo de metastasis experimental

en el que las células tumorales se inyectan a través de la vena de la cola del ratdn. Este modelo se suele
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utilizar para estudiar el crecimiento de metastasis en pulmdn ya que las células tumorales inyectadas
guedan atrapadas en los capilares pulmonares, donde pueden crecer y generar focos metastaticos.
Otra aproximacién es la inyeccién intra-cadiaca o intra-arterial de células tumorales para el estudio de
su distribucién a nivel sistémico, en la que se puede evaluar si presentan una distribucién preferencial
hacia érganos o tejidos concretos asi como su capacidad para implantarse y proliferar en dichos

drganos.

5.1.2. Implantacion ortotdpica

A diferencia del modelo anterior, en el modelo ortotépico de CECC las células tumorales se
inyectan en una localizacién anatémica que coincide con la localizacidon del tumor primario en
pacientes con CECC. En el caso del modelo ortotépico de CECC, la inyeccidn de las células tumorales se
realiza en cualquier estructura o tejido que forma parte del tracto aerodigestivo superior (la cavidad
oral, la faringe o la laringe). Las localizaciones mas utilizadas son la lengua y el suelo de boca debido a
su accesibilidad anatémica, aunque también se inyectan las células tumorales a nivel de mejilla, en el
paladar, etc. En este tipo de modelos, el microambiente que rodea el tumor se asemeja mds al entorno
donde se desarrollaria el tumor en pacientes con CECC, en comparacidn con la implantacién de tipo
ectdpica. La interaccién con el microambiente se ha demostrado que influye en la sensibilidad de las
células tumorales al tratamiento por quimio- y radio-terapia, y en su capacidad para diseminar
localmente y a distancia, siendo el modelo de implantacién ortotdpica el mds adecuado para predecir
la respuesta de los pacientes al tratamiento y para recapitular la progresién tumoral que tiene lugar
en pacientes con CECC (151). En CECC, el primer modelo ortopico fue desarrollado en 1990 por
Dinesman y col., tras inocular células de carcinoma de laringe en el suelo de boca de ratones nude y
permitié estudiar los mecanismos de invasion y metdstasis de los tumores generados (152). Tras este
primer modelo ortotdpico de CECC, se han utilizado diferentes métodos para desarrollar modelos
capaces de metastatizar, siendo la implantacién en suelo de boca o en lengua de ratones nude el

modelo mas utilizado (143).
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Il. OBJETIVOS

1. Establecimiento y validacién de SERPINA E1 como marcador prondstico en pacientes con
carcinoma escamoso de cabeza y cuello

2. Papelde SERPINAE1 en la proliferacién, la migracidny la citotoxicidad producida por cisplatino
en lineas celulares de carcinoma escamoso de cabeza y cuello manipuladas genéticamente.

3. Establecimiento de un modelo murino ortotdpico y metastatico de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello que represente dicha patologia en humanos.

4. Estudio in vivo del crecimiento y la diseminacidn metastatica de las células de CECC con

diferente nivel de expresion de SERPINA E1.
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Ill. METODOLOGIA

1. EXPERIMENTOS IN VITRO

1.1. Cultivo celular

1.1.1. Lineas celulares de CECC

Todas las lineas celulares de CECC se cultivaron en su correspondiente medio especifico
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), 2mM de glutamina y 100u/ml de penicilina-
estreptomicina (Life Technologies). Todas las células se cultivaron bajo condiciones estandar, a 37°C

en atmosfera al 5% de CO,.

UM-SCC-22A: linea celular humana establecida por University of Michigan y obtenida a partir de un
tumor primario localizado en la hipofaringe. La linea celular UM-SCC-22B es una linea celular originada
a partir de la metdstasis en cuello de la linea UM-SCC-22A. Ambas se cultivaron en medio Dulbecco’s

modified eagle medium (DMEM, Life Technologies) con alto contenido en glucosa y suplementado.

UM-SCC-74B: originada a partir de un tumor en la laringe. Se cultivd en medio DMEM con alto

contenido en glucosa y suplementado.

293T: deriva de la linea celular 293, una linea celular humana establecida a partir de células de rifidén
embrionarias. Las células 293T, a diferencia de las anteriores, expresan constitutivamente el antigeno
T grande de Simian Virus 40. En esta tesis estas células se emplearon Unicamente para la producciény
titulacién de particulas lentivirales. Se cultivaron en medio DMEM con alto contenido en glucosa y

suplementado.

SCC-9: linea celular establecida a partir de un tumor primario localizado en la lengua. Se cultivé en

medio DMEM:F12 (1:1) con 0.4ug/mL de hidrocortisona y suplementado.

SCC-25: linea celular establecida a partir de un carcinoma en la lengua. Se cultivé en medio DMEM:F12

(1:1) con 0.4ug/mL de hidrocortisona y suplementado.

Se comprobd la autenticidad de las lineas celulares mediante la comparacidn de los perfiles en
tdndem de cada linea con su respectivo perfil descrito en las bases de datos para cada linea. Para ello
se utilizo el kit Cell ID (Promega Corporation) que permite la amplificacion y deteccidén simultanea de
9 Small Tandem Repeats (STR) (D21S11, THO1, TPOX, vWA, CSF1PO, D16S539, D75820, D13S317 y
D55818) y la Amelogenina para la determinacion del sexo. Este kit utiliza como control positivo la linea
K562, cuyo genotipo es conocido. De manera previa, se extrajo el DNA gendmico de cada linea celular
siguiendo las instrucciones del kit Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega Corporation). Tras la

deteccion de los fragmentos amplificados mediante 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
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segln el protocolo del fabricante, se analizaron los resultados utilizando el programa GeneMapper
v4.0 que genera un perfil de picos representativos de cada uno de los alelos amplificados. En la tablas
4y 5 se muestran los perfiles de expresidn obtenidos para cada linea de CECC analizada y los originales
de cada linea celular, respectivamente.

Tabla 4. Resultados del analisis del perfil genético basado en 9 Short Tandem Repeats (STR)
de lineas de CECC, empleando el kit Cell ID (Promega)

Al UM-SCC-22A | UM-SCC-22B UM-SCC-74B | SCC-9 | SCC-25
Amelogenina X X X X, Y X X
CSF1PO 10 10 9,12 11 10 9,10
D13S317 8,12 8,12 12 9 13 8
D16S539 9,11 9,11 10, 12 10, 11 11,12 11,12
D5S818 12 12 12 12 12 11, 12
D75820 8,9 8,9 11 8 12 9,11
THO1 6 6 6,9.3 8,9 8 9.3
TPOX 8,11 8,11 8 9,11 8,12 8,9
VWA 15,18 15, 18 15, 16 17 17,19 16
D21S11 28 28 30, 34.2 ND ND 29, 30, 31

Tabla 5. Perfiles genéticos de expresion basado en 9 Short Tandem Repeats (STR) de lineas de CECC

UM-SCC-22A! | UM-SCC-22B! | UM-SCC-74B3 | SCC-92 | SCC-252
X X

Amelogenina X XY X X
CSF1PO 10, 10 10 ND 11 10 9,10
D13S317 8,12 8,12 12 9 13 8
D16S539 9,11 9,11 ND 10, 11 11,12 11,12
D55818 12,12 12 12 12 12 11,12
D7s820 8,9 8,9 11 8 12 9,11

THO1 6,6 6 ND 8,9 8 9.3

TPOX 8,11 8,11 ND 9,11 8,12 8,9

VWA 15, 18 15, 18 15, 16 17 17,19 16
D21S11 28 28 30, 34.2 ND ND 29, 30, 31

1Brennery col. (153), 2ATCC y 3Zhao y col. (154)

1.1.2. Subcultivo, congelacién y descongelacion de lineas celulares

Para la ampliacién y mantenimiento de las células, estas se sembraron en flascones de 75cm? de
superficie en un volumen de 10mL de medio de cultivo. Cuando las células llegaron a una ocupacion
de 2/3 de la superficie del flascén, se pasaron a un nuevo flascén, evitando asi que las células llegaran
a la confluencia. Sélo se sembraron las células en flascones de mayor superficie (150cm?) cuando se

necesité un gran nimero de células, como fue el caso de los experimentos in vivo. En la tabla 6 se
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muestra el nimero de células obtenidas tras el cultivo en flascones de 150cm? de superficie. Al tratarse
de células en adhesidn, para pasar las células a un nuevo flascon, se retiré el medio por decantacion,
se realizé un lavado con PBS atemperado y después se afiadieron 3mL de tripsina (0.05% Trypsin-EDTA,
Life Technologies). Tras una incubacién de 2-6 minutos a 37°C en tripsina, las células se desprendieron
y se resuspendieron en su medio general para bloquear la acciéon de la tripsina. Las células
resuspendidas en su medio general se centrifugaron durante 5 minutos a 300g y el pellet obtenido se
repartié en tantos flascones como se quisieron obtener, asegurandonos de que las células quedaban

bien repartidas en el nuevo volumen de medio.

Tabla 6. Crecimiento de las lineas celulares de CECC en cultivo

LINEA CELULAR N® CELULAS CRECIMIENTO
(Flascén 150cm?)
UM-SCC-74B 1.8x107 Exponencial
74BserpElup 9.5x10° Exponencial
UM-SCC-22A 7.3x10° Exponencial
UM-SCC-22B 2.4x10° Exponencial
SCC-9 1x10°6 Exponencial
SCC-25 6.8x10° Exponencial

Para su conservacion, las células se congelaron en una solucién de 10% DMSO (Dimetilsulfoxido,
Sigma-Aldrich) en FBS. Las lineas o pases de lineas de uso mas frecuente se almacenaron en un
congelador a -80°C, mientras que los stocks y lineas de uso menos frecuente se almacenaron en un
tanque de nitrégeno. El procedimiento para congelar las células fue el mismo que para su
mantenimiento, excepto que en el Ultimo punto, que el pellet celular se resuspendid en una solucién
al 10% DMSO en FBS en un criotubo. Cada uno de los criotubos se introdujo en un recipiente con
isopropanol, frosty (Nalgene, Waltham, USA). El frosty con las células se introdujo en el congelador de
-80°C durante 24h, lo que permitié una congelacién progresiva de las células evitando la formacién de
cristales. Pasadas las 24h, se extrajeron los criotubos del frosty y se guardaron en cajas en el congelador

de -80°C o en el tanque de nitrégeno.

Para la obtencidn de las células congeladas, se sacaron los criotubos de -80°C y se descongelaron
colocandolos en el bafo a 37°C durante unos minutos. Una vez en estado liquido, se diluyd la
suspension celular en su medio general, se homogenizé evitando la formacidon de acimulos celulares,
y se centrifugd durante 5 minutos a 300g. El pellet obtenido se resuspendié en el medio general
especifico de las células pero con un 10% de FBS adicional, y las células se sembraron en un flascon de

75cm? de superficie.
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1.1.3. Deteccion de Mycoplasma

La presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo celular es una de las contaminaciones bacterianas
mas frecuentes y puede provocar alteraciones muy variadas a nivel funcional y morfolégico sobre las
lineas que infecta. No obstante, todas las lineas empleadas en esta tesis estaban libres de Mycoplasma
en el momento que se comenzaron a usar y cada cierto tiempo, se realizaron test, como control, para
detectar la presencia de Mycoplasma en los cultivos. Adicionalmente, también se les realizo el test a
las células antes de ser congeladas o antes de un experimento in vivo. Para ello se utilizo el kit LookOut
Micoplasma PCR Detection Kit (Sigma-Aldrich), y consistié en una PCR que amplificaba especificamente
la region codificante del RNA ribosdmico 16S altamente conservada del género Mycoplasma sp. El test
se realizd a partir de un pequefio volumen de sobrenadante de un cultivo con elevado crecimiento (90-

100% de confluencia).

1.1.4. Contaje y determinacién de la viabilidad celular

Para el contaje de las células se empled el contador automatico Countess® (Life Technologies). Este
instrumento permite cuantificar el nimero de células, asi como distinguir entre células viables y no
viables, gracias a las propiedades dpticas diferenciales que presentan ambos tipos de células. El contaje
de una suspension celular concreta empleando el Countess® se realizé diluyendo una pequefia parte
de la suspensidn celular en PBS en un rango de 1x10%*-1x107 cel/mL. Esta suspensidn diluida se mezcld
en una proporcién (1:1) con trypan blue al 0.4% (Life Technologies) y se introdujeron 10uL de esta
mezcla en cada uno de los reservorios (Ay B) de una lamina de contaje. La lectura de los dos reservorios
se realizd a través del Countess®, que automdticamente determind la concentracion celular total de la
suspensidn, asi como la de células viables y el porcentaje de viabilidad. La determinacién de la
concentracién de la suspensidn celular de interés se calculé multiplicando la concentracidn celular por

la inversa de la dilucién aplicada.

Otro procedimiento que se utilizd para el contaje de las células y la determinacién de la viabilidad
celular, fue mediante el uso de la cdmara de Neubauer. Esta técnica se utilizé cuando las suspensiones
celulares contenian muchos restos celulares que podian interferir en la capacidad automatica del
Countess® para distinguir entre células viables, células muertas o restos celulares/precipitados. Para
el contaje a través de camara de Neubauer, se prepararon varias soluciones a diferentes
concentraciones a partir de la suspension de partida (concentracidon éptima 1x10°cel/mL), se
mezclaron a una proporcién 1:1 con trypan blue al 0.4% y se introdujeron 10uL de la suspension en
cada uno de los compartimentos de la camara de Neubauer. Se contabilizaron 5 cuadrados grandes
(superficie Imm?) por compartimento de la cdmara y dos cdmaras por suspension celular, descartando
las células que cayeron sobre las lineas superior e izquierda. Para la obtencién de la concentracidn

celular final, se aplicé la siguiente formula: Células/uL = (células contadas x factor dilucién) / (superficie
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contada (mm?) x profundidad cdmara (mm)), siendo la superficie de la cdmara de 1mm? y la

profundidad de 0.1mm.

1.1.5. Ensayos de proliferacion

La proliferacion celular se determind contando el nimero de células presente en cada pocillo a
diferentes tiempos, desde las 16 horas del momento de la siembra, cada 24 horas, hasta las 96 horas
(24h, 48h, 72h y 96h). Para ello, se sembraron las células (UM-SCC-74B y 74BserpElup: 3.5x10* células
y SCC-9 scramble, SCC9 shRNA0OO4 y SCC9 shRNA159: 7x10* células) en placas de 6 pocillos, realizando
2 réplicas por punto de contaje. Para el contaje de las células, cada réplica se tripsinizd, bloqued y
resuspendid de manera independiente en PBS. La suspensidn final obtenida se mezclé en proporcion
1:1 con 0.4% trypan blue y se contabilizd a través del Countess®. Sélo se tuvo en cuenta la densidad
celular de células viables, no la total. Ademds, cada réplica se contabilizé dos veces y se calculé la media

de los valores obtenidos. Se obtuvieron valores a 24h, 48h, 72h y 96h.

1.1.6. Ensayo de migracion

Se realizaron ensayos de migracion con las lineas celulares con diferente nivel de expresion de
SERPINA E1, UM-SCC-74B, 74BserpElup, SCC9 scramble y SCC9 shRNAQO4. Adicionalmente, con la
linea 74BserpElup se hizo un ensayo de migracion en el que las células habian sido previamente

tratadas durante 48 horas con MK-2206 (20nM y 100nM) (Selleckchem).

La capacidad de las células para moverse activamente se testé mediante el uso de Transwells®
(poros de 8um de diametro, Corning) (Figura 18A), unos soportes con una membrana porosa en su
base. Los transwells se colocaron sobre pocillos de placas de 24 pocillos que contenian en su interior
medio de cultivo con 10% FBS (molécula atrayente). En la parte superior del transwell se sembraron
2x10%4x10* células en medio sin FBS, cultivadas previamente 24 horas en ausencia de FBS, y se
incubaron 24 horas siguiendo las condiciones estandar de cultivo (Figura 18B). Pasadas las 24 horas,
se retird el medio y las células de la parte superior del transwell con ayuda de hisopos de algoddn. La
parte inferior del transwell, donde se encontraban las células que habian migrado, se fijo durante 15
minutos en una solucidn al 100% de metanol y después se tifid con una solucién al 1% cristal violeta
(Probus) en 10% de etanol (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos. Se realizaron varios lavados con agua
destilada hasta eliminar el exceso de colorante y se dejd secar a temperatura ambiente. El nimero de
células que habia atravesado la membrana porosa se contabilizd a partir de 5 imagenes tomadas a un
aumento de 100x por cada transwell, haciendo uso del programa del microscopio éptico, CellSens
dimension v1.9 sofware (Olympus Corporation). La capacidad de migracidn de las células se determiné
a partir de la fracciéon de area media ocupada por las células adheridas en la parte externa de la
membrana del transwell. En cada ensayo de migracion se realizaron 3 réplicas por condicion vy el

ensayo se repitid como minimo dos veces.
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Figura 18. Ensayo de migracion mediante transwell® (Corning). (A) Imagen de un transwell real. (B) Esquema
representativo de un ensayo de migracion realizado en un pocillo de una placa de 24 mediante transwell.

1.1.7. Ensayo de apoptosis

Uno de los eventos tempranos que tiene lugar durante la muerte celular programada o apoptosis
es la condensacidn de la cromatina nuclear en estructuras denominadas cuerpos apoptdticos. Cuando
las células se tifien con un colorante que tiene afinidad por el DNA, como el marcador fluorescente
DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol), se pueden distinguir estos cuerpos apoptdticos en aquellas células
que han iniciado la apoptosis. La induccidn de la apoptosis en las lineas celulares se llevd a cabo
tratando las células con cisplatino, cis-diamminedichloroplatinum (11) (CDDP), uno de los farmacos que
se utiliza en clinica para tratar a los pacientes con CECC. La concentracidn utilizada de este farmaco
para tratar las células correspondié con el IC50, determinado con anterioridad en nuestro laboratorio
(155) para cada linea celular (Tabla 7). Se contabilizé el nimero de células apoptdticas en las lineas
UM-SCC-74B, 74BserpElup, SCCI scramble y SCC9 shRNAQOA4. Las lineas celulares obtenidas a partir
de transduccion lentiviral se trataron con la misma concentracion de CDDP con la que se trataron sus
respectivas lineas parentales. Se utilizé como diluyente el suero fisioldgico para preparar las diferentes
concentraciones de CDDP a partir del stock original (5000uM, Pfizer). Adicionalmente, las lineas UM-
SCC-74B y 74BserpElup fueron pre-tratadas con 100nM de MK-2206 durante 48 horas y luego se

realizd el ensayo de apoptosis con cisplatino, como se explica a continuacion.

Se sembraron 6x10° células en placas de 60mm de didmetro que contenian en su interior un
portaobjetos estéril. Tras 48 horas de incubacién en condiciones estandar, se cambid el medio de las
células por medio que contenia disuelto el CDDP a la concentracién del IC50 de la linea celular de
trabajo. Se incubaron en presencia de CDDP durante 16h, tras esto, se extrajo el portaobjetos de la
placa, se lavé con PBS y se fijaron las células adheridas en su superficie, introduciendo el portaobjetos,
1 min en una solucién con 100% de metanol. Se lavaron con PBS y se cubrieron con el reactivo

ProLong®Gold Antifade DAPI (Life Technologies), protegiéndolas de la luz. El nimero de células

47



METODOLOGIA

apoptéticas y no apoptdticas se contabilizé a través del microscopio de fluorescencia Olympus BX53 y
la [dmpara de fluorescencia U-HGLGPS. Se establecio el porcentaje medio de células apoptéticas a
partir de 6 imagenes por cada muestra a 200 aumentos tomadas con la cdmara Olympus DP73
acoplada al microscopio.

Tabla 7. Concentraciones de cisplatino correspondientes al IC50 de cada linea

Linea celular 1C50 (uM)

UM-SCC-74B 15,4

SCC-9 40,9

1.2. Andlisis de los niveles de expresidn proteica

Determinamos el nivel de expresiéon de las proteinas SERPINA E1, PI3K y p-Akt en extractos totales
de proteinas de las lineas celulares UM-SCC-74B, 74BserpElup, SCC9 scramble y SCC9 shRNA0O4
cultivadas en condiciones estandar o pre-tratadas durante 48 horas antes de la extraccidon con
diferentes concentraciones de MK-2206 (20nM, 100nM y 200nM). También se obtuvo el extracto
proteico de la linea 74BserpElup pre-tratada durante 48 horas con 50nM de PAI-039 (Axon Medchem)

para analizar el nivel de expresion de la proteina SERPINA E1 y p-Akt.

1.2.1. Extraccién de proteinas

La extraccidn de proteinas se realizé a partir de células en cultivo en flascones de 75cm?. En funcién
del objetivo del estudio, se recogieron las células del sobrenadante y/o las células adheridas. Para la
obtencidn del extracto proteico de las células adheridas, se eliminé el medio de cultivo y se realizé un
lavado con PBS intentando reducir al maximo el volumen de PBS retenido por las células. A partir de
aqui, se intentdé maximizar el tiempo que las células se encontraban sobre hielo para evitar la
degradacion de las proteinas. Una vez retirado todo el volumen de medio, se afiadid un volumen
concreto de tampon de extraccion (100-200uL dependiendo del crecimiento de la linea celular)
compuesto por 1M Tris/acetato, 1M Sucrosa, 100mM EDTA, 100mM EGTA, 10% Tritén X-100, 100mM
Naortovanadato, 1M B-glicerofosfato, 0.5M Floruro de sodio, 100mM pirofosfato de sodio, 100mM
benzamidina, 1.74mg/mL PMSF, 2mg/mL leupeptina, B-mercaptoetanol y agua destilada. Para separar
las células de la superficie del flascon se empled un scrapery se recogio todo el volumen, arrastrando
el mayor nimero de células posible, en un tubo de 1.5mL. Esta suspensidon se sonicé (Bandelin
Sonoplus GM70) dos veces en ciclos de 10 pulsos para romper al maximo las estructuras celulares y se
incubé 20 minutos en hielo. Terminada la incubacidn, los extractos se centrifugaron a 4°C durante 10
minutos a 14.000rpm y el pellet con la fraccidn proteica se pasé a un nuevo tubo. Estos extractos se
guardaron a -20°C, si se utilizaron durante los dias siguientes a la extraccion, o a -80°C si no se utilizaron

hasta pasada mas de una semana.
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1.2.2. Cuantificacion de extractos proteicos

Para la determinacion de diferencias en los niveles de expresidn de una proteina concreta entre
diferentes lineas celulares, condiciones o tratamientos, es necesario partir de la misma cantidad de
extracto proteico total. Por este motivo, tras la obtencién de los extractos proteicos, estos se

cuantificaron.

El método que empleamos para ello fue el ensayo colorimétrico de Bradford, basado en la afinidad
del marcador Coomassie Brilliant Blue G-250 por las proteinas, que presenta una absorbancia maxima
a 595nm cuando se encuentra asociado a proteinas. Para la realizacidn del ensayo se emplearon los
reactivos del kit Bradford Protein Assay (Biorad). El ensayo consistié en un método de cuantificacion
relativa donde se utilizé como referencia la absorbancia correspondiente a diferentes soluciones de
concentracién conocida de una proteina estandar (0, 5, 10, 15, 20, 25 pg/ml), en concreto la albumina
de suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich). Se realizé una recta de regresion lineal relacionando la
absorbancia a 595nm con la concentracién de las soluciones de BSA. Tanto las soluciones de BSA
estdndar como las muestras problema se prepararon y midieron bajo las mismas condiciones y al
mismo tiempo, cada solucién y muestra por triplicado. Si alguna de las muestras presentaba una
intensidad de color aparentemente superior a la solucién mds concentrada de proteina estandar, se
diluyé en agua destilada hasta que se encontrara dentro del rango de niveles de intensidad de las
soluciones estandar. A partir de la recta obtenida, interpolando los valores de absorbancia a 595nm
de las muestras problema, se determind la concentracion total de proteinas en cada una de las

muestras, aplicando los factores de dilucién pertinentes en cada caso.

1.2.3. Western blot

Esta técnica permite, partiendo de la misma cantidad de proteinas totales por muestra, comparar
los niveles de expresion de una o varias proteinas entre diferentes muestras o extractos proteicos. Tras
las extraccion y cuantificacion de proteinas totales en las muestras, estas se separaron en funcién de
su masa molecular mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes y las proteinas de

interés se detectaron empleando anticuerpos especificos.

1.2.3.1. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis es la técnica mediante la cual las moléculas con carga en una disolucidn se separan
cuando son sometidas a un campo eléctrico. En concreto, una electroforesis SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), se aplica para la separacién de proteinas que
previamente se han sometido a un agente desnaturalizante, como lo es el SDS, y que, por tanto, sélo
mantienen su estructura primaria formada por la secuencia de aminodcidos. Ademas, todas las
proteinas presentan la misma carga al estar recubiertas por SDS (carga negativa) y como consecuencia,

su movilidad electroforética sélo dependerd de su masa molecular. En nuestro caso, utilizamos el
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sistema SE600 (Hoefer), un sistema vertical para geles grandes, y el sistema Miniprotein (BioRad), para

geles pequenos.

En ambos casos, la electroforesis fue de tipo discontinua, es decir, el gel estaba formado por dos
tramos con una composicion ligeramente diferente. El primer tramo, donde se cargd la muestra,
estaba compuesto por el gel empaquetador que presentaba una concentracién de 4% acrilamida y un
pH de 6.8, y cuya funcién fue concentrar la muestra en una banda estrecha para aumentar la
resolucidn. El segundo tramo, donde la muestra se separd, estaba formado por el gel separador, cuyo
pH era de 8.8 y su concentracion de acrilamida varié en funcién del tamafio de las proteinas que se
quisieron separar, desde 12-15%. La composicion final de cada uno de los dos geles, sin incluir la

acrilamida, fue la que sigue:

Gel empaquetador: 125mM Tris pH6.8, 0.03% bis-acrilamida, 0.1% SDS, 0.2% APS, 0.1% TEMED y

agua destilada.

Gel separador: 0.09% bis-acrilamida, 375mM Tris pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.07% TEMED y

agua destilada.

Tras la polimerizacion de los dos tramos del gel entre dos cristales que dejaban una separacion de
1.5mm, se prepararon las muestras. En un gel pequefio se cargaron 35-50ug de proteina mientras que
en un gel grande 100ug de proteina por pocillo, a este volumen concreto de solucidn proteica se le
afiadié tampdn de carga 6x (0.21M Tris-HCI pH 6.8, 8.4% SDS, 6.3% glicerol, 0.3% azul de bromofenol
y 2M DTT). Tras esto, se incubaron durante 5 minutos a 100°C y después 5 minutos en hielo, para

favorecer la desnaturalizacidn y reduccién de las proteinas.

El gel se introdujo en la cubeta de electroforesis y se cubrié de tampdn Tris-glicina (25mM Tris pH
8.3, 250mM glicina, 0.1% SDS) (Figura 19). Las muestras se cargaron junto con un marcador de peso
molecular. La electroforesis se programdé a amperaje constante 50mA para 1 gel pequefio o a voltaje
constante 150V para un gel grande, permitiendo que el frente del marcador llegara hasta el final del

gel (aprox. 1 hora en gel pequefio y 4 horas en gel grande).
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Figura 19. Esquema de los principales elementos necesarios para realizar una electroforesis de proteinas. Adaptada de
(156).

1.2.3.2. Transferencia de proteinas

Para favorecer la interaccién de las proteinas con los anticuerpos que nos permitieron su posterior
deteccidn especifica, estas se transfirieron a una membrana, en este caso, de nitrocelulosa (Protan,
Whatman). Para ello, de nuevo empleamos la capacidad de las proteinas, todas cargadas
negativamente, de moverse hacia el polo positivo (dnodo), donde colocamos la membrana, cuando las

sometimos a un campo eléctrico, proceso denominado electrotransferencia (Figura 20).

Para realizar la transferencia, se colocaron dos hojas de papel de celulosa (3MM Chr, Whatman), el
gel, la membrana y otras dos hojas de papel de celulosa en el interior de un soporte que mantuvo
unida esta estructura y todo empapado en tampdn de transferencia (0.3% glicina, 0.04% SDS, Tris base
y 20% metanol). La transferencia se programd a amperaje fijo de 200mA (un gel) o 300mA (dos geles)

durante 4 horas o toda la noche (gel grande).

I -

I ——— Esponja

:| Papel de celulosa

—» Membrana
— Gel

Papel de celulosa
R Esponja

Figura 20. Esquema representativo de la disposicion de los diferentes elementos necesarios para la transferencia

Sentido de la corriente

de las proteinas desde el gel a la membrana. Las proteinas se encuentran cargadas negativamente y migran hacia
el polo con carga positiva (+), donde se encuentra la membrana.

1.2.3.3. Inmunodeteccidon de proteinas

Una vez transferidas las proteinas a la membrana y para comprobar que la transferencia se habia
producido correctamente, se incubd la membrana con 0.2% de colorante Ponceau S (Sigma-Aldrich)
en 3% 4acido acético, durante 5 minutos en agitacion. Tras la eliminacidn del exceso de colorante con
agua destilada, se pudo observar el bandeado generado por el extracto proteico de las distintas

muestras.

Para evitar la unidn inespecifica de los anticuerpos a la membrana en las zonas donde no habia
proteina, se bloqued la misma con una solucidn de leche desnatada al 5% disuelta en TBS (132mM
NaCl, 20mM Tris pH 7.5, 0.1% Tween 20) durante 2 horas en agitacién. A continuacidn se hicieron 3
lavados seguidos en TBS de 15, 5 y 5 minutos, y se incubd la membrana en una solucién de 0.1% BSA
en TBS que contenia el anticuerpo primario especifico (Tabla 8). Las incubaciones con los anticuerpos
primarios se realizaron durante toda la noche en agitacion a 4°C, excepto el GAPDH que se incubd
durante 1-2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Pasado el tiempo de incubacién establecido,

se hicieron 3 lavados en TBS y se incubd la membrana con el anticuerpo secundario correspondiente
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(anti-rabbit o anti-mouse, Jackson Inmunoresearch) segun la especie donde se habia generado el
anticuerpo primario, diluido 1/10000 en una solucidn de TBS al 0.1%BSA, durante 1 hora en agitacion
a temperatura ambiente. Al terminar, se hicieron 3 lavados en TBS y se revelé la membrana,
incubandola 5 min con la solucidn SuperSignal West Pico (Thermo Scientific). Esta solucién aporta el
sustrato para el enzima peroxidasa conjugado al anticuerpo secundario, que produce un compuesto
guimioluminiscente. La sefal luminiscente se detectd a través de un fotodocumentador y se analizé

mediante el software especifico del aparato (G-BOX Syngene, Imagen Technologies).

Tabla 8. Anticuerpos primarios empleados para la deteccion de proteinas por western blot

. o Peso Anticuerpo -
Anticuerpo primario X Casa comercial
molecular secundario

GAPDH, clone 6C5 38 KDa 1/10.000 Rabbit Millipore
SERPINE1, clone 1D5 45 KDa 1/1.000 Mouse Abnova
Phospo-Akt (Thr308) 60 KDa 1/1.000 Rabbit Cell Signaling

PI3 Kinase 85 KDa 1/2.500 Mouse BD

1.3. Andlisis de los niveles de RNA mensajero de SERPINA E1

Este tipo de analisis se llevé a cabo para determinar los niveles de RNA mensajero de SERPINAE1y
el gen enddégeno (HPRT1) en las lineas de CECC objeto de estudio, asi como en las muestras de
pacientes con CECC provenientes de biopsias de tejido fresco. Se maximizaron las medidas de limpieza
(zona limpia de DNAsas y RNAsas uso de puntas con filtro y material/reactivos libres de nucleasas) para

evitar la degradacion del RNA.

1.3.1. Extraccion de RNA

Para la obtencién de RNA total a partir de un cultivo celular, se eliminé el medio de cultivo del
flascén de 75cm? y se hizo un lavado con PBS. Se afiadieron 3ml de Trizol® (Life Technologies)
cubriendo toda la superficie y se dejo en incubaciéon durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, con ayuda de un scraper, se recogié toda la suspensidn y se repartio en 3 tubos,

1mL por tubo.

Para la extraccion de RNA de tejido, tras obtener 15-20mg de tejido tumoral, se disgregd
mecdanicamente, se resuspendid en trizol (explicado mas adelante en el apartado 3.2.1) y se siguio el

mismo procedimiento que cuando se partia de células en cultivo, explicado a continuacién.

A cada tubo, con 1mL de trizol, se le afiadié 200ul de cloroformo, se mezcld por inversidon durante
15 segundos y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para generar las fases que nos
permitieron separar el RNA del DNA y restos celulares o proteinas, la muestra se centrifugd durante
30 minutos a 12.000g, 4°C. Se recogi6 la fase acuosa que contenia el RNA (parte superior), unos 400pL,

y se pasd a un nuevo tubo (Figura 21A). A este nuevo tubo, se le afiadié el mismo volumen de
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isopropanol, se mezclé por inversién durante 15 segundos y se incubd 10 minutos a temperatura
ambiente para favorecer la precipitacion del RNA. Tras esto, el tubo se centrifugd a 4°C durante 10
minutos a 12.000g (Figura 21B). Se elimino el sobrenadante por decantacion y el pellet se lavo con
700uL de una solucidn de 75% etanol. El tubo se agité manualmente hasta desprender el pellet y se
centrifugd durante 10minutos a 7500g, 4°C. En este punto el sobrenadante se elimind mediante una
pipeta automatica y el pellet se dejé secar en un termobloque a 40°C. Una vez seco el pellet de RNA,
se anadieron, dependiendo del tamano del pellet observado, de 10-40uL de agua y se dejé a
temperatura ambiente durante 5minutos para favorecer la disolucidon progresiva del RNA. Una vez
resuspendido empleando una pipeta automatica, se congeld introduciéndolo en el congelador de -

80°C.

Separacion en fases Precipitacion isopropanol

— Fase acuosa (RNA)
Interfase §,

Fase organica

Pelletde RNA — '

Figura 21. Dos de los pasos de la extraccion de RNA mediante el uso de Trizol® (Life Technologies). (A) La separacion en
diferentes fases tras centrifugar la muestra resuspendida en trizol permite separar el RNA en la fase acuosa. (B) La
precipitacién mediada por isopropanol y posterior centrifugacién concentra el RNA de la muestra en un pellet.

1.3.2. Reaccion de retrotranscripcion (RT-PCR)

Utilizando como molde el RNA extraido de la muestra, se realizé una reacciéon de retrotranscripcién
obteniendo su cDNA correspondiente. Con el objetivo de poder comparar entre diferentes muestras,
se cargo por reaccion la misma cantidad de RNA, 1.5ug. La cuantificacidon del RNA de cada muestra se
determind midiendo la absorbancia a 260nM en un espectrofotémetro Nanodrop® (Thermo Scientific).

Para la reaccién de retrotranscripcion, se calculd el volumen de master mix en funcién del numero
de muestras y los controles (Tabla 9). Se empled High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems). El volumen final de la reaccién para cada muestra fue de 50uL, a cada muestra se le
afiadié 15.5uL de master mix, el volumen de RNA correspondiente a 1.5ugy el volumen restante, hasta

completar los 50pL, de agua libre de RNAsas.

Tabla 9. Reaccion de retrotranscripcion para una muestra empleando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher)

10x RT Buffer 5
25x dNTP mix (100mM) 2
10x Random primers 5
MultiScribe Reverse Transcriptase (100U/uL) 2.5
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RNase inhibitor (40u/pL) 1

Todas las muestras se introdujeron en un termociclador (Thermal cycler 2720, Applied Biosystems)
y se programé 10 minutos a 26°C, 2 horas a 37°C y 3 minutos a 90°C. Una vez terminada la reaccidn,

se les dio un spin a los tubos y se guardaron a -20°C.

1.3.3. PCR cuantitativa

Técnica de cuantificacion relativa que nos permitié determinar los niveles de cDNA de SERPINA E1
en las muestras analizadas, en relacién con una muestra calibradora de referencia. La muestra
calibradora consistid en la linea UM-SCC-22A en el caso de las lineas celulares o las muestras de tejido
tumoral de pacientes, o las lineas parentales (UM-SCC-74B y SCC9 scramble) cuando se analizo el nivel
de SERPINA E1 de sus respectivas lineas transducidas (74BserpElup, SCC9 shRNAOO4 y SCC9
shRNA159). Empleamos para ello el ensayo basado en las sondas TagMan® (Applied Biosystems) y
utilizamos como gen enddgeno, el gen HPRT1 (Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase 1). Para la
normalizacién de los resultados aplicamos el algoritmo AACt, AACt = ACt (muestra problema) - ACt

(muestra calibradora), donde ACt representd ACt= Ct (gen diana) — Ct (gen enddgeno).

Para llevar a cabo la reaccidon de PCR cuantitativa, se empleé el reactivo TagMan Universal PCR
MasterMix y el termociclador ABI 7900 HT (Applied Biosystems), en formato de placa de 384 pocillos.
Por muestra, se realizaron 3 réplicas, y se afiadieron 10uL de TagMan MasterMix, 1uL de Gene
Expression Assay Mix (Applied Biosystems), 7uL de agua libre de nucleasas y 2L de muestra de cDNA
(volumen final 20uL). El Gene Expression Assay Mix se trata de un reactivo que contiene los primers
forward y los primers reverse especificos del gen que se quiere estudiar junto con una sonda marcada
(Tabla 10). Una vez cargadas cada una de las muestras por triplicado con el Gene Expression Assay Mix
del gen diana y por triplicado con el Gene Expression Assay Mix del gen enddgeno, se cargd la placa en
el instrumento y se programo 2 minutos a 50°C seguidos por 10 minutos a 95°C y 40 ciclos compuestos
por 15 segundos a 95°C seguidos por 1 minuto a 60°C. El software empleado para nombrar la placa y
programar la reaccion fue el SDSv2.4 y el empleado para exportar los datos fue el RQ Manager 1.2.1
(Applied Biosystems). Los datos exportados se correspondieron con los valores Ct para cada gen en

cada muestra y se analizaron aplicando el método 224 explicado anteriormente.

Tabla 10. Sondas especificas marcades con fluorescencia empleadas en la reacciéon de PCR cuantitativa

NOMBRE DEL GEN TIPO DE GEN cODIGO

HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) Enddégeno Hs99999909 m1

SERPINE E1 (serine protease inhibitor E1) Problema Hs01126604_m1
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1.4. Clonaje de la secuencia de SERPINA E1 en el vector pFUGW

Partimos de la secuencia de SERPINA E1 clonada en un vector pcDNA3.1_serpinEl, cedido por el
Dr. Higgins. La secuencia de SERPINA E1 se clond en el vector pFUGW que contenia todas las secuencias
necesarias para su empaguetamiento en lentivirus, obtenido a partir del plasmido FUtdTW (Plasmid
#22478, Addgene) tras eliminar la secuencia que codificaba para tdTomato y WPRE (WHP

Posttranscriptional Regulatory Element).

Para el clonaje de SERPINA E1 desde el pcDNA3.1_serpinE1l al vector pFUGW, en primer lugar se
cortd el plasmido pcDNA3.1_serpinEly el vector FUtdTW de manera independiente mediante enzimas
de restriccidn, se separd el DNA digerido mediante electroforesis para aislar las secuencias de interés
de cada una de las digestiones, se purificaron las secuencias a partir del gel, se incubd la secuencia de
SERPINA E1 junto con el vector pFUGW en presencia de ligasa, se transformaron bacterias con los
productos de la ligacidn, y una vez seleccionadas los clones de bacterias que habian incorporado el
vector de interés (pFUGW_SERPINA E1), se amplificd y se purifico el plasmido a partir del crecimiento
de las mismas. Finalmente, la secuencia obtenida se secuencié para comprobar que coincidia con la

secuencia tedrica disefiada a partir de las bases de datos.

1.4.1. Construcciones plasmidicas

pcDNA3.1_serpinE1l: esta construccion fue cedida por el Dr Paul J. Higgins, contenia el gen que codifica
para SERPINA E1 bajo un promotor de expresion constitutiva en células eucariotas (promotor de
Citomegalovirus, CMV), contenia un gen de resistencia a neomicina en células eucariotas y un gen de
resistencia a ampicilina en células procariotas. Su tamafio era de 7145 pares de bases (1775 pares de
bases correspondientes con la secuencia de SERPINA E1 y 5370 pares de bases del plasmido original

pcDNA3.1(+)) y se utilizé como plasmido donador de la secuencia de SERPINA E1 (Figura 22).
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Figura 22. Mapa circular del plasmido pcDNA3.1_serpinE1l (plasmido donador). Se muestra la posicion de los sitios de
restriccion para cada enzima (azul oscuro) y la localizacién de los elementos funcionales del plasmido, primers, promotores
y terminadores (verde), genes de resistencia (Ampicillin y NeoR/KanR, en rojo), pautas abiertas de lectura (ORF, en azul
claro) y secuencias potenciadoras (enhancer, en negro). Adaptada de Addgene (https://www.addgene.org/).

FUtdTW: vector adquirido a partir del repositorio de pldsmidos de Addgene. Contenia diversos
promotores de expresion en células eucariotas, la secuencia que nos interesaba estaba bajo el
promotor hUbC, y codificaba para la proteina fluorescente tdTomato. Este plasmido dotaba de
resistencia en células eucariotas para bleomicina y en células procariotas para ampicilina (Figura 23).
Su tamafo era de 10638 pares de bases y se utilizé como plasmido aceptor de la secuencia de SERPINA
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Figura 23. Mapa circular del plasmido FUtdTW (plasmido aceptor). Se muestra la posicidn de los sitios de restriccion para
cada enzima (azul oscuro) y la localizacién de los elementos funcionales del plasmido, primers, promotores y terminadores
(verde), genes de resistencia (Ampicillin y bleo) y elementos de reconocimiento y empaquetamiento en lentivirus
(secuencias LTR, psi, PPt y WPRE) (en rojo), pautas abiertas de lectura (ORF, en azul claro) y secuencias potenciadoras
(enhancer, en negro). Adaptada de Addgene (https://www.addgene.org/).

1.4.2. Digestion con enzimas de restriccion, electroforesis y purificacion en gel

La secuencia de SERPINA E1 contenida en el pldsmido pcDNA3.1_serpinEl (pldsmido donador) se
introdujo en el plasmido FUtdTW (plasmido aceptor) una vez eliminada la secuencia de tdTomato y
WPRE (pFUGW). Para la obtencién de la secuencia de SERPINA E1, se realizé una digestién doble con
2ug de DNA del plasmido pcDNA3.1 serpinEl, incubandolo con las enzimas de restriccién Xhol y
BamHI (Promega) durante toda la noche a 37°C. Se realizd una electroforesis en gel de 1% agarosa
que se dejo correr 45 minutos a 130 voltios (Figura 24A). Para la preparacion del gel, se disolvié 1g de
agarosa en 100mL de tampdn TAE 1x (diluido a partir del tampdn TAE 5x: 2M Tris-Base, 1M acido borico
y 50mM EDTA, pH8) y se le anadio 8uL bromuro de etidio.

A partir de este gel, se recortd, situando el gel en un transiluminador, la banda correspondiente a
la secuencia de SERPINA E1 de 1775 pares de bases. En paralelo, se incubaron durante toda la noche
a 37°C 2pg del vector FUtdTW con las enzimas de restricciéon BamHIl y Xhol. Y se realizaron los mismos
pasos que para aislar la secuencia de SERPINA E1, obteniéndose un fragmento de 8566 pares de bases
que se correspondia con el plasmido pFUGW (FUtdTW sin tdTomato (tdT) ni la secuencia WPRE) (Figura
24B).

A B

pFUGW
pcDNA3.1(+) (8566 pb)
(5370 pb)

tdTomato +
SERPINA E1 WPRE (2072 pb) .
(1775 pb)
pcDNA3.1_serpinEl FUtdTW
(7145 pb) (10638 pb)

Figura 24. Geles producto de una electroforesis tefiidos con bromuro de etidio observados a través de un
transiluminador. (A) Fragmentos de DNA lineal producto de la digestion del plasmido pcDNA3.1_serpinE1l con BamH| +
Xhol (carril 1), BamH| (carril 2) o Xhol (carril 4). (B) Fragmentos de DNA lineal producto de la digestion del plasmido FUtdTW
con BamH| + Xhol (carril 1), BamH] (carril 3) o Xhol (carril 4).

Se repitié todo este procedimiento dos veces con cada construccién, se juntaron las dos bandas
aisladas de cada construccion (en total 4ug de DNA digerido) y se purificaron mediante QIAquick® Gel
Extraction kit (Qiagen). Las suspensiones de DNA purificado de SERPINA E1 y de pFUGW se
cuantificaron en un espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermo Scientific). Se realizaron diferentes

digestiones con enzimas de restriccion y electroforesis en agarosa para comprobar que las secuencias

purificadas se correspondian con lo esperado tedricamente.
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1.4.3. Ligacion del inserto SERPINA E1 y el vector pFUGW

Se prepard la reaccion de ligacion del vector pFUGW (FUtdTW sin tdT y sin WPRE) con el inserto de
SERPINA E1 en presencia de la ligasa T4 DNA Ligase (Invitrogen). Se realizaron dos reacciones de
ligacion diferentes, manteniendo una relacidn vector:inserto 1:3 y manteniendo una relacion 1:4, en
cada una se afiadid 0.5uL de Ligasa (1U/uL) por reaccién. Se incubd a 26°C durante 2 horas. El mapa
del plasmido pFUGW _SERPINA E1 (10341 pares de bases, pb), resultante de la ligacion del fragmento
de SERPINA E1 (1775 pb) en el vector pFUGW (8566 pb), se puede observar en la figura 25.
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Figura 25. Mapa circular del vector pFUGW_SERPINA E1. Se generd tras la clonacion de la secuencia de SERPINA
E1 (1775 pares de bases) en el plasmido pFUGW (8552 pares de bases). Los sitios de corte de las enzimas de
restriccion se marcan en azul oscuro, en azul claro las pautas abiertas de lectura (ORF), en rojo las regiones
codificantes y los elementos lentivirales, en verde las regiones reguladoras de la transcripcion y en gris regiones
potenciadoras de la transcripcion (enhancer) y origenes de replicacién viricos (origin). Adaptada de Addgene
(https://www.addgene.org/).

1.4.4. Transformacién bacteriana

Las construcciones ligadas se introdujeron en bacterias E.coli de la cepa Stbl3. Las bacterias One
Shot® StbI3™ Chemically Competent E. Coli (Thermo Fisher Scientific) presentan una mayor eficiencia
en la replicacién de secuencias que contienen elementos repetitivos como las secuencias lentivirales.
Se descongelaron en hielo tantos viales con 50uL de cultivo bacteriano como reacciones de

transformacion se realizaron, en total 5, y cada vial se le afiadio:

— 10ng del producto de reaccion de ligacion 1:3
— 10ng del producto de la reaccién de ligacién 1:4

— 20ng del producto de la reaccion de ligacién 1:3
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— 10ng del plasmido digerido no circularizado pFUGW
— 10pg del plasmido control del kit puC19

Cada vial se mezcléd mediante agitacion manual, se incubé en hielo durante 30 minutos y se pasé a
un bafio a 42°C durante 45 segundos. Se incubaron durante 2 minutos en hielo y se les afiadié 250uL
de medio S.0.C. (0.5% extracto de levadura, 2% triptona, 10mM NaCl, 2.5mM KCI, 10mM MgCl;, 10m
MgS04 y 20mM glucosa) atemperado. El contenido de los tubos se pasé a un tubo de 15mL y se
incubaron verticalmente en agitacion, a 37°c durante 1 hora. Por cada reaccién de transformacion se
sembraron 3 placas con medio LB y 100ug/mL de ampicilina. El medio LB se prepard con 10g de
peptona de caseina, 5g de extracto de levadura y 10g de NaCl en 1 litro de agua destilada, el pH se
ajustd a 7 con NaOH y la mezcla se autoclavé durante 25 minutos a 121°C. Para la preparacion de las
placas, a la mezcla anterior, antes de autoclavar, se le afiadié 15g de agar (1.5%). Al sacar el medio del
autoclave, cuando alcanzd una temperatura de 50-60°C aproximadamente, se le afiadié ampicilina
(100mg/mL, Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 100pg/mL, se agité manualmente y se

repartié en placas petri, que se dejaron solidificar a temperatura ambiente.

A partir de cada reaccién de transformacién se prepararon 3 suspensiones de bacterias, realizando
una dilucién 1/2 en LB (50puL LB + 50puL suspensidn), realizando una dilucion 1/4 en LB (75uL LB + 25puL
suspension) y la suspension sin diluir. Tras la siembra de 100ulL de cada suspensién, las placas se

incubaron invertidas a 37°C durante toda la noche.

1.4.5. Amplificacion y purificacion del plasmido pFUGW_SERPINA E1

A partir de las placas donde se observéd mayor nimero de colonias, se aislaron del orden de 12-15
colonias y se sembraron cada una en 5mL de LB con 100pug/mL de ampicilina. Se incubaron en agitacion
a 37°C toda la noche. A partir del crecimiento bacteriano obtenido, se realizé una Miniprep (Qiagen)

para aislar el DNA plasmidico.

Para comprobar cudles de las 12 suspensiones purificadas de DNA se correspondia con el
pFUGW_SERPINA E1 (plasmido FUtdTW sin tdTomato ni WPRE que ha incorporado la secuencia de
SERPINA E1), se realizaron dos digestiones con cada suspension. Una digestién simple con BamH|y una
digestion doble con Xhol y BamH|, la primera para comprobar el tamaino del pldsmido y la segunda
para comprobar la presencia de la secuencia de SERPINA E1 (1775 pb). Los productos de las digestiones
se separaron mediante una electroforesis en agarosa. Como se puede observar en la figura 26, 9 de
los 12 clones bacterianos habian incorporado el vector de interés (pFUGW_SERPINA E1) (subrayados

en amarillo).
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Figura 26. Gel obtenido tras una electroforesis de los productos de la reaccién de ligacion pFUGW (8552 pb) + SERPINA
E1 (1775 pb). Cada carril es el producto de una digestion con BamHI (2-13) o con BamHI|+Xhol (15-26) de extractos de DNA
plasmidico obtenido de diferente clones bacterianos transformados con el producto de las diferentes reacciones de
ligacion. Los carriles 1, 14 y 27 se corresponden con un marcador de hasta 10000 pares de bases. Sélo los clones
bacterianos sombreados de amarillo incorporaron el vector de interés pFUGW_SERPINA E1.

1.4.6. Reaccion de secuenciacion

Para confirmar la presencia de serpinEl en el nuevo vector generado, pFUGW_SERPINA E1, se
secuenciaron las regiones de unién pFUGW + SERPINA E1 en el extremo 5’ y 3’, en las diferentes
suspensiones de DNA plasmidico purificado y que se seleccionaron tras los resultados de la
electroforesis en el paso anterior (9 clones). Los primers se disefiaron tomando como referencia la
secuencia tedrica obtenida tras el clonaje, haciendo uso del programa online Primer3 v4.0. La reaccion
de secuenciacién se llevé a cabo empleando Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Cada reaccién se preparé afiadiendo 300ng de DNA molde, 3.2pmol de primer, 4uL Ready
Reaction Premix, 2uL Big Dye Buffer y el volumen restante de agua libre de nucleasas hasta llegar a un
volumen final de 20uL. Se prepard una reaccidn con el primer forward y otra reaccién con el primer
reverse para cada muestra a secuenciar. Todos los tubos se introdujeron en un termociclador y se
programo, subida rdpida a 96°C e incubacién durante 1 minuto y 25 ciclos compuestos por subida
rapida a 96°C, incubacién durante 10 segundos, bajada rapida a 50°C, incubacién durante 5 segundos,
subida rapida a 60°C e incubacién durante 4 minutos. Al terminar los 25 ciclos, las muestras se

guardaron a 4°C en oscuridad hasta su purificacion.

El producto de las reacciones de secuenciacidn se purificd para eliminar los nucleétidos marcados
no incorporados, mediante una precipitacion con etanol y EDTA. A cada reaccién se le afiadié 5uL de
125mM EDTA y 60uL de 100% etanol y se mezcld por inversion 4 veces. Se incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 3000g durante 30 minutos a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y se lavd el pellet con 60uL de 70% etanol. Se centrifugaron los tubos 2000g a 4°C
durante 15 minutos y se elimind el sobrenadante. Las muestras se dejaron secar a temperatura

ambiente y se resuspendieron en formamida Hi-Di (Life Technologies). La electroforesis se realizé en
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el equipo ABI 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se alinearon con
las secuencias tedricas esperadas, obtenidas a partir de la base de datos publica de NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (Gene ID: 5054), para comprobar la presencia de SERPINA E1,
empleando el programa BioEdit. Las construcciones cuyas secuencias analizadas presentaron mayor
porcentaje de alineamiento con respecto a las secuencias de referencia, se seleccionaron para ser

introducidas mediante transduccién lentiviral en las lineas de CECC.

1.4.7. Transfeccién liposomal
La transfeccion mediada por liposomas catidnicos o lipofeccidn, se empled para introducir el
pldasmido pFUGW_SERPINA E1 en las lineas celulares de CECC y comprobar transitoriamente, antes de

la transduccion estable lentiviral, la sobreexpresién de SERPINA E1 en estas lineas.

Se sembraron 1x10° células en places de 6 pocillos. Tras 16 horas de incubacidn a 37°C en atmosfera
5% CO,, se prepararon las mezclas de transfeccidn. El reactivo empleado para la transfeccién fue
DOTAP Liposomal Transfection Reagent (Roche). La mezcla de transfeccion se prepard afiadiendo por
tubo o reaccion, 1ug de DNA y 20uL de DOTAP vy se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente. A cada mezcla de transfeccidn se le afiadiéd 1mL del medio de cultivo general, se eliminé el
medio de un pocillo de las células sembradas, y se le afiadié este contenido a las células. Las células

junto con la mezcla de transfeccidn se incubaron 24 horas a 37°C en atmdsfera 5% CO,.

Para comprobar si las células habian incorporado el plasmido pFUGW_SERPINA E1, tras 48 horas
desde el momento de la transfeccidn, las células se lavaron con PBS, se les afiadié 1mL de Trizol, se
incubaron durante 5 minutos y se recogieron con ayuda de un scraper en un tubo de 1.5mL. A partir
de aqui, se siguieron los pasos explicados en el apartado “1.3. Andlisis de los niveles de RNA mensajero

de SERPINA E1”.

1.5. Transducciéon con particulas lentivirales portadoras de pSIN-DUAL-GFP1-
Luciferase, pPFUGW_SERPINA E1 y pLKO.1-puro_shRNA

1.5.1. Construcciones plasmidicas

1.5.1.1. Pladsmidos de interés

pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase: contenia una secuencia que codificaba para GFP (Green Fluorescent
Protein) y otra secuencia que codificaba para la enzima luciferasa (G3 firefly Luciferase). También
presentaba todas las secuencias necesarias para el empaquetamiento en lentivirus y su insercién en el
genoma de la célula huésped. Este plasmido se nos fue cedido por Dr Mary Collins (College Medical

School, Cleveland, OH).
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PFUGW_SERPINA E1: pldsmido generado a partir de la clonacion de la secuencia de SERPINA E1,
reemplazando la secuencia tdTomato y WPRE, en el plasmido FUtdTW. Contenia todas las secuencias
necesarias para el empaquetamiento en lentivirus y su insercidén en el genoma de la célula huésped,

ademas del gen que dota de resistencia a bleomicina en células de mamifero.

pLKO.1-puro shRNA: se emplearon tres plasmidos, dos de los cuales contenian un shRNA diferente
disefado contra el RNAmM de SERPINA E1 y un tercero que contenia un shRNA que no presentaba como
diana ningun gen de mamifero (scramble). Las secuencias de los shRNA fueron desarrolladas por TRC
(The RNAI Consortium, Broad Institute) y son de libre acceso a través de su libreria publica. Los dos
shRNA_SERPINA E1 empleados se correspondian con el nimero de clon TRCNO000331004 (004) y
TRCNO000370159 (159), y se adquirieron en formato de bacterias en glicerol que contenian los
plasmidos de interés (Sigma-Aldrich). Los tres vectores, ademas de contener el shRNA especifico para
SERPINA E1 o la secuencia scramble, contenian, como elementos a destacar, las secuencias necesarias
para la generacién de lentivirus (SIN/LTR, 5 LTR, Psi, RRE) y un gen que dota de resistencia a

puromicina (puroR) en células de mamifero.

1.5.1.2. Pldsmidos viricos

PCMV-dR 8.91: contenia las secuencias que codificaban para las proteinas de la capside y los genes
reguladores de la replicacidn y sintesis lentiviral. Este plasmido se nos fue cedido por Dr Mary Collins

(College Medical School, Cleveland, OH).

pVSV-G: contenia las secuencias que codificaban para las proteinas de la envuelta lentiviral. Este

plasmido se nos fue cedido por Dr Mary Collins (College Medical School, Cleveland, OH).

1.5.2. Produccion de particulas lentivirales

Se emplearon como células empaquetadoras, las células de la linea celular 293T. Se sembraron
3x10° células 293T en placas Petri de 60-mm previamente recubiertas con poli-L-lisina. Se incubaron
durante 16 horas a 37°C en atmdsfera 5% CO,. Las células se transfectaron mediante lipofectamina

(Lipofectamine 2000, Invitrogen), preparando dos soluciones:

Solucion de DNA interés-DNA virico: se prepard siguiendo una proporcion en cantidades de DNA
de 3:2:1, plasmido interés : pPCMV-dR 8.91 : pVSV-G, respectivamente. Por reacciéon de transfeccion
se mezclaron 2.25ug plasmido de interés, 1.5ug del plasmido pCMV-dR 8.91 y 0.75ug del plasmido
pVSV-G. Se anadieron 500uL de Opti-MEM a esta mezcla.

Solucion de lipofectamina: se mezcld 12l de lipofectamina con 500ul de opti-MEM, se agitd y se

incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

La solucidn de transfeccion se prepard mezclando el contenido de la solucién de DNAs con la
solucidn de lipofectamina, la mezcla se incubd a temperatura ambiente 20 minutos y se afiadié a cada
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placa de células 293T, retirdndoles previamente el medio, junto con 500uL mds de Opti-MEM. Las
placas se incubaron durante 24 horas a 37°C en atmdsfera de 5% CO.. Se les retiré el medio y se les
anadié 50% Opti-MEM 50% DMEM con 2%FBS. Se incubaron las células 48 horas mas para que se
produjeran las particulas viricas conteniendo en su interior el plasmido de interés. A las 48 horas se
recogio el sobrenadante que se centrifugd 10 minutos a 2500rpm 4°C y se filtrd a través de un filtro de

0.22um. La suspensién de virus filtrada se guardd en criotubos en el congelador de -80°C.

El medio de cultivo Opti-MEM es un medio de cultivo modificado a partir del medio esencial Eagle,
tamponado con HEPES y bicarbonato sddico, y suplementado con hipoxantina, timidina, piruvato de

sodio, L-glutamina, elementos traza y factores de crecimiento, que favorece la transfeccién celular.

1.5.3. Titulacion lentiviral

Se determind la concentracidn de particulas viricas de las suspensiones recogidas de manera
indirecta a partir del porcentaje de células 293T GFP positivas tras la transduccién con diferentes
diluciones de las suspensiones lentivirales recogidas. La deteccion de las células infectadas se realizé
mediante citometria de flujo, debido a que las células infectadas expresaban la proteina GFP. Por este
motivo, solo se titularon las suspensiones de particulas viricas que contenian en su interior el plasmido
de interés pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase. Para el resto de suspensiones viricas (no fluorescentes), se
generaron virus portadores de pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase en paralelo con la generacion de dichas
particulas no fluorescentes (pFUGW_SERPINA E1 y pLKO.1-puro_shRNA) y se tomd de referencia la
titulacién de las suspensiones con GFP en células 293T para la posterior transduccién de las lineas de

CECC.

Se sembraron 2x10° células 293T en pocillos de placa de 12 pocillos y se prepararon 4 soluciones a
diferentes concentraciones a partir de la suspension virica a cuantificar, diluida 1/2, 1/10, 1/100 y
1/1000 en medio DMEM con FBS inactivado por calor. A cada pocillo de células, se le afiadié 400uL de
las suspensiones anteriores y a otro pocillo 400uL de medio, en total 5 pocillos por suspensién a
cuantificar. Se incubaron las placas durante 6 horas a 37°C atmésfera 5% CO, y se afiadié 500uL mas
de medio DMEM. Tras 48 horas de incubacion, se recogieron las células mediante tripsinizacion,
bloqueo con medio, 2 lavados con PBS y resuspension final en 400uL de PBS y se pasaron por el
citdmetro FACSCalibur (BD). Este analisis nos permitié determinar el porcentaje de células GFP
positivas de la poblacidon celular. A partir de este valor, se calculé el nimero de unidades de infeccidon
por mililitro o el titulo de virus (IlU/mL) = ((Frecuencia de células fluorescentes x nimero de células

sembradas)/Volumen de suspension virica (mL)) x Factor de dilucidn de la suspensidn virica.
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1.5.4. Transduccion de las lineas de CECC

Este procedimiento se empled para infectar o transducir las lineas de CECC con tres tipos diferentes
de construcciones, el plasmido pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase, el plasmido pFUGW_SERPINA E1 vy las 3

construcciones pLKO.1-puro shRNA (scramble, 004 y 159).

Se sembraron 1x10° células por pocillo en placas de 24 pocillos y se incubaron durante 16 horas.
Se calcularon los volumenes necesarios para infectar las células a diferentes MOIs (Multiplicity of
infection) que representd el nUmero de particulas viricas o unidades de infeccion por célula a infectar.
Se probaron MOI=1 y MOI=2, ademas del control negativo MOI=0, en un volumen final de 200uL,
completdndolo con medio DMEM con FBS inactivado por calor. Alas 6h, se afiadié a cada pocillo 300uL
de medio DMEM general y se dejaron en incubacién 48h mas. El FBS inactivado por calor se preparé a
partir de una alicuota de FBS congelada a -20°C, se descongeld a 37°Cy se incubd durante una hora en

un bafo a 56°C, agitando el tubo por inversion cada 10 minutos.

1.5.5. Seleccidn de las células transducidas

En el caso de las células transducidas con el pldsmido pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase, pasadas 48 horas
desde la infeccidn, se recogieron las células y se pasaron por el citbmetro para comprobar la expresién
de GFP. El resto de células se ampliaron en cultivo hasta llegar a 10x10° células, y esta poblacién se
paso por el citometro FACSAria (BD) para seleccionar y recoger sélo aquellas células que expresaron

GFP.

En el caso de las células transducidas con el plasmido pFUGW_SERPINA E1 o con los plasmidos
pLKO.1-puro shRNA, pasadas 48 horas desde la infeccidn, se afiadié al medio el antibidtico zeocin (Life
Technologies) a una concentracién final de 500ug/mL o puromicina (10mg/ml, InvivoGen) a una
concentracion de 2ug/mL respectivamente, y se seleccionaron cambiando el medio con antibiético
cada 3 dias durante 1 mes. Para comprobar si la poblacidn final seleccionada contenia el plasmido
pFUGW_SERPINA E1 o el plasmido pLKO.1-puro correspondiente, se realizé un andlisis de los niveles
de expresion de serpinEl siguiendo el procedimiento explicado en el apartado “Analisis de los niveles

de RNA mensajero”.

1.6. Andlisis estadistico

Para analizar las diferencias entre el valor medio de una variable con dos condiciones o grupos en
los ensayos in vitro (p. €j.: porcentaje de células apoptdticas de la linea UM-SCC-74B en comparacién
con el de la linea 74BserpElup; area ROl ocupada por las células de las linea SCC9 scramble en
comparacién con la de la linea SCC9 shRNAQO4 o la de la de la linea SCC9 shRNA159), se utilizo el test

no paramétrico Mann Whitney, debido al reducido tamafo muestral de los ensayos.
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2. EXPERIMENTOS IN VIVO

2.1. Cepas de ratdn

Se emplearon hembras de ratones atimicos Swiss Nude (Crl:NU(Ico)-Foxn1™) con 4 semanas de
edad, obtenidos a partir de Charles Rivers Laboratories. Al carecer de timo son incapaces de producir

linfocitos T, por lo que se encuentran parcialmente immunodeprimidos.

Se emplearon hembras NOD SCID (NOD.CB17-Prkdc*“/NcrCrl) con 4 semanas de edad. Se trata de
ratonesimmunodeprimidos debido a una mutacién en el gen SCID que altera la funcién de los linfocitos
Ty linfocitos B. El background NOD de esta cepa es responsable de la falta de funcién de los linfocitos

NK, aunque si conservan parte de su funcion.

Se emplearon hembras de ratones NSG o NOD scid gamma (NOD.Cg-Prkdc*é¢ [12rg™™Wi'/Sz)) de 4
semanas de edad, desarrolados por The Jackson Laboratory (JaxTM Mice Strain). Esta cepa carece de
células T maduras, células B o células NK funcionales, y presenta deficiencias en la sefializacion

mediada por citoquinas.

Las 3 cepas empleadas consistieron en cepas de ratones inmunodeprimidos pero en diferente
grado. La cepa Swiss Nude es la menos inmunodeprimida, solo carecen de parte de la respuesta
adaptativa, la mediada por los linfocitos T, pero la respuesta innata es funcional al 100% en estos
ratones. Las cepas NOD SCID y NSG presentan un bloqueo casi total de la respuesta adaptativa (solo
accion de las células dendriticas) y funcion parcial de la respuesta innata. En concreto, los ratones NOD
SCID carecen del sistema del complemento, mantienen una actividad completa de los granulocitos y
una actividad parcial de los macrofagos y células NK. En cambio, en los ratones NSG, ademas de la falta

de funcién de los macréfagos y del sistema del complemento, sus células NK no son funcionales.

Todos los ratones se estabularon en racks con ventilacion controlada, localizados en una zona SPF
(Specific Pathogen Free), alimentados con comida y agua estériles ad libitum. Los procedimientos a
los que fueron sometidos los ratones fueron aprobados previamente por el Comité Etico del Institut
de Recerca de I’'Hospital de la Sant Creu i Sant Pau y formaban parte de un Protocolo de procedimiento

de experimentacion animal aprobado por la Generalitat de Catalufia.

2.2. Técnicas de implantacién

2.2.1. Inyeccion subcutanea

Los ratones se anestesiaron via intraperitoneal (IP) con una mezcla de 100mg/Kg ketamina (Ketolar,
Parke Davis SL, Pfizer) y 10mg/Kg de xilacina (Rompun, Bayer). Una vez anestesiados, los ratones se
colocaron sobre una manta térmica para evitar la bajada excesiva de su temperatura corporal. A cada

ratdén se le inyectd, en dos o cuatro flancos, una suspension celular concreta segun la linea celular y/o
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el experimento haciendo uso de una jeringa de insulina de 29G (BD). En todas las condiciones las
células provenian de células en cultivo in vitro, las cuales se tripsinizaron y se lavaron con medio para
eliminar la tripsina (explicado apartado “1.1.2. Subcultivo, congelacién y descongelacidon de lineas
celulares”). El pellet celular se resuspendié en su correspondiente medio de cultivo llegando a un

volumen final por flanco de 100uL.

2.2.2. Inyecciodn ortotodpica

Los ratones se anestesiaron con una mezcla de 100mg/Kg ketamina y 10mg/Kg de xilacina, y
pasados 2-4 minutos, se comprobd la pérdida del reflejo de la pata. Una vez estaban completamente
anestesiados, se colocaron sobre una manta térmica para evitar la bajada excesiva de su temperatura
corporal. Aunque en la mayoria de experimentos in vivo las células en el modelo ortotdpico se
inyectaron en la lengua de los ratones, también se testaron otros sitios localizados en la cabeza del

ratdn, como la mejilla y el suelo de boca.

En todas las localizaciones ortotdpicas testadas, la inyeccién de las células tumorales se realizé con
una jeringa calibrada para medir volimenes pequefios (Microliter Serie 800, Hamilton), con una aguja

de 30G.

2.2.2.1. Inyeccién en lengua

Una vez anestesiado el ratdn, se localizd la parte mas anterior de la lengua, y se inyecté una
suspension celular concreta en la submucosa del tejido lingual (Figura 27), resuspendidas en 20-30uL
de su medio de cultivo general, segln la linea celular/experimento (Tabla 11). Se empled una jeringa
Hamilton de un calibre de 29G (Microliter Serie 800, Hamilton). Cuando se detectd tumor
macroscépico en la lengua de los ratones y estos comenzaron a disminuir de peso (menos de un
gramo), se resecciond la mayor parte del tumor generado. El dia antes de la reseccién a los ratones se
les puso buprenorfina una concentraciéon de 0.0015mg/ml en el agua del biberdn. La reseccion
consistio en el corte con tijeras quirdrgicas de la mayor parte del tumor primario generado en la lengua
sin comprometer la funcionalidad de la misma. Tras la escisién, se cauterizé la lengua por calor con
ayuda de un cauterizador eléctrico.

A B

Figura 27. Inyeccidn ortotépica en la lengua de un ratén NOD SCID de 1x10° células tumorales en un volumen de 25pl.
(A) Antes de la inoculacién de las células. (B) Después de la inoculacion de las células.
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Tabla 11. Condiciones establecidas en los experimentos de inyeccion ortotdpica

LOCALIZACION CEPA Ne DE Ne DE ;’&'::x:::) R::;gc?gN
INYECCION RATON | RATONES CELULAS LA (Tiempo)
3

UM-SCC-74B
3 74BserpElup
Swiss 3 UM-SCC-22A
% Parcial (8 di
Lengua Nude 5 R LS 1x10 30ul arcial (8 dias)
3 SCC-25
3 SCC-9
NOD 10 UM-SCC-22A Parcial (7 dias)
Lengua ScID 15 UM-SCC-74B 1x106 25ul Parcial (5 dias)
11 74BserpElup Parcial (5 dias)
13 UM-SCC-74B
5 Total (6-7 di
Lengua NSG 14 74BserpElup 3x10 25ul otal (6-7 dias)

2.3. Seguimiento in vivo del crecimiento tumoral por luminiscencia

El seguimiento del estado de los ratones se realizé siguiendo las indicaciones del procedimiento

aprobado por el Comité de Etica del Institut de Recerca de I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

La transduccion de las células de las lineas de CECC con plasmidos que expresaban luciferasa (pSIN-
DUAL-GFP1-Luciferase), permitié el seguimiento de las células tumorales in vivo. El registro de los
animales se realizé utilizando el sistema de imagen Xenogen IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences)
acoplado al sistema de anestesia por isofluorano XGI-8 (Xenogen). 5 minutos antes de cada registro, a
los ratones se les inyectd 2.25mg de D-luciferina por via intraperitoneal (150ul de luciferina 15mg/ml
diluida en suero fisioldgico estéril). Segln la zona de implantacion, el registro de los ratones se realizé
en posicién ventral o en posicién dorsal, el tiempo de exposicion se ajustd automaticamente en funcidn
de la intensidad de luminiscencia de cada ratén y linea celular. La frecuencia con la que se realizé cada
registro dependié del objetivo de cada experimento, pero como minimo se dejé un tiempo de 2 o 3

dias entre registros para disminuir la exposicidn de los ratones al isofluorano.

2.4. Necropsia y procesamiento de tejidos

2.4.1. Necropsia y registro ex vivo

En todos los experimentos los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical. El criterio de
sacrificio o punto final dependié en cada caso del objetivo del experimento. En aquellos experimentos
que se quiso analizar el tiempo de vida del ratdn tras la implantacién, los ratones se sacrificaron cuando
alcanzaron una puntuacion de 15 o superior en el protocolo de supervision donde se tenian en cuenta
cambios a nivel de aspecto general (secreciones de las mucosas, falta de movilidad), pérdida de peso
(superior al 20% del peso inicial) y cambios comportamentales (automutilaciones, movimientos
erraticos, agresividad, pasividad, vocalizaciones) (Anexo 1). En otros experimentos, aunque los ratones
no cumplieron los criterios de sacrificio del protocolo de supervisidn, se sacrificaron para poder cumplir

los objetivos del experimento.
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Antes de sacrificar cada ratdn, se les inyectd 2.25mg de D-luciferina por via intraperitoneal y se
anestesiaron mediante el sistema de administracion de isofluorano por inhalacion. Después de 5
minutos, cada raton se registr6 de manera individual en el sistema IVIS Spectrum (registro pre-
sacrificio) y después se sacrificé por dislocacion cervical. En el caso de los ratones implantados
ortotépicamente, inmediatamente después del sacrificio cada ratdn se volvid a registrar, habiéndole
resecado la lengua o el suelo de boca o la mejilla con tumor primario, y retirando la piel que recubria
el térax, para detectar sefial de luminiscencia en otros érganos. La lengua, los ganglios cervicales, los
pulmones y el higado de cada ratdn se registraron individualmente (registro ex vivo), cubriéndolos con
una solucién de 0.75mg/ml de luciferina. En el caso de los ratones en los que las células tumorales se
implantaron subcutdneamente, sélo se recogieron los tumores subcutdneos y estos se registraron ex

vivo.

Tras finalizar el registro de luminiscencia de cada ratén y sus correspondientes érganos, los érganos
se recogieron en casetes y se sumergieron en una solucién de fijacidn (formaldehido al 4% en buffer
fosfato 0.1M), entre ellos los ganglios linfaticos cervicales, la lengua cortada longitudinalmente y otros
organos como el pulmén y el higado. También se recogié cualquier otra estructura u érgano que
presentd sefial de luminiscencia o que se sospechaba que pudiera contener células tumorales. Cada
drgano, tras su fijacién, se incluyd en bloques de parafina y se corté en secciones dependiendo del

objetivo del experimento y el 6rgano en cuestion.

2.4.2. Procesamiento y analisis histopatoldgico

Tras la recogida y fijacidon de las muestras durante 24 horas, se deshidrataron, se incluyeron en
parafina, se cortaron y se reservaron y/o se tifieron con hematoxilina-eosina. A continuacion se explica

cada uno de los procedimientos punto por punto.

1. Deshidratacion de las muestras: tras la fijacién de las muestras durante 24 horas inmersas en la
solucidn de fijacion, las muestras se deshidrataron para poder incluirlas en parafina. En primer lugar
se hicieron 3 lavados de la muestra en agua destilada durante 10 minutos cada uno para eliminar
la mayor parte de la solucién de fijacion. Para su deshidratacién, se incubé secuencialmente en
soluciones con concentraciones crecientes de etanol (70, 80, 96 y 100%), 3 veces en cada solucion
y durante 5 minutos. Por ultimo, se incubd en 3 soluciones de xileno al 100% durante 10 minutos

cada una.

2. Inclusidn en parafina: se realizaron 3 incubaciones de la muestra en 3 soluciones de parafina
durante 1 hora cada una en una estufa a 60°C. Pasadas las 3 horas, la muestra se colocd, orientada
segln interés, sobre un molde metalico, se cubrié con parafina liquida y se colocé encima un casete

ya rotulado con el nombre de la muestra. Se dejé enfriar a temperatura ambiente.
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3. Corte: una vez solidificada la parafina, se realizaron cortes del tejido con un grosor de 3-5um en un

micrétomo vy los diferentes cortes se adhirieron a un portaobjetos recubierto con gelatina.

4. Rehidratacion: las muestras se incubaron durante 30-60 minutos a 60°C, posteriormente se
realizaron dos incubaciones en xileno al 100%, dos incubaciones en etanol 100% y una incubacién

en etanol 96%, etanol 80%, y por ultimo de 50%. En cada incubacion la muestra se dejé 10 minutos.

5. Tincion de hematoxilina-eosina: los portaobjetos se incubaron durante 5 minutos en agua
destilada, durante 5-10 minutos en la solucidon de Hematoxilina de Mayer y después un lavado con
agua durante 10-15 minutos. Una vez diferenciadas algunas estructuras del tejido, se realizaron dos
lavados en agua destilada durante 5 minutos y se incubd de 0.5-2 minutos en eosina al 0.2%. Se
volvié a deshidratar la muestra, siguiendo los mismos pasos que en el apartado “Deshidratacion de

las muestras”. Por ultimo, la muestra se cubrié con medio de montaje y un cubreobjetos.

Aunque a nivel técnico todos los drganos se procesaron de la misma manera, el nUmero de cortes
y el tipo de tincion en cada uno fue diferente en funcién del objetivo del experimento. En la tabla 12
se indica el procesamiento final de cada rgano y/o estructura recogida en los diferentes experimentos
de manera general. De manera particular, algunos érganos del experimento con ratones NSG se
procesaron mediante otras técnicas adicionales, ademas de las generales (indicadas entre paréntesis
en la tabla 12). Ademas, la inmunohistoquimica de vimentina a nivel de tumor primario o pulmén se
realizd Unicamente con los ratones implantados ortotépicamente con las lineas UM-SCC-74B o
74BserpElup (explicado con detalle en el apartado 2.4.3) pero no con los drganos de los ratones

implantados con el resto de lineas de CECC.

Tabla 12. Procesamiento final de los 6rganos y/o estructuras recogidas en los experimentos in vivo en
funcion del tipo de implantacién

TIPO DE ORGANOS O ESTRUCTURAS

A PROCESAMIENTO FINAL
IMPLANTACION PROCESADAS

- 1x Tincion de HE
-3x IHQ
- 1x Tincién de HE

Subcutanea Tumores subcutaneos

Lengua - 1x IHQ de vimentina
(experimento ratones NSG)

- 2x IF (experimento ratones NSG)

- Pequefio tamafio (<3mm
didmetro): cortar todo el ganglio y

Ganglios cervicales &
Ortotopica g tefiir todo de HE

- Mayor tamafio (23mm didametro):
1x tincion de HE

6x_ Niveles o zonas. Por nivel o
zona 4 preparaciones (2 cortes
Pulmén pulmdn/preparacion):

- Preparacién 1: tincién de HE

- Preparacion 2: IHQ de vimentina
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- Preparacién 3y 4: reservar para
IHQo IF

Desbastar hasta la zona central del
Higado higado, hacer una preparacion (2

cortes) y tefiir con HE

(experimento ratones NSG)

Inmunohistoquimica: IHQ, Inmunofluorescencia: IF, Hematoxilina-eosina: HE

2.4.3. Anadlisis inmunohistoquimico de marcadores fenotipicos

Esta técnica se empled para detectar proteinas especificas en muestras tisulares resultantes de
experimentos in vivo. En concreto, se utilizd para caracterizar los tumores subcutaneos generados por
las lineas celulares de CECC mediante deteccion de marcadores epiteliles (E-cadherina) o
mesenquimales (vimentina y N-cadherina). Por otro lado, la inmunohistoquimica de vimentina se
utilizé también en el experimento ortotépico con ratones NSG, gracias al elevado nivel de expresidon
de la proteina vimentina por parte de las células de la linea UM-SCC-74B y de la linea 74BserpElup,
para facilitar el contaje de células individuales y distinguirlas del tejido del ratén (ausencia de marcaje)

a nivel de tumor primario y de pulmadn.

Las muestras sobre las que se realizd una inmunohistoquimica se fijaron, se deshidrataron, se
incluyeron en parafina y se cortaron como se ha explicado anteriormente. Los cortes se colocaron
sobre portas cargados eléctricamente para evitar la pérdida del tejido (FLEX IHC Microscope Slides,
Dako). A partir de aqui, las muestras se incubaron durante 30 minutos a 60°C y se rehidrataron como
se ha explicado anteriormente (apartado “Rehidratacion”). La recuperacidn antigénica de las muestras
se realizd en el sistema PT Link (Dako), programando una incubacién a 95°C durante 10 minutos y luego
una incubacién de 45 minutos a 65°C en un buffer citrato de pH 9 (Dako). La inmunotincién se realizé
mediante el sistema automatizado Autostainer Link 48 (Dako), utilizando los reactivos pertenecientes
al kit EnVision Flex, High pH (Dako) y programando las siguientes incubaciones: 1 minuto en rinse
buffer, 5 minutos en Peroxidase-Blocking Reagent, lavado en rinse buffer durante 1 minuto, incubacion
con el anticuerpo primario (Tabla 13), diluido en rinse buffer segun el caso, durante 30 minutos, lavado
con rinse buffer durante 1 minuto, incubacién durante 20 minutos con el reactivo EnVision/HRP, lavado
conrinse buffer durante 1 minuto, incubacién con la solucién cromogénica compuesta por los reactivos
DAB+ Chromogen y Substrate Buffer, lavado con rinse buffer durante 1 minuto, contra-tinciéon con

hematoxilina incubando durante 5 minutos y un lavado final con rinse buffer durante 1 minuto.

Tabla 13. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquimica basada en el revelado por
diaminobenzidina. La dilucidn de los anticuerpos se realizé en rinse buffer (Dako)

Anticuerpo
Anticuerpo primario Casa comercial
secundario

Vimentin, clon V9, ready to use Mouse Dako
E-cadherin, Clon NCH-38, ready to use Sin diluir Mouse Dako
N-cadherin, Clone 6G11 1/50 Mouse Dako
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2.4.4. Analisis por inmunofluorescencia de SERPINA E1

Esta técnica se empled para detectar y cuantificar la proteina SERPINA E1 en los tumores primarios
generados por las lineas UM-SCC-74B y 74BserpElup en la lengua de ratones NSG y asi poder confirmar
la sobre-expresion de SERPINA E1 in vivo de la linea 74BserpElup.

Se realizé una inmunofluorescencia con 3 anticuerpos primarios diferentes y un marcador
fluorescente (DAPI), sobre 3 lenguas con tumor primario generado por la linea UM-SCC-74B o por la
linea 74BserpElup. Para llevarla a cabo se siguieron los mismos pasos que para realizar una
inmunohistoquimica (explicado anteriormente), desde la fijacidon de la muestra hasta la rehidratacion
y la recuperacidn antigénica. A partir de aqui se realizaron 3 lavados en TBS 1x (132mM NaCl, 20mM
Tris pH 7.5, 0.1% Tween 20) durante 5 minutos cada uno, y se bloqueé el posible marcaje inespecifico
debido al anticuerpo secundario, incubando la muestra 1 hora a temperatura ambiente en una
solucion formada por TBS, 0.5% triton y 3% de suero de burro (Donkey Serum, Millipore). La incubacion
con los anticuerpos primarios (Tabla 14) se realizd6 durante toda la noche a 4°C, diluyendo los
anticuerpos en TBS 1x, 0.1% triton y 3% de suero de burro. Al dia siguiente, se alargé la incubacién con
el anticuerpo primario durante 2 horas mds a temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavados de 5
minutos cada uno en TBS 1x y se incubé la muestra con los anticuerpos secundarios, segun tabla 14,
diluyéndolos en TBS 1x e incubando durante 2 horas a 37°C. Se hizo una incubacion de 4 minutos a
temperatura ambiente de la muestra en sudan black 1% (Panreac) en OH al 70%, para reducir la auto-
florescencia del tejido, y después 3 lavados con TBS 1x durante 5 minutos. Se incubd la muestra a
temperatura ambiente durante 10 minutos con una solucidon de marcaje DAPI (TermoFisher) diluida
1/10000 en TBS y la preparacion se cubrié con medio de montaje especial para fluorescencia (56mM
glicina, 5.25mM NaOH, 87mM NaCl, 4.6mM NaNs, 0.24M Propil gallato en 70% de glicerol), un

cubreobjetos y se sellé con esmalte.

Tabla 14. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la inmunofluorescencia. La dilucion de
los anticuerpos se realizé en TBS 1x (132mM NaCl, 20mM Tris pH 7.5, 0.1% Tween 20)

m Tipo = marcaje
anticuerpo | de origen

Anti-SERPINE1,

clone 1D5 (IgG) Primario Mouse 1/200 _ Abnova
Anti-GFP (IgY) Primario Chicken 1/250 _ AVES
SN E DA Primario Rabbit 1/400 _ Cell Signaling
(1gG)
Anti-chicken (IgY) Secundario Donkey 1/50 Alexa Fuor 488 Jackson
Anti-mouse (IgG) Secundario Donkey 1/200 Cyanine 3 Jackson
Anti-rabbit (IgG) Secundario Donkey 1/200 Alexa Fuor 647 Jackson

Las muestras sobre las que se realizé la inmunofluorescencia se analizaron y se tomaron imagenes

para su posterior cuantificacion en un microscopio confocal (Confocal TCS SPE, Leica), haciendo uso
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del programa LAS AF (Leica). Se analizaron un total de 3 tumores primarios generados por cada linea
celular y se tomaron 5 imagenes a 200 aumentos de las zonas donde se observé un mayor marcaje de
SERPINA E1. La toma de las imagenes se realizé el mismo dia y con el mismo microscopio y laseres, con
el objetivo de minimizar la posible variabilidad. Se cuantificé el drea total ocupada y la intensidad del
marcaje fluorescente correspondiente a SERPINA E1 (Cyanine 3) en cada imagen. Para ello se utilizé la
extension Fiji del programa Image J (http://fiji.sc/). Mediante el microscopio confocal se obtuvieron
diferentes imagenes correspondientes a un mismo plano xy pero con diferente plano z (en
profundidad), y en cada plano z se tomd una imagen a través de 4 canales diferentes. Para la
cuantificacion, sélo se utilizaron las imagenes obtenidas a través del canal donde se detectaba SERPINA
E1 (Cyanine 3). Cada imagen de un mismo plano xy se apilé o fusiond segin el método de mdaxima
intensidad (Z stack_Max intensity), se ajusto la escala de la imagen, se aplicé un filtro para eliminar el
marcaje inespecifico (Filtro de mediana: 1pixel), se pasd la imagen a escala de grises (minima
intensidad=0, maxima intensidad=255) y se seleccioné el drea de interés en funcidn de la intensidad
de la sefial, de manera que se seleccionara el marcaje correspondiente a SERPINA E1 pero no zonas
con marcaje inespecifico. Se establecid el mismo valor umbral minimo y maximo para todas las
imagenes, tanto de una linea celular como de la otra y se cuantificé el drea ocupada por el marcaje de
SERPINA E1 (en pm?) y su intensidad media (en escala de grises, expresado como unidades arbitrarias)

en cada una de las imdgenes analizadas.

2.5. Caracterizacion fenotipica del tumor primario

2.5.1. Analisis de apoptosis mediante contaje de cuerpos apoptdticos por tincién
fluorescente DAPI

Se analizé el nimero de células apoptdticas mediante tincidn fluorescente DAPI con respecto al
total de células en el tumor primario generado por la linea UM-SCC-74B o por la linea 74BserpElup en
las lenguas de ratones NSG. Se utilizaron las lenguas reseccionadas de 3 ratones implantados con la
linea UM-SCC-74B y de 3 ratones implantados con la linea 74BserpElup. Tras la reseccion de las
lenguas, estas se cortaron longitudinalmente, se fijaron, se parafinaron, se cortaron y se colocaron
sobre portaobjetos convencionales (explicado en el apartado 2.4.2). A partir de aqui se desparafinaron,
se rehidrataron (explicado anteriormente) y se cubrieron con el reactivo ProLong®Gold Antifade DAPI
(Life Technologies), protegiéndolas de la luz. Tras dejarlas 24h a 4°C en oscuridad, se observaron a
través del filtro DAPI del microscopio Olympus BX53 activando la [dmpara de fluorescencia U-HGLGPS
(Olympus). Se tomaron 8 imagenes a 400 aumentos correspondientes a diferentes zonas del tumor
primario presente en la lengua de cada ratéon. Se utilizé la cdmara digital Olympus DP73 y se
procesaron haciendo uso del programa CellD Imaging 3.3 (Olympus). A través del programa Imagel

1.51f (Wayne Rasband, National Institutes of Health), se contabilizé el nimero de células viables y el
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numero de células en apoptosis (condensacién nuclear en agregados) y se establecio el porcentaje de
células apoptdticas (Porcentaje de células apoptdticas = (NUumero células apoptdticas / (NUmero

células apoptoticas + Niumero de células viables)) x100) para cada imagen.

2.5.2. Cuantificacion de crecimiento invasivo mediante Tumor Budding

Publicaciones recientes han establecido que Tumor budding es un tipo de crecimiento invasivo
presente en el CECC y esta caracterizado por la presencia de células individuales o grupos aislados de
células (<5 células) en el estroma del frente invasivo del tumor. Para la cuantificacion de estas células
o grupos de células aisladas, se utilizaron las preparaciones de inmunohistoquimica de vimentina
(explicado en el apartado 2.4.3) correspondientes al fragmento de las lenguas reseccionadas que
contenia el tumor primario de ratones NSG implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea
74BserpElup. Se seleccionaron 6 imagenes a 400 aumentos del frente invasivo (zonas tumorales mds
avanzadas que limitaban el tumor primario del tejido no tumoral) donde se cuantificé la presencia de
grupos de células aislados formados por 1-5 células tumorales, a partir de 3 ratones implantados con
cada linea. El microscopio utilizado para la toma de las imagenes se trataba de un Olympus BX53 con
una camara DP73 y el software CellD Imaging 3.3 (Olympus). El contaje de los grupos de células se
realizd manualmente con ayuda del software libre Imagel 1.51f (Wayne Rasband, National Institutes

of Health).

2.5.3. Determinacion del ratio tumor-estroma

Se utilizaron también las preparaciones de inmunohistoquimica de vimentina del fragmento de las
lenguas reseccionadas que contenia el tumor primario de ratones NSG implantados con la linea UM-
SCC-74B o con la linea 74BserpElup. El marcaje de vimentina sélo reconocia la vimentina humana
(expresada por las células tumorales) y no por las células del estroma, de origen murino. En este caso
se seleccionaron 4 zonas centrales del tumor primario alejadas del frente invasivo. Se analizaron las
lenguas de 6 ratones implantados con cada linea celular y de cada lengua se tomaron 4 imagenes a
200 aumentos. De nuevo, se utilizd el microscopio Olympus BX53 con la camara DP73 y el software
CellD Imaging 3.3 (Olympus). Se seleccionaron las areas sin tefiir con vimentina, correspondientes con
el estroma del tumor, de cada imagen, marcando sus perimetros y el software realizé el calculo del
drea en um?2. Se realizé el sumatorio de todas las dreas y se determind el drea total de estroma por
imagen. Por imagen, se calculd el porcentaje de estroma observado en funcion del area total de cada
imagen (Porcentaje area de estroma = (Area estroma/Area total) x100) y este valor se resté al 100%

para obtener el porcentaje de tumor, concepto definido como ratio tumor-estroma.
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2.6. Determinacidn de las metastasis a distancia

En los experimentos in vivo de implantacién ortotdpica, se analizd la presencia y distribucidn de
células tumorales en otras localizaciones alejadas del sitio de implantacién del tumor primario
(metastasis a distancia). Los érganos objeto de estudio en las metastasis a distancia generadas por los

CECC fueron los pulmones y el higado.

Como se ha explicado anteriormente, en el momento del sacrificio los érganos se registraron ex
vivo en el IVIS Spectrum mediante la determinaciéon de emisién de luminiscencia, y se procesaron
mediante técnicas histoldgicas para su conservacién y analisis.

En relacién con los pulmones de los ratones implantados ortotépicamente con las lineas UM-SCC-
74B o 74BserpElup, se utilizaron dos estrategias para mejorar la deteccidon de focos de pequefio
tamanio (focos formados por 1-5 células tumorales) y estudiar la dispersion de las células tumorales
dentro del érgano. Una de las estrategias se basd en la elevada expresién que presentaron ambas
lineas celulares de la proteina vimentina y consistid en realizar inmunohistoquimicas empleando un
anticuerpo que reconocia exclusivamente la vimentina humana, lo que nos permitié distinguir
especificamente las células tumorales con respecto al tejido del ratdn (incluso grupos de 1 a 3 células).
La otra estrategia consistid en analizar diferentes secciones o niveles histoldgicos de un mismo pulmdn
y asi poder estudiar la dispersidon de las células tumorales dentro del pulmén. En cada nivel se
realizaron 8 cortes de tejido secuenciales repartidos en 4 portaobjetos (2 cortes por portaobjetos). Los
dos primeros cortes de cada nivel se tifieron con hematoxilina-eosina, los dos segundos se utilizaron
para realizar una inmunohistoquimica de vimentina y los cuatro restantes se reservaron para
posteriores analisis de expresién de otras moléculas. El nimero de niveles o zonas analizadas de cada
pulmén dependié de la presencia o no de sefal de luminiscencia durante el registro ex vivo tras el
sacrificio de los ratones. De los pulmones que no presentaron sefial de luminiscencia ex vivo, se
analizaron 4 niveles mientras que de los pulmones que si presentaron sefial de luminiscencia en el
momento del sacrificio, se analizaron 6 niveles (Figura 28), siguiendo los cortes de cada nivel el mismo
procesamiento en todos los casos (explicado en el apartado 2.4.2). En cada nivel de pulmén se
contabilizé el nimero de focos y el tamafio de dichos focos (expresado como drea en um?), tanto en
la preparacién tefiida con hematoxilina-eosina como en la preparaciéon de inmunohistoquimica de

vimentina.
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Figura 28. Representacion del analisis y procesamiento que se realizé con el pulmoén de cada ratdn tras el sacrificio. En
primer lugar los pulmones se registraron en el IVIS y aquellos que presentaron sefial de luminiscencia, se cortaron en 6
niveles, realizandose 1 tincién de hematoxilina-eosina, 1 inmunohistoquimica de vimentina y 2 laminillas sin tefiir por cada
nivel. Los pulmones negativos en sefial de luminiscencia se procesaron de la misma manera pero sélo realizando 4 niveles.
En el caso de los higados, también se realizé un registro de sefal de luminiscencia ex vivo en el lvis
Spectrum tras el sacrificio de los ratones. Posteriormente, los higados se fijaron y procesaron mediante
técnicas histoldgicas para su conservacion y posterior analisis (explicado en el apartado 2.4.2). En la
ultima etapa del procesamiento, cada higado se desbasté hasta llegar a la zona central y de ahi se
obtuvieron dos cortes de tejido hepatico que se tifieron con hematoxilina-eosina en la misma
preparacion. Se determind la presencia y el nimero de focos de células tumorales a nivel hepatico a

través del andlisis en el microscopio de estos dos cortes de tejido y/o la presencia de sefial de

luminiscencia durante el registro ex vivo de cada higado (Figura 29).

A . - . B e e s
Registro de luminiscencia Andlisis histolégico

Figura 29. Representacion del analisis y procesamiento que se realizé con el higado de cada raton tras el sacrificio. (A) En
primer lugar el higado se registrd en el IVIS Spectrum (Xenogen) y (B) posteriormente se proceso histolégicamente hasta
obtener una preparacién de hematoxilina-eosina que se analizé en el microscopio dptico.

2.7. Andlisis estadistico

Para comparar las diferencias en el valor de una variable entre dos grupos de ratones, se empleé el
test no paramétrico Mann Whitney (p. ej. porcentaje medio de células apoptdticas en los tumores
generados por la linea UM-SCC-74B vs 74BserpElup o numero medio de grupos de 1-5 células en el
frente invasivo de los tumores (tumor budding) generados por la linea UM-SCC-74B vs 74BserpElup).
En algunos casos los datos se representaron graficamente mediante un diagrama de cajas para mostrar
la distribucion de los datos de la variable de estudio, pertenecientes a uno y otro grupo objeto de

comparacion.
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Para analizar si hay diferencias entre diferentes medidas de un mismo individuo a lo largo del
tiempo en relacion con una variable determinada (ej. Incremento de la intensidad de luminiscencia de
un mismo ratdn a lo largo del tiempo) se utilizd el test no paramétrico para muestras relacionadas, el
test de Friedman.

Para estudiar las diferencias entre dos grupos de ratones en relacion a dos categorias de una misma
variable (variable categdrica) (p. ej. niumero de ratones con metastasis ganglionar del grupo
implantado con la linea UM-SCC-74B vs el grupo implantado con 74BserpElup), los datos se
representaron a través de una tabla de contingencia y se aplicé el test de Fisher, cuando alguna de las
categorias presentd una frecuencia absoluta inferior a 5, o el test Chi-cuadrado, cuando todas las
categorias presentaron una frecuencia igual o superior a 5. Cuando la variable se dividié en mas de dos
categorias, se aplicd el test Chi-cuadrado, independientemente de si la frecuencia de alguna de las

categorias fue inferiora 5 o no.

Para la realizacion de todos estos test estadisticos se utilizo el programa IBM® SPSS® Statistics v.22.

3. ANALISIS DE MUESTRAS DE PACIENTES CON CECC

3.1. Caracteristicas de los pacientes y seguimiento clinico

Durante la realizacién de esta tesis, se trabajé con dos tipos de muestras de pacientes con CECC
confirmado patolégicamente, biopsias tumorales parafinadas y biopsias tumorales de tejido fresco,
cada una de las cuales se obtuvo de cohortes independientes de pacientes. En ambas cohortes se
excluyeron los pacientes en estadios avanzados que presentaron metdstasis a distancia en el momento
del diagndstico (M=0). En el caso de las biopsias tumorales parafinadas, las muestras fueron fijadas en
formalina al 10% y embebidas en parafina y se obtuvieron de pacientes con CECC en estadios
avanzados (I, IVay IVb) de la enfermedad. Las biopsias se recogieron entre 1995y 2003 en el Hospital
de Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) antes de que los pacientes hubieran iniciado ningln tratamiento. Las
muestras que provenian de la otra cohorte de pacientes se trataba de biopsias de tejido fresco de
tumores pertenecientes a pacientes tratados en el HSCSP (n=167) y en Hospital Moises Broggi (n=23)
desde 2002 hasta 2012. También se recogieron biopsias de tejido fresco de dreas sin lesiones visibles

de pacientes con CECC (n=24).

Adicionalmente, se trabajoé con un tercer grupo de pacientes con CECC, incluidos en la base de datos
The Cancer Genome Atlas (TCGA) (http://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/), donde se incluia informacién
sobre el nivel de expresién de SERPINA E1 en 520 muestras de tumor primario y en 44 mucosas
normales. El nivel de expresidén de SERPINA E1 contenidos en dicha base de datos se correspondia con
los valores normalizados de expresion del nivel 3 de RNASeqv2. Los datos de supervivencia sdlo

estuvieron disponibles en 507 pacientes.
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Algunos de los conceptos relacionados con el seguimiento clinico de los pacientes que se utilizaron
al estudiar estas tres cohortes de pacientes fueron, supervivencia libre de recidiva local (SLRL), definida
como el tiempo desde que el paciente inicid el tratamiento hasta que se volvid a detectar tumor en la
misma localizaciéon donde se origind el tumor inicial. La supervivencia libre de progresién (SLP) se
definié como el tiempo desde que el paciente inicid el tratamiento hasta que sufridé una progresién del
tumor. Se considera progresion tumoral cuando se produce un aumento del tamafio tumoral del 25%
o superior o bien, por la aparicién de nuevas lesiones (recidiva local o regional o metastasis a distancia).
La supervivencia especifica de cancer (SEC) se definid como el tiempo desde que el paciente es

diagnosticado hasta que este muere debido al CECC.

3.2. RECOGIDAY PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

3.2.1. Recogida y procesamiento de biopsias de tejido fresco

Las biopsias tumorales y no tumorales de tejido fresco se obtuvieron por especialistas del Servicio
de Otorrinolaringologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, mediante endoscopia de pacientes
con CECC antes de que iniciasen el tratamiento. Para evitar la degradacion del RNA, las muestras recién
extraidas se introdujeron en una solucién de RNA /ater (Invitrogen) y se congelaron introduciéndolas
en un bano frio de isopentano, histobath (ThermoFisher). Las biopsias se almacenaron en nitrégeno
liguido hasta el momento de ser procesadas. Una parte de la biopsia se utilizd para confirmar,
mediante diagndstico histopatoldgico, la presencia de células tumorales. Las muestras que no
presentaron un elevado porcentaje de tejido tumoral (>80%) se excluyeron del estudio. Las biopsias
de mucosa normal se obtuvieron de localizaciones alejadas del tumor primario, donde no se apreciaba
clinicamente ninguna alteracidn, y posteriormente, se confirmd que las 24 mucosas sélo contenian

tejido normal mediante analisis histopatoldgico.

A partir de las biopsias congeladas se extrajo el RNA que se utilizaria para la determinacién de los
niveles de expresidn de SERPINA E1 mediante PCR cuantitativa. Para la extraccién de RNA, las muestras
congeladas se cortaron con ayuda de un bisturi frio y siempre sobre hielo seco para evitar su
descongelacion y la posible degradacién del RNA. Tras su fragmentacion, el tejido se introdujo en un
tubo con 200ul de Trizol frio y se disgregd mecanicamente con ayuda de un pestle, trabajando siempre
sobre hielo. Cuando el tejido se disgregd y la mezcla se volviéd homogénea, se afiadid Trizol hasta llegar
a un volumen final de 1ml. Los tubos con los tumores disgregados y resuspendidos en Trizol se
guardaron, como maximo un mes, en el congelador de -80°C hasta que se hizo la extraccién de RNA

siguiendo el protocolo explicado en el apartado 1.3.1.

Tras la extraccién de RNA de las muestras, se realizd una retrotranscripcién (explicado en el
apartado 1.3.2) y una PCR cuantitativa (apartado 1.3.3). La determinacion de los niveles de expresién

de RNAm de SERPINA E1 en cada muestra se realizé aplicando el método AACt (explicado en el
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apartado 1.3.3), empleando como muestra calibradora los niveles de expresién de SERPINA E1 de la

linea celular UM-SCC-22A y como gen enddgeno, el gen HPRT1.

3.2.2. Inmunohistoquimica y determinacion de los niveles de expresion de SERPINA E1
en biopsias parafinadas

Las biopsias parafinadas de pacientes con CECC se cortaron en fragmentos de 5um de grosor, se
desparafinaron en xileno (3 incubaciones de 10 minutos cada una) y se rehidrataron sumergiéndolas
en soluciones de concentracion decreciente de etanol (100%, 96%, 80%, 70% y 50%), como se ha
explicado anteriormente. La recuperacion antigénica se realizé incubando las muestras en una solucién
de recuperacion Tris/EDTA a pH 9 (Dako) y autoclavadas durante 10 minutos a 121°C. La peroxidasa
enddégena del tejido se inactivé incubando las muestras en una solucién de perdxido de hidrégeno al
3% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se incubaron con el anticuerpo
monoclonal anti-SERPINE1 (clon 1D5; Abnova) diluido 1/200, durante 1 hora a temperatura ambiente.
El revelado se realizd con el reactivo EnVision TM FLEX y FLEX+ (Dako) realizando los procedimientos
estandar descritos anteriormente (apartado 2.4.3). Como controles positivos se emplearon dos
muestras quirudrgicas de cabeza y cuello y un bloque celular de la linea SCC-9 que sobre-expresaba
SERPINA E1. Como control negativo se emplearon las mismas muestras pero sustituyendo la

incubacién con el anticuerpo primario por suero de ratén no inmunizado.

Dos observadores independientes analizaron las inmunohistoquimicas de SERPINA E1 de las
biopsias tumorales analizadas a través de un microscopio Olympus BX53. Se determinaron los niveles
de expresion proteica de SERPINA E1 a través de dos parametros, el porcentaje de células positivas (0-
100%) y la intensidad de tincién global (1: sin tincidn o débil; 2: moderada; 3: fuerte). Se analizaron
eligiendo aleatoriamente 5 campos del microscopio a un aumento de 100X por cada muestra. La
expresion de SERPINA E1 solo se analizé en células tumorales. Los dos observadores coincidieron en el
95% de las muestras, el resto de muestras se re-evaluaron y se tomé una decisién consensuada entre
ambos observadores. Las imagenes se tomaron usando una cdmara digital Olympus DP73 y se

procesaron a través del programa CellD Imaging 3.3 (Olympus).

3.3. Estudio de la asociacidn entre niveles de SERPINA E1 y la evolucién clinica de los
pacientes

Mediante el andlisis basado en Arboles de Clasificacion y Regresién (ACR), se establecié el valor
umbral correspondiente al nivel de expresidon de SERPINA E1 mas adecuado, con mayor sensibilidad y
especificidad, para establecer dos grupos de pacientes con diferente riesgo de recaida asociada al
CECC. En base a este andlisis se definieron dos grupos de pacientes, un grupo de pacientes con niveles
elevados de expresion de SERPINA E1 y un grupo de pacientes con niveles bajos de expresién de

SERPINA E1 y que se asociaron con el riesgo de recaida de los pacientes. Este tipo de analisis se utilizd
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tanto en el analisis basado en los niveles relativos de RNAm de SERPINA E1 en las muestras de tejido

fresco como en el estudio con los datos extraidos de la base de datos del TCGA.

Los test para variables categdricas, de Fisher (dos categorias en cada variable) o Chi-cuadrado
(alguna variable con mas de 2 categorias) se utilizaron para estudiar la relacién entre algunas
caracteristicas de los pacientes, como sexo, edad, localizacion del tumor, tamafo del tumor, estado de
los nddulos linfaticos, consumo de alcohol y tabaco, tasa de recidiva, con el nivel de expresién de
SERPINA E1, a través de la clasificacién en dos grupos de pacientes (bajo nivel de expresion de SERPINA
E1 o alto nivel de expresion de SERPINA E1), establecidos anteriormente mediante ACR. Se emplearon
los conceptos de recidiva local (aparicion de un tumor en el mismo sitio anatémico donde se habia
originado el tumor primario) o recidiva metastatica (apariciéon de metdstasis en ganglios linfaticos o a

distancia).

Las curvas de Kaplan Meier y el test Log-Rank se utilizaron para representar y comparar,
respectivamente, la supervivencia (SLRL, SLP, SEC) entre grupos de pacientes con diferente nivel de
expresion de SERPINA E1. Para estudiar el efecto de otras variables en la supervivencia de los pacientes
(SLP y SEC), se aplicé el modelo de regresidon de Cox. Las variables analizadas fueron el sexo (hombre
o mujer), el tamano del tumor (T3-T4 o T1-T2), el estado de los ganglios cervicales (positivos o
negativos), la edad (menor o mayor de 60 afios) y los niveles de expresién de RNAm de SERPINA E1
(alto o bajo). En el caso del estudio prospectivo se aplicé un modelo de Cox multivariado para testar la
independencia o no de la influencia de las variables estudiadas en la supervivencia de los pacientes y

en el estudio basado en TCGA, se aplicé un modelo univariado y posteriormente uno multivariado.

Para la realizacién de todos estos test estadisticos se utilizé el programa IBM® SPSS® Statistics v.22.
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IV. RESULTADOS

1. SERPINA E1 COMO MARCADOR PRONOSTICO EN PACIENTES CON CECC

Con el objetivo de confirmar el valor prondstico de SERPINA E1, identificado en un estudio de
microarrays previo (41), como un marcador asociado a la supervivencia de los pacientes con CECC,
hemos analizado su expresidn en biopsias pre-tratamiento obtenidas de pacientes pertenecientes a
tres cohortes independientes. Una primera cohorte de pacientes seleccionada de modo prospectivo,
en la que se analizaron los niveles de RNA mensajero de SERPINA E1 mediante PCR cuantitativa; una
segunda cohorte seleccionada de modo restrospectivo, en la que se analizaron la expresion de
SERPINA E1 mediante técnicas inmunohistoquimicas; y finalmente una tercera cohorte de pacientes
incluidos  en el proyecto The  Cancer  Genome  Atlas  (TCGA, https://gdc-
portal.nci.nih.gov/projects/TCGA-HNSC), donde se analizaron los niveles de expresién de SERPINA E1

obtenidos mediante técnicas de secuenciacién masiva de RNA.

1.1. La expresion de la proteina SERPINA E1 se asocia con una mayor tasa de
metadstasis y una peor evolucioén clinica en pacientes con CECC

Se determinaron los niveles de expresién proteica de SERPINA E1 en 80 biopsias tumorales
parafinadas pertenecientes a pacientes con CECC localmente avanzado antes de que iniciasen el
tratamiento y con un seguimiento medio de 68 meses (tabla 15). La determinacién del nivel de
expresion proteica se realizé mediante analisis inmunohistoquimico. Las muestras fueron observadas
en el microscopio por dos investigadores diferentes para determinar el porcentaje de células positivas
y la intensidad de la tincién para SERPINA E1. El porcentaje de células positivas para la extension de
SERPINA E1 fue muy similar en todas las muestras, entre el 80% y el 95% de células tefiidas, mientras
que la intensidad de tincién permitid clasificar los tumores en 3 subgrupos (Figura 30). En el subgrupo
con baja intensidad de tincidn o ausencia de expresion de SERPINA E1, se incluyeron 26 biopsias, en el
subgrupo de intensidad intermedia, 25 biopsias y en el subgrupo con intensidad elevada se incluyeron

29 biopsias tumorales.

Intensidad baja SERPINA E1 Intensidad intermedia SERPINA E1 Intensidad alta SERPINA E1
200X C.it i T S B 200K
..)l o,
R %
>
" 400X | | " 400X . # § 48 "40&&

Figura 30. Inmunohistoquimicas de SERPINA E1 de biopsias tumorales pre-tratamiento de pacientes con CECC
representativas de cada uno de los 3 subgrupos de tumores con diferente nivel de intensidad de tincién de SERPINA E1.
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Como se puede observar en la tabla 15, se encontraron diferencias significativas en relacién con
la recidiva metastatica entre el grupo con nivel de intensidad elevado de SERPINA E1 y el grupo que
incluia las biopsias con nivel intermedio y bajo. En concreto, se encontré una mayor proporcion de
pacientes que habian sufrido recidiva metastatica en el subgrupo de pacientes con nivel de expresion

elevada de SERPINA E1 en comparacion con el subgrupo de expresién intermedia o baja (p=0.045).

Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el analisis basado en los niveles de proteina SERPINA E1
en muestras tumorales parafinadas de pacientes con CECC localmente avanzado (cohorte retrospectiva de

pacientes)
VELELIS P:::::: . Niveles elevaos de I:i:ji)l: ZL";:L??:LOZ: (Test :e‘;iasl:err/ Chi-
(ne80) SERPINA E1 (n=29) nes1) ——
Sexo
Hombre 76 26 50 0.182
Mujer 4 3 1
Edad (afios)
<60 30 11 19 0.952
>60 50 18 32
Localizacién tumor
Cavidad oral 7 5 2 0.095
Orofaringe 13 2 11
Hipofaringe 13 4 9
Laringe 47 18 29
Tamaiio tumor (T)
T2 8 4 4 0.690
T3 51 18 33
T4 21 7 14

Afectacién ganglionar

Positivo 44 19 25 0.157
Negativo 36 10 26

Diferenciaciéon tumor

Bien 6 2 4 0.438
Moderada 67 26 41

Escasa 7 1 6

Tabaco

No fumadores 4 2 2 0.560
<20 cigarros/dia 5 1 4

>20 cigarros/dia 70 26 44

Puro o pipa 1 _ 1

Alcohol

No bebedor 13 7 6 0.152
<100g/dia 32 10 22

>100g/dia 35 12 23

Recidiva local

Si 15 8 7 0.111
No 65 21 44

Recidiva metastatica

Si 9 6 3 0.045
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No 71 23 48

Tratamiento

Radioterapia 42 16 26 0.720
Cirugia +/- radio 38 13 25

La niveles proteicos de SERPINA E1 en las biopsias tumorales, se asociaron significativamente con
la supervivencia libre de progresion (SLP) (Figura 31B) y con la supervivencia especifica de cancer (SEC)
de los pacientes (Figura 31C). Los pacientes cuyos tumores presentaron niveles proteicos altos de
SERPINA E1 tuvieron una supervivencia libre de progresion (p=0.022) y una supervivencia especifica
de cancer (p=0.040) mds corta que el grupo de pacientes con tumores cuya expresion proteica de
SERPINA E1 fue intermedia o baja. Aunque el grupo de pacientes con niveles de expresiéon de SERPINA
E1l intermedia y baja presenté una mayor supervivencia libre de recidiva local que el grupo de

expresion alta, las diferencias no alcanzaron la significancia (p=0.108) (Figura 31A).
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Figura 31. Niveles elevados de proteina SERPINA E1 se asocian con una evolucion clinica desfavorable en pacientes con
CECC. El grupo de pacientes con intensidad de tincion de SERPINA E1 alta presentd diferencias significativas con el grupo de
intensidad intermedia y baja con respecto a la supervivencia libre de progresion (SLP) (B) y supervivencia especifica de cancer
(SEC) (C), pero no con respecto a la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) (A) (p=0.022, p=0.040, p=0.108, Test Log-Rank).
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Adicionalmente, se analizd el efecto de la presencia de muestras de orofaringe VPH positivas en
la poblacién de estudio en relacion con el nivel de SERPINA E1 y la evolucidn clinica de los pacientes.
Sélo una de las muestras de orofaringe fue VPH positiva y se incluyé dentro del subgrupo con niveles
elevados de expresion de SERPINA E1. La SLP de los pacientes siguidé siendo significativamente mas
corta en el subgrupo de pacientes con niveles elevados de SERPINA E1 cuando se excluyd del andlisis

la muestra de orofaringe VPH positiva (p=0.015).

1.2. Los niveles de RNA mensajero de SERPINA E1 se asocian con una elevada tasa de
metdstasis y una evolucién clinica desfavorable en pacientes con CECC

Para confirmar el papel prondstico de SERPINA E1, se analizaron los niveles de expresion de RNA
mensajero de SERPINA E1 en 190 biopsias tumorales pertenecientes a una serie independiente de
pacientes con CECC, con un seguimiento medio de 37 meses (Tabla 16). También se analizaron los
niveles de expresién en 24 muestras de mucosa normal obtenidas de pacientes con CECC a partir de

areas alejadas del tumor primario y sin lesiones macroscopicas visibles.

Tabla 16. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el analisis basado en los niveles de RNA mensajero de SERPINA E1

(cohorte prospectiva de pacientes)

Pacientes . Niveles bajos de P valor
Variable totales Niveles elevados de SERPINA E1 (Test de Fisher/Chi-
SERPINA E1 (n=114)
(n=190) (n=76) cuadrado)

Sexo
Hombre 172 105 67 0.363
Mujer 18 9 9
Edad (afios)
<60 86 53 33 0.677
>60 104 61 43
Localizacién tumor
Cavidad oral 31 17 14 0.391
Orofaringe 65 43 22
Hipofaringe 22 15 7
Laringe 62 39 33
Tamaiio tumor (T)
T1 12 4 8 0.145
T2 60 34 26
T3 73 45 28
T4 45 31 14
Afectacién ganglionar
Positivo 111 73 38 0.054
Negativo 79 41 38
Grado de
diferenciaciéon tumor
Diferenciado 13 5 8 0.085
Moderadamente 163 99 64
Poco diferenciado 14 10 4
Tabaco
No fumadores 14 7 7 0.687
<20 cigarros/dia 28 15 13
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>20 cigarros/dia 146 91 55

Puro o pipa 2 1 1

Alcohol

No bebedor 34 16 18 0.037
<100g/dia 81 45 36

>100g/dia 75 53 22

Recidiva local

Si 49 36 13 0.028
No 141 78 63

Recidiva metastatica

Si 65 46 19 0.029
No 125 68 57

Tratamiento

Radioterapia 51 27 24 0.124
Quimio cisp*/radio 74 52 22

Quimio cetux*/radio 6 4 2

Cirugia 59 31 28

*cisp: cisplatino, *cetux: cetuximab

La expresion de SERPINA E1 fue significativamente mas elevada en muestras de tejido tumoral que
en la mucosa normal (p<0.001) (Figura 32A). Mediante el uso de arboles de clasificacion y regresién
(CART), se establecid un valor umbral para separar dos grupos de pacientes en base al nivel de
expresion de RNAm de SERPINA E1 en el tumor primario y la probabilidad de recidiva en estos
pacientes (nivel de expresidon de SERPINA E1< o > 0.8). Setenta y seis pacientes presentaron tumores
con una expresion baja de SERPINA E1 mientras que 114 pacientes presentaron tumores con una
expresion elevada. Se observd una mayor proporcion de pacientes con niveles elevados de SERPINA
E1 que habian sufrido una recidiva local o una recidiva metastdtica cuando se compard con el subgrupo
de pacientes con expresion baja (p=0.028 y p=0.029, Test de Fisher, respectivamente) (Tabla 16). El
consumo de alcohol en estos pacientes también se asocid significativamente con la expresién de
SERPINA E1, se encontrd una mayor proporcion de pacientes con un consumo elevado de alcohol en
el subgrupo de pacientes con elevados niveles de SERPINA E1 en comparacidn con el subgrupo de con

niveles bajos (p=0.037, Test Chi-cuadrado) (Tabla 16).
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Figura 32. Niveles elevados de RNA mensajero de SERPINA E1 se asocian con una evolucion clinica desfavorable en
pacientes con CECC. (A) Los niveles de RNAm de SERPINA E1 en muestras tumorales de CECC son significativamente
superiores a los de la mucosa normal (p<0.001, Test Mann Whitney.) La supervivencia libre de recidiva local (SLRL) (B), libre
de progresion (SLP) (C) y especifica de cancer (SEC) (D) fueron significativamente mas bajas en el grupo de pacientes con
niveles elevados de RNAm de SERPINA E1 (p=0.022, p=0.002, p=0.006, Test Log-Rank).

Los pacientes con niveles elevados de RNAm de SERPINA E1 mostraron un supervivencia libre de
recidiva local (SLRL) (p=0.022) (Figura 32B), libre de progresidon (SLP) (p=0.002) (Figura 32C) y especifica
de cancer (SEC) (p=0.006) (Figura 32D) mas cortas que los pacientes del subgrupo con niveles bajos.
Para estudiar la asociacidon de otras variables clinicas prondsticas utilizadas actualmente en clinica,
ademas de los niveles de expresidn de SERPINA E1, se realizd un analisis multivariado basado en el
modelo de Cox. La expresién de SERPINA E1 (HR 1.73, IC 95% 1.02-2.92, p=0.042), el tamafio del tumor
(HR 2.18, 1IC 95% 1.29-3.70, p=0.004), y la afectacidn ganglionar (HR 1.88, IC 95% 1.13-3.16, p=0.016)
se identificaron como factores de riesgo independientes en relacién con la supervivencia libre de
progresion (Tabla 17), de manera que los pacientes con tumor primario de gran tamafo, mayor
afectacién ganglionar o mayores niveles de expresion RNAm de SERPINA E1 presentaron una
supervivencia libre de progresidon mas baja (Tabla 17). Ademads, el tamaiio del tumor (HR 1.78, IC 95%
0.99-3.18, p=0.050) y la afectacién ganglionar (HR 2.23, IC 95% 1.22-4.07, p=0.009) se identificaron
como factores de riesgo independientes de la supervivencia de los pacientes. Aunque se observo una
tendencia en relacion con niveles altos de expresion de RNAm de SERPINA E1 y una supervivencia mas
corta, el resultado no alcanzé la significancia en el analisis multivariado (HR 1.78, IC 95% 0.98-3.23,
p=0.057) (Tabla 17). Cuando se realizd el mismo analisis pero excluyendo los pacientes que habian

estado sometidos a cirugia, el tamafio del tumor (HR 2.39, IC 95% 1.29-4.39, p=0.005) y el nivel de
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RNAm de SERPINA E1 (HR 1.92, 1C95% 1.03-3.59, p=0.043) se identificaron como factores de riesgo
independiente en relacidon con la supervivencia libre de progresién en los pacientes tratados con
qguimio-radioterapia como principal opcién de tratamiento, mientras que la presencia o no de
afectacidn ganglionar aparecié como factor de riesgo independiente de la supervivencia especifica de

cancer (HR 2.41, IC95% 1.15-5.06, p=0.020) en este subgrupo de pacientes (Tabla 18).

Tabla 17. Analisis multivariado basado en el modelo de Cox para el andlisis de la supervivencia en pacientes
con CECC tratados con quimio-radioterapia y/o sometidos a cirugia (cohorte prospectiva de pacientes)

. PERVIVENCIA LIBRE DE PERVIVENCIA ESPECIFICA DE
Pacientes totales (n=190) U o SU CIAESPECIFIC

PROGRESION (SLP) CANCER (SEC)
v | wnicom | oo | mnicom | pvor |
Sexo 1.02 (0.39-2.61) 0.976 1.76 (0.72-4.30) 0.217
Tamafio tumor (T) 2.18(1.29-3.70) 0.004 1.78 (0.99-3.18) 0.050
Afectacion ganglionar (N) 1.88(1.13-3.16) 0.016 2.23 (1.22-4.07) 0.009
Edad 0.86 (0.54-1.37) 0.514  0.767 (0.46-1.29) 0.320
SERPINA E1 1.73 (1.02-2.92) 0.042 1.78 (0.98-3.23) 0.057

Sexo: hombres vs mujeres; Tamafio tumor: T3-T4 vs T1-T2; Afectacidon ganglionar: positiva vs negativa;
Edad: >60afios vs <60afios; SERPINA E1: alto vs bajo nivel RNA mensajero
HR: Hazard Ratio; IC 95%: intervalo de confianza al 95%.

Tabla 18. Andlisis multivariado basado en el modelo de Cox para el analisis de la supervivencia en
pacientes con CECC tratados con quimio-radioterapia (cohorte prospectiva de pacientes)

Pacientes tratados con SUPERVIVENCIA LIBRE DE SUPERVIVENCIA ESPECIFICA DE
quimio-radioterapia (n=131) PROGRESION (SLP) CANCER (SEC)

Sexo 1.13 (0.39-3.29) 0.976 1.76 (0.58-5.30) 0.317
Tamaiio tumor (T) 2.39 (1.29-4.39) 0.005 1.95 (0.97-3.89) 0.059
Afectacion ganglionar (N) 1.71(0.94-3.11) 0.077 2.41 (1.15-5.06) 0.020
Edad 0.83 (0.48-1.44) 0.507 0.84 (0.443-1.59) 0.594
SERPINA E1 1.92 (1.03-3.59) 0.043 1.80 (0.86-3.78) 0.117

Sexo: hombres vs mujeres; Tamafio tumor: T3-T4 vs T1-T2; Afectacidon ganglionar: positiva vs negativa;
Edad: >60afios vs <60afios; SERPINA E1: alto vs bajo nivel RNA mensajero
HR: Hazard Ratio; IC 95%: intervalo de confianza al 95%.

Ademas, para confirmar los resultados obtenidos por PCR cuantitativa mediante una técnica
diferente, se analizd el nivel de expresién de SERPINA E1 mediante inmunohistoquimica en un
subgrupo de pacientes incluidos en el estudio prospectivo (n=69). El nivel de expresidon de SERINA E1
correlaciond con la SLP y la SEC de los pacientes, de manera que los pacientes con niveles elevados de
SERPINA E1 presentaron una SLP (p=0.016) y una SEC (p=0.028) mas cortas que los pacientes cuyos
niveles proteicos de SERPINA E1 fueron bajos (Figura 33).
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Figura 33. Analisis de los niveles de SERPINA E1 por inmunohistoquimica de un subgrupo de pacientes del estudio
prospectivo (n=69). (A) La supervivencia libre de libre de progresion (SLP) y (B) especifica de cancer (SEC) fueron
significativamente mas cortas en el grupo de pacientes con niveles elevados de SERPINA E1 (p=0.016, p=0.028, Test Log-
Rank).

Adicionalmente, se analizé el estado VPH de las muestras incluidas en el estudio prospectivo
cuyos pacientes fueron tratados en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Treinta y cinco tumores
fueron VPH negativos, 9 fueron VPH positivos y en 20 pacientes el estado VPH no estuvo disponible. El
nivel de SERPINA E1 siguid apareciendo como marcador de la SLP cuando se excluyeron los pacientes
con tumores VPH positivos y con tumores con estado VPH desconocido. La SLP de los pacientes con

tumores VPH negativos fue significativamente mas corta en aquellos con niveles elevados de SERPINA

E1 cuando se compard con el subgrupo de niveles bajos (p=0.015).

1.3. Confirmacién del papel prondstico de SERPINA E1 en una tercera cohorte de
pacientes

Se realizd un tercer estudio con muestras de pacientes con CECC basado en los resultados de
secuenciaciéon de RNA en tumores primarios obtenidos a partir de una cohorte independiente de 520
pacientes. Los datos se obtuvieron de la base de datos de The Cancer Genome Atlas (TCGA, https://gdc-
portal.nci.nih.gov/projects/TCGA-HNSC), donde también se obtuvo la informacion correspondiente a
la secuenciacion de RNA de 44 muestras de mucosa normal. La expresion de SERPINA E1 fue
significativamente mas elevada en muestras de CECC que en muestras de mucosa normal (p<0.001)
(Figura 34A). De nuevo, mediante el uso de arboles de clasificacién y regresion (CART), se establecid
un valor umbral para separar dos grupos de pacientes en base al nivel de RNA secuenciado de SERPINA
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E1 en el tumor primario y la probabilidad de recidiva en estos pacientes. El analisis de la supervivencia
en los pacientes con CECC mostrd que los pacientes con tumores que expresaban niveles elevados de
RNA de SERPINA E1, tenian una supervivencia mas corta que los que presentaban niveles bajos de

SERPINA E1 a nivel tumoral (p<0.001) (Figura 34B).
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Figura 34. Estudio de los niveles de expresion de SERPINA E1 en una cohorte de pacientes obtenidos de la base de datos
del TCGA. (A) Los niveles de RNA de SERPINA E1 secuenciados en tumores primarios de pacientes con CECC son superiores
con respecto a los de muestras de mucosa normal (p<0.001, Test Mann Whitney). (B) Curvas de supervivencia de dos
subgrupos de pacientes con CECC con diferente nivel de RNA de SERPINA E1 en tumor primario. El subgrupo con expresion
alta presentd una supervivencia mas corta que el subgrupo con niveles bajos (p<0.001, Test Log Rank).

La supervivencia fue significativamente mds baja en los pacientes cuyos tumores primarios
presentaron niveles altos de SERPINA E1 cuando se compard con la supervivencia de los pacientes
cuyos tumores primarios presentaron niveles bajos, mediante el analisis de Cox univariado (HR: 2.03,
IC 95%:1.32-3.10, p=0.01). En el analisis del modelo de Cox multivariado, se identificaron como
factores de riesgo independientes de muerte, los niveles de expresiéon de SERPINA E1 (HR: 1.73, IC
95%: 1.05-2.79, p=0.027) y la presencia o no de afectacién ganglionar (en base a un criterio
histopatoldgico) (HR: 1.58, IC 95%: 1.09-2.31, p=0.017). Otras variables clinicas como el sexo, el tamafio

del tumor y la edad no se asociaron significativamente con la supervivencia de los pacientes (Tabla

19).

Tabla 19. Modelo de COX univariado y multivariado donde se analiza el efecto de diferentes variables
clinicas y los niveles de RNA de SERPINA E1 en la supervivencia de pacientes con CECC (cohorte de pacientes
extraida de la base de datos The Cancer Genome Atlas)

COX UNIVARIADO COX MULTIVARIADO
o | wicos | pwior | o | pvaor
Sexo 1.23 (0.88-1.71) 0.225 1.09 (0.73-1.64) 0.665
Tamafio tumor (T) 1.22 (0.87-1.71) 0.233 1.25 (0.81-1.92) 0.311
Afectacién ganglionar 1.62 (1.11-2.35) 0.012 1.58 (1.09-2.31) 0.017
Edad 1.30(0.94-1.81) 0.112 1.31(0.89-1.93) 0.169
SERPINA E1 2.03 (1.32-3.10) 0.010 1.725 (1.06-2.79) 0.027

Sexo: hombres vs mujeres; Tamafio tumor: T3-T4 vs T1-T2; Afectacion ganglionar analizada por histologia
positiva vs negativa; Edad: >60afios vs <60afios; SERPINA E1: alta vs baja expresion
HR: Hazard Ratio; IC 95%: intervalo de confianza al 95%.
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Por ultimo, se analizé la supervivencia global del subgrupo de pacientes con nivel elevado o con
nivel bajo de expresién de SERPINA E1 excluyendo los pacientes con tumores VPH positivos. De las 520
muestras incluidas en el estudio basado en TCGA, 20 tumores fueron VPH positivos. La supervivencia
global de los pacientes siguid siendo significativamente mas corta en el subgrupo con niveles elevados

de SERPINA E1 (p=0.001) en el conjunto de muestras VPH negativas.
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2. SERPINA E1 EN LA PROLIFERACION, MIGRACION Y CITITOXICIDAD DE LINEAS
CELULARES DE CECC

En base a los resultados obtenidos en las muestras de pacientes con CECC, en relacién con niveles
elevados de expresién de SERPINA E1 y la evolucion desfavorable de los pacientes, se decidié estudiar
la posible implicacion causal de SERPINA E1 en diferentes mecanismos relacionados con agresividad
tumoral. Para ello, se analizaron los niveles de expresién de SERPINA E1 en diferentes lineas celulares
de CECC vy, tras sobre- o infra-expresar dicha proteina en algunas de estas lineas, se realizaron

diferentes ensayos funcionales.

2.1. Niveles de expresidon de SERPINA E1 en lineas celulares de CECC

Se analizaron los niveles de expresion de SERPINA E1 en diferentes lineas de CECC (UM-SCC-22A,
UM-SCC-74B, UM-SCC-22B, SCC-9, FaDu y SCC-25) mediante PCR cuantitativa. El nivel medio de
expresion relativa (2742®) de SERPINA E1 en las 6 lineas celulares fue de 15.49, encontrandose en un
rango de 1.00-69.24. El nivel de expresidn de cada linea se relativizé en base al nivel de la linea UM-
SCC-22AYy se utilizé como gen enddgeno el gen HPRT1. La linea que presentd mayores niveles de RNAmM
fue la linea SCC-9, mientras que el resto de lineas presentaron niveles mas bajos y similares entre ellas
(Figura 35).
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Figura 35. Nivel de expresion relativa de SERPINA E1 en 6
lineas celulares de CECC determinados por PCR cuantitativa,
tomando como referencia los niveles de expresion de la

linea UM-SCC-22A.

En base a estos resultados, se selecciond la linea SCC-9, con los niveles mas elevados de expresién

de SERPINA E1, para infra-expresar dicha proteina y realizar diferentes ensayos funcionales con las
nuevas lineas generadas. En cambio, la sobre-expresion de SERPINA E1 se realizd con el resto de lineas
celulares, con unos niveles mas bajos que la SCC-9 y similares entre ellas, pero solo se consiguid
mantener una poblacién que sobre-expresara de manera estable dicha proteina con la linea UM-SCC-

74B.
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2.2. Efecto de la sobre-expresién de SERPINA E1 en la tasa de proliferacién, la
capacidad de migracidn y la resistencia a cisplatino en células de CECC

La sobre-expresion de SERPINA E1 se consiguié de manera estable tras la transduccidn lentiviral de
la linea UM-SCC-74B con el plasmido pFUGW_SERPINA E1, generdndose la linea 74BserpElup. El nivel
de expresién de SERPINA E1 en la nueva linea celular generada se comprobd mediante PCR cuantitativa
y western blot, comparando los niveles de expresion de SERPINA E1 de la linea 74BserpElup con los

de la linea parental UM-SCC-74B (Figura 36A y 36B).
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Figura 36. Niveles de expresion de SERPINA E1 en
la linea parental UM-SCC-74B y su
correspondiente linea con sobre-expresion de
SERPINA E1, 74BserpE1up. (A) Niveles relativos de
expresion de RNA mensajero de SERPINA E1 en
ambas lineas celulares. (B) Western blot donde se
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2.2.1. El aumento en la expresion de SERPINA E1 estimula la migracion de las células
tumorales

Para comprobar el efecto de la sobre-expresion de SERPINA E1 en células tumorales de CECC, se
realizé6 un ensayo transwell de migracién a través de una membrana porosa. Se encontraron
diferencias significativas en la capacidad de migracién de la linea parental UM-SCC-74B en
comparacion con la de las células de la linea 74BserpElup, con mayores niveles de expresién de
SERPINA E1 (p<0.01, Test Mann Whitney) (Figura 37). En concreto, la migracion de las células de la
linea 74BserpElup tras 24 horas de incubacidn, fue superior al de la linea UM-SCC-74B, por lo que la

sobre-expresion de SERPINA E1 favorecid la migracion de las células tumorales.
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Figura 37. Ensayo de migracion realizado con la linea celular UM-SCC-74B y la linea transducida con pFUGW_SERPINA
E1, 74BserpE1lup. (A) Histograma donde se muestran los valores medios de fraccion del area ocupada del transwell por las
células que migran a través de los poros de la membrana desde la cdmara de incubacidn superior a la inferior. Las barras
representan la desviacion estandar de las réplicas realizadas con cada linea celular (**p<0.01, Test Mann-Whitney). (B)
Imdagenes representativas de la superficie de membrana atravesada por las células, tefiidas con cristal violeta, de las dos
lineas celulares estudiadas. Magnificacidn original 40x.
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2.2.2. La sobre-expresion de SERPINA E1 disminuye la capacidad proliferativa de las
células tumorales de CECC

Se evalué la tasa de proliferacion de la linea UM-SCC-74B, con niveles basales de expresion de
SERPINA E1, y la de la linea 74BserpElup. Se sembraron 3.5x10* células tumorales de cada una de las
lineas y se contabilizd el nimero de células a diferentes tiempos desde el momento de la siembra,
cada 24 horas hasta llegar a las 96 horas (Figura 38A). Como se observa en la figura 38B, se encontraron
diferencias significativas en el nimero medio de células a las 72h (p<0.01) y a las 96h tras la siembra
(p<0.01, Test Mann Whitney) entre las lineas con diferentes niveles de expresién de SERPINA E1,
siendo mas bajo, en ambos puntos, el nUmero de células de la linea con mayores niveles de expresién

de SERPINA E1 (74BserpElup). Por tanto, la sobre-expresion de SERPINA E1 disminuyd la proliferacién

de las células tumorales.
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Figura 38. Ensayo de proliferacidon realizado con la linea celular UM-SCC-74B y la linea transducida con pFUGW_SERPINA
E1, 74BserpElup. (A) Esquema del disefio experimental de cada ensayo de proliferacién, siembra en placas de 6 pocillos
y contaje del nimero de células en un contador automatico (Countess, Invitrogen). (B) Histograma que muestra el nimero
medio de células contadas a las 24, 48, 72 y 96 horas desde la siembra, asi como las barras de desviacion estandar
asociadas a cada conjunto de valores (**p<0.01, Test Mann-Whitney).

2.2.3. Las células que presentan mayores niveles de expresion de SERPINA E1 son mas
resistentes al tratamiento con cisplatino

Cuando se compard el nUmero de células apoptdticas pertenecientes a la linea UM-SCC-74B o a la
linea 74BserpElup, tras el tratamiento durante 16 horas con 15uM de cisplatino, se encontraron
diferencias significativas entre ambas lineas con diferente nivel de expresion de SERPINA E1 (p<0.001,
Test Mann Whitney) (Figura 39A). En concreto, el nimero de células apoptéticas fue superior en el
grupo tratado de la linea UM-SCC-74B, demostrando que la sobre-expresion de SERPINA E1 hace a las
células mas resistentes a la apoptosis inducida por cisplatino. En la figura 39B se muestran imagenes
representativas de células de la linea UM-SCC-74B o de la linea 74BserpElup tratadas con 15uM de

cisplatino o sin tratar, marcadas con DAPI y observadas en el microscopio de fluorescencia.
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Figura 39. Estudio del efecto del tratamiento con cisplatino (CDDP) en la linea que sobre-expresa SERPINA E1,
74BserpElup, y en la linea parental, UM-SCC-74B. (A) Histograma donde se muestra el nimero medio de células
apoptoticas para cada una de las lineas celulares (***p<0.001, Test Mann-Whitney). (B) Imagenes tefidas con DAPI
representativas de células tratadas durante 16h con cisplatino (CDDP 16h) y de células sin tratar (control) para la linea UM-
SCC-74B y la linea 74BserpElup (magnificacion original x200 o x400 segun la imagen).

2.3. La infra-expresion de SERPINA E1 influye en la tasa de proliferacion, la capacidad
de migracién y la sensibilidad a cisplatino en células de CECC

Para confirmar el efecto de SERPINA E1 a nivel funcional, tras realizar diferentes ensayos con una
linea de CECC que sobre-expresaba dicha proteina (74BserpElup), se realizaron los mismos ensayos
pero en una linea donde se infra-expresé de manera estable SERPINA E1 mediante transduccién con
shRNA. Entre las lineas de CECC, se selecciond la linea SCC-9 ya que presentaba los niveles mas altos
de expresidon de SERPINA E1. Tras generar dos lineas a partir de la linea SCC-9 que infra-expresaban
SERPINA E1 de manera estable, SCC9 shRNA004 y SCC9 shRNA159, y una linea control SCC9 scramble,
se comprobd la disminucidn en los niveles de expresion de SERPINA E1, tanto a nivel de proteina como
de RNA mensajero. En la figura 40 se muestran los resultados obtenidos en las tres lineas celulares
generadas, SCC9 scramble, SCC9 shRNAQO4 y SCC9 shRNA159, a nivel de RNA mensajero, mediante
PCR cuantitativa, y a nivel de proteinas, por western blot en relacién con los niveles de SERPINA E1.
Como se puede observar en la figura 40B, los niveles de RNAm de SERPINA E1 se redujeron
aproximadamente un 65% y un 75% en las lineas SCC9 shRNA004 y SCCI shRNA159, respectivamente,

con respecto a la linea control SCC9 scramble.
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Figura 40. Reduccion de la expresion de SERPINA E1 de manera estable en las células SCC-9. (A) Western blot de extractos
proteicos de la linea control SCC-9 (SCC9 scramble) y las lineas transducidas con un shRNA contra SERPINA E1. Se empled
como control la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). (B) Histograma con el nivel de expresion
relativa de RNAm de SERPINA E1 en las 3 lineas celulares de SCC-9 transducidas empleando como referencia la linea SCC9
scramble.

2.3.1. Latasa de proliferacion de las células de CECC aumenta tras disminuir la expresion
de SERPINA E1.

Se sembraron 3.5x10* células de las lineas SCC9 scramble, SCC9 shRNA0OO4 y SCC9 shRNA159 y se
determind el nimero de células a diferentes tiempos 24h, 48h, 72h y 96h. Como se puede observar en
la figura 41, se encontraron diferencias significativas entre las dos lineas que infra-expresan SERPINA
E1y lalinea scramble en relacién con el nimero de células a las 48, 72 y 96 horas (p<0.001, Test Mann
Whitney). La disminucion de los niveles de expresion de SERPINA E1 provocé un aumento en la

capacidad proliferativa de las células tumorales.
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Figura 41. Ensayo de proliferacion con las lineas SCC9
transducidas con un plasmido shRNA scramble (SCC9
scramble) o con un plasmido shRNA contra SERPINA E1
(SCC9 shRNAO004, SCC9 shRNA159). Histograma
representativo del nimero medio de células tras 24h, 48h,
72h y 96h desde el momento de la siembra (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, Test Mann-Whitney).
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2.3.2. La infra-expresion de SERPINA E1 disminuye la capacidad de migracion de las
células de CECC

Se testd la capacidad de migracidon de las células a través una membrana porosa semipermeable
(transwell), empleando como atrayente suero bovino fetal (FBS). A las 24 horas, el porcentaje de area
ocupada por las células con capacidad de migracion de las lineas que infra-expresaban SERPINA E1 fue
inferior al de la linea control SCC-9 scramble, obteniéndose diferencias significativas en ambos casos

(p <0.001, Test Mann Whitney) (Figura 42). Por tanto, la reduccién en la expresiéon de SERPINA E1
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redujo la capacidad de las células tumorales para migrar activamente a través de una membrana

porosa a favor de un gradiente de FBS.
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Figura 42. Ensayo de migracion a través de Transwell® con las lineas SCC9 transducidas con un plasmido shRNA scramble
(SCCI scramble) o con un plasmido shRNA contra SERPINA E1 (SCC9 shRNA004, SCC9 shRNA159). (A) Imagenes de células
sin tefiir de cada una de las lineas SCC-9 generadas (columna izquierda) y de las células tefiidas con cristal violeta tras
atravesar la membrana del Transwell (columna derecha). (B) Histograma del porcentaje de area ocupada por las células
tefiidas con cristal violeta, comparando las lineas que infra-expresan SERPINA E1 con respecto a la linea control
(***p<0.001, Test Mann-Whitney).

2.3.3. La resistencia de las células de CECC al tratamiento con cisplatino disminuye al
reducir los niveles de expresion de SERPINA E1

Con el objetivo de comparar la sensibilidad de las células a la apoptosis inducida por cisplatino tras
la reduccidn de los niveles de expresion de SERPINA E1, las lineas SCC-9 scramble y SCC-9 shRNA0O4
se trataron durante 16 horas con 60uM de cisplatino. Como se observa en la figura 43, el porcentaje
de células apoptéticas fue mas elevado en la linea donde se redujeron los niveles de expresion de
SERPINA E1 al compararla con las células de la linea control (SCC-9 scramble). El analisis estadistico
mostré que dichas diferencias fueron significativas (p<0.05, Test Mann Whitney) y por tanto, que la

expresion de SERPINA E1 protege a las células tumorales frente a la apoptosis inducida por cisplatino.
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Figura 43. Ensayo de apoptosis tras el tratamiento con cisplatino (CDDP) de dos lineas SCC9 transducidas con un plasmido
shRNA scramble (SCC9 scramble) o con un plasmido shRNA contra SERPINA E1 (SCC9 shRNAO0O04). (A) Células marcadas
con DAPI observadas en el microscopio de fluorescencia tras el tratamiento con CDDP o sin tratar (CONTROL), de ambas
lineas celulares. (B) Histograma del porcentaje de células apoptéticas contabilizadas, comparando una de las lineas que
infra-expresa SERPINA E1 con respecto a la linea control (*p<0.05, Test Mann-Whitney).

2.4. Estudio del estado de activacion de la via PI3K/Akt en las células que infra- o sobre-
expresan SERPINA E1

Con el objetivo de estudiar el efecto de los niveles de expresidn de SERPINA E1 en el estado de
activacion de la via PI3K/Akt, se compard el nivel de expresion o de activacidon de algunas de las
moléculas que participan en dicha via, en las lineas celulares de CECC, antes y después de modificar
los niveles de expresion de SERPINA E1.

Se determind, mediante western blot, el nivel de activacién de la proteina Akt mediante
fosforilacién (Akt fosforilado en la treonina 308, Thr308 (p-Akt)), y el nivel de expresidn de PI3K, todos
mediadores de la via PI3K/Akt, en las lineas celulares generadas con diferente nivel de expresion de
SERPINA E1 (SCC-9 scramble, SCC-9 shRNA004, UM-SCC-74B y 74BserpElup). También se incluyd en
los ensayos la deteccion de la proteina SERPINA E1 y de la proteina enddégena GAPDH, como control.
Como se puede observar en la figura 44, los niveles de expresidn de SERPINA E1 se mantuvieron mas
elevados en las lineas SCC-9 scramble y 74BserpElup en comparacién con las lineas SCC-9 shRNA004
y UM-SCC-74B, respectivamente, mientras que el nivel de la proteina endégena GAPDH fue el mismo
en las 4 lineas celulares.

En la linea UM-SCC-74B, se observd que el aumento en la expresion de SERPINA E1 provocé un
aumento en la expresidn de la proteina PI3K asi como una mayor activacion de Akt (aumento en los
niveles de Akt fosforilado (p-Akt)) cuando se compard con la linea parental, UM-SCC-74B, con la linea
gue sobre-expresaba SERPINA E1, 74BserpElup. Por el contrario, la infra-expresion de SERPINA Elen

la linea SCC-9, provocd una disminucion de los niveles de expresién de la proteina PI3K y una
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disminucién de los niveles de Akt activado (p-Akt), cuando se analizé en la linea donde se infra-expresé
SERPINA E1 (SCC9 shRNAQO4) en comparacion con la linea control (SCC9 scramble).

Los hallazgos obtenidos indican que la sobre-expresion de SERPINA E1 induce la activacion de la via
PI3K/Akt en la linea UM-SCC-74B de CECC, mientras que su infra-expresidn en la linea SCC-9 de CECC

bloguea la activacion de la via PI3K/Akt.
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Con el objetivo de confirmar la relacién entre los niveles de expresidon de SERPINA E1y el estado de
activacion de la via PI3K/Akt, se analizd el efecto del tratamiento de las células 74BserpElup con un
inhibidor de SERPINA E1 (PAI-039), que induce el cambio conformacional de SERPINA E1 al estado
inactivo, sobre los niveles de expresion de SERPINA E1 y la activacidon de Akt (p-Akt, Thr-308). Estos
niveles se compararon con respecto a la propia linea y la linea parental (UM-SCC-74B) sin tratar. Para
ello, las células de la linea 74BserpElup se trataron durante 48 horas con 50nM del inhibidor PAI-039.
Como se puede observar en la figura 45, el tratamiento con el inhibidor de SERPINA E1 provocd un
descenso de Akt activado (nivel de p-Akt) mientras que no varié el nivel de SERPINA E1, lo que confirma

la relacién directa entre los niveles de expresion de SERPINA E1 y el nivel de activacién de la via

PI3K/Akt.
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Figura 45. Deteccidn por western blot de las proteinas SERPINA E1, p-Akt
(Thfégg; s wwees | 60kDa y GAPDH (proteina enddgena) en células de la linea 74BserpElup sin tratar

y tratadas con el inhibidor de SERPINA E1 (PAI-039). La linea parental (UM-
GAPDH |- —— — | 36KDa  gC(C-74B) sin tratar se emple6 como control.

2.4.1. El blogueo de la via PI3K/Akt revierte el aumento de la capacidad de migraciény
la resistencia a la apoptosis en la linea que sobre-expresa SERPINA E1

En primer lugar, se comprobd el efecto de un inhibidor de la via PI3K/Akt (MK-2206) sobre la
expresion de SERPINA E1 y los niveles de p-Akt en la linea celular 74BserpElup. Este inhibidor actta a
nivel de Akt, bloqueando su fosforilacion y consiguiente activacion. El tratamiento durante 48 horas

con MK-2206 provocé una disminucidn progresiva del nivel de activacidn de Akt conforme aumentaba
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la concentracion del inhibidor (OnM, 20nM, 100nM y 200nM), llegando a unos niveles casi

indetectables de p-Akt a las concentraciones de 100nM y 200nM (Figura 46).

UM-SCC-74B __ 74B-SerpE1up + MK-2206 2HCI

OnM 20nM 100nM 200nM

(:rfhwl —— —_— I 60 KDa Figura 46. Deteccion por western blot de las proteinas SERPINA

- E1, p-Akt y GAPDH (proteina enddgena) en la linea 74BserpElup
SERPINE1 | - - . |43 KDa

tras el tratamiento con diferentes concentraciones (OnM, 20nM,
100nM y 200uM) del inhibidor de p-Akt, MK-2206. La linea
GAPD”' -_— — — — | 3%KDa  parental (UM-SCC-74B) sin tratar se empled como control.

Tras comprobar la efectividad del inhibidor MK-2206 sobre los niveles de Akt activado en la linea
74BserpElup, se realizaron ensayos funcionales para estudiar el efecto de la inhibicién de la via
PI3K/Akt sobre la migracién y la resistencia a la apoptosis inducida por cisplatino en la linea

74BserpElup.

El tratamiento de la linea 74BserpElup durante 48 horas con diferentes concentraciones del
inhibidor MK-2206 (OnM, 20nM y 100nM) antes de realizar el ensayo de migracion, provocé una
disminucién en la capacidad de migracion de las células tumorales, revertiendo de este modo el
aumento de migracién observado tras la sobre-expresién de SERPINA E1. Se encontraron diferencias
significativas tanto a 20nM como a 100nM (p<0.05, Test Mann Whitney) cuando se compard la
proporcién de células con capacidad de migracién pertenecientes a la linea 74BserpElup tratada o sin

tratar (Figura 47).

50 —
©
240 -
o Figura 47. Ensayo de migracion a través de Transwell ® con la linea celular
]
5 30 1 74BserpE1lup tras el tratamiento con diferentes concentraciones (0, 20 y
S 20 100 nM) de un inhibidor de Akt (MK-2206). Se determiné el porcentaje de
©
E" 10 - area ocupado por las células al otro lado de la membrana en cada
° - condicion/linea celular (*p<0.05, Test Mann Whitney).

UM-SCC-74B 74BserpElup

onM 20nM 100nM
MK-2206

Para estudiar si el efecto inhibidor de SERPINA E1 sobre la apoptosis inducida por cisplatino estaba
mediado por la via PI3K/Akt, se testd la sensibilidad a la apoptosis inducida por cisplatino en la linea
74BserpElup tras el tratamiento con el inhibidor MK-2206. Tras 72 horas de tratamiento con 100nM
del inhibidor MK-2206 y 16 horas de tratamiento con 15uM de cisplatino, se analizé el porcentaje de
células apoptadticas pertenecientes a la linea UM-SCC-74B o a la linea que sobre-expresa SERPINA E1,

74BserpElup.

En la figura 48 se muestra como la inactivacién de la via PI3K/Akt confiere a las células mayor
sensibilidad a la apoptosis inducida por cisplatino tanto en la linea parental como en la linea que sobre-
expresa SERPINA E1 al aumentar el nimero de células apoptdticas (p<0.05, Test Mann Whitney). Como

ya se vio en un experimento anterior, las células 74BserpElup fueron mas resistentes a la apoptosis
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que las células de la linea parental (condicidon 15uM CDDP) (p<0.05, Test Mann Whitney). Por ultimo,

cuando comparamos el porcentaje de células apoptoticas de las células tratadas con cisplatino y con

el inhibidor MK-2206, no se encontraron diferencias entre la linea parental y la linea 74BserpElup

(p>0.05, Test Mann Whitney), lo que indica que la resistencia que SERPINA E1 confiere a la células

tumorales frente a la apoptosis inducida por cisplatino estda mediada a través de la via PI3K/Akt.
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Figura 48. Ensayo de apoptosis con las lineas UM-SCC-
74B y 74BserpE1lup sin tratar (Control), tratadas con
el inhibidor MK-2206 de p-Akt durante 72 horas
(100nM MK-2206), tratadas con cisplatino (CDDP)
durante 16 horas (15uM CDDP) o tratadas con
inhibidor y cisplatino (15pM CDDP + 100nM MK-
2206). En cada condicion se representa el porcentaje
de células apoptéticas con respecto al nimero total de
células * desviacion tipica (*p<0.05, N.S.= no
significativo, Test Mann Whitney).
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3. DESARROLLO DE UN MODELO MURINO ORTOTOPICO Y METASTATICO DE
CECC

3.1. Generacion de lineas de CECC con actividad luciferasa y fluorescentes

Para facilitar el seguimiento del crecimiento y diseminacién tumoral de las células de CECC en el
modelo murino, las lineas de CECC UM-SCC-74B, UM-SCC-22A, UM-SCC-22B, SCC-25, SCC-9 vy
74BserpElup fueron transducidas con particulas lentivirales portadoras de una construccién GFP-
Luciferasa controlada bajo el mismo promotor constitutivo SFFV (Spleen Focus Forming Virus). Las
células transducidas con esta construccidn expresan GFP (sefial fluorescente) y luciferasa (sefial de
luminiscencia bajo exposicion c luciferina). Tras la transduccion, las células GFP-Luciferasa positivas se
seleccionaron mediante técnicas de citometria y FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting),
determinando la fluorescencia emitida por las lineas transducidas. En la tabla 20 se muestra el
porcentaje de células fluorescentes en las poblaciones de las diferentes lineas celulares tras la
transduccion (pre-sorter), después del FACS (post-sorter) y tras un segundo FACS (re-sorter).

Tabla 20. Porcentaje de la poblacidn celular que presenta fluorescencia (GFP), antes (pre-
sorter), después (post-sorter) y tras un segundo sorting celular (re-sorter)

% GFP pre-sorter | % GFP post-sorter | % GFP re-sorter

UM-SCC-22A 24.54 93.85 -
UM-SCC-22B 13.51 83.39 92.12
UM-SCC-74B 8.66 86.10 89.03
74BserpElup - - 92.12
SCC-25 7.14 81.63 88.75
SCC-9 10.51 86.48 -

Algunas de las lineas tuvieron que someterse de nuevo a FACS (re-sorter) porque, tras varios pases
en cultivo, disminuyd el porcentaje de células GFP positivas en la poblacion. Antes de ser inyectadas
en los ratones, se comprobd mediante citometria de flujo que todas las lineas presentaban un
porcentaje de células fluorescentes en torno al 90% o superior. En la figura 49 se muestra la
distribucidn de la poblacién de la linea celular parental UM-SCC-22A (GFP-Luciferasa negativa) y de la

linea celular UM-SCC-22A transducida con los virus GFP-Luciferasa y seleccionada por sorting celular.
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Figura 49. Histograma de citometria de flujo representativo de la linea UM-SCC-22A antes (A) y después de ser
transducida con particulas lentivirales portadoras de la construccion pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase (B). El intervalo M1
representa las células UM-SCC-22A GFP positivas de la poblacién.

El uso de lineas celulares con actividad luciferasa en el modelo in vivo, permitié el seguimiento de
las células tumorales a través de la medicion de la seial luminiscente, tanto a nivel local como a

distancia mediante una técnica no invasiva para los ratones.

3.2. Estudio de la capacidad tumorogénica de lineas celulares de CECC a partir de un
modelo murino de crecimiento subcutaneo en la cepa Swiss nude

La implantacidn subcutdnea de las diferentes lineas celulares de CECC en ratones Swiss nude nos
permitié determinar la capacidad de cada linea para generar tumores sélidos a partir de diferentes
indculos celulares cultivados in vitro. En el primer experimento que se realizd se testaron 3 indculos
diferentes de 5 lineas celulares de CECC. En la tabla 21 se muestran los resultados obtenidos en cada
condicién (1x108, 5x10° y 1x107 células) separada por apartados y para cada linea, en las diferentes
filas. Los ratones se sacrificaron cuando el tamafno de alguno de sus tumores alcanzé un volumen
superior al 20% del peso del ratén. Los ratones que no desarrollaron tumor subcutaneo se sacrificaron

a los 40 dias.

Tabla 21. Porcentaje de implantacidn subcutanea en ratones Swiss nude de 3 inéculos celulares diferentes (1x106,
5x10¢ y 1x107 células) de 5 lineas de CECC

1,00E+06 células 5,00E+06 células

Nesitios N2 tumores | Porcentaje Ne sitios Ne tumores Porcentaje
implantacion | (Tiempo sacrificio*) | implantacion | implantacion (Tiempo sacrificio*) implantacion
UM-SCC-74B 3 0 (28dias) 0% 3 2 (28dias) 66%
SCC-9 3 0 (40dias) 0% 3 0 (40dias) 0%
SCC-25 3 0 (40dias) 0% 2 0 (40dias) 0%
UM-SCC-22A 3 3 (28dias) 100% 3 3 (28dias) 100%
UM-SCC-22B 2 2 (35dias) 100% 1 1 (35dias) 100%
N2 sitios : N tumores : Porcentaje
implantacion (Tiempo sacrificio*) implantacion
UM-SCC-74B 2 2 (28dias) 100%
SCC-9 2 0 (40dias) 0%
SCC-25 0 - -
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UM-SCC-22A 2 2 (28dfas) 100%
UM-SCC-22B 1 1 (35dfas) 100%

*Tiempo sacrificio: tiempo de vida medio del grupo de ratones

Las lineas UM-SCC-74B, UM-SCC-22A y UM-SCC-22B generaron tumores subcutdneos mientras que
las lineas SCC-9 y SCC-25 no generaron tumores en ninguna de las condiciones estudiadas. Las lineas
UM-SCC-22A y UM-SCC-22B presentaron una tasa de implantacién del 100%, independientemente del
numero de células inyectadas. La linea UM-SCC-74B sdlo generd tumores subcutaneos cuando se
inocularon 5x108 células o 1x107 células, siendo la tasa de implantacién del 100% en la condicién mas
alta de nimero de células. En la figura 50 se muestran imagenes representativas de un registro de
luminiscencia de un ratén de cada linea a los 26 dias desde el momento de la inyeccién subcutanea de

las células tumorales.

Luminescence Luminescence

A B l tm

UM-SCC-22A

UM-SCC-22B

30

/

[ 12

5x106 5x106 20 508

1x10° 1x10’

v aadl i

\ (psecicmesr) (piseciem?/sr)

e [Color Scale
iin = 2,04e7 (Min = 9.18e6
[Max = 3.63e8 [Max = 1.45e8|

Luminescence Luminescence

Luminescence
UM-SCC-74B !: SCC-9 ljsguuuu SCC-25 &g
| 08 L
- [ = issuunn .
’- [ v E 7.‘ 64
r . A : o s Figura 50. Registro de luminiscencia a los
62
60

26 dias de la implantacién subcutanea. (A)

[ s60000
C Esquema del nimero de células inyectadas

en cada uno de los 4 flancos de un ratén.

(B) Imagen de un ratén representativo de

550000
. YL
Radiance
Radiance Radiance (pfsecfcm?fsr)

(plsecicmis) (pfsecfemfsr) subcutanea segln el esquema que aparece

cada linea celular inyectado de manera

Color Scale

Color Scale Color Scale Min = 5.96e5 en el apartado (A).

Min =5.19e6 Min = 5.3665 =
[Max = 9.48¢7] Max = 5.96e5| Max = 6.63e5)

El andlisis histoldgico de los tumores subcutaneos permitio estudiar las caracteristicas fenotipicas
y el tipo de crecimiento de los tumores generados por cada linea celular. En la figura 51 se muestran
preparaciones tisulares tefiidas con hematoxilina-eosina representativas de tumores subcutaneos de
cada una de las lineas. Como se observa en la segunda y tercera columna de la figura 51, la linea UM-
SCC-22A vy la linea UM-SCC-22B generaron tumores altamente diferenciados que presentaron un
crecimiento en nidos tumorales (marcados con lineas negras discontinuas) cuyas células se

diferenciaron hacia el interior y generaron perlas de queratina (flechas negras). Por el contrario, la
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linea UM-SCC-74B generd tumores poco diferenciados que no produjeron queratina y sus células
crecieron de manera desorganizada sin generar nédulos o nidos (primera columna, figura 51).

UM-SCC-74B UM-SCC-22A UM-SCC-22B

Figura 51. Tincion de hemotoxilina-eosina de tumores subcutaneos generados in vivo por diferentes lineas celulares de
CECC. Crecimiento en nidos tumorales (linea discontinua) y perlas de queratina (flechas necras).

Se realizé un analisis inmunohistoquimico de los tumores generados por las lineas UM-SCC-22A,
UM-SCC-22B y UM-SCC-74B con diferentes anticuerpos asociados a un fenotipo epitelial (E-cadherina)
o mesenquimal (vimentina, N-cadherina). La linea UM-SCC-74B presentd una expresion elevada de
vimentina, moderada de N-cadherina y pérdida de expresion de E-cadherina. Por el contrario, las lineas
UM-SCC-22A y UM-SCC-22B mostraron elevada expresién de E-cadherina y baja expresidén de
vimentina y N-cadherina (Figura 52). En base al nivel de expresion de estos marcadores, la linea UM-

SCC-74B se asociaria a un fenotipo mesenquimal y las lineas UM-SCC-22A y UM-SCC-22B a un fenotipo

epitelial.
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E-cadherina N-cadherina Vimentina

UM-SCC-22A UM-SCC-74B

UM-SCC-22B

Figura 52. Inmunohistoquimicas con anticuerpos de marcadores asociados con fenotipo epitelial (E-cadherina) o
mesenquimal (N-cadherina, vimentina), sobre tumores subcutaneos generados en ratones Swiss nude por las lineas
celulares UM-SCC-22A, UM-SCC-22B y UM-SCC-74B de CECC.

Se realizd un segundo experimento de implantacién subcutdnea donde se implantaron las 5 lineas
celulares de CECC empleadas en el primer experimento y se afiadié la linea 74BserpElup, que sobre-
expresa SERPINA E1 y fue generada mediante transduccién lentiviral a partir de la linea UM-SCC-74B.
Se realizaron 12 puntos de implantacidn para aquellas lineas que no generaron tumor subcutaneo en
el anterior experimento y 8 para las restantes. Se inocularon 5x10° células por punto de implantacion
de todas las lineas. Como se observa en la tabla 22, las lineas que no generaron tumores subcutaneos
en el primer experimento, tampoco los generaron en este segundo (SCC-25 y SCC-9). De las 4 lineas de
CECC que generaron tumores subcutaneos in vivo, sélo la linea UM-SCC-74B presentd una tasa de
implantacion ((n2 de tumores generados/n? de sitios de implantacidn)*100) inferior al 100%.

Tabla 22. Porcentaje de implantacidn tras la inyeccion subcutanea de 5x10° células pertenecientes a 6 lineas celulares de

CECC en ratones Swiss nude. Se muestra el nimero de sitios de implantacion y el tiempo de vida medio de los ratones
implantados con cada linea

N2 sitios implantacion N2 tumores (tiempo) Tasa implantacion

UM-SCC-74B 8 5 (28dias) 63%
74BserpElup 8 8 (27dias) 100%
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scc-9 12 0 (32dfas) 0%

scc-25 12 0 (40dfas) 0%
UM-SCC-22A 8 8 (35dfas) 100%
UM-SCC-22B 8 8 (41dfas) 100%

El andlisis histoldgico de los tumores generados confirmé el fenotipo asociado a los tumores
derivados de cada linea obtenido en el experimento inicial. La linea 74BserpElup presenté un fenotipo

similar a la linea UM-SCC-74B.

3.3. Estudio de la capacidad tumorogénica y el patrén de diseminacién de diferentes
lineas celulares de CECC a partir del modelo murino ortotdpico en la cepa Swiss nude

Con el objetivo de estudiar la capacidad tumorigénica a nivel ortotdpico y el patrén de diseminacién
metastético del CECC, se inyectaron 1x108 células en la lengua de ratones atimicos Swiss nude. En este
experimento ortotdpico inicial, se implantaron 6 lineas celulares y se emplearon 3 ratones por linea.
En el primer registro de luminiscencia, realizado el dia 5 desde la inyeccién de las células tumorales,
todos los ratones presentaron sefial de luminiscencia localizada en la cavidad oral. Debido al
crecimiento del tumor primario, para permitir que los ratones pudieran seguir alimentandose, se les
realizé una reseccidon de aproximadamente 1/4 de la lengua a los 8 dias de la implantacion con objeto
de eliminar la mayor parte del tumor primario generado a los ratones implantados con las lineas UM-
SCC-74B, 74BserpElup, UM-SCC-22A y UM-SCC-22B. A los ratones implantados con las lineas SCC-9 y
SCC-25 no se les practicé una reseccion parcial del tumor primario porque no se detectd crecimiento

macroscépico del mismo en la lengua.

Tras dos semanas desde el momento de la inyeccion de las células tumorales, se realizé un registro
de luminiscencia in vivo para comprobar la presencia o ausencia de células tumorales en la lengua asi
como de su diseminacion a nivel local y/o a distancia. En este registro, todos los ratones presentaron
sefial de luminiscencia localizada en la cavidad oral y ademas, en uno de los ratones implantados con
la linea UM-SCC-22A, se observo sefial de luminiscencia en un punto que coincidié con la localizacidon
de los ganglios linfaticos cervicales (Figura 53A). En los ratones implantados con las otras lineas
celulares, no se observé luminiscencia en ninguna otra localizacidn, aparte de en la cavidad oral. En el
caso de los ratones implantados con las lineas SCC-9 o SCC-25, la intensidad de luminiscencia localizada
en la cavidad oral comenzé a descender a partir del dia 20 de laimplantacidn. En la figura 53 se pueden
observar los resultados obtenidos en un ratdn representativo de la linea UM-SCC-22A y en otro ratén

de la linea UM-SCC-74B.

A pesar de la reseccion parcial del tumor en los ratones implantados con las lineas UM-SCC-22A,
UM-SCC-22B, UM-SCC-74B y 74BserpElup, el crecimiento del tumor primario acabé dificultando que
los ratones se alimentaran y provocando una pérdida de peso, motivo por el cual se tuvieron que

sacrificar los ratones en base a los criterios de punto y final. Los ratones implantados con las lineas
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SCC-9 y SCC-25 se sacrificaron a los 46 dias debido a la pérdida progresiva de sefial de luminiscenciay
a la ausencia de tumor macroscopico en la lengua. Tras el sacrifico, se recogieron los érganos de
interés, lengua, ganglios cervicales, pulmdn e higado para posteriormente realizar una tincion de
hematoxilina-eosina. El analisis histopatoldgico permitié confirmar la presencia de células tumorales
en aquellas muestras en las que previamente se observé sefial de luminiscencia y detectar células

tumorales en otras localizaciones no tan superficiales, como el pulmén (Figura 53D).
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Figura 53. Registro de luminiscencia en dos tiempos diferentes, a los 15 dias desde el momento de la implantacidn y justo
antes del sacrificio (28 y 23 dias, respectivamente). En los paneles Ay C, se muestran los registros de un ratdn Swiss nude
implantado con la linea UM-SCC-22A y otro con la linea UM-SCC-74B, respectivamente. En los paneles B y C se observan
tinciones de hematoxilina-eosina del tumor primario y de las metastasis encontradas en cada ratén en el momento del
sacrificio, siguiendo la misma disposicidon que el panel anterior (los asteriscos marcan las células tumorales, el rombo el
tejido muscular de la lengua, la estrella el epitelio de la lengua, el tridngulo el tejido linfoide y la cruz el tejido pulmonar del
raton).

En la tabla 23 se muestra el tiempo de vida medio de los ratones desde el momento de la inyeccién
de las células tumorales hasta el dia del sacrificio (leyenda: Sacrificio), para cada una de las lineas
estudiadas asi como el porcentaje de ratones que presentaron tumor primario, metdstasis ganglionar
y/o metastasis pulmonar en el momento del sacrificio tras el analisis histopatoldgico de los tejidos. Las
lineas UM-SCC-22A, UM-SCC-22B, UM-SCC-74B y 74BserpElup generaron tumor primario en el 100%
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de los ratones inyectados, la linea SCC-25 generd tumor primario en el 66% de los ratones inyectados
mientras que la linea SCC-9 no generd tumor primario en ninguno de los ratones. En relacidn con la
metastasis ganglionar, las lineas UM-SCC-22A, UM-SCC-74B y 74BserpElup generaron metastasis
ganglionar en el 33% de los ratones implantados mientras que en el resto de lineas no se detectaron
células tumorales en los ganglios cervicales. A nivel de metdstasis a distancia, sélo la linea UM-SCC-

74B vy la linea 74BserpElup generaron focos de células tumorales en pulmon.

Tabla 23. Tiempo de vida medio y porcentaje de ratones con tumor primario, metastasis ganglionar y/o metastasis
pulmonar de 3 ratones Swiss nude implantados con 1x106 células de cada linea celular de CECC

Sacrificio (dias) Metastasis ganglionar | Metastasis pulmonar
0%

UM-SCC-22A 100% 33%

UM-SCC-22B 25 100% 0% 0%

UM-SCC-74B 23 100% 33% 33%

74B serpElup 27 100% 33% 33%
SCC-9 46 0% 0% 0%
SCC-25 54 66% 0% 0%

3.4. Estudio de la capacidad tumorogénica y el patron de diseminacion de diferentes
lineas de CECC a partir de un modelo murino ortotépico en la cepa NOD/SCID

Con el objetivo de mejorar el modelo de diseminacion de las células tumorales a nivel local y a
distancia, se realizé un segundo experimento de implantacién ortotdpica, ampliando el nimero de
ratones inyectados con las lineas que mostraron capacidad metastatica en el experimento anterior
(UM-SCC-22A, UM-SCC-74B y 74BserpElup) y se cambid la cepa de ratdén utilizada (Swiss nude) por
una cepa mas inmunodeprimida (NOD/SCID). Se inyectaron 1x10° células en la parte anterior de la
lengua de 10 ratones con la linea UM-SCC-22A, 14 ratones con la linea UM-SCC-74B y 11 ratones de la
linea 74BserpElup. A los 4 dias, se realizé un registro de luminiscencia de los 35 ratones inyectados,
detectandose seiial de luminiscencia en la lengua de todos los ratones. Los tumores derivados de las
lineas UM-SCC-74B y 74BserpElup alcanzaron un volumen tumoral detectable macroscopicamente a
los 5 dias de la inyeccion de las células tumorales, momento en el que se realizé la reseccién de la
lengua, mientras que los tumores generados por la linea UM-SCC-22A alcanzaron dicho volumen a los
7 dias, y fue en ese momento cuando se realizd la reseccidn. En base a la lesion macroscdpica presente
en la lengua, se realizd una resecciéon completa del tumor primario. A pesar de que el objetivo era
realizar una reseccidn completa del tumor primario localizado en la lengua, el registro posterior de
luminiscencia y analisis histopatolégico mostré la presencia de células tumorales post-reseccion en la
lengua de los ratones. Aun asi, la reseccion practicada eliminé la mayor parte del tumor primario, lo
que alargé el tiempo de vida de los ratones al permitir que pudieran seguir alimentandose durante

varios dias mas.
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Todos los ratones, independientemente de la linea con la que fueron implantados, se sacrificaron
cuando comenzaron a perder peso debido al crecimiento del tumor primario. La mayor parte de los
ratones implantados con la linea 74BserpElup se sacrificaron a los 34 dias de la implantacion, excepto
dos de ellos que se sacrificaron a los 22 y 27 dias. La mitad de ratones inyectados con la linea UM-SCC-
74B se sacrificaron a los 22 dias, y el resto a los 26, 34 y 42 dias. Los ratones implantados con la linea
UM-SCC-22A se sacrificaron a tiempos muy diferentes, encontrando un ratén que se sacrifico a los 16
dias hasta otro raton que se sacrifico a los 44 dias. En la tabla 24 se muestran los resultados obtenidos
con las tres lineas celulares tras el procesado histoldgico y posterior analisis de la lengua, los ganglios
cervicalesy el pulmdn de cada ratdn tras el sacrificio. En la figura 54 se muestran preparaciones tefiidas
con hematoxilina-eosina de tumor primario y ganglios cervicales infiltrados por células tumorales de
la linea UM-SCC-22A, UM-SCC-74B y 74BserpElup.

Tabla 24. Porcentaje de ratones que presentaron tumor primario, metastasis ganglionar (en uno o mas ganglios) o

metastasis pulmonar, tras la inyeccion de 1x106 células en lengua de ratones NOD/SCID con las lineas UM-SCC-22A,
UM-SCC-74B y 74BserpElup

, Tumor Metastasis en Metastasis en 2 o Metastasis
Linea celular ) . . . .
primario un ganglio mas ganglios pulmonar

UM-SCC-22A 29 dias 100% 56% 44% 11%
UM-SCC-74B 26 dias 100% 14% 7% 0%
74BserpElup 32 dias 100% 27% 27% 36%
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imario

UM-SCC-74B UM-SCC-22A

74BserpElup

Figura 54. Preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina de tumor primario y ganglios infiltrados de ratones NOD/SCID
implantados en la lengua con 1x106 células de las lineas UM-SCC-22A, UM-SCC-74B o 74BserpElup. Las flechas negras
indican el epitelio de la lengua del ratdn, los rombos negros las células tumorales, las flechas blancas las perlas de queratina,
los asteriscos blancos el tejido muscular de la lengua del ratdn y los asteriscos negros el tejido linfatico del ratén.

La comparacion del nimero de ratones afectados con metdstasis ganglionar en el experimento
realizado con ratones Swiss nude o con ratones NOD/SCID, mostré un aumento en la proporcion de
ratones con metdastasis ganglionar, tanto en los ratones NOD/SCID implantados con la linea UM-SCC-
22A como en ratones NOD/SCID implantados con la linea 74BserpElup. En el caso de la linea UM-SCC-
74B, el uso de ratones NOD/SCID no aumenté el nimero de ratones con metastasis ganglionar (Tabla
25). No se compard el nimero de ratones con metastasis pulmonar en los dos experimentos con

diferente cepa de ratén debido a que el tamafio y el nimero de focos metastaticos en pulmdn

observados en ambas cepas de ratdén fue muy reducido.

109



RESULTADOS

Tabla 25. Porcentaje de ratones que presentaron tumor primario, metastasis ganglionar o metastasis pulmonar, tras la
inyeccion de 1x106 células de las lineas UM-SCC-22A, UM-SCC-74B o 74BserpElup en la lengua de ratones Swiss Nude o
NOD/SCID

Sacrificio* (dias) Metastasis ganglios cervicales
NOD/SCID

Swiss nude | NOD/SCID | Swiss nude = NOD/SCID Swiss nude
UM-SCC-22A 28 29 100% 100% 33% 100%
UM-SCC-74B 23 26 100% 100% 33% 21%
74BserpElup 27 32 100% 100% 33% 55%

*Sacrificio: representa el tiempo de vida medio de los ratones de cada grupo desde la implantacion hasta el

sacrificio.
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4. ESTUDIO IN VIVO DEL PAPEL DE SERPINA E1 A TRAVES DE UN MODELO
ORTOTOPICO DE CECC EN LA CEPA NSG

En los anteriores experimentos in vivo se estudid la capacidad de las lineas celulares de CECC de
generar tumores subcutaneos, tumores primarios y/o metastasis locales o a distancia. El objetivo de
este experimento fue estudiar la implicacidon de SERPINA E1 en el crecimiento y diseminacién tumoral.
Para ello, se implantd el mismo ndmero de células (3x10° células) de la linea parental UM-SCC-74B y
de la linea que sobre-expresaba SERPINA E1, 74BserpElup, en la parte anterior de la lengua de ratones
NSG. Con el objetivo de mejorar la diseminacién local y a distancia de las células tumorales, en este
experimento decidimos utilizar una cepa de ratones mas inmunodeprimida (NSG) porque en los
anteriores experimentos ortotdpicos observamos un aumento en la proporcién de ratones con
metdstasis ganglionar y pulmonar cuando pasamos a utilizar ratones con mayor grado de
inmunodepresion (de Swiss nude a NOD/SCID). Cuando se detectd tumor en la lengua de los ratones
a nivel macroscdpico (aproximadamente de unos 2x3 mm? de superficie), que coincidi6 con los dias 6
y 7 desde el momento de la implantacidn, los ratones fueron intervenidos quirdrgicamente con el

objetivo de alcanzar una reseccion completa del tumor primario.

En relacidn con el tiempo de sacrifico, fue el mismo para los ratones de ambos grupos, 32 o 33 dias
desde el momento de la implantacién de las células tumorales. Este tiempo se establecid debido a que
un ratén implantado con la linea UM-SCC-74B vy tres ratones implantados con la linea 74BserpElup
presentaron ganglios de gran volumen (superior a 500mm3) causado por la infiltracion de células
tumorales. Tras haber sacrificado todos los ratones, se descartaron 3 ratones de los 13 implantados
con la linea UM-SCC-74B, debido a que su reseccién resultd no ser completa y, por tanto, no eran
comparables al resto de ratones de ambos grupos. En concreto, el ratén 14 tuvo que ser sacrificado el
dia 19y el ratdén 26 el dia 22, debido al crecimiento del tumor primario (Figura 55). El ratén 18, aunque
se sacrifico al dia 32 junto al resto, al analizar microscdpicamente la preparacién de hematoxilina-
eosina de la lengua residual tras la reseccidn, se detectd un grupo de células tumorales en contacto
con la zona de cicatrizacidn (Figura 56), por lo que se consideré que tampoco habia sido resecado de
manera completa y también se descartd del experimento. Del grupo de la linea 74BserpElup, no fue
descartado ningun ratén de los implantados inicialmente ya que ninguno presentd tumor primario en

el momento del sacrificio y por tanto, se considerd que la reseccion fue completa en los 14 ratones.
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Figura 55. Registro de luminiscencia en el modelo NSG justo antes del sacrificio de dos ratones cuyos tumores primarios
no se resecaron de manera completa (Raton 14 y Raton 26) y de otro ratén que si se resecé de manera completa (Ratén
15) e implantados con la linea UM-SCC-74B. Las flechas blancas sefialan la zona donde se situaria la zona de implantacién
de las células tumorales en la lengua.

Ratén 1

Sacrificio: 32 dias

Figura 56. Tincidn de hematoxilina-eosina de la lengua en el modelo NSG obtenida tras el sacrificio del raton 18 en la que
se muestra la presencia de células tumorales (borde negro discontinuo) muy préximas a la zona de cicatrizacién (borde
blanco discontinuo) donde se cort6 parte del tumor primario (reseccién incompleta). En sombreado verde y azul se sefialan
las fibras musculares y el epitelio del ratén, respectivamente.

El uso de células tumorales bioluminiscentes permitid realizar el seguimiento in vivo de su
localizacién en cada uno de los ratones durante todo el experimento. Se realizaron registros de
luminiscencia antes, después de la reseccién y hasta el momento del sacrificio, cada 2-5 dias, para
tener un seguimiento de las células tumorales in vivo en el ratdn, y asi poder analizar su crecimiento y
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su localizacion antes del sacrificio. En la figura 57 se muestra la evolucion de la intensidad de
luminiscencia de cada ratén desde el dia de la inyeccidn de las células tumorales (Dia 0: Implantacién)
hasta el dia del sacrificio (Dia 32/33: Sacrificio), agrupados en funcion de la linea celular con la que
fueron inyectados (GRUPO UM-SCC-74B o GRUPO 74BserpE1up). Como se puede observar, cada raton
presenté un perfil en el tiempo de intensidad de luminiscencia muy diferente. Destacar que la mitad
de los ratones implantados con la linea 74BserpElup (7 ratones) presentaron un aumento pronunciado
de la intensidad de luminiscencia a partir del dia 25, mientras que solo dos de los ratones implantados
con la linea UM-SCC-74B presentd este aumento (ratén 3 y ratdn 5). El dia del sacrificio en varios
ratones que presentaron metdstasis ganglionar se registré una intensidad de luminiscencia muy baja,
como era el caso de los ratones 11, 22, 23 y 24 implantados con la linea 74BserpElup y de los ratones
2,5y 16 implantados con la linea UM-SCC-74B. Todos estos ratones presentaron infiltracién ganglionar
pero sus ganglios no alcanzaron tamafios superiores a 4mm, a diferencia del resto de ratones con
infiltracidon ganglionar que si presentaron una intensidad de luminiscencia elevada. No se obtuvieron
datos de intensidad de luminiscencia el dia del sacrificio de los ratones 12 ni 5 debido a que el primero

se sacrificd el dia 28 y con el ratdn 5 hubo un problema técnico el ultimo dia de registro.
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Figura 57. Intensidad de luminiscencia de cada ratén en diferentes dias de registro, desde el dia de la implantacion (dia
0) hasta el dia del sacrificio. (A) Ratones NSG implantados con la linea UM-SCC-74B. (B) Ratones NSG implantados con la
linea 74BserpElup.

Aungque las intensidades de luminiscencia de los ratones implantados con una y otra linea fueron
muy diferentes (UM-SCC-74B: orden de 108, 74BserpElup: orden de 10%), estos valores no fueron
comparables porque la intensidad especifica de cada linea celular era diferente. La actividad luciferasa
de la linea 74BserpElup era unas 15 veces superior a la actividad de la linea UM-SCC-74B cuando se

analizé en cultivo.

Tras la resecciéon de la zona de las lenguas donde se encontraba el tumor primario, se recogieron
los fragmentos resecados y se analizd, mediante inmunofluorescencia, si los tumores primarios
generados por la linea 74BserpElup sobre-expresaban la proteina SERPINA E1 en relacion al nivel de
SERPINA E1 en los generados por la linea UM-SCC-74B. Dicho analisis permitio detectar el citoplasma
de las células tumorales (anticuerpo anti-GFP, marcaje verde), el nicleo de las células (marcaje DAPI,
marcaje azul), el nucleo de las células humanas (anticuerpo anti HNA-Ku80, marcaje blanco-gris) y la

SERPINA E1 (anticuerpo anti-serpinE1l, marcaje rojo), en tumores primarios generados por la linea UM-
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SCC-74B o por la linea 74BserpElup (Figura 58A). Mediante su observacion y toma de imagenes en un
microscopio confocal, se cuantifico el darea que ocupaba el marcaje fluorescente correspondiente a
SERPINA E1 vy la intensidad media de dicho marcaje en tumores primarios generados por la linea UM-
SCC-74B o por la linea 74BserpElup. En la figura 58B y 58C se muestra un diagrama de cajas de cada
variable analizada para el conjunto de valores correspondiente a tumores generados por la linea UM-
SCC-74B o por la linea 74BserpElup. Tanto el area ocupada por el marcaje fluorescente de SERPINA E1
como la intensidad media del marcaje, fue mas elevada en los tumores generados por la linea
74BserpElup. Dichas diferencias alcanzaron la significancia cuando se analizaron los datos mediante
el test Mann Whitney (p=0.008 para el darea de marcaje fluorescente y p=0.035 para la intensidad de

marcaje).
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Figura 58. Andlisis de la expresion de SERPINA E1 en tumores primarios generados por la linea UM-SCC-74B o por la linea
74BserpElup en ratones NSG mediante inmunofluorescencia. (A) Iméagenes representativas de un tumor primario
derivado de cada linea celular. Las estructuras marcadas se corresponden con los nucleos celulares humanos y de ratén
(marcaje azul), la proteina SERPINA E1 (marcaje rojo), el citoplasma de las células tumorales (marcaje verde) y los nucleos
de las células humanas (marcaje blanco-gris). La flecha azul sefiala el estroma del tumor primario y la flecha blanca el tejido
muscular, ambos de origen murino, el resto representa las células tumorales. (B) Diagrama de cajas del area total
correspondiente el marcaje fluorescente de SERPINA E1 y (C) de la intensidad media de dicho marcaje en las diferentes
imdagenes obtenidas de tumores primarios de una y otra linea celular (**p=0.008 y *p=0.035, respectivamente, Test Mann
Whitney).
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El dia del sacrificio se realizd un registro de luminiscencia del ratdn justo antes (pre-sacrificio), un

registro del ratén retirando la piel (post-sacrificio) y un registro de los 6rganos de interés ex vivo (Figura

59).
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Tras el sacrificio de cada ratén, se recogieron los drganos y tejidos de interés para su fijacion y
posterior anadlisis histoldgico. La lengua residual que quedd en el ratdn tras la reseccién, se recogié
para confirmar la ausencia de células tumorales proximas a la zona de reseccidn (reseccién completa).
Los ganglios cervicales se recogieron en el caso de estar infiltrados por células tumorales ya que, en
caso contrario, no fue posible su observacién macroscépica. El pulmén y el higado se recogieron por
ser 6rganos diana donde diseminan las células tumorales de CECC. En la tabla 28 se pueden observar
los resultados obtenidos a partir del andlisis histolégico de los tejidos asi como del registro de
luminiscencia de los diferentes érganos de cada ratén tras el sacrificio (registro ex vivo). En la mayoria
de estructuras u érganos la presencia de sefal de luminiscencia coincidié con la deteccidn de células
tumorales tras el andlisis histoldgico de cada tejido, exceptuando el higado del ratén 27 y el higado del
ratédn 29, donde no se detectaron las células tumorales en sus correspondientes preparaciones
histoldgicas a pesar de presentar sefial de luminiscencia ex vivo, y el pulmdn del ratén 6 y del ratén 16,
donde no se detectd sefial de luminiscencia ex vivo pero, tras el analisis histolégico, se detectaron

focos de células tumorales.
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Tabla 28. Presencia/ausencia de células tumorales y numero de focos en los érganos analizados de cada ratén de la
cepa NSG tras el sacrificio. Se analizé6 mediante registro de luminiscencia (IVIS) y mediante procesamiento histolégico
(HISTOLOGIA), agrupando los ratones en funcién de la linea celular con la que fueron implantados

VIS HISTOLOGIA

T!Jmo!' Ga_ng cerv Pulmén_ Higado T.umolr Gang cerv Pl_.JImén PGL:‘!:;Z" Hi_gado

primario (n2_intensidad) (n2focos_intensidad) primario (n9) 6niveles HE vimentina 1 nivel HE
rl No No No No No 0 0 0 Neg
r2 No 1 2,5E+07 No No No 1 0 0 Neg
r3 No 1 5,8E+06 No No No 1 0 0 Neg
E rd No No No No No 0 0 0 Neg
O 5 [3,50E+07 2_1,7E+07 6f 9,9E+04 No No 3 12 focos 48 focos Neg
% r6 No No No No No 0 1 foco 1 foco Neg
g r15| No  1_1,5E+06 No No No 1 0 0 Neg
rlé6 No No No No No 1 25focos 42focos Neg
rl7 No No No No No 0 0 0 Neg
r25 No No No No No 0 0 0 Neg
r7 No 1 1,2E+08 No No No 1 0 0 Neg

r8 No 2_2,6E+08 4f 1,2E+06 No No 2 8 focos 53 focos 1foco
r9 No 2_1,6E+08 No No No 2 0 0 Neg
ri1 No 1_3,2E+06 No No No 1 0 0 Neg

a r12 No 4_1,3E+08 5f_1,4E+06 No No 3 6 focos 32 focos 1foco
3 r13 No 2_5,2E+07 No No No 2 0 0 Neg
"'5. rl9 No 2 _3E+08 3f_6,2E+05 No No 2 7 focos 15focos Neg
@ 21| No  2.1,1€+08 No No No 2 0 0 Neg
3 r22 No 1_5E+05 1f 1,3E+07 No No 1 11 focos 34focos Neg
~ r23 No 1_1,2E+05 No No No 1 0 0 Neg
r24 No 1_1,8E+06 No No No 1 0 0 Neg
r27 No 2_8E+07 5f 1,6E+05 2f 4E+06| No 2 1l4focos 14focos Neg
r28 No No No No No 0 0 0 Neg
r29 No 2_1E+08 5f 5E+07 1f 7E+04| No 2 16 focos 30focos Neg

Hasta aqui se han expuesto los resultados obtenidos en el experimento de manera general en
cada ratéon implantado con una u otra linea celular. A continuacién, se analizardn en detalle las
caracteristicas y el crecimiento de los tumores primarios generados por cada linea celular,
posteriormente, se analizara la capacidad de diseminacidn local (a ganglios cervicales) de las células
tumorales en los ratones implantados con lineas celulares con diferente nivel de expresion de SERPINA
E1l y finalmente, se analizara la capacidad de diseminacién y crecimiento a distancia (en pulmén e

higado) de las células tumorales en ambos grupos de ratones.

4.1. Fenotipos asociados a agresividad tumoral en el tumor primario generado por la
linea que sobre-expresa SERPINA E1 y su correspondiente linea parental

Se analizd, mediante la evolucién de la intensidad de luminiscencia, el crecimiento del tumor

primario en los ratones NSG implantados con la linea parental UM-SCC-74B o con la linea que sobre-
expresa SERPINA E1. Para ello, se determiné el incremento relativo de intensidad de luminiscencia de
cada raton en los dias de registro antes de la reseccidn del tumor (Dia 4 y Dia 6/7), tomando como
referencia el valor inicial de intensidad de luminiscencia (Dia 0: implantacién). Se obtuvieron los

valores medios de incremento de luminiscencia agrupando los ratones implantados con la misma linea
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celular. Como se puede observar en la figura 60, no se encontraron diferencias significativas en el
incremento de luminiscencia en ninguno de los dos dias de registro analizados, ni siquiera en el dia
6/7, entre el grupo de ratones implantado con la linea UM-SCC-74B y el grupo implantado con la linea
74BserpElup (p=0.907, Test Mann Whitney). Esto indica que no existen diferencias en cuanto al

crecimiento de los tumores primarios generados por las lineas con diferente nivel de expresién de

SERPINA E1.
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Ademas del crecimiento, se analizaron otros parametros a nivel de tumor primario, como la

apoptosis, el tipo de crecimiento (contaje de tumour budding) y la proporcién de estroma.

4.1.1. El aumento en la expresion de SERPINA E1 disminuye la apoptosis de las células a
nivel de tumor primario

Se tomaron como muestras los tumores primarios presentes en las lenguas resecadas (obtenidos a
los 6 0 7 dias desde el momento de la implantacion) de ratones NSG pertenecientes al grupo de la linea
UM-SCC-74B o de la linea 74BserpElup. Se realizd6 un marcaje fluorescente de los nucleos celulares a
través de la tincién con DAPI (Figura 61A). A partir de estas muestras, se determiné el porcentaje de
células apoptoticas en ratones implantados con cada una de las lineas analizando en el microscopio de
fluorescencia la proporcion de células con nucleos apoptdticos con respecto a la del nimero total de
células. El porcentaje de células apoptéticas fue significativamente mas elevado en los tumores
primarios de ratones implantados con la linea UM-SCC-74B en comparacién con el porcentaje obtenido

en los tumores generados por la linea 74BserpElup (p=0.001) (Figura 61B).
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Figura 61. Apoptosis analizada en tumores primarios generados por la linea UM-SCC-74B y por la linea 74BserpElup en
ratones NSG. (A) Imagenes representativas de tumores primarios tefiidos con DAPI y observados en el microscopio de
fluorescencia (las células apoptdticas se sefialan con flechas blancas en la imagen ampliada). (B) Diagrama de cajas donde
se muestra la distribucién de los valores de porcentaje de células apoptdticas en ambas lineas (**p=0.001, Test Mann
Whitney).

4.1.2. La sobre-expresion de SERPINA E1 cambia el patron de invasion de las células en
el margen del tumor primario

Se analizaron los margenes en el tumor primario que delimitaban las células tumorales del tejido
no tumoral contabilizando la presencia de tumour budding, un tipo de crecimiento invasivo que

constituye un factor de mal pronéstico en pacientes con CECC (87,88).

Para determinar de un modo mas preciso la presencia de células tumorales aisladas en el frente
invasivo del tumor, se utilizé la tincidon por inmunohistoquimica de vimentina. La tincién de vimentina
mostraba una elevada especificidad por las células humanas de la linea UM-SCC-74B y de la linea
74BserpElup, y no presentd reactividad cruzada ni tincion del resto de células estromales de origen
murino. A partir de las preparaciones inmunohistoquimicas de vimentina, se determiné el nimero de
grupos de células formados por 1-5 células en diferentes areas del frente invasivo (Figura 62A). El
numero medio de grupos de 1-5 células en el frente invasivo (tumor budding) en los tumores primarios
de ratones implantados con la linea 74BserpElup fue significativamente mads elevado que el

encontrado en la linea UM-SCC-74B (p< 0.000) (Figura 62B).
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Figura 62. Tumour budding analizado en el frente invasivo de tumores primarios generados por la linea UM-SCC-74B y la
linea 74BserpElup en ratones de la cepa NSG. (A) Preparaciones de inmunohistoquimica de vimentina de tumores
primarios generados por las dos lineas celulares donde se muestran las células tumorales en el frente invasivo (grupos de
1-5 células sefialados con flechas negras). (B) Histograma que muestra la mediatdesviacidn estdndar de grupos de 1-5
células encontrado en tumores primarios de ratones implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup
(***p<0.000, Test Mann Whitney).

4.1.3. La sobre-expresién de SERPINA E1 aumenta la proporcién de estroma en el tumor
primario

De nuevo se hizo uso de la tincién por inmunohistoquimica de vimentina para distinguir las células
tumorales del resto de células del ratdn, en este caso, de las células estromales, ya que mediante esta

tincién sélo se detectd la vimentina de origen humano y no la de origen murino.

A partir de inmunohistoquimicas de vimentina de lenguas reseccionadas obtenidas de ratones
implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup (Figura 63A), se seleccionaron las
zonas con mayor proporcién de estroma (evitando cuantificar las zonas situadas mas alla del frente
invasivo). De estas zonas, se cuantifico el area ocupada por el estroma (linea blanca) y se determiné el
area ocupada por células tumorales, restandole al area total de la imagen el drea de estroma
previamente cuantificado. A partir del valor de drea ocupado por células tumorales, se calculd el ratio
tumor-estroma (Area ocupada por células tumorales x 100 / Area total imagen). Como se observa en
la figura 63B, la proporcion de tumor con respecto a estroma (ratio tumor-estroma) es
significativamente inferior en los tumores de la linea 74BserpElup en comparacion con los de la linea
UM-SCC-74B (p= 0.02, Test Mann Whitney). Por tanto, los resultados indican que la proporcién de
estroma es mayor en los tumores derivados de la linea 74BserpElup que en los derivados de la linea

UM-SCC-748B.
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Figura 63. Ratio tumor-estroma de tumores primarios generados por la linea UM-SCC-74B y la linea que sobre-expresa
SERPINA E1, 74BserpElup, en ratones de la cepa NSG. (A) Inmunohistoquimicas de vimentina representativas de cada
linea celular donde se ha cuantificado el drea de estroma. Las lineas blancas delimitan el area ocupada por estroma. (B)
Diagrama de cajas que muestra la distribucién de los valores de ratio tumor-estroma (area tumoral x 100/area total)
cuantificado en tumores primarios de ambas lineas (*p=0.02, Test Mann-Whitney).

4.2. Implicacién de SERPINA E1 en el desarrollo de metastasis ganglionares

El uso de células tumorales bioluminiscentes permitid realizar el seguimiento in vivo de su
localizacién en cada ratdon durante todo el experimento (Figura 64). En nuestro modelo ortotdpico de
CECC en ratones NSG, comenzé a detectarse la sefial de luminiscencia de células tumorales a nivel de
ganglios cervicales tras la reseccion del tumor primario localizado en la lengua, que se correspondid
con el dia 7 u 8 desde el momento de la implantacidn. Esto fue asi debido a que la intensidad de
luminiscencia emitida por las células tumorales del tumor primario antes de la reseccion (Dia 6/7:
Intensidad media ym-scc-74s = 3.5x107 + 4.4x10° p/s; Intensidad media 7apserpe1up= 1.5x108 + 1.3x107 p/s)
fue muy superior a la intensidad de luminiscencia emitida por las células que habian diseminado a los
ganglios cervicales, registrada el dia después de la reseccién (Dia 7/8: Intensidad media UM-SCC-74B=
5.1x108 + 2.0x10° p/s; Intensidad media 74BserpE1lup=3.3x10° + 6.8x10° p/s), apantallando la sefial
luminiscente emitida por los ganglios. Como se observa en la figura 64, a partir del momento de la
reseccion (dia 7/8: Post-reseccién), la mayor intensidad de luminiscencia se detectd en los ganglios
cervicales, en aquellos ratones que presentaron diseminacion de células tumorales en esta

localizacion.
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Figura 64. Seguimiento por bioluminiscencia de un ratén inyectado con la linea UM-SCC-74B (fila superior) y otro con la
linea 74BserpE1up (fila inferior). La sefial de luminiscencia desde el dia 0 al dia 6 antes de la reseccion es debida al tumor
primario localizado en la lengua vy, a partir de la reseccidon del dia 6, la sefial se corresponde con células tumorales
diseminadas a ganglios cervicales.

En primer lugar, tras la reseccién del tumor primario (dia7/8, dia 12, dia 18, dia 25, dia 28, dia
32/33), se analizd la evolucion de la intensidad de luminiscencia absoluta en el grupo de ratones
implantados con la linea UM-SCC-74B, y por otro lado, la del grupo de ratones implantados con la linea
74BserpElup. Se observd que la intensidad de luminiscencia proveniente de las células tumorales
localizadas en los ganglios cervicales de los ratones implantados con la linea 74BserpElup varié muy
significativamente (p<0.000), aumentando a lo largo del tiempo, mientras los ratones implantados con
la linea parental no presentaron dicha variacién (p=0.927). Posteriormente, para poder comparar la
evolucidn de la intensidad de luminiscencia entre los ratones implantados con la linea parental y los
implantados con la linea que sobre-expresa SERPINA E1, se calculd el incremento relativo de intensidad
de luminiscencia para cada ratén en cada dia de registro con respecto al primer dia que empezd a
detectarse sefial de luminiscencia proveniente de los ganglios cervicales (Dia 7/8: Post-reseccion),

aplicando la férmula (Intensidad luminiscencia dia “problema” - Intensidad luminiscencia dia 7/8)/
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Intensidad luminiscencia dia 7/8. En la Figura 65 se muestran las medianas de los datos obtenidos para
el grupo de ratones implantados con la linea parental o con la linea con sobre-expresion de SERPINA
E1. A partir del dia 18 (incluido), se observé un mayor incremento en la intensidad de luminiscencia
ganglionar en los ratones de la linea 74BserpElup, que aumentd exponencialmente hasta el dia del
sacrificio, mientras que la detectada en los ratones de la linea UM-SCC-74B presentd un escaso
incremento (Figura 65). Dichas diferencias se analizaron a través del Test Mann-Whitney siendo
significativas a partir del dia 18, 25, 28 y 32/33 (p=0.034, 0.025, 0.026, 0.005, respectivamente). Estos
resultados indican que la sobre-expresion de SERPINA E1 aumenta la tasa de crecimiento de las células

tumorales diseminadas a ganglios cervicales.
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Figura 65. Incremento relativo de intensidad de luminiscencia con respecto al dia después de la reseccién (Dia 7/8: Post-
reseccion) de todos los ratones NSG implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup. Cada punto
representa la mediana del incremento relativo de todos los ratones de una misma linea (**p<0.01, *p<0.05).

Ademas de la informacién obtenida a través del registro de luminiscencia, el dia del sacrificio se
recogieron los ganglios cervicales que se observaron macroscépicamente durante la necropsia de los
ratones. En la figura 66 se muestra un ratén con metdstasis ganglionar macroscépica y otro sin
metadstasis ganglionar en el momento del sacrificio, antes y después de retirarles la piel para facilitar

su observacion.

Infiltracion ganglionar

Figura 66. Vision macroscopica de un ratén NSG
con metastasis ganglionar en un unico ganglioy
de otro ratén sin metastasis ganglionar, antes y
después de retirar la piel. Las flechas blancas
sefialan la localizacién de los ganglios cervicales
superficiales.

Sin infiltracién ganglionar
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La determinacion y confirmacién del numero de ganglios infiltrados por ratén, se realizé mediante
el analisis histolégico de las preparaciones de hematoxilina-eosina de los ganglios recogidos (Figura
38). Los resultados definitivos de cada ratdn se encuentran en la tabla 28 mostrada anteriormente, en

la columna de histologia.

Ganglio cervical lateral derecho Ganglio cervical lateral izquierdo

=

NSO,

. Figura 67. Imagen representativa de un
{ ratén con infiltracién ganglionar en
ambos lados (flechas blancas) y las
' respectivas tinciones de hematoxilina-
eosina de los ganglios infiltrados (la
5.8 . estrella representa las células tumorales,
el asterisco el tejido linfatico y las flechas
. negras la capsula de los ganglios).

En la tabla 29 se recoge el nimero de ratones que presentaron ganglios infiltrados (1 o mas ganglios
infiltrados) y aquellos que no presentaron infiltracion ganglionar (0 ganglios infiltrados) en el grupo
implantado con la linea UM-SCC-74B o en el grupo implantado con la linea 74BserpElup. El analisis
estadistico mediante test de Fisher de los resultados obtenidos, muestra que existen diferencias
significativas en cuanto a la proporcién de ratones con o sin infiltracion ganglionar en funcién de la
linea con la que fueron implantados (p = 0.009). Existe una mayor proporcion de ratones con
infiltracién ganglionar en el grupo de la linea 74BserpElup cuando lo comparamos con el grupo de la
linea UM-SCC-74B. Por tanto, SERPINA E1 favorece la diseminacion de las células tumorales a los

ganglios cervicales.

Tabla 29. Numero de ratones NSG que presentaron (presencia) o no (ausencia) infiltracion
ganglionar en el momento del sacrificio

N2 RATONES CON
INFILTRACION GANGLIONAR

UM-SCC-74B 6 4 10

74BserpElup 1 13 14
**p =0.009, Test Fisher
En el conjunto de ratones que presentaron infiltraciéon ganglionar, se comparé el volumen de los
ganglios infiltrados por la linea UM-SCC-74B (n=7) con el de los ganglios infiltrados por la linea
74BserpElup (n=22), para comprobar si la SERPINA E1 inducia el crecimiento de las metastasis
ganglionares favoreciendo la generacidn de ganglios de mayor tamafio. En la Figura 68A se muestra el

volumen de cada ganglio infiltrado, calculado a partir de su didmetro mayor y su didmetro menor segun
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la siguiente férmula Volumen = (didmetromayor X didmetromenor’)/2, para el grupo de ratones implantado
con la linea UM-SCC-74B y el grupo implantado con la linea 74BserpElup. Como se muestra en el
diagrama de la figura 68B, la mediana del volumen ganglionar fue mayor en el grupo implantado con
la linea 74BserpElup. No obstante, las diferencias no alcanzaron la significancia estadistica debido al
elevado grado de dispersién y heterogeneidad en el volumen de los ganglios analizados dentro de cada

grupo de ratones (p=0.939, Test Mann-Whitney).
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Figura 68. Infiltracion de los ganglios cervicales por células tumorales de la linea UM-SCC-74B y de la linea 74BserpElup
en ratones NSG. (A) Volumen de los ganglios infiltrados calculado a partir del didmetro mayor (D) y menor (d) de cada
ganglio (Vgangio = D x d?/2). (B) Diagrama de cajas que muestra la distribucién de los valores del volumen ganglionar en el
grupo de la linea UM-SCC-74B y en el grupo de la linea 74BserpElup.

Con el objetivo de comparar el nivel de diseminacién ganglionar entre células con diferente nivel
de expresion de SERPINA E1, se analizd, en el conjunto de ratones con infiltracién ganglionar, la
proporcion de ratones que presentaron un ganglio con respecto a los que presentaron dos o mas
ganglios infiltrados, en relacién con la linea celular con la que fueron implantados (UM-SCC-74B o
74BserpElup). En la tabla 30 se muestran dichos resultados. Aunque se observé una mayor proporcion
de ratones con 2 o mds ganglios infiltrados en el grupo de la linea 74BserpElup en comparacién con el
grupo de la linea UM-SCC-74B, las diferencias no fueron significativas (p=0,294, Test de Fisher),
posiblemente debido al tamafio muestral tan reducido de ratones con infiltracidn ganglionar

implantados con la linea UM-SCC-74B (n=5).

Tabla 30. Numero de ratones NSG que presentaron metdstasis en uno o en varios ganglios
en relacion con la linea celular con la que fueron implantados (UM-SCC-74B o 74BserpElup)

N2 DE RATONES CON METASTASIS GANGLIONAR
(Porcentaje en cada linea)

1 ganglio 2 o0 mas ganglios
UM-SCC-74B 4 (80%) 1(20%) 5
74BserpElup 5 (38%) 8 (62%) 13

p =0.294, Test de Fisher
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4.3. Implicacién de SERPINA E1 en el desarrollo de metastasis a distancia

Entre los drganos diana donde metastatizan con mayor frecuencia las células tumorales en
pacientes con CECC, encontramos los pulmones y el higado. Se estudio la capacidad de diseminar y
colonizar estos érganos por parte de las lineas celulares con diferente nivel de expresidon de SERPINA

E1l, UM-SCC-74By 74BserpElup.

4.3.1. La sobre-expresion de SERPINA E1 aumenta la capacidad de dispersién durante la
colonizacion del pulmon y estimula la generacion de focos de mayor tamafio

Se analizé el patrén de diseminacion y la capacidad de crecimiento de las células tumorales en los
pulmones de los ratones implantados con la linea que sobre-expresa SERPINA E1, 74BserpElup, o con
la linea parental, UM-SCC-74B. La localizacién interna de los pulmones asi como la presencia de otras
sefales de luminiscencia de mayor intensidad en otros tejidos del ratdn, provenientes del tumor
primario y/o los ganglios cervicales, impidid que se pudiera realizar un seguimiento in vivo de la
presencia y crecimiento de las metastasis pulmonares durante el transcurso del experimento. Por ese
motivo, se determind el nimero de ratones con metastasis pulmonar asi como el nimero y el tamafio
de los focos presentes en cada pulmon, mediante el procesamiento histoldgico de los pulmones tras
el sacrificio de los ratones. En el momento del sacrificio se realizd un registro de luminiscencia de todos

los pulmones ex vivo (Figura 69).
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Para mejorar la deteccion de focos tumorales de pequefio tamafio y poder estudiar el patrén de

diseminacion de dichos focos en el pulmédn, se analizaron diferentes zonas del tejido pulmonar, que se
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definieron como niveles. Cada nivel estaba formado por 8 cortes sucesivos de tejido pulmonar que se
recogieron en 4 preparaciones (2 cortes de pulman por preparaciéon). La primera preparacién de cada
nivel se empled para realizar una tincién de hematoxilina-eosina y la segunda para realizar una
inmunohistoquimica con vimentina. El nUmero de niveles cortados por pulmén dependid de si el
pulmdn presentaba senal de luminiscencia ex vivo, a través del registro en el VIS Spectrum, tras el
sacrificio de cada ratén. Los pulmones positivos en sefial de luminiscencia se cortaron en 6 niveles
mientras que los negativos en 4 (Figura 70). Si tras esos 4 niveles se detecto alguin foco en los pulmones
negativos, se ampliaron los niveles hasta 6. Los 4 niveles iniciales se realizaron con el objetivo de
realizar un cribaje en diferentes zonas de pulmdn y asi detectar todos los posibles pulmones positivos,
mientras que la ampliacidén hasta 6 niveles se realizd para obtener mas secciones de tejido y asi poder

estudiar mas exhaustivamente el patrén de colonizacién del pulmdn por las células tumorales.

1x
eosina

POR NIVEL
4niveles —

1x
vimentina
.

1VIS Spectrum

efiir

2x
Laminillasin Inmunchistoquimica Tincién Hematoxilina-

6 niveles

Figura 70. Esquema del procesamiento de los pulmones ex vivo. Tras el sacrificio del raton el pulmoén se registra en el VIS
Spectrum, después se fija y se analizan diferentes zonas de profundidad creciente del tejido pulmonar (niveles). En cada
zona o nivel se realizan 8 cortes de tejido que se colocan sobre 4 laminillas (2 cortes por laminilla), la primera laminilla se
tifie con hematoxilina-eosina, con la segunda se hace una inmunohistoquimica de vimentina y las dos Ultimas se reservan
sin tefir. Si el pulmdn presentd sefial de luminiscencia, se analizaron 6 niveles y si no presenté sefial de luminiscencia se
analizaron 4 niveles de tejido pulmonar.

En todos los pulmones se contabilizé el nimero de focos encontrado en las preparaciones de
hematoxilina-eosina, asi como el encontrado en las preparaciones de inmunohistoquimica de
vimentina de los diferentes niveles realizados (mas arriba, en la tabla 28, se muestra el numero de
focos totales encontrados en cada pulmén para los dos tipos de preparaciones).

En anteriores experimentos ortotdpicos, tanto el nUmero como el tamafo de los focos de células
tumorales en pulmén generados por las lineas celulares UM-SCC-74B y 74BserpElup alcanzaron
valores reducidos. En preparaciones histoldgicas teilidas con hematoxilina-eosina sélo se podian
detectar focos metastaticos de tamafio superior 5 células. Por este motivo, en este experimento cada
pulmodn se cortd en diferentes niveles y una de las preparaciones que se realizé en cada nivel fue una
inmunohistoquimica de vimentina. La inmunohistoquimica de vimentina nos permitié aumentar la
sensibilidad en la deteccidn de los focos constituidos por un nimero pequefio de células tumorales,
incluso de 1-5 células, de una manera especifica, ya que el anticuerpo empleado reconoce Unicamente
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el marcador vimentina humano, con elevada expresidon en las células tumorales de las lineas UM-SCC-

74B vy 74BserpElup y no en las células del ratén (Figura 71).
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Para la comparacion de la capacidad de diseminacidn y colonizacién pulmonar entre ambas lineas

tumorales, se tuvieron en cuenta los resultados contabilizados a partir de las preparaciones de
inmunohistoquimica de vimentina, mas especifica y sensible que la tincién por hematoxilina-eosina.
En primer lugar, se analizé el nimero de ratones que presentaron metastasis pulmonar del grupo
implantado con la linea UM-SCC-74B (n=10) en comparacion con el grupo implantado con la linea
74BserpElup (n=14), considerando los ratones con metastasis pulmonar aquellos en los que se
observé uno o mas focos de células tumorales en el tejido analizado del pulmén (Tabla 31). No se
encontraron diferencias significativas en el nimero de ratones con o sin metdstasis pulmonar en
relacidn con la linea celular con la que fueron implantados (p= 0,678, Test de Fisher).

Tabla 31. Numero de ratones NSG que presentaron metdstasis pulmonar (1 o mas focos) frente a los que no

presentaron metastasis pulmonar (0 focos), implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup

N2 DE RATONES

(Porcentaje en cada linea) RATONES
pulmonar pulmonar
UM-SCC-74B 7 (70%) 3 (30%) 10
74BserpElup 8 (57%) 6 (43%) 14

p =0,678, Test de Fisher

Con el objetivo de comparar el patron de dispersién en el pulmdén por parte de las células
tumorales con o sin sobre-expresién de SERPINA E1, se analizé la presencia o ausencia de focos de
células tumorales en cada nivel o zona de tejido pulmonar. Solo se incluyeron en este andlisis los

ratones que presentaron metdstasis pulmonar, de cuyos pulmones se analizé la misma superficie de
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tejido pulmonar. Para ello se emplearon las preparaciones de inmunohistoquimica de vimentina, 6
preparaciones por ratdn (una por nivel), obtenidas de ratones NSG implantados con la linea UM-SCC-
74B o con la linea 74BserpElup. Los niveles donde no se encontrd ningln foco tumoral se consideraron
negativos mientras que cuando se encontraron uno o mas focos tumorales, se considerd un nivel
positivo. Como se puede observar en la tabla 32, se encontré una mayor proporcién de niveles
positivos en los pulmones con metdastasis provenientes de ratones implantados con la linea
74BserpElup en comparacion con aquellos provenientes de ratones implantados con la linea UM-SCC-
74B. Por tanto, la sobre-expresion de SERPINA E1 favorece la capacidad de colonizar de manera

dispersa el tejido pulmonar por parte de las células tumorales.

Tabla 32. Numero de niveles que presentaron uno o mas focos tumorales (Positivos) o ninguno (Negativos) en los
niveles de tejido pulmonar analizado de los ratones NSG con metastasis pulmonar, implantados con la linea UM-SCC-
74B o con la linea 74BserpElup

N2 DE NIVELES
(Porcentaje en cada linea) NIVELES TOTALES

ANALIZADOS
Negativos Positivos
UM-SCC-74B 5 (28%) 13 (72%) 18
74BserpElup 2 (6%) 34 (94%) 36

*p=0,034 Test de Fisher

Con el objetivo de analizar si la sobre-expresidon de SERPINA E1 podia influir en la capacidad de
colonizacion de las células tumorales en el pulmdn, se contabilizé el nUmero de focos totales por ratén
encontrados en los diferentes niveles de tejido pulmonar analizado de todos los ratones que
presentaron metastasis pulmonar y que fueron implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea
74BserpElup. Los resultados para cada ratdn implantado con una y otra linea celular en los 6 niveles
analizados se muestran en la tabla 33, tanto el niumero de focos en cada nivel como el numero total
de focos encontrados en el tejido pulmonar analizado (el mismo para todos los ratones que
presentaron metdstasis pulmonar). No se encontraron diferencias en el nimero medio de focos por
ratdn entre el grupo implantado con la linea UM-SCC-74B (n=3) y el grupo de la linea 74BserpElup
(n=6) (p=0.796, Test Mann-Whitney).

Tabla 33. Numero de focos por nivel de pulmodn en las 6 preparaciones de inmunohistoquimica de vimentina
de cada raton NSG con metastasis pulmonar implantado con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup

FOCOS POR NIVEL FOCOS
RATON| 1 2 3 4 5 6 |TOTALES
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RESULTADOS

Ademas de contar el nimero de focos en cada nivel, se midié el drea de cada foco. En la Figura
72A se muestra la distribucion de todos los focos encontrados en los diferentes niveles en funcién de
su area (mm?), agrupados segun la linea celular con la que fue implantado el ratén donde se observé
cada foco. El drea de los focos encontrados presentd valores desde <0.001 hasta 1.07 mm?. Destacar
que los valores de area representados en el diagrama de cajas como 0.000 se corresponden con areas
inferiores a 0.001 mm? (desde 0.000236 mm?, lo equivalente al drea ocupada por una célula tumoral,
hasta 0.000472 mm?, el area ocupada por un foco formado por dos células tumorales). Aunque en el
diagrama no consigue apreciarse bien, el drea de foco que presentd una mayor frecuencia de focos
generados por ambas lineas celulares fue el de <0.001 mm? (focos formados por una o dos células
tumorales, figura 72B), con una frecuencia del 25% y 29%, de focos generados por la linea UM-SCC-
74B y la linea 74BserpElup, respectivamente. En el diagrama de cajas se muestra el porcentaje de
focos que estadisticamente se consideran outliers, siendo el 7% y el 14% de los focos en el caso de la

linea UM-SCC-74B y de la linea 74BserpElup, respectivamente.
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Figura 72. Focos tumorales en pulmén generados por la linea UM-SCC-74B o por la linea 74BserpElup en ratones NSG.
(A) Diagrama de cajas donde se muestra la distribucién basada en el drea (mm?2) de cada foco encontrado en los 6 niveles
de tejido pulmonar analizado por ratén implantado con cada linea. (B) Inmunohistoquimica de vimentina de pulmén donde
se muestra un foco formado por 1 célula (flecha negra). El citoplasma de la célula tumoral se tifie de color marrdn, el nicleo
no se tifie y tampoco lo hace ningin elemento del tejido pulmonar del ratén.
Se analizé si existian diferencias entre el drea de los focos pertenecientes al grupo de ratones
implantado con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup. No se encontraron diferencias

significativas en el area media de foco generados por una u otra linea celular (p=0.641, Test Mann-

Whitney).

Con el objetivo de tener un conocimiento mas exhaustivo de la distribucion del area de los focos
en los dos grupos de ratones, se amplid el diagrama de la figura 72, eliminando los valores de area de
foco mas grandes (posiciones 270 y 271), y se obtuvo el diagrama que se muestra en la figura 73. Se
observa cdmo, a partir de un valor de drea de 0.08mm?(incluida) (posicién 260 en la figura 73), sélo se
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encontraron focos generados por la linea 74BserpElup y no por la linea UM-SCC-74B (marcado con

una linea negra discontinua en el diagrama de la figura 73).
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Figura 73. Diagrama de cajas donde se muestra la distribucién basada en el area (mm?) de cada foco encontrado en los 6
niveles de tejido pulmonar analizado por ratén NSG implantado con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup,
eliminando los valores de area de foco extremos (posicion 270 y 271). La linea negra discontinua marca el tamafo de area
a partir del cual solo se encuentran focos generados por la linea 74BserpElup (0.08mm?).

En base a estas observaciones, se analizd la distribucion de los focos en funcion de su area
categorizando dicha variable cuantitativa en dos, focos con un area inferior a 0.08mm?y focos con un
area igual o superior a 0.08mm?, y se compard la proporciéon de focos de una y otro categoria
generados por la linea UM-SCC-74B o por la linea 74BserpElup. Aplicando el test de Fisher, se
encontraron diferencias significativas entre la distribucién de las areas de foco generadas por unay
otra linea entre estas dos categorias (p = 0.01) (Tabla 34). Por tanto, la sobre-expresién de SERPINA E1
aumenta la proporcién de focos de mayor tamafio (0.08 mm? o superior) en el tejido pulmonar de los
ratones NSG.

Tabla 34. Distribucion del numero de focos que presentaron un area inferior e igual o superior a
0.08 mm? generados por la linea UM-SCC-74B o generados por la linea 74BserpElup en ratones NSG

Area < 0.08 Areaz0.08 | TOTALES
N 0 91

74BserpElup 168 12 180
* p=0.01, Test de Fisher

UM-SCC-74B

Como dato a destacar, sélo se encontré un foco macroscdpico (de drea mayor o igual a Imm?) en

todos los pulmones analizados y este fue generado por la linea 74BserpElup (raton 29) (Figura 74).
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Figura 74. Foco macroscépico en pulmén de area superior a Lmm?2 generado por la linea 74BserpE1up en un ratén NSG,
tefiido con hematoxilina-eosina (izquierda) o mediante inmunohistoquimica de vimentina (derecha).

4.3.2. Papel de SERPINA E1 en las metastasis hepaticas

Tras el sacrificio de cada ratdn, los higados se registraron ex vivo en el IVIS Spectrum para detectar
posibles sefiales de luminiscencia (Figura 75A). Posteriormente, se recogieron en una solucién de
fijacién y se incluyeron en parafina. Cada higado se cortd longitudinalmente hasta llegar a la zona
central del érganoy se prepard un portaobjetos con 2 cortes de esa zona que se tifié con hematoxilina-
eosina (Figura 75B).

A e bt g £
Registro de luminiscencia B Andlisis histolégico

Figura 75. Procesamiento al que se somete cada higado tras sacrificar al ratén. (A) Registro de luminiscencia ex vivo en el
IVIS Spectrum. (B) Tras el registro, el higado se fija, se incluye en parafina y se corta longitudinalmente hasta llegar a la zona
central, de esa zona central se recogen dos cortes y se tiflen con hematoxilina-eosina.

Los resultados obtenidos tras analizar cada higado se muestran en la tabla 28, en |a ultima columna
del apartado de IVIS y del apartado de HISTOLOGIA, expuesta anteriormente. Se detecté metastasis
hepatica en 4 ratones implantados con la linea 74BserpElup y en ningun ratén implantado con la linea
UM-SCC-74B. De estos 4 ratones, a dos ratones se les detectdé un foco de células tumorales tras la
observacion en el microscopio de la preparacién de hematoxilina-eosina (Figura 76) y a los otros dos,
se les detectd uno y dos focos de luminiscencia, respectivamente, durante el registro ex vivo en el lvis

Spectrum (Figura 77), pero no se pudo confirmar la presencia de dichas células en el posterior andlisis

histoldgico.
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UM-SCC-74B 74BserpElup

e S AR, I
Ratén 16 Ratén 12

Figura 76. Tincién de hematoxilina-eosina de tejido hepatico
de un ratéon NSG implantado con la linea UM-SCC-74B (Ratén
16) y de dos ratones implantados con la linea 74BserpElup a
los que se les detecté un foco de células tumorales en el
higado (ratones 12 y 8) (focos tumorales sefialados con
flecha negra).

Ratén8

Luminescence Luminescence Luminescence
20000 14
UM-SCC-74B 74BserpElup 74BserpElup
v 12 60000

16000
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12000
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Raton 4 Ratén 27 Raton 29
02
Radiance Radiance Radiance
(pisecjem3jsr) (pisecfcm?fsr) (piseciem2fsr)
Color Scale Color Scale Color Scale

Min = 8.15e3 Min = 1.03e4 Min = 6.87¢3
Max = 2.07e4 Max = 1.47eS Max = 7.35e4

Figura 77. Registro de luminiscencia ex vivo en el IVIS Spectrum del higado de un ratéon NSG implantado con la linea UM-
SCC-74B (Raton 4) que no presentd seiial de luminiscencia en el higado y de dos ratones implantados con la linea
74BserpElup (Ratdn 27 y Ratdn 29) cuyos higados presentaron sefial de luminiscencia.

Aungue sélo se detectaron metastasis hepaticas en ratones implantados con la linea que sobre-

expresa SERPINA E1 (74BserpElup), cuando se analizd estadisticamente se observé una tendencia

pero estas diferencias no alcanzaron la significancia estadistica (p=0.114, Test de Fisher) (Tabla 35).
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Tabla 35. Numero de ratones NSG que presentaron o no metastasis hepatica y que fueron
implantados con la linea UM-SCC-74B o con la linea 74BserpElup

N2 RATONES
(Porcentaje en cada linea) N2 RATONES
TOTALES
Sin metastasis hepdtica Con metdstasis hepdtica ‘
UM-SCC-74B 10 (100%) 0 (0%) 10
74BserpElup 10 (71%) 4 (29%) 14

p =0.114, Test de Fisher
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V. DISCUSION

En esta tesis doctoral se ha establecido y validado el papel prondstico de SERPINA E1 en pacientes
con CECC mediante 3 estudios en los que se han empleado 3 metodologias diferentes y 3 cohortes
independientes de pacientes. Posteriormente, con el objetivo de profundizar en el papel de SERPINA
E1 a nivel funcional, se utilizaron lineas celulares de CECC en las que se modificaron los niveles de
expresion de SERPINA E1. Tanto la sobre-expresién como la infra-expresion de SERPINA E1 provocaron
cambios en las células tumorales a nivel de proliferacion, capacidad de migracion y resistencia a la
apoptosis inducida por cisplatino. Por otro lado, se estableci6 un modelo ortotépico de CECC que
permite estudiar la implicacién a nivel funcional de diferentes proteinas en la tumorogénesis y el
desarrollo de metastasis en CECC. Finalmente, el uso de este modelo animal permitié evaluar el efecto

in vivo de SERPINA E1 en el crecimiento, invasividad tumoral y diseminacidon metastatica.

A continuacidén, cada bloque de resultados se analizard y discutird en detalle.

1. IDENTIFICACION DE SERPINA E1 COMO MARCADOR INDEPENDIENTE DE MAL
PRONOSTICO EN PACIENTES CON CECC

En un estudio previo de microarrays basado en expresidn génica y realizado en nuestro laboratorio
con muestras pre-tratamiento de CECC, se identificaron 3 subtipos de tumores pertenecientes a
pacientes con diferente evolucién clinica. SERPINA E1 constituia uno de los genes que se encontraba
sobre-expresado en el subgrupo de tumores pertenecientes a los pacientes con peor evolucidn clinica
(menor supervivencia global, menor supervivencia libre de progresidon y menor supervivencia libre de

recidiva local) (41).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio previo de microarrays, en este trabajo
de tesis se plantedé como objetivo estudiar la relacién de los niveles de SERPINA E1 con la evolucién
clinica de los pacientes con CECC. Para ello, se determind el nivel de SERPINA E1 en 2 cohortes
independientes de pacientes (estudio retrospectivo y prospectivo) mediante dos metodologias
diferentes (inmunohistoquimica y PCR cuantitativa), y se analizd la relacion de los niveles de SERPINA
E1l con determinadas variables clinicopatoldgicas de los pacientes y con diferentes tipos de
supervivencia. Con el objetivo de validar los resultados obtenidos en estos estudios, se llevd a cabo un
tercer andlisis donde se evalué la relacidn de los niveles de SERPINA E1 con la supervivencia global a
partir de una base de datos de acceso libre que contiene informacidn perteneciente a 520 pacientes

con CECC (estudio basado en The Cancer Genome Atlas (TCGA)).

Nuestros resultados indican que las muestras tumorales de CECC expresan niveles mas elevados de
SERPINA E1 que las muestras sin lesiones tumorales aparentes de los mismos pacientes, tanto en el

estudio prospectivo como en el estudio basado en TCGA. En multiples estudios previos también se
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observd una sobre-expresién de SERPINA E1 en muestras tumorales de CECC en comparacién con
muestras de epitelio normal (136,137,139-141,157,158), apoyando la idea de que el proceso de

transformacidn neoplasica en CECC va acompainado de un aumento en los niveles de SERPINA E1.

A continuacién, decidimos estudiar si existia alguna relacidn entre los niveles de expresion de

SERPINA E1 en el tumor primario y la evolucién clinica de los pacientes.

A partir de aqui, este apartado se estructurara en diferentes subapartados. En primer lugar
estudiamos la relacién entre el nivel de SERPINA E1 y la supervivencia de los pacientes con CECC a
partir de los resultados obtenidos en el estudio retrospectivo y en el estudio prospectivo. En segundo
lugar, nos centramos en estudiar la implicacion del nivel de SERPINA E1 en relacién con la respuesta al
tratamiento de los pacientes. Finalmente, analizamos si la SERPINA E1 es un marcador prondstico
independiente de la supervivencia en los pacientes con CECC mediante el estudio prospectivoy en una

cohorte independiente de pacientes incluida en la base de datos de TCGA.

1.1 El nivel elevado de SERPINA E1 se asocia con peor supervivencia en pacientes con
CECC

Observamos que los pacientes cuyos tumores expresaban elevados niveles de SERPINA E1
presentaron una supervivencia especifica de cancer significativamente menor que aquellos cuyos
tumores expresaban niveles mds bajos de SERPINA E1. Estos resultados se obtuvieron tanto en el
estudio retrospectivo como en el estudio prospectivo. Ademas, los resultados obtenidos tras analizar
la supervivencia global en los pacientes incluidos en TCGA en relacién con el nivel de expresion de
SERPINA E1 confirman estos hallazgos, al presentar una menor supervivencia global los pacientes con

niveles elevados de SERPINA E1.

En estudios realizados a partir de dos grupos distintos de pacientes con CECC también encontraron
una correlacién entre mayores niveles de SERPINA E1 y menor supervivencia, si bien en ambos se
analizaba la supervivencia global (137,159). Ademas, el tamafio muestral de uno de los estudios (n=46)
fue muy inferior al nUmero de pacientes incluidos en nuestro estudio retrospectivo (n=80), prospectivo
(n=190) o el basado en TCGA (n=520). S6lo en otro estudio, ademas del nuestro, analizaron la
supervivencia especifica de cancer en pacientes con CECC en relacidn con los niveles de SERPINA E1,
pero su tamafio muestral fue de nuevo muy reducido, ya que sélo incluia 26 pacientes con CECC (141).
Por otro lado, otros estudios sélo encontraron una asociacion significativa entre menor supervivencia
global y mayor nivel de SERPINA E1 en pacientes con CECC si incluian una o varias proteinas adicionales
en el andlisis de la supervivencia junto con SERPINA E1, como SMA (157), uPA y SPARC (140) o uPA
(139).

Contrariamente, en otros dos estudios en pacientes con CECC no encontraron una asociacién entre

supervivencia global (160) o supervivencia especifica de cancer (161) con los niveles de expresion de
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SERPINA E1. Cabe destacar que el tamafio muestral de ambos estudios (n=43 y n=47, respectivamente)
fue mucho mas reducido que el nUmero de pacientes incluidos en nuestro estudio retrospectivo (n=80)

o prospectivo (n=190), por lo que sus resultados presentan menor poder estadistico.

En definitiva, nuestro estudio es el primero en el que se demuestra la asociacion entre niveles de
elevados de SERPINA E1 y menor supervivencia en pacientes con CECC con suficiente poder estadistico.
Concretamente, a diferencia de los trabajos realizados hasta el momento, nosotros obtuvimos una
asociacion significativa en dos estudios con muestras independientes de pacientes con elevados
tamafios muestrales (n=80 y n=190), analizamos la supervivencia especifica de cancer, y SERPINA E1

presentd un asociacion significativa con la supervivencia sin necesidad de incluir otros marcadores.

Por otro lado, no encontramos una asociacion entre el nivel de SERPINA E1 y ninguna de las
variables clinicopatolégicas incluidas en el estudio retrospectivo o prospectivo, como son el tamafio
del tumor, la localizacidn del tumor o el grado de diferenciacion del tumor, exceptuando el grado de
ingesta de alcohol. En relaciéon con la presencia o no de afectacién ganglionar, observamos una
tendencia a que los pacientes con niveles elevados de SERPINA E1 presentaran afectacién ganglionar,
pero las diferencias no alcanzaron la significacién estadistica (estudio retrospectivo p=0.157; estudio
restrospectivo p=0.054). De modo similar, otros estudios también mostraron una ausencia de
correlacién entre niveles de SERPINA E1 y las variables clinicopatolégicas (134,139,160). Estos
resultados serian consistentes con el hecho de que SERPINA E1 presentara un papel prondstico en los
pacientes con CECCindependiente de otras variables clinicopatoldgicas. En este mismo tipo de analisis,
el nivel de expresion de SERPINA E1 si se asocid con el riesgo de los pacientes de sufrir recidivas, tanto
locales como a distancia. Concretamente, los resultados de nuestro estudio prospectivo muestran que
el nivel elevado de SERPINA E1 a nivel de tumor primario aumenta el riesgo de los pacientes con CECC
de sufrir recidiva local (p=0.028), que incluye la aparicidn del tumor en la misma localizacion donde se
habia originado el tumor primario. La misma tendencia se observa en el estudio restrospectivo aunque
las diferencias no alcanzan la significancia (p=0.111). También encontramos una correlacion entre el
nivel elevado de SERPINA E1 en tumor primario y una mayor recidiva metastatica en los pacientes con

CECC, tanto en el estudio retrospectivo (p=0.045) como en el estudio prospectivo (p=0.029).

De manera adicional, confirmamos que el nivel de expresién de SERPINA E1 mantenia la asociacidn
con la supervivencia libre de progresion (SLP) o la supervivencia global de los pacientes con CECC tras
excluir a los pacientes con tumores VPH positivos en los tres estudios (retrospectivo, prospectivo y
basado en TCGA). Dado que la incidencia de pacientes con tumores VPH positivos era muy baja en
nuestras poblaciones de estudio, lo que es consistente con el drea geografica donde nos encontramos
(162), no pudimos evaluar si el nivel de SERPINA E1 se asociaba o no con la supervivencia de los

pacientes con tumores VPH positivos. En un futuro seria interesante analizar en una cohorte de
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pacientes con tumores VPH positivos, la relacion de SERPINA E1 con la evolucién clinica de estos

pacientes.

1.2. Niveles elevados de SERPINA E1 se asocian con peor respuesta al tratamiento en
pacientes con CECC

A continuacién nos centraremos en evaluar la asociacidn entre el nivel de SERPINA E1 en el tumor
primario de pacientes con CECC y variables clinicas importantes para la toma de decisiones
terapéuticas, como la supervivencia libre de recidiva local (SLRL) y la supervivencia libre de progresién
(SLP).

Antes de empezar con la discusion en este apartado, queremos resaltar que los niveles de SERPINA
E1 que se determinaron en esta tesis se obtuvieron de muestras de tumor primario de pacientes con
CECC antes de iniciar el tratamiento. Ademas, no incluimos en nuestros estudios a los pacientes con
metadstasis a distancia en el momento del diagndstico debido a que siguen una modalidad de

tratamiento diferente.

Los resultados de nuestro estudio prospectivo muestran que mayores niveles de SERPINA E1 se
asocian con una menor SLRL (p=0.022). En el estudio retrospectivo observamos la misma tendencia
aunque esta no alcanzé la significacidn estadistica (p=0.108). Estos hallazgos sugieren que SERPINA E1
podria estar relacionada con una menor respuesta de las células tumorales al tratamiento actual
basado fundamentalmente en farmacos genotdxicos y radiacion, lo que apoya la hipétesis de que
SERPINA E1 podria, o bien conferir resistencia al tratamiento, o bien dotar de mayor capacidad

proliferativa a las células tumorales.

Por otra parte, la SLP fue significativamente mas corta en los pacientes con niveles elevados de
SERPINA E1 en ambos estudios (p=0.022 y p=0.002, respectivamente). Estos resultados relacionan los
niveles de SERPINA E1 con el riesgo de desarrollar metastasis en los pacientes con CECC tras haber
finalizado el tratamiento. Adicionalmente, la fuerte asociacion del nivel de SERPINA E1 con el riesgo
de sufrir metastasis también sugiere que SERPINA E1 podria estar implicada en la capacidad de

diseminacion-colonizacion de las células tumorales.

Otros estudios publicados anteriormente apoyan nuestros resultados en cuanto a la relacidn de

SERPINA E1 con el riesgo de recidiva de los pacientes con CECC tras el tratamiento (137,139,140).

Nuestros hallazgos, indican en su conjunto que SERPINA E1 podria estar relacionada con una menor
respuesta de las células a los tratamientos genotdxicos y radioterapicos y, por otro lado, favorecer la
diseminacion de las células tumorales. En este contexto SERPINA E1 podria conferir resistencia a las
células tumorales frente al efecto citotdxico del tratamiento quimio/radio-terapico y contribuir a la

progresion del cancer, tanto a nivel de tumor primario como a nivel de metastasis, lo que seria
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consistente con la menor supervivencia observada en los pacientes con niveles elevados de SERPINA

El.

1.3. Desarrollo del nivel de SERPINA E1 como marcador prondstico

En el estudio prospectivo observamos una tendencia cercana a la significaciéon que indicaba que el
nivel de SERPINA E1 era un factor de riesgo independiente para la supervivencia (p=0.057). Esta
observacién se confirmé al realizar el analisis en una cohorte mayor de pacientes incluidos en TCGA
(n=507), en el que el nivel de SERPINA E1 aparecié como factor pronéstico independiente relacionado
con la supervivencia global de los pacientes con CECC (p=0.027). Estos resultados indican que el nivel
de SERPINA E1 con independencia de otras variables clinicopatologicas, correlaciona con la
supervivencia de los pacientes y por tanto, nos da informacién adicional sobre la probable evolucion

clinica del paciente.

Estudios previos de otros grupos identificaron el nivel de SERPINA E1 como factor prondstico de la
supervivencia en pacientes con CECC pero no de manera independiente a otras variables clinico-
patoldgicas, ya que aplicaron un modelo de regresidn univariado (137,140,141). En nuestros analisis,
tanto en el estudio prospectivo como en el estudio basado en TCGA, aplicamos un modelo de regresion
multivariado en el que se tuvo en cuenta la posible influencia de otras variables clinico-patoldgicas
(tamafio del tumor primario, afectacidon ganglionar, sexo y edad) cuando analizamos la relacion del

nivel de SERPINA E1 con la supervivencia de los pacientes.

Nuestros resultados también indican que el nivel de SERPINA E1 es un factor prondstico
independiente relacionado con la SLP en los pacientes con CECC. Por tanto, la determinacién del nivel
de SERPINA E1 en tumor primario de los pacientes con CECC antes de iniciar el tratamiento, permitiria
identificar a aquellos pacientes con mayor riesgo de sufrir una recidiva del tumor primario y/o
aparicion de metdstasis. Ademads, el nivel de SERPINA E1 se mantuvo como factor prondstico
independiente de la SLP cuando se analizé en el subgrupo de pacientes con CECC tratados con

radioterapia o con quimio-radioterapia en el estudio prospectivo (p=0.043).

En base a estos resultados, el nivel de SERPINA E1 podria utilizarse no sélo como factor prondstico
sino también para tomar decisiones relacionadas con la seleccién del tratamiento mas adecuado en
pacientes con CECC tratados con radioterapia o con quimio-radioterapia. La determinacion de los
niveles de SERPINA E1 en biopsias tumorales pre-tratamiento, podria ayudar a identificar a aquellos
pacientes que fueran a obtener un beneficio clinico del tratamiento genotdxico conservador (quimio-
radioterapia o radioterapia) y distinguirlos de aquellos pacientes con escasa probabilidad de respuesta,
de modo que estos ultimos podrian ser tratados desde el inicio con cirugia, o bien ser candidatos a un

tratamiento alternativo.
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El nivel de SERPINA E1 también ha mostrado ser un factor prondstico independiente de la
supervivencia de los pacientes en otros tipos de cadncer como el colorectal (163), el de ovario (164) y
el géstrico (165).

En cancer de mama, diversos estudios retrospectivos y prospectivos muestran que niveles elevados
de SERPINA E1 y uPA son potentes predictores, estadisticamente independientes, asociados a
prondstico desfavorable (166). Ademas, en pacientes con cancer de mama sin metdstasis ganglionar,
las pacientes con un nivel elevado de uPA/SERPINA E1 en el tumor primario presentaron mayor
beneficio de la quimioterapia adyuvante que las pacientes con niveles bajos. De esta manera, la
determinacidn de los niveles de uPA y SERPINA E1 permitiria estratificar a las pacientes que serian
candidatas a un tratamiento con quimioterapia adyuvante y terapia endocrina (pacientes con niveles
elevados de uPA y SERPINA E1) de las que sélo se tratarian con terapia endocrina (pacientes con niveles
bajos de uPA y SERPINA E1), evitando asi los efectos secundarios perjudiciales de la quimioterapia
adyuvante (167). A pesar de que todos estos resultados han sido validados clinicamente mediante
diversos estudios prospectivos con muestras independientes de pacientes con elevados tamaiios
muestrales, el nivel de SERPINA E1 no estd introducido actualmente en los protocolos de la préctica
clinica, habiéndose realizado dos estudios clinicos basados en el nivel de evidencia tipo | (ensayos

clinicos controlados y aleatorizados disefiados de forma apropiada) (166).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo de tesis a partir de muestras de pacientes con CECC,
junto con los descritos para otros tipos tumorales, indican que SERPINA E1 contribuye a la agresividad
de las células tumorales durante el proceso de progresidon tumoral y disminuye la respuesta frente a
los tratamientos genotoxicos y de radiacidon. Por tanto, SERPINA E1 constituye una buena proteina
candidata para ser introducida, tras las correspondientes validaciones, en la practica clinica como
factor prondstico independiente en pacientes con CECC ya que aportaria informacidn adicional sobre
la evolucidn clinica del paciente. Ademas, el nivel de SERPINA E1 también permitiria identificar grupos
de pacientes candidatos a un tratamiento alternativo a la quimioterapia actual, para mejorar su
repuesta al tratamiento, o disminuir los efectos secundarios de toxicidad de la terapia en aquellos

grupos de pacientes que no necesiten de un tratamiento adicional.

Antes de iniciar los estudios para comprobar la validez de SERPINA E1 como factor prondstico en
pacientes con CECC, seria necesario realizar mas estudios prospectivos independientes para confirmar
la utilidad clinica de SERPINA E1, asi como determinar la sensibilidad y especificidad de dicha proteina
como factor prondstico independiente en pacientes con CECC. La realizacion de estudios
independientes adicionales también seria necesaria para poder establecer un valor umbral
optimizado, validado y estandarizado que permitiera distinguir entre aquellos pacientes con niveles
elevados de SERPINA E1 de aquellos con niveles bajos, tanto a nivel de proteina como de RNA

mensajero.
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2. SERPINA E1 INFLUYE EN LA CAPACIDAD DE MIGRACION, DE PROLIFERACION
Y DE RESISTENCIA A LA MUERTE INDUCIDA POR CISPLATINO EN CELULAS DE
CECC

Tras haber analizado en muestras de pacientes con CECC el nivel de SERPINA E1 y encontrar una
asociacién con la evolucidn clinica de los pacientes (a mayor nivel de SERPINA E1, menor supervivencia
libre de progresion y mayor riesgo de recidiva local y metastatica), nuestro siguiente objetivo era
determinar si SERPINA E1 estaba implicada causalmente en conferir mayor agresividad a las células
tumorales de CECC, asi como el posible mecanismo mediante el cual llevaria a cabo dicha funcién. Para
ello, tras sobre-expresar o infra-expresar SERPINA E1 en lineas celulares de CECC, se realizaron
diferentes ensayos funcionales in vitro. Ademas, se analiz6 el estado de activaciéon de la via PI3K/Akt
en las lineas celulares con diferente nivel de expresiéon de SERPINA E1, asi como su implicacion en los

diferentes ensayos funcionales.

Nuestros resultados in vitro muestran una relacion directa entre niveles de SERPINA E1 y activacion
de Akt (medido como niveles de Akt fosforilado, p-Akt) en células de CECC. La sobre-expresion de
SERPINA E1 aumenta los niveles de p-Akt, mientras que la infra-expresién provoca el efecto contrario.
Ademas, el tratamiento de las células de CECC con un inhibidor de SERPINA E1 provoca un descenso

en los niveles de p-Akt, confirmando la relacién directa entre SERPINA E1 y activacion de Akt.

No existen estudios previos al nuestro sobre la relacién entre SERPINA E1 y Akt en células de CECC.
En el mismo sentido que nuestros resultados in vitro, otros autores observaron en células de cancer
de pulmdn no microcitico, una mayor activacién de Akt tras irradiarlas y la mediacidn de esta activacién
por SERPINA E1, de manera que el nivel de p-Akt aumentaba cuando afiadian SERPINA E1 exdgena y
disminuia si las células eran tratadas con un inhibidor de SERPINA E1. En ese estudio observaron
también que la sobre-expresiéon de SERPINA E1 mediaba la transicidon epitelio-mesénquima (TEM)
inducida por la radiacién, aumentando la capacidad de migracion de las células y la expresion de
marcadores mesenquimales (168). En otro trabajo, detectaron in vitro una mayor activacion de Akt en
células de fibrosarcoma en comparacidn con células de fibrosarcoma deficientes en la expresion de
SERPINA E1 (169). En ambos estudios se relaciona SERPINA E1 con mayor activacion a Akt y con un
fenotipo mas mesenquimal, ya sea porque las células tumorales sufren una TEM tras la radiacion
(estudio con células de pulmdén no microciticas) o porque son de origen mesenquimal (estudio con
células de fibrosarcoma).

En otro estudio de microarrays de proteinas en muestras de tumor primario de pacientes con
cancer de mama, se observd una asociacion positiva entre niveles de SERPINA E1 y varias proteinas de
la via PI3K/Akt (170). De nuevo, en muestras de tumor primario en pacientes, se observa una relacion

entre la expresion de SERPINA E1 vy la activacidn de la via PI3K/Akt.
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En cambio, en células no tumorales la expresidon de SERPINA E1 correlaciona negativamente con la
activacion de Akt. Asi, el bloqueo de SERPINA E1 en fibroblastos humanos en cultivo, induce una
activacion sostenida de la via PI3K/Akt (171). También, la adicion exdgena de SERPINA E1 a células

endoteliales deficientes en SERPINA E1, redujo la activacion de la via PI3K/Akt (172).

Estos resultados indican, en primer lugar que SERPINA E1 regula la via PI3K/Akt, y en segundo lugar,
que el efecto inductor o represor de SERPINA E1 sobre dicha via depende de si se trata o no de células
tumorales. De hecho, la via PI3K/Akt se encuentra alterada en un gran nimero de tipos de cancer
(173), incluido el CECC donde se produce una ganancia de funcién de la via que controla importantes
procesos celulares como el metabolismo, la reorganizacion del citoesqueleto, la proliferacién, la

apoptosis, el crecimiento celular y la supervivencia (174).

En cualquier caso, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis muestran un relacién causal
entre el aumento de SERPINA E1 vy el nivel de activacidon de la via PI3K/Akt en células de CECC, que
también se observa en otros tipos tumorales como cancer de mama, cancer de pulmén no microcitico

y fibrosarcoma.

A continuacidn se desarrollard en cada apartado el efecto funcional que tiene SERPINA E1 sobre las

células tumorales de CECCYy la posible implicacion de la via PI3K/Akt en dichos procesos.

2.1. SERPINA E1 estimula la migracion de las células de CECC a través de la activacion
de Akt

Nuestros resultados in vitro con células de CECC muestran que SERPINA E1 contribuye a la
migracion mediante la activacidn de la via PI3K/Akt. La sobre-expresion de SERPINA E1 aumento la
capacidad de migracién de las células de CECC mientras que su infra-expresion provoco el efecto
contrario. Ademas, el bloqueo de la via PI3K/Akt mediante un inhibidor de la activacidén de Akt, revirtié

el efecto pro-migracion inducido por SERPINA E1 en las células de CECC.

La implicacidon de SERPINA E1 en la migracion ha sido estudiado in vitro en células de otros tipos
tumorales pero no en células de CECC. De modo similar a nuestros resultados, en células de cancer de
mama, varios grupos mostraron que la reduccion de los niveles de SERPINA E1 provoca una
disminucién en la migracion de las células tumorales (175,176). En otros trabajos se observd que la
exposicién a SERPINA E1 exdgena estimula la capacidad de migracion de las células de cancer de colon
(177), y en células de cancer de tiroides diferenciado, la infra-expresién de SERPINA E1 disminuye la
migracion celular (178). Por ultimo, en células de melanoma, SERPINA E1 estimula la migracién celular

compitiendo con uPA/uPAR por la unién a vitronectina (179).

Por otro lado, en queratinocitos no transformados se observd que SERPINA E1 es uno de los
principales genes cuya expresion aumenta cuando son estimulados con TGF-B en ausencia de suero,

sufriendo, en estas condiciones, una transicion epitelio-mesénquima y un aumento de su motilidad
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celular (180,181). De modo similar, la estimulacién in vitro de queratinocitos transformados (mutados
en p53 y con expresion de Ha-ras) con TGF-B1 + EGF en ausencia de suero, induce un aumento de la
expresion de SERPINA E1, asociada a cambios morfoldgicos, aumento de motilidad, aumento de la
expresion de marcadores mesenquimales y disminucion de marcadores epiteliales (182,183). En
cambio, la inhibicidn de la expresiéon de SERPINA E1 en estos mismos queratinocitos transformados,

disminuye la migracién inducida por TGF-B1 + EGF (182).

Por tanto, los estudios previos con células tumorales, que han sufrido un proceso de transformacién
neoplasica y cuya via PI3K/Akt se encuentra probablemente alterada, asi como los estudios con células
no tumorales a las que se les ha inducido una TEM, son consistentes con nuestros hallazgos en células
de CECC en los que sobre-expresamos SERPINA E1. En cualquier caso, el conjunto de estos resultados

indica que elaumento en la expresién de SERPINA E1 contribuye a aumentar la motilidad de las células.

En relacion con las vias de senalizacidn a través de las cuales SERPINA E1 mediaria su efecto pro-
migracion, nuestros resultados muestran que SERPINA E1 estimula la migracién de las células de CECC
a través de la activacion de Akt. El tratamiento de las células con un inhibidor de la activacién de Akt
revierte el efecto pro-migracién inducido por SERPINA E1. En multiples estudios con células tumorales
se ha observado que la via PI3K/Akt esta implicada en procesos de migracion e invasidn, pero en

ninguno relacionan la regulacién de dicha via con SERPINA E1 (184).

En varios estudios con células de CECC y con otros tipos tumorales in vitro, se ha descrito que
factores inductores de la TEM provocan un aumento de la migracion mediada por la activacion de la
via PI3K/Akt. La sefializaciéon mediada por PI3K/Akt fue necesaria para aumentar la motilidad celulary
activar una TEM en células de CECC estimuladas con TGFB, TNFa y PDGF-D (185). Otros autores
también han descrito que factores inductores de TEM, como Twist y Snail, provocan un aumento de la

migracion mediada por la activacion de Akt en células de cancer de mama (186) y de prdstata (187).

Como se ha expuesto anteriormente, numerosos estudios relacionan la adquisicion de un fenotipo
mesenquimal en células tumorales, caracterizado por un tipo de migracién individual, con la activacién
de la via Akt. Por otro lado, otros estudios relacionan la adquisicién de ese mismo fenotipo con el
aumento en la expresién de SERPINA E1. En base a estos hechos y a los resultados obtenidos en
nuestro trabajo, proponemos que el aumento de SERPINA E1 ya sea como consecuencia del proceso
de transformacion neoplasica o de la TEM, contribuye a aumentar la motilidad de las células, sean

transformadas o no, a través de la activacidon de la via PI3K/Akt.

En un futuro seria interesante evaluar dicha hipdtesis estudiando las posibles interacciones y/o vias
de sefalizacion que conectaran, directa o indirectamente, SERPINA E1 con la estimulacién de la

migracion mediada por la activacion de Akt en las células de CECC.
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2.2. SERPINA E1 reduce la proliferacion en las células de CECC

Nuestros resultados muestran que SERPINA E1 disminuye la proliferacién en células de CECC. Hasta
ahora no se habia descrito un efecto anti-proliferativo de SERPINA E1 en células de CECC pero diversos
estudios en otros tipos celulares muestran una relacién entre niveles de SERPINA E1 y disminucion de

la proliferacion.

La estimulacién de queratinocitos humanos con TGF-B en ausencia de suero, produjo un aumento
en la expresién de SERPINA E1 y una disminucidn de la proliferacion asociados a la induccion de TEM
(180). De la misma manera, la estimulacion con TGF-B y EGF de queratinocitos transformados con Ha-
ras y portadores de una mutacién en p53, aumenta la expresion de SERPINA E1 y disminuye su
proliferacién (182). Por ultimo, en células de melanoma observaron que las células menos
proliferativas, asociadas a un fenotipo invasivo y con mayor capacidad de migracion, sobre-expresan

SERPINA E1 y otros genes asociados a la regulacion mediada por TGF-f3 (188).

Por otro lado, la exposicién in vitro de células de cancer de mama a SERPINA E1 exdgena no produjo
ningun efecto sobre su proliferacién o migracién (189). Una posible explicacién de los resultados
obtenidos en este estudio a diferencia de en el nuestro, podria deberse al uso de una exposicion
puntual y transitoria de las células de cdncer de mama a SERPINA E1 exdgena, mientras que en nuestro
modelo la sobre-expresion enddgena de SERPINA E1 es constitutiva, lo que podria activar vias de

sefializacion distintas.

De modo consistente con nuestros resultados, otros autores han descrito una relacidon funcional
opuesta entre migracion y proliferacion, lo que se justifica debido a la incompatibilidad entre los
cambios morfoldgicos que sufre una célula durante el proceso de migracién, como la reorganizacion
del citoesqueleto, y los relacionados con la proliferacion y la divisidn celular. Este concepto, que se ha
definido “Go or Growth” (190,191), ha sido ya decrito en CECC pero mediado por otras proteinas
diferentes a SERPINA E1 (191). También ha sido descrito en otros tipos tumorales como cancer de

mama (192), glioma (193-195) o glioblastoma (196).

En definitiva, nuestros resultados indican que el aumento de la expresidn de SERPINA E1 disminuye
la proliferacion de las células de CECC, posiblemente como consecuencia de que las células adquieren

un fenotipo mas migratorio, y estan de acuerdo con hallazgos previos en otros tipos tumorales.

2.3. SERPINA E1 inhibe la apoptosis inducida por cisplatino en células de CECC a través
de la activacion de la via PI3K/Akt
Nuestros resultados muestran que SERPINA E1 disminuye la apoptosis inducida por cisplatino en

células de CECC y que este efecto esta mediado por la activacion de Akt.

En este trabajo de tesis se describe por primera vez el efecto anti-apoptdtico de SERPINA E1 en

células de CECC, aunque ya habia sido descrito para esta proteina en otros tipos tumorales. Estudios
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publicados anteriormente muestran que la infra-expresion de SERPINA E1 enddgena con siRNA en
lineas celulares de cancer de pulmén, de adenorcarcinoma de mama, de fribrosarcoma y de carcinoma
de colon, confiere una mayor sensibilidad a la apoptosis espontanea (197). De modo similar, se ha
decrito que la adicién de SERPINA E1 exdgena a células de carcinoma de préstata, de mama o de
leucemia disminuye la apoptosis espontanea y la inducida por camptotecina (198). En otro estudio in
vitro con células de cdncer de pulmdén no microcitico, SERPINA E1 fue identificada como el factor
secretado responsable de conferir resistencia a la apoptosis inducida por la radiacidn (168). Por ultimo,
la infra-expresion de SERPINA E1 en células de fibrosarcoma murino confiere sensibilidad a la apoptosis
inducida por etopdsido, de modo que la resistencia inducida por SERPINA E1 se asocia con la activacion

de Akt (199).

En nuestros estudios in vitro, analizamos la apoptosis inducida por cisplatino, un compuesto
quimioterapico que se utiliza como tratamiento de los pacientes con CECC. No estudiamos la apoptosis
espontanea debido a que las células UM-SCC-74B y 74BserpElup no entraban en apoptosis cuando se
les privaba de nutrientes. Nuestros resultados con células de CECC muestran que el efecto anti-
apoptético estimulado por SERPINA E1 esta mediado por la activaciéon de Akt, ya que el menor
porcentaje de células apoptdticas detectado en la linea que sobre-expresa SERPINA E1 en comparacion
con la linea parental cuando ambas son tratadas con cisplatino, se iguala al de la linea parental cuando

la linea que sobre-expresa SERPINA E1 se trata con un inhibidor de Akt.

Apenas existen estudios que traten sobre los mecanismos que relacionen los niveles de SERPINA
E1 con la apoptosis en células tumorales. En un trabajo realizado con células de fibrosarcoma, cancer
de pulmodn, adenocarcinoma de mama y cancer de colon, observaron que SERPINA E1 aumentaba la
resistencia de las células a la apoptosis espontanea mediante el bloqueo de la via Fas/FasL y mediante
otros mecanismos independientes de Fas/FasL no identificados (197). En células de cancer de pulmdn
no microcitico, SERPINA E1 dotaba de resistencia a la apoptosis inducida por la radiacién a través de la
activacion de Akt, ERK1/2 y la inhibicion de caspasa 3 (168). Finalmente, en células de fibrosarcoma
murino, se observd que un nivel mas elevado de SERPINA E1 reducia la apoptosis inducida por

etopdsido y que esta reduccion disminuia cuando se trataban las células con un inhibidor de Akt (169).

En células no tumorales se han analizado los mecanismos que conectan SERPINA E1 y la apoptosis.
En fibroblastos (200) y en neutrdfilos (201), SERPINA E1 inhibié la apoptosis espontanea a través de la
activacion de Akt. En cambio, en células endoteliales, se observé tanto que SERPINA E1 protegia a la
células de la apoptosis espontanea a través del bloqueo de la via Fas/FasL (202), como que SERPINA

E1 inducia la apoptosis espontanea al disminuir los niveles de Akt activado (172).

En su conjunto, todos estos resultados obtenidos tanto en células tumorales como no tumorales,
indican que la modificacidén de los niveles de expresidon de SERPINA E1 influye en la apoptosis celular,

y que el efecto pro- o anti-apoptético de SERPINA E1 varia en funcidn del tipo celular y la presencia
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previa de alteraciones en vias especificas (frecuentes en células tumorales, como consecuencia de la
adquisicion de mutaciones por su elevada inestabilidad genética). Concretamente, diferentes estudios
en células tumorales asi como nuestros resultados, indican que SERPINA E1 inhibe la apoptosis
inducida por diferentes fdrmacos a través de la activacién de Akt, mientras que otros estudios indican
qgue SERPINA E1 inhibe la apoptosis espontanea a través del bloqueo de Fas/FasL y de otros
mecanismos independientes. En este contexto, seria interesante analizar si el efecto anti-apoptético
de SERPINA E1 observado en células tumorales estd regulado por diferentes vias en funcion de si se
trata de apoptosis inducida por genotdxicos (mediada por PI3K/Akt) o apoptosis espontanea (mediada
por Fas/FasL), o bien, si ambas vias participan en los dos tipos de apoptosis, en cuya regulacién esta

implicada SERPINA E1.

Ademas, la funcidn anti-apoptética de SERPINA E1 observada en nuestros estudios in vitro en
células de CECC, asi como en otros estudios con otros tipos tumorales, explicarian nuestros hallazgos
en muestras de pacientes, en los que el mayor nivel de expresién de SERPINA E1 a nivel de tumor
primario, se asocié con mayor probabilidad de recidiva local y metastatica. En el mismo sentido, el
mayor nivel de SERPINA E1 aparecié como un factor prondstico independiente relacionado con la
menor supervivencia libre de progresidon en el subgrupo de pacientes tratados con radioterapia o
radio-quimioterapia en nuestro estudio prospectivo con muestras de pacientes con CECC. En este
contexto, SERPINA E1 disminuiria el efecto de la quimio y/o radioterapia sobre las células tumorales,
al inhibir la apoptosis inducida por los dos tipos de tratamiento, lo que contribuiria a la reaparicién del

tumor.

En definitiva, los resultados obtenidos de los estudios in vitro en este trabajo de tesis donde se ha
analizado la implicacién de SERPINA E1 a nivel funcional en células de CECC apuntan en el mismo
sentido. SERPINA E1 estimula la migracién y aumenta la resistencia a la apoptosis inducida por
cisplatino en células de CECC mediante la activacion de la via PI3K/Akt. A su vez, SERPINA E1 disminuye
la proliferacién de las células, debido posiblemente a la incompatibilidad de que una célula se divida
mientras estd migrando (reorganizacién diferencial del citoesqueleto) (Figura 78). Estos resultados
concuerdan con nuestros resultados obtenidos de los estudios con muestras de pacientes con CECC,
en los que elevados niveles de expresion de SERPINA E1 se asocian con un prondstico desfavorable y
una peor respuesta al tratamiento de los pacientes, posiblemente debido a que SERPINA E1 dota de
mayor agresividad a la células tumorales, por un lado al estimular la migracién y por otro, al inhibir la

apoptosis inducida por el tratamiento quimio-radioterapico.
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Figura 78. Esquema representativo de los resultados obtenidos en nuestros experimentos in vitro con lineas celulares de
CECC (lineas continuas) y su posible relacién con otros procesos (lineas discontinuas).

3. PAPEL DE SERPINA E1 EN LA AGRESIVIDAD TUMORAL EN UN MODELO
ORTOTOPICO DE CECC

Tras estudiar la asociacion de SERPINA E1 con la agresividad tumoral y la respuesta de los pacientes
con CECC al tratamiento, analizamos, en un modelo in vitro con células de CECC el efecto a nivel
funcional de la sobre- o infra-expresién de SERPINA E1 con el objetivo de estudiar los mecanismos por
los que SERPINA E1 podria contribuir a la mayor agresividad de las células tumorales. Como
consecuencia de las limitaciones que presentan los modelos experimentales in vitro para estudiar
procesos como invasion y diseminaciéon metastatica, desarrollamos un modelo murino ortotdpico de

CECC.

Durante el desarrollo del modelo murino de CECC, el uso inicial de un modelo de implantacién
subcutdnea de las células tumorales nos permitié evaluar la capacidad tumorogénica in vivo de las
lineas celulares asi como las caracteristicas histolégicas de los tumores generados. Debido a las
limitaciones de este modelo para estudiar la capacidad invasiva y metastatica de las lineas celulares

(149,151), decidimos desarrollar un modelo ortotdpico de CECC.

El modelo ortotdpico de CECC desarrollado durante la realizacién de esta tesis doctoral consistid
en la inoculacion de células de CECC en la lengua de ratones inmunodeprimidos, una de las
localizaciones mas frecuentes donde se origina el tumor en pacientes con cancer oral (3). En otros
estudios realizados previamente, el uso de este modelo ortotépico en lengua ha permitido estudiar el
potencial invasivo y metastatico de las células de CECC debido a que recapitula la progresion tumoral
que tiene lugar en pacientes con CECC (203-206). Ademads, con el obejtivo de mejorar nuestro modelo

ortotdpico, transducimos las células de CECC con una construccion lentiviral con actividad luciferasa,

147



DISCUSION

lo que nos permitid el seguimiento, a través de la emisién de luminiscencia, de las células tumorales

en los ratones durante el transcurso de cada experimento.

Durante el desarrollo del modelo ortotdpico de CECC realizamos dos experimentos, cada uno con
una cepa de ratén con diferente grado de inmunodepresion (Swiss nude y NOD/SCID). Cuando
comparamos los resultados de ambos experimentos, observamos que el uso de una cepa mas
inmunodeprimida (NOD/SCID) aumentaba la capacidad de diseminacion de las células tumorales a
ganglios cervicales en dos de las tres lineas celulares analizadas, la localizacién en la que metastatizan

con mayor frecuencia las células de CECC en pacientes (2).

Una vez desarrollado el modelo ortotépico de CECC, nos planteamos analizar la implicacién de
SERPINA E1 en el crecimiento y diseminacidon metastdatica de las células de CECC. En base a nuestros
resultados obtenidos durante el desarrollo del modelo ortotdpico con las dos cepas de ratén con
diferente grado de inmunodepresién, y con el objetivo de mejorar el modelo ortotdpico y poder
comparar el crecimiento in vivo y la capacidad de diseminacién metastatica de dos lineas celulares con
diferente nivel de expresiéon de SERPINA E1, se realizé un experimento utilizando una cepa de ratén

mas inmunodeprimida que las dos anteriores, la cepa NSG.

Aunque la cepa de ratén mas utilizada en los modelos ortotdpicos de CECC es la cepa Swiss nude
(143), en los ultimos afios ha aumentado el uso de cepas de ratén mas inmunodeprimidas (SCID,

NOD/SCID y NSG) en los modelos ortotépicos de CECC (205-209).

El uso del modelo ortotépico de CECC con la cepa NSG en el que implantamos una linea de CECC
con sobre-expresion de SERPINA E1 y su correspondiente linea parental, asi como el establecimiento
de las mismas condiciones experimentales (nimero de células inyectadas, localizacion, tipo y tiempo
de la reseccién, tiempo de sacrificio) en el grupo de ratones implantados con una u otra linea celular,
nos permitié poder comparar el crecimiento tumoral y la diseminaciéon metastatica de las células de
CECC con diferente nivel de expresion de SERPINA E1. Durante el desarrollo del modelo ortotdpico de
CECC con las cepas Swiss nude y NOD/SCID, se incluyé también en los experimentos la linea con sobre-
expresion de SERPINA E1 y su correspondiente linea parental. El objetivo de estos experimentos fue
exploratorio, de manera que los resultados no fueron comparables debido a que las condiciones
experimentales (tiempo de reseccion, tipo de reseccion, tiempo de sacrificio) fueron diferentes en el

grupo de ratones implantados con una y otra linea.

A continuacidn se discutira en detalle la implicacién de SERPINA E1 en el crecimiento del tumor
primario, en la capacidad de generar metastasis ganglionares y en la capacidad de generar metdstasis
a distancia, en base a los resultados obtenidos a partir del uso del modelo ortotépico de CECC con

ratones NSG.
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3.1. SERPINA E1 aumenta la invasividad, la proporcién de estroma y la resistencia a
apoptosis del tumor primario

Nuestros resultados obtenidos con biopsias de pacientes con CECC, muestran que el nivel de
SERPINA E1 en las células tumorales a nivel de tumor primario tiene valor prondstico y predictivo de
la respuesta al tratamiento de los pacientes con CECC. Concretamente, observamos que los pacientes
con tumores primarios con mayor nivel de expresion de SERPINA E1 presentaban mayor riesgo de
sufrir recidivas locales y metastaticas. En este contexto, nos planteamos si SERPINA E1 podria alterar
las caracteristicas fenotipicas del tumor primario contribuyendo a la agresividad de las células
tumorales, por lo que analizamos el fenotipo mostrado por los tumores primarios generados por la
linea con sobre-expresién de SERPINA E1 o por la linea parental en el modelo ortotdpico con ratones
NSG. Los tumores generados por la linea con mayor expresién de SERPINA E1 presentaron un
crecimiento mas invasivo, mayor proporcion de estroma y menor nimero de células apoptéticas

cuando se comparé con los tumores generados por la linea con menor expresién de SERPINA E1.

Nuestros resultados muestran que las células que sobre-expresan SERPINA E1 generan tumores
primarios con un crecimiento mas invasivo. En concreto, SERPINA E1 aumenta la presencia de tumor
budding en el frente invasivo de los tumores, un tipo de crecimiento invasivo que en pacientes con
CECC se ha establecido como un factor prondstico independiente, que se asocia con un aumento del

riesgo de desarrollar metastasis ganglionar y a distancia (87,88).

Nuestros resultados son consistentes con los observados en tumores de pacientes con carcinoma
oral, en los que la expresién de SERPINA E1 aumenta durante la progresidon tumoral, relacionandose
con el aumento del potencial invasivo de las células. Estudios previos muestran que en las areas sin
alteraciones histoldgicas, el nivel de expresion de SERPINA E1 es bajo en comparacion con las areas
con displasia, en las que aumenta la expresiéon de SERPINA E1 que se concentra en islas de células
situadas en el margen del tumor, y en el caso de los carcinomas invasivos, la expresion de SERPINA E1
se extiende también a las células de los bordes tumorales (135,138) . En otro estudio con muestras de
pacientes con carcinoma oral, el nivel de expresidn de SERPINA E1 en el frente invasivo del tumor
primario correlacioné con la presencia de metdstasis ganglionar y la presencia de extension

extracapsular (157).

En estudios con pacientes de otros tipos tumorales también se han descrito resultados que apoyan
nuestros hallazgos. En tumores pimarios de pacientes con carcinoma de cérvix, el nivel de expresion
de SERPINA E1 correlacioné con el grado de invasividad del tumor, de manera que los tumores con
mayor grado de invasidon expresaron mayores niveles de SERPINA E1 (210). En tumores de cancer
colorectal, SERPINA E1 era uno de los genes sobre-expresados en las células que formaban tumor
budding en el frente invasivo del tumor cuando se comparaba con el perfil de expresidn de las células

localizadas en la zona central del tumor primario (211).
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En el mismo sentido que los resultados que hemos obtenidos en el modelo in vivo, en estudios in
vitro mediante ensayos de invasion en matrigel con diferentes tipos de células tumorales, se observd
que SERPINA E1 estimulaba el fenotipo invasivo en las células tumorales. En células de carcinoma
nasofaringeo, la disminucidon de su capacidad invasiva estaba mediada por la infra-expresiéon de
SERPINA E1 (159). En células de cancer de pulmén, el bloqueo de SERPINA E1 mediante el tratamiento
con un anticuerpo anti-SERPINA E1, redujo la invasién de las células tumorales de manera dosis-
dependiente (212). De la misma manera que en el estudio anterior, en células de fibrosarcoma y de
melanoma, el bloqueo de SERPINA E1 mediante anticuerpos especificos inhibié la capacidad invasiva

de las células tumorales (213).

Ademads de nuestro estudio, no se han realizado estudios con modelos ortotépicos in vivo en
relacion con SERPINA E1 y la capacidad invasiva de las células tumorales a nivel de tumor primario. En
estudios donde analizaron la invasividad de los tumores subcutdneos implantados en ratones
inmunodepremidos, observaron que el uso de ratones deficientes en la expresién de SERPINA E1
reducia la capacidad invasiva en células de carcinoma cutaneo (214) y en queratinocitos transformados
(215). En otro modelo subcutaneo con queratinocitos trasnformados, la concentracién de SERPINA E1
en el estroma del tumor fue critica para el crecimiento y la invasividad tumoral, de manera que el uso
de ratones transgénicos con sobre-expresién de SERPINA E1 asi como de ratones deficientes en la
expresion de SERPINA E1, disminuyd la capacidad invasiva de las células tumorales cuando se
comparaba con la capacidad invasiva de los tumores subcutaneos generados en ratones con niveles
de SERPINA E1 similares a los fisioldgicos (216). En cualquier caso, los resultados de estos tres estudios
no son estrictamente comparables a los nuestros ya que, ademas de estudiar la capacidad invasiva a
nivel subcutdneo y no a nivel de tumor primario en un modelo ortotdpico, la infra-expresion o la sobre-
expresion de SERPINA E1 se produjo por manipulacién genética de todas las células del ratén, a
diferencia de en nuestro modelo ortotdpico en el que la sobre-expresién sélo se produjo a nivel de
células tumorales. En relacion con esto ultimo, diferentes estudios han mostrado que en pacientes con
CECC el aumento de expresion de SERPINA E1 en el tumor primario se produce principalmente a nivel
de células tumorales y no tanto en otras células del estroma (fibroblastos o células endoteliales)
(134,135,138,217). En otros tipos tumorales el aumento de la expresién de SERPINA E1 se produce
mas comunmente en células del estroma asociadas al tumor que en las propias células tumorales,
como es el caso del cancer de colon (218), de préstata (219) y de mama (220). En este sentido, nuestro
modelo ortotdpico se aproximaria mas a la patologia de los pacientes con CECC, por lo que seria mas
adecuado para estudiar los mecanismos mediante los cuales SERPINA E1 regula el crecimiento tumoral

y la diseminacién metastatica durante la progresién del CECC.

Nuestros resultados del modelo ortotépico en NSG son consistentes con los obtenidos en este

mismo trabajo de tesis en los estudios in vitro con células de CECC donde observamos que SERPINA E1
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estimulaba la migraciéon de las células tumorales, una capacidad esencial durante el proceso de
invasién. Ademas, en estudios con tumores primarios de carcinoma de cavidad oral y de lengua se
demostré una asociacion entre la presencia de tumor budding con el hecho de que las células hubieran
sufrido un proceso de TEM (221,222), lo que apoyaria el argumento planteado en el apartado de
discusion sobre los resultados in vitro, en el que sugerimos que el efecto pro-migracién de SERPINA E1

podria estar relacionado con la adquisicidn de un fenotipo mesenquimal.

Por tanto, el conjunto de nuestros resultados in vitro e in vivo indican que el aumento de la
expresion de SERPINA E1, promueve la invasividad de las células tumorales y esto podria relacionarse
con el peor pronéstico y el mayor riesgo de recidiva metastatica observado en los pacientes con niveles

elevados de SERPINA E1 a nivel de tumor primario.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que la sobre-expresién de SERPINA E1 aumenta la
proporcién de estroma en el tumor primario. Estudios in vitro, in vivo y en muestras de pacientes con
CECC, indican que el estroma puede contribuir a aumentar la invasividad y la resistencia a la apoptosis
de las células tumorales (83—86,223). En uno de los estudios que se describen, el aumento en la
proporcién de fibroblastos asociados a tumor (CAF) se asocié con mayor riesgo de recidiva y una
supervivencia mas corta de los pacientes con CECC (83). En otro, la implantacion de células de CECC
junto con CAF extraidos de pacientes, aumenté las metdstasis ganglionares y a pulmon en un modelo

ortotdpico de suelo de boca (223).

En pacientes con CECC no se ha estudiado el papel pronéstico del aumento de la proporcién de
estroma a nivel de tumor primario; no obstante, en otros tipos tumorales este factor, definido como
ratio tumor-estroma, se asocia con la supervivencia de los pacientes. En concreto, en cancer de mama
(79), de colon (80), de cérvix (81) y de eséfago (82) un ratio tumor-estroma reducido (mayor

proporcién de estroma en el tumor) se asocia con una menor supervivencia de los pacientes.

En base a nuestros resultados, proponemos que el aumento de la expresidn de SERPINA E1
estimularia el aumento de estroma en el tumor primario, lo que contribuiria a aumentar el potencial

invasivo y la agresividad de las células tumorales.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que SERPINA E1 disminuye el nimero de células de

CECC apoptdticas en el tumor primario.

A parte del nuestro, no existen estudios con modelos ortotdpicos in vivo donde se analice la
implicacion de SERPINA E1 en la apoptosis de las células tumorales. Nuestros resultados son
consistentes con los observados en modelos subcutdneos de otros tipos tumorales. En ratones
deficientes en la expresion de SERPINA E1 aumentd el numero de células apoptdticas en tumores
subcutaneos, derivados de la implantacion de células de fibrosarcoma murino (224). En el mismo

sentido, en un modelo de tumor subcutdneo derivado de células tumorales no microciticas de pulman,
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la administracién de SERPINA E1 a los ratones aumento la resistencia de los tumores subcutaneos a la
radiacion (168).

Ademas, diversos estudios en CECC y en otros tipos tumorales muestran que la interaccién de las
células tumorales con el estroma potencia la resistencia de las células tumorales a la apoptosis (225—
229). En este sentido, el aumento de la proporcidn de estroma inducido por sobre-expresién de
SERPINA E1 en nuestro modelo in vivo de CECC, podria explicar la menor apoptosis observada en las

células tumorales del tumor primario.

Nuestros resultados in vitro con células de CECC asi como multiples estudios in vitro con células de
otros tipos tumorales, apoyan nuestros hallazgos obtenidos a partir del modelo ortotépico en NSG y
muestran que SERPINA E1 reduce la apoptosis de las células tumorales tanto espontdnea como

inducida (168,197—199), como se ha expuesto en un apartado anterior.

Por tanto, el conjunto de nuestros resultados tanto in vitro como in vivo, apuntan a que SERPINA
E1l reduce la apoptosis de las células tumorales. Esto es consistente con los resultados que observamos
en nuestros estudios con pacientes con CECC, en los que niveles elevados de SERPINA E1 a nivel de
tumor primario se asocian con un mayor riesgo de recidiva local y metastatica y una peor respuesta al
tratamiento de los pacientes tratados con radioterapia o quimio-radioterapa. En este contexto,
proponemos que SERPINA E1 podria disminuir la respuesta al tratamiento de los pacientes al inhibir |a

apoptosis inducida por la radioterapia y la quimioterapia.

3.2. SERPINA E1 aumenta la diseminacidn a ganglios cervicales y |a tasa de crecimiento
de las metastasis ganglionares

Como se ha expuesto anteriormente, los ganglios regionales es la localizacion donde metastatizan
con mayor frecuencia los CECCs. Ademas, el niUmero y extension de ganglios infiltrados, asi como la
presencia de extensidon extracapsular, se utilizan para determinar el estadio tumoral de los pacientes

con CECC debido a que se asocian con la supervivencia de los pacientes.

El uso del modelo ortépico de CECC nos permitié comparar la capacidad de diseminacién a ganglios
de una linea con sobre-expresiéon de SERPINA E1 y de su correspondiente linea parental. Nuestros
resultados muestran que SERPINA E1 aumenta la diseminacidn a ganglios cervicales, de manera que la
proporcién de ratones con metdstasis ganglionar fue mayor en el grupo de ratones implantados con la
linea que sobre-expresa SERPINA E1. En nuestros resultados del modelo in vivo, SERPINA E1 también
aumento la tasa de crecimiento de las metdstasis ganglionares, desde el dia 18 de la implantacién

hasta el dia del sacrificio (dia 32/33).

En el mismo sentido que nuestros resultados, en un estudio con muestras de pacientes, el nivel de
expresion de SERPINA E1 en el frente invasivo de tumores de carcinoma oral correlacioné con la

presencia de ganglios infiltrados y con el estadio N en los pacientes (157). En otro estudio en tumores
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primarios de CECC, la SERPINA E1 constituyé uno de los genes con mayor capacidad predictiva de la
presencia de metastasis ganglionar en pacientes (230). De manera similar, en otro estudio SERPINA E1
fue uno de los genes sobre-expresados en los tumores primarios de CECC que generaron metdstasis

ganglionar en los pacientes cuando se compard con los tumores que no la generaron (231).

Tanto en nuestro estudio como en otros con pacientes con CECC, el nivel de expresidon de SERPINA
E1 no se asocié con el estadio N ni con la presencia de afectacion ganglionar en los pacientes en el
momento del diagnéstico. Uno de los motivos que justificarian estos resultados, aparentemente
inconsistentes con los obtenidos en nuestro modelo ortotdpico, es que la mayoria de los pacientes se
encuentran en estadios avanzados en el momento del diagnéstico, por lo que independientemente de
los niveles de expresion de SERPINA E1 a nivel de tumor primario, un porcentaje elevado de pacientes
ya presentan metdastasis ganglionar. El nivel de SERPINA E1, en cambio, se asocio con el riesgo de los
pacientes de desarrollar metastasis, tanto en nuestro estudio retrospectivo como en el prospectivo,
siendo un factor de riesgo independiente de la SLP de los pacientes. En este contexto, SERPINA E1
tendria un papel prondstico adicional al que aportan otros factores clinicopatoldgicos utilizados en la
practica clinica que incorporaria informacién relacionada con el riesgo de recidiva metastatica de los

pacientes.

A favor de nuestros resultados en el modelo in vivo en relacién con las metdstasis ganglionares, en
estudios con tumores primarios de carcinomas de lengua, suelo de boca, nasofaringe y cavida oral, un
mayor grado de tumor budding en tumor primario se asocia con la presencia de metdastasis ganglionar
en pacientes (88,221,222,232,233). En este sentido, el aumento de tumor budding inducido por la
sobre-expresion de SERPINA E1 en el frente invasivo del tumor primario, asociado a un patréon de
crecimiento mas invasivo, observado en nuestros resultados in vivo, podria explicar la mayor
diseminacién a ganglios mostrada por las células con sobre-expresién de SERPINA E1 también en

nuestro modelo in vivo.

Nuestros resultados en el modelo in vivo también son consistentes con los obtenidos con muestras
de pacientes con CECC, ya que los pacientes con niveles elevados de SERPINA E1 en tumor primario
presentaron mayor riesgo de recidiva metastatica y una menor supervivencia libre de progresion que
los pacientes con niveles bajos. Por tanto, nuestros resultados in vitro, in vivo y en muestras de
pacientes, van en el mismo sentido, y apuntan a que un mayor nivel de expresion de SERPINA E1
aumenta el potencial invasivo de las células tumorales lo que favoreceria su diseminacién a ganglios

cervicales.
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3.3. SERPINA E1 se asocia con un patrén de colonizacidon metastatica disperso y
estimula el crecimiento de las células tumorales en pulmén

Durante el diagnostico de CECC, sélo un 10% de los pacientes presentan metdastasis a distancia, es
decir, presencia de células tumorales en localizaciones alejadas del tumor primario, como el pulmén o
el higado (7). A pesar de su reducida frecuencia, la presencia de metdstasis a distancia es una factor
importante relacionado con la supervivencia de los pacientes, ya que el 88% no sobrevivirda mas de
doce meses (7). El uso de un modelo ortotépico metastatico de CECC durante la realizacidon de esta
tesis doctoral, nos ha permitido estudiar la implicacidn de SERPINA E1 en el desarrollo de metdstasis a

distancia.

Nuestros resultados muestran que la sobre-expresion de SERPINA E1 aumenta la capacidad de
generar focos metastaticos espacialmente dispersos durante la colonizacién del pulmdn. En concreto,
cuando se analizd el patrén de colonizacién de las células tumorales en el tejido pulmonar, el nimero
de niveles o planos de tejido con células tumorales fue significativamente mayor en los ratones
implantados con la linea con sobre-expresiéon de SERPINA E1 que en la parental. Por otra parte, la
sobre-expresion de SERPINA E1 estimuld la generacion de focos de un tamafio significicativamente
mayor en el pulmén (4rea de 0.08mm? o superior), que en un caso llegd a metastasis macroscdpica
(&rea superior a 1mm?) lo que implica la capacidad de generar vasos sanguineos. En relacién con las
metastasis hepaticas en nuestro modelo ortotépico de CECC, observamos que la sobre-expresion de
SERPINA E1 tiende a aumentar las metdstasis a higado. Concretamente, la linea con sobre-expresion
de SERPINA E1 generé focos tumorales en el higado en el 30% de los ratones implantados, mientras

gue en ninguno de los ratones implantados con la linea parental se observé metastasis hepatica.

A parte del nuestro, no existen estudios en modelos ortotdpicos de CECC en los que se evalle la
implicacion de SERPINA E1 en las metastasis a distancia. En el mismo sentido que nuestros resultados,
en un modelo murino de metdstasis espontanea a higado con células de carcinoma nasofaringeo, el
blogqueo de la expresion de SERPINA E1 redujo el nimero de focos tumorales hepdaticos (159). En
estudios con otros tipos tumorales en modelos murinos también se muestran resultados que apoyan
nuestros hallazgos. En un modelo ortotdpico de cancer de mama, la deficiencia de expresion de
SERPINA E1 redujo la frecuencia y el nUmero total de metdstasis en pulmon (234). En otro estudio con
células tumorales originadas a partir de células epiteliales de la retina, el uso de un modelo transgénico
deficiente en la expresion de SERPINA E1 disminuyd el nimero y la diseminacién de las metastasis a

cerebro (235).

A diferencia de nuestros resultados en el modelo in vivo y en contra del papel de mal prondstico
atribuido a SERPINA E1 observado en multiples tipos de cancer, en otros estudios con modelos in vivo
en tipos tumorales distintos observaron que el aumento de la expresién de SERPINA E1 reducia las

metadstasis a distancia. De este modo, en un modelo murino ortotépico de melanoma uveal, el
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tratamiento de los ratones con un vector adenoviral portador de un cDNA de SERPINA E1 redujo la
frecuencia de metastasis hepatica en los ratones (236). En un modelo subcutdneo de carcinoma de
prostata, el aumento de la expresién de SERPINA E1 en las células tumorales inhibié las metastasis
hepaticas y pulmonares en los ratones (237). El hecho de que estos dos estudios se centran en tipos
tumorales distintos al CECC, sugiere que SERPINA E1 podria regular de manera diferente Ia
diseminacion metastatica en otros tipos tumorales. Por otra parte, los modelos utilizados en ambos
estudios para evaluar la implicacién de SEPINA E1 en las metdstasis a distancia no son comparables a
nuestro modelo in vivo ortotdpico. En el estudio del modelo in vivo de melanoma uveal, el aumento
de expresidon de SERPINA E1 no se localiza Unicamente a nivel de células tumorales sino que también
se produce en todas las células del ratén, incluido el estroma tumoral. Por otro lado, en el modelo de
carcinoma de prostata, lainoculacion de las células tumorales es subcutdnea, siendo un tipo de modelo
generalmente poco adecuado para el estudio de la diseminacidon y metastasis de las células tumorales,
al no tener lugar los mismos procesos que a partir del crecimiento del tumor primario en el drgano en

el que se genera en pacientes.

Los resultados que hemos obtenido en el modelo in vivo de CECC son consistentes con los obtenidos
en nuestros ensayos in vitro con células de CECC, en los que la sobre-expresién de SERPINA E1 estimula
la migracién de las células tumorales, contribuyendo a su potencial invasivo. Este aumento del
potencial invasivo también se observa a nivel de tumor primario en el modelo in vivo, y podria
contribuir a generar la mayor dispersion de las células tumorales durante la colonizacidn del pulmén
gue hemos observado. A favor de este argumento, en tumores primarios de pacientes con carcinoma
laringeo, la intensidad de tumor budding correlaciond con la presencia de metdstasis a distancia en los
pacientes (238). Ademas, tanto in vitro como in vivo a nivel de tumor primario, observamos que
SERPINA E1 aumenta la resistencia a la apoptosis de las células tumorales. En este sentido, la inhibicion
de la apoptosis y el aumento de la invasividad en las células tumorales inducidos por SERPINA E1,
podria explicar la generacién de focos de mayor tamafio en pulmdén que hemos observado en el
modelo derivado de la linea que sobre-expresa SERPINA E1. En la figura 79 se resumen los principales
resultados obtenidos a partir del modelo ortotdpico en ratones NSG y su posible relacién con el efecto

funcional causado por SERPINA E1 en las células de CECC a partir de nuestros estudios in vitro.

155



DISCUSION

En tumor primario

I Capacidad de TProporcién de

invasion: aumento estroma 1
de tumor budding

En tumor primario

Porcentaje de células
apoptoticas

|

En ganglios cervicales ‘

En ganglios cervicales
1 Diseminacién: aumento del

. e Migracién Apoptosis Tasa de
numero de ratones con infiltracion ..
ganglionar ‘ ‘ crecimiento

En pulmén En pulmén
1 Capacidad de dispersion durante la Focos de mayor
colonizacién: aumento del nimero de tamaino (20,08mm?2)

niveles de tejido pulmonar con focos
tumorales

Figura 79. Esquema representativo de los resultados obtenidos en nuestros experimentos in vivo y su posible relacién con
el efecto de SERPINA E1 en células de CECC observados en nuestros estudios in vitro (Migracién y Apoptosis).

Por dltimo, nuestros resultados con muestras de pacientes con CECC son consistentes con los
hallazgos obtenidos en nuestro modelo in vivo, ya que los pacientes con expresidn elevada de SERPINA
E1 a nivel de tumor primario, presentan mas riesgo de recidiva metastatica y una SLP mas corta que
los pacientes con niveles bajos. En este sentido, el aumento de expresién de SERPINA E1 favoreceria
las metadstasis a distancia al promover la dispersién de las células tumorales durante la colonizacidon

pulmonar y al estimular el crecimiento de los focos tumorales en pulmadn.

En definitiva, el conjunto de resultados en este trabajo de tesis doctoral en muestras de pacientes
con CECC, en lineas celulares de CECC y en el modelo ortotépico metastatico de CECC, apuntan en el
mismo sentido: SERPINA E1 es un factor asociado a mal prondstico en pacientes con CECC que
contribuiria a la agresividad tumoral, potenciando la invasividad e inhibiendo la apoptosis en las células
tumorales. Ademas, SERPINA E1 también podria disminuir la respuesta de los pacientes con CECC a los
tratamientos quimio- o radioterapicos, debido posiblemente a que aumentaria la resistencia de las
células tumorales a la apoptosis inducida por agentes genotdxicos. Finalmente, se identificd SERPINA
E1 como factor prondstico independiente de las variables clinicopatoldgicas utilizadas en la practica

clinica en nuestro estudio con pacientes con CECC.

Por tanto, SERPINA E1 constituye una buena proteina candidata para ser introducida, tras los
correspondientes estudios confirmatorios y de validacidn, en la practica clinica como factor prondstico
independiente en pacientes con CECC, ya que aportaria informacién adicional sobre la evolucion clinica
del paciente. Asimismo, el nivel de SERPINA E1 también permitiria identificar grupos de pacientes
candidatos a un tratamiento alternativo a la quimioterapia actual, para mejorar su repuesta al
tratamiento, o disminuir los efectos secundarios de toxicidad de la terapia en aquellos grupos de

pacientes que no necesiten de un tratamiento adicional.
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VI. CONCLUSIONES

. La expresion de SERPINA E1 en tumor primario se asocia con un prondstico desfavorable en
pacientes con CECC. Los pacientes con niveles elevados de SERPINA E1 presentan una menor

supervivencia y un mayor riesgo de recidiva local y metastdtica que los pacientes con niveles bajos.

. SERPINA E1 es un marcador prondstico independiente de la supervivencia libre de progresién en
pacientes con CECC. El andlisis de los niveles de SERPINA E1 permite identificar un subgrupo de
pacientes tratados con radio o quimioradioterapia con escasa probabilidad de obtener beneficio de

dichos tratamientos.

. Enlos estudios in vitro, SERPINA E1 estimula la migraciéon y aumenta la resistencia de las células de
CECC a la muerte inducida por cisplatino a través de la activacion de la via PI3K/Akt.
. El modelo murino ortépico establecido en ratones NSG permite estudiar el tipo de crecimiento y la

capacidad de diseminacidon metastatica de las células de CECC.

. En el modelo ortotdpico con ratones NSG, laimplantacidn de una linea de CECC son sobre-expresién
de SERPINA E1 o de su correspondiente linea parental, ha permitido obtener las siguientes

conclusiones:

5.1. SERPINA E1 estimula la capacidad invasiva, aumenta la proporcion de estroma y disminuye la

apoptosis en el tumor primario.

5.2. SERPINA E1 aumenta el nimero de ratones con afectacién ganglionar y la tasa de crecimiento

de las metdstasis ganglionares.

5.3. La sobre-expresidon de SERPINA E1 estimula la dispersidn de las células tumorales durante la

colonizacion y aumenta la generacidn de focos metastaticos de mayor tamafio en el pulmén.
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ANEXO 1: Protocolo de supervisidn, correccion y criterios de punto y final

Para el seguimiento y la supervisién de los ratones durante la realizacién de los experimentos in
vivo, se utilizaron las plantillas incluidas en Anexo 1.1 y Anexo 1.2. Si alguno de los parametros
establecidos en el protocolo de supervisidon adjunto obtuvo una puntuacién de mas de 1 se incrementé
la frecuencia de supervisiéon. Cuando se detecté mucho sufrimiento en el animal, no comia o
presentaba cualquier parametro cualitativo, como es el caso de las automutilaciones, que superara los
criterios de bienestar que el resto de animales del grupo tenian, se eutanasié al ratén, aunque no

alcanzara la puntuacién maxima establecida en el procedimiento de supervision.

Se adoptd como criterio de punto y final a nivel individual la aparicién de indicios de sufrimiento en
el animal utilizando los criterios de puntuacidn incluidos en el protocolo de supervisién adjunto. Si la
puntuacion era de 3 o inferior se aumentd la frecuencia de supervisién, si la puntuacién era entre 4-5
se valord el tratamiento analgésico. En el caso de que la puntuacién alcanzara 6 o mas de 6 o si
cualquiera de los parametros establecidos obtuvo una puntuacién de 3, se sacrificé al animal

independientemente de la puntuacion global.

ANEXO 1.1: Pardmetros de evaluacion de tumores subcutaneos

1. Observacion animal.

LESI DMES B(TERNAS,.-"VDI:AIJZAUIjN ASPECTD GEMERAL YOL TUMOR
Secreciones Postura
. 5% 5% 5%
sl HO oculares nasales Anormal <% pesa pesa 7 pesa
3 0 0/1 01 01 1 2 3

2. Conducta enrespuesta a estimulos y peso del animal.

AGRESIVIDAD PASIVIDAD PERDIDA FESO
si HO si HO HORMAL =10 % 10%-20% = 20%
3 0 3 0 0 1 2 3
Puntuacion global: 0-24 Criterios del procedimiento:

0-3  Mormalidad aumentar frecuencia supervisian

Puntuacidn: 4-5  “alorartratamiento analgésico
Lesiones externas,/Vocalizacian: 0-3 =6 Retirada del animal v eutanasia
wal Tumaor 0-3
Aspecto general: 0-3
Secr. Ocular: 0-1 - Lla supervision serealizaré diariamente.
Secr. Masal: 0-1 - Sialguno de los parametros obtiene una puntuacion de més de 1 seincrementarala
Pastura anormal: 0-1 frecuencia de supervision.
Agresividad: 0-3 - Sicualguiera de los parametros establecidos obtiene unapuntuacionde 3 se
Pasividad: 0-3 sacrificara el animal independientemente de la puntuacion glabal
Pérdida de peso: 0-3
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DESCRIPCION DE LAS VARIABLES REGISTRADAS | CODIFICACION

AUTOMUTILACION/ WOCALITZACION: Siel animal se ha lesionadao él mismo, o biensi el animal grita o emite cualguier sonido susceptible de sighos de dolor,
se codificard con 3 (Si) 0 0 (NO).

ASPECTO GENERAL: En este apartado se identificaran:
SECRECIOMES OCULARES: Presencial o0 ausencia

SECRECIONES NASALES: Presencial o0 ausencia.
POSTURA CORPORAL: Esindicativo de dolor, Si esanormal 1.

VOL. TUMOR:

Si el vol. deltumor es inferior al 3% del peso total se puntuara: 1
Si el vol. deltumor es el 5% del peso total se puntuara: 2

Si el vol. deltumor es superior al 5% del peso total se puntuara: 3

AGRESIVIDAD DURANTE LA MANIPULACION: Se observaré la existenciade un cierto nivel de agresividad (reacciones bruscas, movilidad exagerada,..) enla
respuesta del animal a la manipulacion. $e codificara 3 (S1) o 0 (NO).

PASIVIDAD DURANTELA MANIPULACION: Se observaré la existencia de un cierto nivel de pasividad (poca reaccién motriz, pocointerés ante estimulos,..) en
la respuesta del animal a la manipulacion. Se codificara 3 (1) 0 0 (NO).

PERDIDA DE PESO: ‘valoramos la pérdida de peso, dado que es un indicativo de gue el animal esté mal. La codificacion es: sino pierde peso (), si pierde
rmenos del 10% (1), sila pérdida estd entre el 10 v el 20 % (2} v si es mas del 20% 3).

PROCEDIMENTO DAAM:

JALLA:
Servicio de Bxperimentacidn Animal EXPERIMENTADOR:

SERVICIO:

FICHA DE SUPERVISION ANIMALES CON TUMORES SUBCUTANEOS
Signos de sufrimientoy dolor

AUTOMUTILACIONS vOL. TUMOR. PASIVIDAD, )
VOUALIZACION (% del peso del animal) ASPECTO AGRESIVIDAD LETARGIA PERDIDA PESO
DaTO si HO < 2 =56 SECRECIONES FOSTURA si NO si NO o | an-204% = 20%,
AMORM AL MNORMAL MO COME
OCU MASA

PUM
TUACION
OBSERVACIONES: TOTAL PUNTUACION:
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ANEXO 1.2: Parametros de evaluacion tumores localizados en la submucosa lingual

3. Observacion animal.

LESIONES EM LA LENGUA ASPECTO GENERAL VoL TUMOR
Secreciones Postura
si HO oculares nasales Anormal 3% peso 5% peso >3 % peso
3 0 0/1 0/1 0/1 1 2 3

4. Conducta enrespuesta a estimulos i pes del animal.

AGRESIVIDAD PASIVIDAD PERDIDA PESO ACCALAMIENTO DERACIENTE
si HO si HO HORMAL =10 % 10%-20% > 20% 5l HO
3 1] 3 1] 1] 1 2 3 3 1]
Puntuacidn global: 0-24 Criterios del procedimiento:
0-3  Mormalidad aurmentar frecuencia supervisian
Puntuacidn: 4-5 “alorartratamiento analgésico
Lesiones en la lengua: 03 =6 Retirada del animal v eutanasia
wal Turmor 0-3
Aspectogeneral: 0-3
Secr. Ocular: 0-1 - La supervision serealizara diariamente,
Sacr, Masal: 0-1 - Sialguno de los pardmetras obtiene una puntuacionde més del seincrementaréla
Fosturaanormal: 0-1 frecuencia de supervisian,
Agresividad: 03 - Sicualguiera de los pardmetros establecidos obtiene una puntuacién de 3 se
Pasividad: 0/3 sacrificard al animal independientemente dela puntuacian global
Pérdidade peso: 0-3
Aricalamiento deficiente 0/3

DESCRIPCION DE LAS VARIABLES REGISTRADAS Y CODIFICACION DE LOS TUMORES LOCALIZADOS EN LA SUBMUCOSA LINGUAL
LESIOMES EN LA LENGUA: Lesiones evidentes en la lengua gue dificulten la apertura de la cavidad oral o su alimentacion. Se codificara con 3 (siy oo (NO).
ASPECTO GENERAL: En este apartado se identificaran:

SECRECIONES OCULARES: Presencial o 0 ausencia

SECRECIONES NASALES: Presencial o0 ausencia.
POSTURA CORPORAL: Esindicativo de dolor, §i es anormal 1.

VOL. TUMOR:

Sielvol, deltumaor esinferior al 5% del peso total se puntuaré: 1
Sielvol deltumor es el 5% del peso total se puntuara: 2
Sielvol deltumar es superior al 3% del peso total se puntuara: 3

ACICALAMIENTO DEFICIENTE: Lafalta o defecto en el acicalamiento de los animales se considerara unindicativo de problemas en la funcian de la lengua del
animal. Se codificara 3 (S1) 0 0 {NO)

AGRESIVIDAD DURANTE LA MANIPULACION: Se nhservard la existencia de un cierto nivel de agresividad (reacciones bruscas, movilidad exagerada,..) enla
respuesta delanimal durante la manipulacion. Se codificara 3 (1) o 0 (NO).

PASIVIDAD DURANTELAMANIPULACION: Se ohservard |a existencia de un cierto nivel de pasividad {poca reaccian motriz, poco interés ante estimulos, .. ) en
la respuesta del anirmal durante la ranipulacion. Se codificara 3 (S1) o 0 (NO).

PERDIDA DE PESO: aloramas la pérdida de peso, dado que es un indicativo de gue el animal estd mal. La codificacian es: sino pierde peso (0), si pierde
rmenos del 10% (1), sila pérdida estd entre el 101 el 20% )i si esmas del 20 % (3).
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PROCEDIMIENTO DAAM:

JAULA
Servicio de Experimentacion Animal EXPERIMENTADOR
SERWICIO:

FICHA DE SUPERVISION ANIMALES CON TUMORES EN LA SUBMUCOSA LINGUAL

% Signesde sufrimientoydolor
LESIOMES EM L& ¥OL. TUMOR. i
LENGUA (% del peso del ASPECTO AGRESIVIDAD PASIVIDAD | PERDIDA DE PESO ACICALAMIENTO
animal) DEFICIENTE
= 20%,
DATA si MO | <=6 = | =9 SECRECIOMES | FOSTURA Si HO Si HO <10% | 10-20% | MO coME sl HO
AMNORM AL MORMAL
OCL MASA
PUN'
TUACION

OBSERVACIONES: TOTAL PUNTUACION:

175




ANEXOS

ANEXO 2: Trabajos publicados durante esta tesis doctoral

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral con muestras de pacientes y a partir de los
ensayos funcionales in vitro han sido publicados en el siguiente articulo:

- Pavéon MA*, Arroyo-Solera I*, Tellez-Gabriel M, Ledn X, Virés D, Lopez M, Gallardo A, Céspedes

MA, Casanova |, Lépez A, Mangues MA, Quer M, Barnadas A, Mangues R. Enhanced cell
migration and apoptosis resistance may underlie the association between high SERPINE1
expression and poor outcome in head and neck carcinoma patients. Oncotarget. 6 - 30, pp.
29016 - 29049. 06/10/2015. ISSN 1949-2553. *Estos autores contribuyeron de manera

equivalente en la realizacién de este manuscrito.

Durante este periodo también han sido publicados otros articulos:

- Téllez-Gabriel M, Arroyo-Solera |, Ledn X, Gallardo A, Lépez M, Céspedes MV, Casanova |, Ldpez-
Pousa A, Quer M, Mangues MA, Barnadas A, Mangues R, Pavén MA. High RAB25 expression is
associated with good clinical outcome in patients with locally advanced head and neck

squamous cell carcinoma. Cancer Medicine. 2013; 2 (6):950-63. A.

- Pavén MA, Parrefio M, Tellez-Gabriel M, Leén X, Arroyo-Solera |, Lopez M, Céspedes MV,

Casanova |, Gallardo A, Lopez A, Mangues MA, Quer M, Barnadas A, Mangues R. CKMT1 and
NCOAL1 expression as a predictor of clinical outcome in patients with advanced-stage head and
neck squamous cell carcinoma.Head & neck. 2016; 38 Suppl 1, pp. E1392. 04/2016. ISSN 1097-
0347.

- Pavon MA, Arroyo-Solera I, Céspedes MV, Casanova |, Ledn X, Mangues R. uPA/uPAR and

SERPINE1 in head and neck cancer: role in tumor resistance, metastasis, prognosis and therapy.

Oncotarget. 30/06/2016
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ANEXO 3: Resumen de la tesis doctoral

TITULO: Estudio del valor pronéstico de SERPINA E1 y su papel en el crecimiento y la
diseminacion metastatica del carcinoma escamoso de cabeza y cuello

INTRODUCCION:

El carcinoma de cabeza y cuello engloba aquellos que se originan en el tracto aerodigestivo
superior, siendo el de tipo escamoso el mas frecuente con una prevalencia del 95% (1). El cancer
escamoso de cabeza y cuello (CECC) se origina a partir de células epiteliales que recubren diferentes
zonas como son la cavidad oral, la faringe, la laringe y los senos paranasales (2). Constituye el sexto
cancer con mayor incidencia a nivel mundial y los principales factores etiolégicos asociados a la
enfermedad son el consumo de alcohol y tabaco. En los ultimos afios, la infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) se ha considerado también como un importante agente causal de la
enfermedad y se ha observado un aumento de la prevalencia de la fraccién de tumores asociados a
esta infeccién. El uso en clinica de nuevas estrategias de tratamiento que combinan cirugia, radiacién
y quimioterapia, ha mejorado la preservacién de érgano y la calidad de vida de los pacientes (3). A
pesar de esto, la supervivencia a los 5 afios de los pacientes no ha cambiado desde hace 20 afios debido
a que los pacientes acaban sufriendo recidivas loco-regionales y desarrollan metdstasis o tumores
secundarios (1). El uso de variables clinicopatoldgicas es insuficiente para predecir la evolucidn clinica
del paciente o para identificar subgrupos de pacientes que podrian beneficiarse de modalidades
concretas de tratamiento, evitando los efectos secundarios asociados a los tratamientos mas
agresivos. En este contexto, la identificacidn, validacién y establecimiento de nuevos biomarcadores
prondstico independientes con capacidad de predecir la respuesta al tratamiento de los pacientes,

permitiria clasificar este grupo heterogéneo de tumores y mejorar la eleccién de tratamiento.

En un estudio previo de microarrays basado en la expresion génica y realizado en nuestro
laboratorio con muestras pre-tratamiento de pacientes con CECC, se identificaron 3 subtipos de
tumores pertenecientes a pacientes con diferente evolucidn clinica. SERPINA E1 constituia uno de los
genes que se encontraba sobre-expresado en el subgrupo de tumores pertenecientes a los pacientes
de peor evolucidn clinica (menor supervivencia global, menor supervivencia libre de progresion y

menor supervivencia libre de recidiva local) (4).
OBIJETIVOS:

5. Establecimiento y validacidn de SERPINA E1 como marcador prondstico en pacientes con
carcicoma escamoso de cabeza y cuello
6. Papel de SERPINA E1 en la proliferacion, la migracidn y la citotoxicidad producida por cisplatino

en lineas celulares de carcinoma escamoso de cabeza y cuello manipuladas genéticamente.
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7. Establecimiento de un modelo murino ortotdpico y metastatico de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello que represente dicha patologia en humanos.
8. Estudio in vivo del crecimiento tumoral y la diseminacidn metastdtica de lineas de CECC con

diferente nivel de expresidon de SERPINA E1.

RESULTADOS:

SERPINA E1 como marcador prondstico en pacientes con CECC

Con el objetivo de establecer y validar el uso de SERPINA E1 como marcador asociado a la
supervivencia de los pacientes con CECC, hemos analizado su expresién en biopsias pre-tratamiento
obtenidas de pacientes pertenecientes a tres cohortes independientes. Una primera cohorte
seleccionada de modo restrospectivo, en la que se analizaron la expresion de SERPINA E1 mediante
técnicas inmunohistoquimicas; una segunda cohorte de pacientes seleccionada de modo prospectivo,
en la que se analizaron los niveles de RNA mensajero de SERPINA E1 mediante PCR cuantitativa; y
finalmente una tercera cohorte de pacientes incluidos en el proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA,
https://cancergenome.nih.gov/), donde se analizaron los niveles de expresién de SERPINA E1

obtenidos mediante técnicas de secuenciacién masiva de RNA.

En el estudio retrospectivo, se determinaron los niveles de expresidn proteica de SERPINA en 80
biopsias tumorales parafinadas pertenecientes a pacientes con CECC localmente avanzado antes de
gue iniciasen el tratamiento y con un seguimiento medio de 68 meses. El porcentaje de células
positivas en las preparaciones de inmunohistoquimica de SERPINA E1 fue muy similar en todas las
muestras, entre el 80% y el 95% de células teiidas, mientras que la intensidad de tincidn permitio
clasificar los tumores en 3 subgrupos (Intensidad baja=26 biopsias; Intensidad intermedia= 25 biopsias;
Intensidad elevada= 29 biopsias). Cuando se analizd si existia una correlacién entre el nivel de
expresion de SERPINA E1 y determinadas variables clinicopatolégicas (sexo, edad, tamafio del tumor,
localizacién del tumor, afectacion ganglionar, grado de diferenciacién del tumor, nivel de consumo de
tabaco, grado de ingesta de alcohol, recidiva local y recidiva metastatica), se observd una mayor
proporcién pacientes con niveles elevados de SERPINA E1 que sufrieron recidiva metastatica una vez
finalizado el tratamiento (p=0.045). Ninguna otra variable correlaciond con el nivel de SERPINA E1.
Ademas, los pacientes cuyos tumores presentaron niveles proteicos altos de SERPINA E1 tuvieron una
supervivencia libre de progresion (SLP) (p=0.022) y una supervivencia especifica de cancer (SEC)
(p=0.040) mas corta que el grupo de pacientes con tumores cuya expresion proteica de SERPINA E1
fue intermedia o baja. Se observd una tendencia en el grupo de pacientes con niveles de expresion de
SERPINA E1 intermedia y baja a presentar una mayor supervivencia libre de recidiva local (SLRL) que el

grupo de expresidn alta, pero las diferencias no alcanzaron la significancia (p=0.108).
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En el estudio prospectivo, se analizaron los niveles de expresién de RNA mensajero de SERPINA
E1 en 190 biopsias tumorales pertenecientes a otra serie independiente de pacientes con CECC, con
un seguimiento medio de 37 meses. También se analizaron los niveles de expresion en 24 muestras de
mucosa normal obtenidas de pacientes con CECC a partir de areas alejadas del tumor primario y sin
lesiones macroscopicas visibles. La expresion de SERPINA E1 fue significativamente mas elevada en
muestras de tejido tumoral que en la mucosa normal (p<0.001). Mediante el uso de arboles de
clasificacion y regresion (CART), se establecié un valor umbral para separar dos grupos de pacientes
en base al nivel de expresion de RNAm de SERPINA E1 en el tumor primario y la probabilidad de recidiva
en estos pacientes (nivel de expresién de SERPINA E1< o > 0.8). Setenta y seis pacientes presentaron
tumores con una expresion baja de SERPINA E1 mientras que 114 pacientes presentaron tumores con
una expresién elevada. Como en el estudio retrospectivo, se analizé si existia una correlacién entre el
nivel de SERPINA E1 y las variables clinicopatoldgicas incluidas. La tasa de recidiva metastdtica asi como
la de recidiva local, fueron significativamente mayores en el grupo de pacientes con niveles elevados
de expresion de RNAm de SERPINA E1 (p=0.029 y p=0.028, respectivamente). El nivel de expresion de
SERPINA E1 también se asoci6 significativamente con consumo de alcohol en estos pacientes, siendo
superior en los pacientes con un historial de consumo de alcohol en comparacién con los pacientes no
bebedores (p=0.037). Los pacientes con niveles elevados de RNAm de SERPINA E1 mostraron una SLRL
(p=0.022), una SLP (p=0.002) y una SEC (SEC) (p=0.006) mas cortas que los pacientes del subgrupo con
niveles bajos. Para estudiar la posible asociacion de otras variables clinicas con la supervivencia,
ademas de los niveles de expresiéon de SERPINA E1, se realizé un analisis multivariado basado en el
modelo de Cox. La expresién de SERPINA E1 (HR 1.73, IC 95% 1.02-2.92, p=0.042), el tamafio del tumor
(HR 2.18, 1IC 95% 1.29-3.70, p=0.004), y la afectacidn ganglionar (HR 1.88, IC 95% 1.13-3.16, p=0.016)
se identificaron como factores de riesgo independientes en relacién con la SLP, de manera que los
pacientes con tumor primario de gran tamafio, mayor afectacién ganglionar o mayores niveles de
expresion RNAm de SERPINA E1 presentaron una SLP mas corta. Ademas, el tamano del tumor (HR
1.78, I1C 95% 0.99-3.18, p=0.050) y la afectacién ganglionar (HR 2.23, IC 95% 1.22-4.07, p=0.009) se
identificaron como factores de riesgo independientes de la SEC de los pacientes. Aunque se observd
una tendencia en relacidn con niveles altos de expresién de RNAm de SERPINA E1 y una supervivencia
mas corta, el resultado no alcanzd la significancia en el analisis multivariado (HR 1.78, IC 95% 0.98-
3.23, p=0.057). Cuando se realizd el mismo andlisis pero excluyendo los pacientes que habian estado
sometidos a cirugia, el tamafio del tumor (HR 2.39, IC 95% 1.29-4.39, p=0.005) y el nivel de RNAm de
SERPINA E1 (HR 1.92, IC 95% 1.03-3.59, p=0.043) se identificaron como factores de riesgo
independiente en relacidn con la SLP, y sélo la afectacidn ganglionar aparecié como factor de riesgo
independiente de la SEC (HR 2.41, IC 95% 1.15-5.06, p=0.020) en los pacientes tratados con quimio-

radioterapia como principal opcion de tratamiento.
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En el tercer estudio se utilizaron los datos de secuenciacién de RNA obtenidos de 507 muestras
de tumor primario de pacientes con CECC presentes en el repositorio The Cancer Genome Atlas (TCGA).
También se obtuvo la informacién correspondiente a la secuenciacion de RNA de 44 muestras de
mucosa normal. La expresiéon de SERPINA E1 fue significativamente mas elevada en muestras de CECC
gue en muestras de mucosa normal (p<0.001). El andlisis de la supervivencia global en los pacientes
con CECC mostrd que los pacientes con tumores que expresaban niveles elevados de RNA de SERPINA
E1, tenian una supervivencia mas corta que los que presentaban niveles bajos de SERPINA E1 a nivel
tumoral (p<0.001). Ademas, la SERPINA E1 aparecié como factor prondstico de la supervivencia global
de los pacientes (HR: 2.03, IC 95%:1.32-3.10, p=0.010) asi como también la presencia o no de
afectacién ganglionar (HR: 1.62, IC 95%:1.11-2.35, p=0.012) cuando se analizé a través de un modelo
de Cox univariado. En el andlisis del modelo de Cox multivariado, se identificaron como factores de
riesgo independientes de muerte, el nivel de expresién de SERPINA E1 (HR: 1.73, IC 95%: 1.05-2.79,
p=0.027) y la presencia o no de afectaciéon ganglionar (HR: 1.58, IC 95%: 1.09-2.31, p=0.017). Otras
variables clinicas como el sexo, el tamafio del tumor y la edad no se asociaron significativamente con

la supervivencia de los pacientes.

SERPINA E1 en la proliferacidon, migracion vy citotoxicidad de lineas celulares de CECC

Tras haber analizado en muestras de pacientes con CECC el nivel de SERPINA E1 y encontrar una
asociacién con la evolucién clinica de los pacientes (a mayor nivel de SERPINA E1, menos supervivencia
especifica de cancer, menor supervivencia libre de progresién y mayor riesgo de recidiva local y
metastdtica), nuestro siguiente objetivo era determinar si SERPINA E1 estaba implicada causalmente
en conferir mayor agresividad a las células tumorales de CECC, asi como el posible mecanismo
mediante el cual llevaria a cabo dicha funcién. Para ello, tras sobre-expresar o infra-expresar SERPINA
E1 en lineas celulares de CECC, se realizaron diferentes ensayos funcionales in vitro. Ademds, se analizé
el estado de activacidn de la via PI3K/Akt en las lineas celulares con diferente nivel de expresion de

SERPINA E1, asi como su implicacidn en los diferentes ensayos funcionales.

El nivel de expresion de RNAm de SERPINA E1 fue similar en todas las lineas celulares de CECC
analizadas, excepto la linea SCC-9 que presentd un nivel 15 veces superior de expresion que el resto
de lineas. Debido a este motivo se seleccioné para ser transducida con un shRNA contra SERPINA E1.
Los ensayos funcionales realizados con la linea parental en paralelo con las lineas donde se infra-
expreso SERPINA E1 mostraron que el bloqueo de la expresion de SERPINA E1 aumentd la proliferacion,
disminuyd la migracion y disminuyd la resistencia de las células a la apoptosis inducida por cisplatino.
Por otro lado, la linea UM-SCC-74B, con un nivel similar al resto de lineas de CECC e inferior a la SCC-
9, se transdujo con un vector que expresaba SERPINA E1 (74BserpElup). Los ensayos funcionales con

la linea que sobre-expresaba SERPINA E1 y con la linea parental mostraron que el aumento en la
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expresion de SERPINA E1 disminuyd la proliferacidon, aumenté la migracidn y aumentd la resistencia de

las células a la apoptosis inducida por cisplatino.

Ademas, se determind el estado de activacion la via PI3K/Akt analizando el nivel de Akt fosforilado
(p-Akt) en las lineas celulares parentales y las correspondientes lineas donde se habia modificado el
nivel de expresién de SERPINA E1. La linea en la que se sobre-expresd SERPINA E1, presentd mayor p-
Akt en comparacion con su linea parental, mientras que la linea donde se infra-expresé SERPINA E1
mostré un nivel mas bajo de Akt activado que su linea parental. Cuando la linea que sobre-expresaba
SERPINA E1 se tratd con inhibidor funcional de SERPINA E1 (PAI-039), disminuyd el nivel de Akt
activado en comparacidon con la misma linea sin tratar. Por ultimo, el tratamiento de las células
74BserpElup con un inhibidor de la activacién de Akt (MK2206), redujo la migracién de las células y
aumenté el numero de células apoptdticas tras el tratamiento con cisplatino, en relacién a la misma

linea sin tratar.

Desarrollo de un modelo murino ortotépico y metastatico de CECC

Se generaron 6 lineas de CECC (SCC-9, SCC-25, UM-SCC-22A, UM-SCC-22B, UM-SCC-74B vy
74BserpElup) con actividad luciferasa mediante transduccidn lentiviral (pSIN-DUAL-GFP1-Luciferase)
para realizar el seguimiento in vivo de las células tumorales en los ratones de una manera no invasiva.
Las lineas UM-SCC-74B, 74BserpElup, UM-SCC-22A y UM-SCC-22B generaron tumores subcutdneos en
ratones inmunodeprimidos Swiss nude mientras que las lineas SCC-9 y SCC-25 no presentaron
capacidad tumorogénica a nivel subcutaneo. El analisis histolégico mostrd que los tumores generados
por las lineas UM-SCC-22A y UM-SCC-22B generaban tumores escamosos diferenciados
queratinizantes mientras que las lineas UM-SCC-74B y 74BserpElup generaban tumores escamosos

moderadamente diferenciados no queratinizantes.

En el primer experimento ortotdpico se inyectaron 1x10° células en la lengua de 3 ratones de la
cepa Swiss nude por cada una de las 6 lineas de CECC estudiadas. A los 8 dias desde la implantacién de
las células tumorales, se realizd una reseccidn quirdrgica de la mayor parte del tumor primario
generado en la lengua de los ratones implantados con las lineas UM-SCC-22A, UM-SCC-22B, UM-SCC-
74By 74BserpElup. El tipo de crecimiento y el patron de diseminacidn fueron diferentes en cada linea
celular. La linea SCC-9 no generd tumor primario. Las lineas UM-SCC-22A y UM-SCC-22B generaron
tumor primario y metastatizaron localmente a ganglios cervicales, mientras que las lineas UM-SCC-74B
y 74BserpElup metastatizaron a distancia en pulmdn. Y por ultimo, la linea SCC-25 generd tumor
primario pero no metastatizd. Para aumentar el nimero y el tamafio de los focos metastaticos y asi
mejorar el modelo ortotdpico de CECC, en un segundo experimento se empled una cepa mas
inmunodeprimida de ratén, la cepa NOD/SCID, y se descartaron las lineas que no metastatizaron en el

experimento anterior. La linea UM-SCC-22A generd metastasis ganglionar en el 100% de los ratones,
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la linea UM-SCC-74B generd metdstasis ganglionar en el 21% de los ratones implantados y la linea

74BserpElup en el 55% de los ratones.

Estudio in vivo del papel de SERPINA E1 a través de un modelo ortotépico de CECC

Se realizd un experimento in vivo con ratones NSG utilizando las lineas UM-SCC-74B vy
74BserpElup para comparar el tipo de crecimiento, la capacidad de invasidn y de generar metdstasis
por parte de las células de CECC con diferente nivel de expresion de SERPINA E1l. Los ratones
implantados con las dos lineas celulares se trataron de la misma manera, el mismo ndmero de células
inyectadas en la lengua, mismo tiempo y tipo de reseccion y el mismo tiempo de sacrificio. A todos los
ratones se les realizd una reseccién quirurgica de todo el tumor primario generado en la lengua a los

6 o 7 dias desde la implantacion de las células tumorales y se sacrificaron a los 32 o 33 dias.

El anadlisis histolégico del tumor primario mostré que las células de la linea 74BserpElup
presentaron menor porcentaje de células apoptdticas (p=0.001), un mayor porcentaje de estroma
(p=0.02) y patrdn de invasidon mas infiltrativo (p<0.000) que las células en los tumores generados por
la linea UM-SCC-74B. A nivel de metastasis ganglionar, se encontraron diferencias significativas en el
incremento relativo de luminiscencia debido al crecimiento de los ganglios infiltrados entre el grupo
de ratones implantados con la linea que sobre-expresa SERPINA E1 con respecto al grupo de la linea
parental a los 18, 25, 28 y 33 dias desde el momento de la implantacién de las células tumorales
(p=0.034, 0.025, 0.026, 0.005, respectivamente). Ademas, el nimero de ratones con metastasis
ganglionar fue superior en el grupo de ratones implantado con la linea 74BserpElup en comparacion
con el grupo de la linea parental (p=0.009). No se encontraron diferencias significativas en cuanto al
tamafio de los ganglios infiltrados por cada linea celular. Por ultimo, en relacién con las metastasis en
pulmdn, la sobre-expresion de SERPINA E1 estimulé la dispersidn de las células tumorales durante la
colonizacion del pulmén (p=0.034) y la generacién de focos de mayor tamafio (p=0.01). En el caso de
la metdstasis hepatica, el 29% de los ratones implantados con la linea 74BserpElup presentaron
metdstasis mientras que ningun ratén implantado con la linea UM-SCC-74B presentd metastasis

hepatica, aunque las diferencias no alcanzaron la significancia (p=0.114).
DISCUSION:

A partir de los estudios con muestras de pacientes, en este trabajo hemos establecido y validado
el uso de SERPINA E1 como factor prondstico independiente. En estudios previos al nuestro
pertenecientes a otros grupos con muestras de pacientes con CECC, el nivel de SERPINA E1 se identificd
como factor prondstico de la supervivencia en pacientes pero no de manera independiente a otras
variables clinico-patoldgicas, ya que aplicaron un modelo de regresion univariado, asi como tampoco
con el suficiente poder estadistico, debido a sus reducidos tamafos muestrales (n=46, n=26 y n=55)
(5-7). Ademas, nuestros resultados muestran que el nivel de SERPINA E1 se asocia con la respuesta de

los pacientes con CECC al tratamiento, de manera que los pacientes con mayores niveles de SERPINA
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E1l presentaron mas riesgo de desarrollar recidivas locales y metastaticas, asi como una SLP y una SLRL
mas cortas que los pacientes con niveles bajos, una vez iniciado el tratamiento. Otros estudios
muestran resultados que van a favor de los obtenidos en este trabajo en cuanto a la relacién de
SERPINA E1 con el riesgo de recidiva de los pacientes con CECC tras el tratamiento (quimioterapia de
induccion seguida de radioterapia, radioterapia, o cirugia). En todos ellos, los pacientes con elevados
niveles de SERPINA E1 presentaron mayor riesgo de reapariciéon del tumor tras el tratamiento, pero a
diferencia de nuestro trabajo, no distinguen entre recidiva local y recidiva metastdtica, y ademas su
tamafio muestral (n=46, n=79 y n=55) fue mas reducido que el tamafio de cualquiera de nuestros dos
estudios (n=80y n=190)(5,7,8).

Por otro lado, el uso de un modelo murino ortotépico nos ha permitido estudiar la implicacion de
SERPINA E1 en el tipo de crecimiento, la invasividad y la capacidad de diseminacién de las células
tumorales. Al analizar el tumor primario de ratones implantados con una linea que sobre-expresaba
SERPINA E1 y de su linea parental, observamos que SERPINA E1 aumentd la capacidad de las células
de CECC para generar tumores primarios mas invasivos y con mayor proporciéon de estroma, dos
caracteristicas que se asocian con mayor agresividad tumoral (9—11). Ademas, detectamos un menor
numero de células apoptdticas en los tumores generados por la linea que sobre-expresaba SERPINA
E1l. Estos resultados son consistentes con el hecho de que una mayor proporcion de ratones
implantados con la linea que sobre-expresaba SERPINA E1 presentaran afectacion ganglionar y
ademads, que la tasa de crecimiento de las metdastasis ganglionares, medido por emisidon de
luminiscencia, fuera mayor cuando se compard con la del grupo implantado con la linea parental. A
nivel de metdstasis a distancia, las células con sobre-expresion de SERPINA E1 presentaron mayor
capacidad de dispersion en el pulmdén (mayor niumero de niveles positivos con focos tumorales en el
tejido pulmonar analizado) y generaron focos de mayor tamafio cuando se analizaron a tiempo final,

en comparacion con los ratones implantados con la linea parental.

Nuestros resultados obtenidos in vitro muestran que SERPINA E1 disminuye la apoptosis inducida
por cisplatino y estimula la migracién en células de CECC mediante la activacién de la via PI3K/Akt. A
su vez, SERPINA E1 disminuye la proliferacién de las células, debido posiblemente a la incompatibilidad
de que una célula se divida mientras estd migrando (reorganizacion diferencial del citoesqueleto).
Diferentes estudios in vitro con otros tipos de células tumorales muestran una relacién causal entre
SERPINA E1 y mayor migracion de las células tumorales (12-16). Por otro lado, otros estudios
encontraron que la via PI3K/Akt se activaba cuando las células tumorales adquirian un fenotipo
mesenguimal con mayor capacidad de migracion (17-19). Debido a que SERPINA E1 es uno de los
principales mediadores de la transicidon epitelio-mesénquima inducida por TGF- (20), siendo un

marcador asociado a fenotipo mesenquimal, proponemos que el aumento del nivel de SERPINA E1 en
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células tumorales cuando adquieren un fenotipo mas mesenquimal, estimularia una mayor capacidad

de migracién en las células a través de la activacién de Akt .

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios realizados con muestras de pacientes
con CECC donde analizamos el nivel de SERPINA E1 en muestras de tumor primario y lo relacionamos
con su evolucidn clinica, encontramos que un mayor nivel de SERPINA E1 se asociaba con una menor
supervivencia especifica de cancer. En el mismo sentido, la sobre-expresién de SERPINA E1 aumentd
la capacidad invasiva de las células tumorales a nivel de tumor primario en el modelo in vivo y favorecié
su diseminacidn a ganglios cervicales, a pulmdn y a higado. Nuestros resultados in vitro con células de
CECC indican que SERPINA E1 podria contribuir a la agresividad tumoral estimulando la motilidad
celular, un aspecto esencial durante el proceso de invasién y el desarrollo de metdstasis locales y a

distancia.

Por otro lado, en el estudio que realizamos con muestras de pacientes con CECC, aquellos con
mayores niveles de SERPINA E1 presentaron mayor riesgo de sufrir recidivas locales y metastaticas una
vez iniciado el tratamiento, y ademas, el nivel de SERPINA E1 constituyd un factor prondstico
independiente de la supervivencia libre de progresion en pacientes con CECC tratados con radioterapia
o radio/quimioterapia. Nuestros resultados obtenidos a partir de los estudios in vitro e in vivo indican
qgue SERPINA E1 influye en la sensibilidad de las células de CECC a la apoptosis, dotandolas de mayor
resistencia. En concreto, en los ensayos in vitro, el aumento de SERPINA E1 hace a las células de CECC
mas resistentes a la apoptosis inducida por cisplatino, un compuesto citotéxico utilizado para tratar a
los pacientes con CECC, lo que podria explicar la peor respuesta al tratamiento de los pacientes con

niveles elevados de SERPINA E1.

Nuestros resultados en su conjunto, indican que el aumento de la expresién de SERPINA E1
contribuye a la agresividad de células tumorales a través de la estimulacién de la motilidad celulary el
aumento de la resistencia a la apoptosis, lo que favoreceria la generacidon de metdastasis, la adquisicion
de resistencia a los tratamientos genotdxicos, y en ultimo término, que los pacientes tuvieran una
respuesta desfavorable al tratamiento y una peor evolucién clinica.

En el futuro, la expresion de SERPINA E1 seria un buen factor candidato para ser incluido, junto
con otras variables moleculares y clinicopatoldgicas, en los algoritmos diagndsticos y de tratamiento
que se utilizan para predecir la evolucién clinica de los pacientes con CECC. En este contexto, SERPINA
E1 podria ayudar a mejorar la estratificacion de los pacientes y a desarrollar enfoques terapéuticos

personalizados, mejorando asi la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes.

CONCLUSIONES:
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SERPINA E1 es un marcador prondstico independiente en pacientes con CECC. Los pacientes con
tumores que expresan niveles elevados de SERPINA E1 presentan una supervivencia mas corta que

los pacientes con expresion baja.

SERPINA E1 es un marcador prondstico independiente de la supervivencia libre de progresién en
pacientes con CECC. Ademas, el andlisis de los niveles de SERPINA E1 permite identificar un subtipo

de pacientes tratados con radio o quimioradioterapia que no se benefician de dichos tratamientos.

En los estudios in vitro, SERPINA E1 estimula la migracidn y aumenta la resistencia de las células de

CECC a la muerte inducida por cisplatino a través de la activacién de Akt.

El modelo murino ortdpico establecido en ratones NSG permite estudiar el tipo de crecimiento y la

capacidad de diseminacién metastatica de las células de CECC.

En el modelo in vivo, la sobre-expresion de SERPINA E1 estimula la capacidad invasiva, aumenta la
proporcién de estroma y disminuye la apoptosis a nivel de tumor primario. A nivel de metdstasis
ganglionar, SERPINA E1 aumenta el nimero de ratones con afectacién ganglionar y la tasa de
crecimiento de las metdstasis ganglionares. A nivel de metdstasis en pulmdn, la sobre-expresién de
SERPINA E1 aumenta la dispersion de las células tumorales durante la colonizacién y favorece la

generacion de focos tumorales de mayor tamafio en el pulmodn.
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