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“Los médicos del futuro tal vez se rian de nuestra mezcla de primitivos cocteles de
venenos para eliminar la enfermedad mas elemental y magistral conocida por nuestra
especie. Pero mucho, en esta batalla, seguira siendo igual: la implacabilidad, la
inventiva, la resiliencia, la inquieta oscilacion entre el derrotismo y la esperanza, la
pulsion hipnotica de busqueda de soluciones universales, la decepcion de la derrota, la
arrogancia y la desmesura (...) pero la historia del cancer- no es la de los médicos que
luchan y sobreviven, pasando de una institucion a otra. Es la historia de los pacientes
que luchan y sobreviven, pasando de un muro de contencion de la enfermedad a otro. La
resiliencia, la inventivay la capacidad de supervivencia -cualidades a menudo atribuidas
a los grandes médicos- son cualidades reflejas, que emanan ante todo de quienes luchan
con la enfermedad y solo después aparecen, como proyectadas en un espejo, en quienes
los tratan. Si la historia de la medicina se cuenta a través de las historias de los médicos,
es porque sus contribuciones ocupan el lugar del heroismo més sustantivo de sus

pacientes.”

Siddhartha Mukherjee. El emperador de todos los males.
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Resumen

Introduccion: el Craneofaringioma Adamantinomatoso (CFA) consiste en un tumor
cerebral cuyo tratamiento conlleva secuelas inasumibles. En los ultimos afios se ha
demostrado que el CFA sigue un modelo de desarrollo de Fenotipo Secretor Asociado a
Senescencia (SASP) donde se emiten sustancias paracrinas que establecen un
microambiente tumoral invasor. La Sustancia P (SP) y el receptor de Neurokinina 1 (NK-
1R) han sido descritos como potenciadores del efecto oncogenico y el bloqueo de NK-1R
como un tratamiento oncolitico en un amplio nimero de tumores.

Objetivos: describir la presencia y distribucion de la SP y del NK-1R en el CFA y en la
adenohipofisis.

Material y Método: se obtienen 86 microaarays tisulares de CFA sobre los que se tifien
con anticuerpos especificos contra SP y NK-1R. Los datos obtenidos se valoran con
escalas ordinales y se les aplica T-student para observar la expresion y distribucién de la
SP y NK-1R en las diferentes areas del CFA y comparar dicha expresidn con respecto a
adenohipofisis sana.

Resultados: Se describe por primera vez la expresion de la SP y el NK-1R enel CFA 'y
en la adenohipofisis. La expresion de la SP y el NK-1R es mas intensa en el CFA con
respecto a su tejido de origen. La SP se distribuye de manera intensa y difusa por todo el
CFA y se localiza en el citoplasma y ndcleo de las células del CFA. EI NK-1R se
encuentra de manera estadisticamente significativa mas expresada en la reaccion glial
peritumoral que en otras regiones del tumor y se localiza en la membrana de las células y
en los nucleos de las células inflamatorias.

Discusion: La necesidad de desarrollar tratamientos médicos efectivos y a la vez que
minimicen la morbilidad asociada al tratamiento convencional del CFA hacen de los
antagonistas de NK-1R un interesante campo de investigacion clinico debido a que el
sistema SP /NK-1R puede ser un potenciador del efecto SASP en el CFA.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que el NK-1R podria ser una nueva diana
terapéutica para el tratamiento del CFA y el uso de antagonistas de NK-1R podria servir
COMO una nueva estrategia terapéutica contra el CFA.

Palabras clave: Sustancia P, Receptor de Neurokinina-1, Craneofaringioma
Adamantinomatoso
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1. Introduccion

1.1 Generalidades del CFA

El Craneofaringioma Adamantinomatoso (CFA) es un tumor que se desarrolla a lo largo
del vestigio embrionario que supone la bolsa de Rathke entre el diencéfalo y la
nasofaringe. A pesar de su caracter benigno conserva gran agresividad local afectando
a regiones anatémicas sensibles que se ubican cercanas a donde asienta el tumor. Es el
caso del quiasma Optico o del eje hipotalamo-hipofisario, condicionando unas graves
secuelas visuales a modo de escotomas o endocrinoldgicas desarrollando déficit de
crecimiento, obesidad hipotalamica, hipotiroidismo, diabetes insipida (DI) o
hipocortisolismo entre otros problemas homeostéaticos®.

A pesar del gran desarrollo en cuanto a tratamientos que han experimentado diversos tipos
de cancer, poco se ha avanzado en las terapias del CFA desde su descubrimiento hace
més de 165 afios por parte de Friederich Albert Von Zenker®. Actualmente la cirugia y
la radioterapia (RT) contintan siendo los tratamientos estdndar de esta patologia a pesar
de la alta tasa de recidiva tras dichos procedimientos y de las secuelas que desencadenan
y que a menudo ocasionan una muerte precoz y muchos afios de calidad de vida

disminuida en los pacientes, que en su mayoria se tratan de nifios®.

Debido a la comentada dificultad en su manejo, el desarrollo de nuevas terapias para el
CFA supone un importante avance para mejorar la tasa de curacién y disminuir las
secuelas que sufren los pacientes®. En este contexto, el campo de investigacion que
supone la Sustancia P (SP) y el receptor de Neurokinina 1 (NK-1R) y su bloqueo a partir
de antagonistas puede abrir las puertas al desarrollo de medicamentos con actividad

terapéutica para el CFA®,
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1.1.1 Anatomia

El CFA se desarrolla en los centros ectodérmicos involutivos de la llamada Bolsa de
Rathke o conducto craneofaringeo, un 6rgano embrionario en el cual se asientan las
células troncales que daran lugar a la hipofisis anterior tras sufrir un proceso de

maduracion y migracion®,

Son tumores heterogéneos con componentes solidos y multiquisticos, a menudo siendo
los quistes de gran tamafio. Asientan en la base del crdneo donde agrandan y erosionan la
silla turca y sufren una inicial extension hacia region supraselar aunque con frecuencia
pueden ubicarse en zonas paraselares. Crecen sobre todo a partir de sus componentes
quisticos y siguen un trayecto ascendente hacia el suelo del tercer ventriculo alojandose
entre los cuerpos mamilares y contactando durante su crecimiento con el tuber cinereum

y los ndcleos posteriores del hipotalamo a los que llegan a desplazar y destruir®,

Anteriormente se hallan el quiasma O&ptico, el seno cavernoso, las arterias carétidas
internas y la hipofisis. Durante su crecimiento suelen presionar y desplazar anteriormente

el tallo hipofisario y con frecuencia hacen descender y adelantar al quiasma éptico.

Posteriormente se encuentra el pedinculo cerebral y el puente y a los laterales se situan

los cuerpos mamilares, los tractos dpticos, y los fasciculos mamilotalamicos.

Durante su crecimiento pueden causar hidrocefalia al presionar el mesencéfalo y producir
la oclusion del Acueducto de Silvio o colapsar el Tercer Ventriculo mediante presion

ejercida sobre su suelo®.

En la figura 1 se muestra corte sagital sobre cadaver con la region anatdémica donde se
desarrolla el CFA encuadrada por lineas amarillas. Obsérvese la comentada cercania al

tallo hipofisario, las vias opticas y el hipotalamo.
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Figura 1: Corte sagital de craneo sobre cadaver. Tomado de The Neurosurgical Atlas.
Copyright © 2022 Neurosurgical Atlas, Inc. Aaron Cohen-Gadol

1.1.2 Histologia

Existen dos subtipos de Craneofaringioma(”, el subtipo papilar, mas infrecuente y el
subtipo adamantinomatoso, mas extendido y el cual se aborda en la tesis.

Son tumores considerados de bajo riesgo histolégico (grado | de la WHO)®. EI CFA se
trata de un tumor heterogéneo compuesto por regiones celulares que se alternan con otras
calcificadas y quisticas, ocupadas por cristales de colesterol, suero rico en proteinas y
mediadores inflamatorios. Las regiones celulares son claramente diferenciables®?: 1)
una capa basal de células pequefias organizadas en nidos y denominadas Cluster Cells
(CC) que se encuentran en la base de la siguiente zona que es 2) el epitelio en empalizada
(EE) que consiste en areas de células planas poligonales altamente organizadas y
queratinizadas hasta tal punto que pueden presentar nodulos de queratina (wet-keratin) o
calcificaciones. Esta region supone el frente de avance del tumor a través de unas
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prolongaciones en dedo (finger-like) rodeadas exteriormente por 3) &reas de Reaccion
Glial (RG) que corresponde a tejido cerebral sano infiltrado por reaccion astrocitaria,
fibras de Rosenthal y neovasos que a menudo permiten a los cirujanos conocer el limite

de reseccion quirdrgico.

Con respecto a su constitucion inmunohistoquimica muestra positividad para
Pancitoqueratina, Citoqueratinas 5/6,7,8 14, Antigeno Epitelial de Membrana (EMA),
Beta-catenina nuclear especificamente en las CC y Ki-67 bajo y predominantemente

concentrado en el epitelio en empalizada®®.

En la Figura 2 se puede observar un corte histologico tefiido con hematoxilina y eosina
de las diferentes regiones histoldgicas que componen el CFA. Sefialado con EE que son
las regiones mas proliferativas y en cuya base se encuentran las CC a modo de remolino

o whorl, Con se representa la reaccion glial del tumor, compuesto por glia, leucocitos y

vasos sanguineos.

Figura 2: Corte microscopico con hematoxilina y eosina de CFA. CC: Cluster Cells,
EE: Epitelio en Empalizada, RG: Reaccion Glial. Tomado de Pathology Outlines.
Copyright © 2003-2022, PathologyOutlines.com, Inc. Angela France, Nelly S. Lakis.
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En la Figura 3 se observa la inmunorreactividad para la Beta-catenina en el CFA. Se
detecta una distribucion citoplasmética excepto en las CC en las cuales se determina la
traslocacion nuclear de la misma. Obsérvese con detenimiento como solo en este conjunto

celular es detectable la expresion nuclear de la Beta-catenina.

Figura 3: Inmunolocalizacion a Beta-catenina en el CFA. CC: Cluster Cells.

Tomado de Pathology Outlines. Copyright © 2003-2022, PathologyOutlines.com, Inc.
Angela France, Nelly S. Lakis

1.1.3 Epidemiologia

El CFA constituyen entre el 1.2 y el 4.6 % del total de los tumores intracraneales y su
incidencia es de 0.5 a 2.5 casos anuales por cada millon de habitantes®!V). Su incidencia
no parece ser mayor en ningln grupo étnico en particular, si bien en Japdn se ha descrito

una mayor incidencia con 3.8 casos anuales por cada millon de habitantes®?).

En cuanto a grupos etarios, entre un 30% y un 50% del grueso de CFA, son diagnosticados
en nifios y adolescentes, siendo el CFA el tumor intracraneal no neuroepitelial mas
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frecuente en la edad pediatrica. EI CFA supone entre el 5% y el 11% de todas las
neoplasias cerebrales pediatricas y es el tumor supraselar mas frecuente que se presenta

en nifios314),

El CFA adquiere una distribucién bimodal con un pico etario entre 5y 15 afios y otro
entre los 45y 60 afios™Y. El CFA es el subtipo de craneofaringioma que se presenta en

nifios, siendo la variedad papilar practicamente exclusiva de los adultos®).

No se encuentra predisposicion por razones de sexo ni por exposicion a ningln
carcinogeno®). Tampoco parece existir agregacion o susceptibilidad genética
reconocida, aunque se han descrito familias con varios miembros afectos®>16), Ningdn

sindrome de predisposicion al cancer parece relacionarse con el desarrollo de CFA.

1.1.4 Presentacion Clinica

Los pacientes afectos de CFA suelen tener una clinica insidiosa con una evolucion
subaguda o crénica”. El sintoma que se describe con mayor frecuencia al diagnstico

es la cefalea que se observa en entre un 60-75% de los casos®).

Al tratarse de un tumor localizado en el eje hipotalamo-hipofisario, los primeros sintomas
suelen deberse a trastornos hormonales. El enlentecimiento en la velocidad de
crecimiento por blogueo de la hormona de crecimiento (GH) y la adquisicion de una
adiposidad y obesidad hipotalamicas suelen ser los primeros problemas que aparecen,
adquiriendo los pacientes un caracteristico fenotipo picnico®”.

Son a menudo los endocrindlogos infantiles o de adultos los que emiten el diagnéstico de
sospecha al encontrar déficits hormonales centrales en los estudios analiticos (presentes
entre un 54% y un 100% de los pacientes)®'® con niveles bajos de GH en tres cuartas
partes de los pacientes, de hormonas sexuales en casi la mitad de los pacientes y
tirotropina (TSH) o adrenocorticotropina (ACTH) en un cuarto de los pacientes®#18), Se

prescribe una resonancia magnética (RM) por esta causa que pone de manifiesto la lesion.

La existencia de una DI central por déficit de hormona antidiurética (ADH) es uno de los
escenarios mas frecuentes (presente entre el 17% y el 27% de los pacientes al
diagnostico)?®®). A menudo el paciente arrastra una historia de polidipsia y poliuria de
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meses de evolucion que a menudo se ha normalizado por la familia y por el propio

paciente.

Los problemas visuales son otro orbe de sintomas iniciales (presentes entre el 62% y 84%
de los pacientes al diagndstico)®®, aunque con frecuencia los escotomas visuales avanzan
muy lentamente y la gran plasticidad cerebral del nifio permite que los déficits sean
minimizados y escasamente discapacitantes. Por presion superior sobre el quiasma, la
hemianopsia bitemporal con inicio en cuadrantes inferiores suele estar presente hasta en

el 49% de los pacientes@1819),

No es infrecuente que muchos casos conlleven un retraso diagndstico y los pacientes
consulten por sintomas de bajo rendimiento escolar, cambios comportamentales y una
progresiva hipertension intracraneal (HTIC) con papiledema, vomitos, ataxia o paralisis
oculomotoras™”. Todo este cuadro se ve agudizado si se desarrolla una hidrocefalia aguda
al colapsarse el tercer ventriculo o cerrarse el acueducto de Silvio con el crecimiento
progresivo del tumor*"-29), Este hecho arrastra normalmente a los pacientes a las unidades
de cuidados intensivos y con frecuencia requieren la insercion de drenajes ventriculares

externos (DVE) o implantacion de una vélvula de derivacion ventricular (VDV)®®,

En adultos la pérdida de la libido y los problemas neuropsiquiatricos han sido reconocidos

con relativa frecuencia®.,

1.1.5 Presentacion Radioldgica

El CFA se trata de un tumor heterogéneo, eliptico y multilobulado que se asienta en la
region supraselar y en la linea media diencefalica, experimentando un crecimiento
invasivo hacia el tercer ventriculo, distorsivo del tallo hipofisario y del quiasma optico y
compresivo de los tubérculos mamilares y del hipotalamo®?®. Presenta quistes tumorales
que pueden alcanzar un tamafio gigantesco y que se alternan con regiones solidas poco
extensas y con calcificaciones. La técnica de imagen que habitualmente se aplica es la
RM por la ausencia de radiacion y el hecho de tratarse habitualmente de pacientes en edad
pediatrica. Los quistes se comportan hipointensos en T1 e hiperintensos en T2 por norma
general, mostrando una intensidad mayor a la del liquido cefalorraquideo (LCR). Las
regiones sélidas del tumor se comportan de manera iso o0 hipointensas en T1y de modo

variable en T2. Con la administracién de contraste existe una captacion por parte de la
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region sélida y de la pared de los quistes. La alternancia de regiones hipo e hiperintensas
es una caracteristica asociada a la heterogeneidad del craneofaringioma y se determina
por la presencia de calcificaciones en el tejido, que a menudo son dificiles de discernir
incluso en T2 que es la secuencia mas apropiada para ello. Cuando se administra
contraste, los quistes muestran isointensidad y refuerzo en su pared®%-??), La valoracion a
menudo se encuentra dificultada por la presencia de aire en los senos etmoesfenoidales.
La Tomografia Computerizada (TC) se ha demostrado mas sensible para la deteccién de

las calcificaciones mediante pruebas de imagen®@),

Figura 4. Imagen Radioldgica de CFA. Se muestra RM con secuencia T1. Obsérvese el
tumor (*) con su clasico crecimiento en la linea media y como, asentandose en la region
infratalamica se expande e invade el diencéfalo.

Habitualmente la lesion es Unica, pero se han descrito casos de diseminacion

leptomeningea, habitualmente secundaria a la agresion quirdrgica®?.

Los diagnosticos diferenciales radioldgicos son con otros tumores propio de dichas
edades pediatricas que se asientan en la linea media: especificamente los gliomas de bajo
grado pediatricos (pLGG) y los tumores de células germinales (GCT) cuyos picos de
incidencia se encuentran solapados con los del CFA®?18),

26



Carlos Alcaide Alvarez
Inmunolocalizacién de la Sustancia P y el receptor NK-1R en el Craneofaringioma Adamantinomatoso

Los pLGG son tumores principalmente solidos, aunque pueden presentar quistes como
en los CFA. En T2 se muestran hiperintensos y suelen asociar una difusion aumentada.
Un dato interesante es que incluso los pLGG muy cercanos a la hipofisis, respetan su
morfologia e hiperintensidad en T1 en su regién posterior a diferencia de los CFA que

suelen desplazar y comprometer su tallo®®.

Los GCT sobre todo en sus variantes secretoras, se parecen altamente al CFA en la
presencia de quistes y en el comportamiento mixto del tejido con la secuencia T2. Con

respeto a la hipdfisis y al igual que el CFA, se asocia con una hip6fisis atrofiada®®.

El CFA requiere también valorar diagnosticos diferenciales con lesiones benignas como
el quiste en la bolsa de Rathke o el Xantogranuloma. Ambas son lesiones indistinguibles
de CFA mayormente quisticos y de pequefio tamafio®®.

1.1.6 Enfoque Terapéutico Del CFA

Los avances en el campo radioldgico, el desarrollo de la antibioterapia, corticoterapia y
los tratamientos intensivos en el postoperatorio quirtrgico junto con el salto de calidad
que ha experimentado la radioterapia en las ultimas décadas, han permitido una mejoria
en los resultados del tratamiento oncoldgico del craneofaringioma pero como
demostraron los estudios prospectivos KRANIOPHARYNGEOM 2000%7 y 20078
determinaron la necesidad de priorizar la calidad de vida de los pacientes con respecto al
control de la enfermedad. Asi el mejor tratamiento que puede ofrecerse hoy en dia a los
enfermos de CFA es aquel que ofrezca una mejor calidad de vida con una menor
morbilidad a largo plazo ya que la mortalidad por parte del tumor es baja siempre y

cuando se consiga el control local®#81819),

El control de la enfermedad a largo plazo ha sido descrito con un éxito variable con
supervivencia libre de eventos a largo plazo de entre 44% al 93%“Y. La reseccion amplia
ha sido reconocido como un factor esencial para minimizar el riesgo de recaidas ya que
entre el 70-94% de los pacientes con una reseccion incompleta sufren una recaida®41®.
Sin embargo, la resecciobn amplia se asocia con mayores secuelas a nivel

hipotalamico@®#811.18),

En cuanto al beneficio sintomatico asociado a la cirugia es muy importante

desapareciendo los signos de HTIC con inmediatez y mejorando la sintomatologia visual
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a corto plazo en un 75-100% de los pacientes®®). Los resultados en poblacion infantil
parecen ser mas pobres y persisten alteraciones visuales postoperatorias entre el 48-75%

de los pacientes®819),

Evitar el dafio hipotalamico irreversible es un aspecto esencial en la cirugia®*?%, El
compromiso del hipotdlamo al diagndstico se correlaciona con el desarrollo
postquirurgico de obesidad y adiposidad, igualmente las cirugias agresivas, se asocian
con dichas secuelas®8%3) Se ha demostrado que la calidad de vida de los pacientes se

asocia inversamente a la extension de la reseccion(@83D),

Es por ello que el estudio radiol6gico preoperatorio es sumamente importante en el
manejo del CFA®32), Teniendo en cuenta que los nicleos posteriores del hipotalamo se
encuentran en las paredes laterales del Tercer Ventriculo, el compromiso sobre el
hipotdlamo se ha instaurado como un marcador prondstico para intentar realizar la
reseccion quirdrgica lo mas completa posible preservando la funcionalidad y se han
establecido clasificaciones®"*339): el tumor no contacta con el suelo del tercer ventriculo
(HO), contacta o comprime el hipotalamo en la seccion anterior a los tubérculos mamilares
(H1) o contacta, desplaza o destruye el hipotdlamo a nivel de los tubérculos mamilares o
los sobrepasa dorsalmente (H2). En los estadios H2 no se recomienda la reseccién
completa y se prefiere la subtotal debido a que una reseccion tipo extensa (GTR) puede

causar una morbilidad endocrinoldgica o visual importante®519,

Grado HO: no existe contacto con el hipotdlamo. En los pacientes adultos se suele
considerar un abordaje endoscépico transesfenoidal. En nifios este abordaje quirdrgico
esta menos extendido y requiere de cirujanos expertos, al ser los limites anatdbmicos mas
fragiles y difusos, pueden ocasionarse fistulas de LCR o dafio vascular. Las técnicas de
neuronavegacion y las técnicas de colgajos nasoseptales pueden minimizar estos

problemas©>3),

Grado H1: el tumor presiona el hipotdlamo. Habitualmente requiere una cirugia
transcraneal y la reseccion GTR es posible si existe un limite de diseccion con respecto
al suelo del tercer ventriculo y el neurocirujano tiene experiencia con respecto a esta

cirugia®>%,

Grado H2: el tumor invade el hipotdlamo y no permite discernir margenes radioldgicos.
La mayoria de los CFA se presentan en este estadio (entre un 40-70% segun series). Las

rutas de abordajes intracraneales incluyen la transcallosa, transfrontal, subfrontal o
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pterional. La cirugia es altamente sensible y arriesgada por lo que cirugias en varios pasos
suelen ser recomendables para conseguir la reseccion mas completa posible junto a
minimizar el dafio ejercido sobre el hipotdlamo. Si se realizan varias operaciones, es
importante prever el efecto de la primera sobre la circulacion del LCR y el desplazamiento

del tumor con respecto a las areas sensibles®":3®),

El tratamiento quirdrgico gradado segun el compromiso hipotaldmico se estad imponiendo
como un mecanismo de proteccion eficaz para evitar las secuelas hipotalamicas tras la

agresion quirargica®*?,

En cuanto al manejo quirdrgico no existe ninguna recomendacién general siendo muy
recomendable la individualizacion de cada caso y el no ser demasiado agresivo con el
acto quirargico®?7-2%), A pesar de que las resecciones amplias se asocian a menor tasa de
recurrencias®, no parecen existir diferencias en términos de supervivencia global o
supervivencia libre de progresion a los 5 o 10 afios entre los pacientes que han recibido
una reseccién completa con respecto a aquéllos que reciben una subtotal junto a
adyuvancia por parte habitualmente de RT que supone el tratamiento adyuvante
estandar®®),

En resumen: es preferible realizar una reseccion lo mas completa posible, siempre y
cuando sea segura dicha cirugia. Si el acto quirdrgico parece complejo, las cirugias por
fases son una opcion razonable, drenando de la manera menos agresiva los quistes de
mayor tamafo, priorizando la circulacion del LCR o la diminucion de los sintomas de
HTIC a la par que ir resecando las regiones mas accesibles y completando con el uso de
la RT o la protonterapia las areas mas dificultosas®®. La planificacion neurorradioldgica
previa a la intervencion quirdrgica es vital ya que se requiere conocer la relacién del tumor
con las estructuras vasculares, hipofisarias o visuales para evitar dafios irreversibles. En
las cirugias de CFA, incluso conservando el tallo hipofisario, en un 50% de los escenarios
postquirurgicos, se desarrolla una DI®Y. Si realmente se dafia el tallo hipofisario, el
desarrollo de la DI es seguro. Es importante la localizacion radioldgica previa a la cirugia
de la arteria comunicante anterior, asi como la delimitacion del quiasma O6ptico, del
septum pellucidum como separacion de las astas anteriores de los ventriculos laterales y

de los cuerpos mamilares como limite de localizacion del hipotalamo®4.

Debido a la elevada proporcion de morbilidades asociadas a la cirugia y a la tendencia a

la recurrencia local que experimenta el CFA, progresivamente se intenta limitar la
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agresividad del proceso quirargico y primar la preservacion de estructuras cerebrales,
postergando nuevas intervenciones o la adyuvancia a los requerimientos del propio
paciente segun progrese clinicamente su enfermedad®!?7-?%), Esto es algo sumamente
complejo y en el que no existe un consenso a nivel internacional, existiendo amplias
diferencias en el modo de manejar esta enfermedad y en el que cuentan diversos factores
para el modo de proceder: la pericia o criterio por parte de neurocirugia, la experiencia
de los oncologos médicos, las decisiones del comité de tumores, el grado de ansiedad

familiar o sus preferencias, la repercusion clinica del tumor y su localizacion®“.

Para minimizar la agresion asociada a la cirugia, se han desarrollado una serie de
estrategias quirdrgicas como son las terapias intraquisticas que pueden suponer una
alternativa en aquellos pacientes con grandes quistes Unicos que son los que causan la
sintomatologia de HTIC. EIl vaciamiento del quiste puede retrasar una cirugia que se
plantea arriesgada o permite postergar la radioterapia en pacientes de corta edad. El
sistema consiste en vaciar el contenido quistico para aliviar la presion intracraneal @*49,
Ocasionalmente se ha intentado administrar con escaso efecto alguna sustancia que

evitase el relleno nuevamente del quiste como Interferon-o (IFN- o)) o Bleomicina®?43),

La RT ya sea usando fotones o mas recientemente protones es un recurso a considerar en
la lucha contra el CFA de un modo adyuvante a una cirugia tipo GTR 0 en cirugias
subtotales tras la recuperacion del acto quirtirgico o en el momento de la progresion@#,
Las diferentes estrategias parecen tener un resultado similar y ser eficaces con una
supervivencia global a los 10 afios superior al 90%, segun los datos del US Surveillance,
Epidemiology and End Results (SEER) data*?). La administracion de RT ha demostrado
disminuir la tasa de recurrencia del tumor en cirugias tipo subtotal desde un 55-85% a un
0-20% y mostrar supervivencia libre de eventos a 10 afios de entre 77-100%, resultados

similares a los obtenidos con cirugias tipo amplias8:3940),

Conociendo que la cantidad de tumor residual no influye en la tasa de control local tras
la RT® y que las secuelas a largo plazo se han demostrado como un handicap importante
en el manejo del CFA®®), |as estrategias que combinan una reseccion parcial eliminando
la masa tumoral sintomatica en términos de compromiso visual o de HTIC junto con la
posterior irradiacion de una menor masa tumoral y de zonas menos proximas a regiones
sensibles no resecadas, parece un manejo apropiado del tumor que evita la aparicion de

dafio hipotalamico que condicione adiposidad hipotalamica o DI?%44),
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Las técnicas modernas de RT, como la radiocirugia estereostatica, han conseguido una
escalada de dosis més efectiva que permite la administracién més circunscrita de la RT al
tumor y minimizacion de la radiacion sobre tejidos sanos. El uso de la protonterapia ha
supuesto una revolucion en la forma de administrar RT a pacientes con tumores
localizados en una zona tan sensible y a una edad tan temprana como la tipica de los
pacientes afectos de CFA. Esto se debe a una mas abrupta liberacion de energia en el
tejido, minimizando la cola de salida del haz de radiacion y de este modo evitando el dafio

a tejidos sanos™®).

1.1.7 Complicaciones Agudas

Con frecuencia la presentacion del CFA es a través de signos de HTIC rapidamente
progresivos que se desencadenan de manera aguda debido a una hidrocefalia biventricular
de rapida instauracion al ocluir el tumor el tercer ventriculo®®. El desarrollo de esta
complicacion requiere un tratamiento quirdrgico urgente que progresivamente se esta
abordando mediante técnicas endoscépicas(46). Debido a que la semiologia de HTIC la
condicionan habitualmente las regiones quisticas del tumor, un vaciamiento guiado
radiolégicamente o por endoscopia dejando un catéter emplazado intraquisticamente
permite realizar de manera segura y eficaz el tratamiento etioldégico de la HTIC
disminuyendo el riesgo de dafio neuroendocrinoldgico. Posteriormente la insercion de un
reservorio Ommaya permitiria actuar nuevamente sobre el quiste facilitando la técnica®.
Se ha de evitar dentro de lo posible la implantacion de VDV por la morbilidad que
generarian en los pacientes afectos de CFA que con posterioridad sufrirdn nuevas

intervenciones terapéuticas®.

Con respecto a la pérdida campimétrica sufrida por los pacientes, ésta suele desarrollarse
por compresién por parte de la region solida del tumor y es la intervencion quirdrgica
abierta la Unica técnica que se considera en este contexto para garantizarse una mayor

recuperacion visual en el contexto de complejidad anatémica y potencial discapacidad®?.

Existen muchos potenciales problemas asociados a la intervencion quirargica como son
las infecciones asociadas a la cirugia, el dafio vascular debido a que la region esta

ricamente irrigada en cercania del poligono de Wilis o del plexo hipofisario y la
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precipitacion de la claudicacion endocrinoldgica, especialmente de una DI en el
postoperatorio®®.

En este punto hay que prestar atencién a los trastornos en la homeostasis del sodio. En el
periodo postoperatorio inmediato es posible el desarrollo inicial de una secrecion
inadecuada de hormona antidiurética (SIADH) con su caracteristica apatia progresiva,
oliguria, nauseas, bradipsiquia y cuando se alcanza unos niveles de sodio suficientemente
bajos sufren crisis comiciales o incluso coma. El fendmeno de Sindrome Pierde Sal, es
también frecuente con su poliuria natriurética y adquisicion de una deshidratacion
hiponatrémica que puede hacernos confundir con la aparicion de la esperada DI??. Con
el paso de los dias se instaura esta Gltima patologia con gran frecuencia y permanece
vinculada al paciente para el resto de su vida condicionando una alta morbilidad. Debido
a los trastornos natriuréticos asociados al postoperatorio: la vigilancia en cuidados

intensivos hasta dias después del hecho quirdrgico parece una condicidén sine qua
non(7.18.27)

La RT también puede presentar una serie de complicaciones a corto plazo, puede agravar
sintomatologia neuroldgica durante o semanas posteriores a la administracion de RT,
agravar los déficits endocrinologicos o generar complicaciones infecciosas fruto de la

sedacion diaria que se requiere para la inmovilizacién de ciertos pacientes.

1.1.8 Secuelas y toxicidades a largo plazo

A pesar de la progresiva sensibilizacion en la preservacion de la funcién hipotalamica en
las cirugias de los CFA. La disfuncion del hipotdlamo continda siendo frecuente y sus

secuelas persisten de manera irreversible®9),

Existen secuelas que se desarrollan a largo plazo y necesitan de un tiempo de latencia
largo, con un seguimiento médico prolongado y un grado de suspicacia elevado por parte
de la familia, como es el caso de las secuelas vasculares o endocrinolégicas secundarias

a la radioterapia o a las cirugias efectuadas en el tumor.

La tasa de obesidad hipotaldmica se corresponde con el grado de dafio hipotalamico y su
repercusion en el dia a dia es llamativa, hecho demostrado por encuestas de calidad de
vida®, Es una temida complicacion asociada a la progresion del CFA o secundaria a la
agresion quirdrgica. Es debida a la alteracion en los centros hipotalamicos reguladores de
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la termorregulacion, la saciedad, el suefio, el gasto calérico y el influjo simpatico; los
pacientes suelen tener una predominancia parasimpatica con la disminucién de los ratios
metabolicos y la adquisicion de una obesidad con frecuencia mérbida y un fenotipo

picnico y adiposo que no responde a medidas higiénico-dietéticas®2".

Se ha intentado hacer frente a este problema de la obesidad hipotaldmica desde el punto

de vista farmacologico con farmacos neuroestimulantes, oxitocina, sensibilizantes a la
insulina con un escaso efecto terapéutico. Incluso la cirugia bariatrica ha presentado
resultados poco alentadores. Es por ende, que evitar el dafio hipotalamico y la obesidad
derivada del mismo como uno de los pilares claves a considerar en el tratamiento del
CFA®,

La RT no esta exenta de toxicidades a largo plazo y los problemas vasculodegenerativos,
memoristicos o endocrinoldgicos pueden desarrollarse con el paso de los meses o0 afos.
Aun no existen trabajos que demuestren una menor tasa de vasculopatia o déficit
neuroldgicos en los pacientes tratados con protonterapia aunque el resultado en términos

de rendimiento intelectual parece positivo®?.

Las escalas de calidad de vida no estan validadas particularmente para el CFA, pero el
mantener una independencia social y funcional completa es el objetivo primordial del
tratamiento del CFAG®), En el KRANIOPHARYNGEOM 2007 se demostr6 que los
pacientes con resecciones amplias y por ende, con dafio hipotaldmico, presentaban
mayores discapacidades fisicas, de imagen corporal, funcionales, sociales y

emocionales®,

La mayoria de las secuelas requieren medicaciones cronicas para el resto de la vida como
son las terapias sustitutivas del hipotiroidismo, el hipocortisolismo o la DI centrales. Otras
complicaciones por desgracia son igual de crénicas pero no cuentan con tratamientos
farmacoldgicos efectivos como la alteracion de los ritmos suefio-vigilia, los problemas de

aprendizaje o el déficit de atencion®V.

Los problemas neuropsicologicos de los pacientes afectos por CFA estan bien
reconocidos y a menudo son incapacitantes para llevar una vida productiva debido a
alteraciones afectivas, comportamentales, emocionales o educacionales que los pacientes
reconocen como mas graves que su propia salud fisica. Los problemas neuropsicoldgicos
pueden generar repercusion laboral y escolar muy importante, son habituales trastorno de

memoria, de atencion, bradipsiquia y de la funcién ejecutiva. Estos problemas tienen
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cabida dentro del dafio hipotalamico que se puede desarrollar secundario al tumor o a sus
tratamientos. Para estas secuelas, solo la rehabilitacion neuropsicolégica parece ayudar a
mejorarlas, sin embargo la prevencion del dafio hipotalamico es la mejor manera de

minimizarlo®&-59),

Las complicaciones endocrinoldgicas se han reportado encontrarse entre el 54-100% de
los pacientes y corresponden a déficit de ACTH, GH, TSH o DI. Las complicaciones
derivadas de estos deficits como la talla baja o las crisis adrenales son frecuentes en los
pacientes afectos de CFA. Estos pacientes requieren tratamientos hormonales sustitutivos

de por vida®#18:27),

1.1.9 Nuevas Terapias en el CFA

Conociendo las toxicidades derivadas de los tratamientos convencionales del CFA
(cirugiay RT) y su alta tasa de fracasos en términos de recurrencia, el desarrollo de nuevas
terapias eficaces se impone como un campo de desarrollo esencial. Se ha experimentado
con la aplicacion con escaso exito de moléculas inhibidoras de vias oncogénicas como
los inhibidores de la via Sonic Hedgehog (SHH)®Y o limitar el microambiente
inflamatorio asociado al CFA mediante infusiones intraquisticas de IFN-a®? o
tratamiento sistémico con inhibidores de IL-6, este ultimo con resultados alentadores®?.
Con respecto a la variedad papilar del craneofaringioma, la mutacion driver de la
patologia ha demostrado ser la BRAF V600E y los bloqueantes de esta proteina junto con

otros inhibidores de la via MAPK, han demostrado ser de especial interés®?),

Con respecto a inhibidores selectivos de la via Wingless (WNT), la linea de activacion
conductora en el CFA, se encuentran en una via de desarrollo muy inicial y estan
apareciendo inhibidores de la proteina Porcupina, involucrada en la externalizacion de

ligando Wht al espacio extracelular®.
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1.2 Contexto molecular del CFA

Conociendo la cada vez mas importante personalizacion de la oncologia y de la creciente
implementacion de las terapias dirigidas en diversos tumores, el conocimiento de la
biologia molecular del CFA supone un hito necesario para evitar la morbilidad asociada
a los tratamientos oncoldgicos no discriminativos (en este caso la cirugiay la RT).

Secuenciacion de gran ndmero de piezas tumorales, han demostrado que la mutacion
exclusiva y caracteristica del CFA es la del exon 3 del gen CTNNBL1. Se ha demostrado
su presencia en el 94-96% de los casos y condiciona una translocacion nuclear de Beta-
catenina con secundaria hiperactivacion de la via WNT con las correspondientes sefiales
mitogénicas e invasivas. Por el contrario, no se han encontrado otras mutaciones

oncogénicas en las piezas tumorales de CFA®559),

1.2.1 LaviaWNT enel CFA

La via WNT supone una via de sefializacion celular esencial para el comportamiento,
migracion y proliferacion de las células troncales y por consiguiente es un elemento

esencial en el proceso de la embriogénesis®”.

La proteina Beta-catenina es el elemento central en esta cascada de sefializacion. Se trata
de una proteina membranocitoplasmatica con funciones transcriptoras y de union
intracelular tipo adherens y que al translocarse al nucleo produce la activacion de los
factores de transcripcion T-Cell Factor (TCF) y Lymphoid Enhacer Factor (LEF) con
efecto sobre oncogenes que exacerban el ciclo celular como la Ciclina D1 o c-myc®?,
Este complejo sistema de sefializacion cumple funciones esenciales en la embriogénesis

como se ha comentado.

El ligando Wnt es el sefializador extracelular preferente de la via que lleva su nombre. En
ausencia de éste, la via esté inactiva y la Beta-catenina se encuentra fosforilada por el
complejo proteico formado entre glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3B) y el complejo
anaphase-promoting complex (APC) promoviendo la degradacion de la Beta-catenina y

evitando su traslocacion al ntcleo celular®?,

Cuando el ligando extracelular Wnt se acopla a su receptor extracelular Frizzled (Fz), se
produce la activacion candniga de la via Wnt y se consigue la inactivacion del complejo
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GSK3B/APC a través de la proteina Dishevered (DSH), produciéndose la traslocacion
nuclear de la proteina membranocitoplasmica Beta-catenina y la consiguiente puesta en

marcha de los acontecimientos mitogénicos®?.

La desregulacion de la via WNT, conduce a la proliferacion descontrolada y supone un
evento oncogénico reconocido como driver o conductor en diferentes canceres como

hepatocarcinoma, cancer colorrectal o meduloblastoma®?.

Precisamente en el CFA la Unica alteracion molecular oncogénica detectada en
secuenciaciones de gran numero de tumores es una ganancia de funcion en el exén 3 de
CTNNB1, gen que codifica la Beta-catenina, produciendo una resistencia a la
fosforilacion y otorgando resistencia a la Beta-catenina para la degradacion vy
permitiéndole acumularse en el ndcleo celular con la consiguiente activacion
constitucional y la proliferacion descontrolada. Este es el mecanismo orquestal que

caracteriza al CFA®®,

La deteccion de Beta-catenina en el nucleo celular es detectable por técnicas
inmunohistoquimicas y permiten el diagnostico anatomopatoldgico del CFA sin ser
necesario recurrir a técnicas de secuenciacion para confirmar el diagnostico

histopatoldgico®).

1.2.2 El Microambiente Tumoral en el CFA

La malignidad asociada al cancer con sus componentes de invasividad y comportamiento
destructor, no estan explicadas Unicamente por la existencia de una poblacion de células
mutantes y perpetuas, sino también se explica por el desarrollo de un entorno que facilita
y potencia el desarrollo tumoral como son la matriz extracelular, los vasos sanguineos y
las células del sistema inmune. Todos ellos permiten que el tumor actie como un
verdadero drgano. A este contexto tisular y homeostatico se le denomina Microambiente
Tumoral (MAT)®® y en el caso del CFA, parece tener una especial relevancia al
determinarse una pequefia poblacion de células neoplésicas en un entorno heterogéneo y
pluricelular que caracteriza a la RG, con astrocitos, fibroblastos asociados a cancer
(CAFs), Macrdfagos Asociados al Tumor (TAM), neovasos sanguineos y un magma rico

en mediadores inflamatorios y células inmunes®,
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Los CAFs son células que cada vez estan teniendo mayor importancia en la explicacion
de los modelos oncogénicos. Se tratan de verdaderos fibroblastos que se asientan en el
propio tumor y realizan funciones potenciadoras de los fendmenos invasores de las
células cancerigenas al reorganizar la matriz extracelular para permitir su invasivilidad y
aislar la presencia de respuesta inmune o toxicos que supongan una amenaza para la
viabilidad del tumor. EI CFA se presentan en relacion con procesos inflamatorios,
cicatriciales son responsables de la formacion de la membrana de los vasos sanguineos.
La existencia de matriz cicatricial y membrana basal de neovasos con presencia de
fibroblastos nos hace hipotetizar sobra la existencia de CAFs y que este conjunto celular
cumpla funciones importantes para el desarrollo del tumor®®. Sistemas como
TGFpB/Smad, IL-6 o sefializadores Wnt, todos ellos hiperactivados en el CFA, se

demuestran como activadores de CAFs®61-63),

La existencia de TAM es otro interesante campo de estudio en la etiologia y sostenimiento
del cancer. La induccion de un fenotipo tipo TAM2 en los monocitos circulantes o sobre
los macrofagos residentes en el tejido permite la inmunotolerancia hacia el tumor,
promueve la autofagia o eliminacion de residuos tumorales y su reutilizacion para los
procesos anabdlicos y modifica la matriz extracelular permitiendo la invasion y
surgimiento de metéstasis. La adquisicion de este fenotipo tipo TAM2®4 de los
macrofagos existentes en un tumor esté dirigido en gran medida por las células tumorales,
mediante la produccion de mediadores que han demostrado encontrarse de manera
significativa en el CFA como IL-18, IL-6, IL-10, IL-8, CXCL12 , VEGF, TNF-0, MMP,
EGF, PDGF, TGF- B, HGF®1-63),

El modo en cdmo se orquesta esta importante respuesta paracrina para la constitucion del
MAT estd aun por establecer en el CFA, aunque parece existir diversas moléculas
sefializadoras en la proximidad de las CC y que podrian tratarse de potenciales inductores

de la respuesta microambiental ®®.

Entre los mediadores oncogénicos paracrinos detectados en proximidad a las CC (61,63)
estan Bone Morphogenic Protein (BMP): molécula producida aguas abajo de la via WNT
y que es inductora de la formacion de hueso pudiendo estar relacionadas con el desarrollo
de calcificaciones. Otra molécula de especial interés es Shh, que se trata del sefializador
extracelular e iniciador de la via SHH, una de las vias oncogénicas descritas con mayor

frecuencia y que cuenta con diversos farmacos blogqueantes de su efecto y que pudieran
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tener algun efecto sobre el CFA. Cabe destacar la existencia en altas concentraciones en
la matriz tumoral de Metalopeptidasas 9y 12 (MMP) indicando que las CC indujesen una
tendencia colagenolitica que facilite la migracion e invasion de tejidos sanos por parte del

tumor.

Por otro lado, hemos de resaltar el importante componente inflamatorio presente en el
MAT del CFA. El analisis del liquido presente en los quistes tumorales muestra un
Ilamativo carécter proinflamatorio con niveles altos de IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18,
a-defensinas, a2-HS-glicoproteina, al-antiquimiotripsina, apolipoproteina,
inmunogobulinas, complemento, proteina 2.3-deoxigenasa-1 (IDO) y de galactina-1
(LGALS1)®5%),  Estos mediadores tienen  funciones proinflamatorias e
inmunomoduladoras lo que explica la importante presencia de linfocitos infiltrantes del
tumor y la escasa respuesta inmune que se desarrolla ante el CFAW. Igualmente se han
detectado concentraciones altas en CXCL12 y su receptor CXCR4 en el tejido del CFA
y que se incrementan con las recidivas tumorales, estas son moléculas que fomentan la
quimiotaxis de leucocitos, su presencia junto a los niveles altos recogidos del receptor de
IL-2 y de otras moléculas inmunomoduladoras pueden contribuir a la anergia y secuestro

inmune®b),

También en cercania a los cristales de colesterol existentes en las muestras del tumor, se
organiza una respuesta inmune mas significativa®®. Este contexto inflamatorio es el que
justifica la administracion de IFN-o intraquistico o el desarrollo de ensayos con
inhibidores de IL-1, IL-6, IDO y Checkpoint Inhibitors (CPI).

En xenoinjertos sobre ratones inmunodeprimidos, el comportamiento de los modelos
CFA parecen seguir la patocronia e histologia desarrollada en los humanos, sin embargo,
las calcificaciones y contexto inflamatorio parece ser menor. Lo primero puede ser
atribuible a la corta historia natural del tumor en el ratén transgénico ya que estos
individuos tienen una vida de semanas y el modelo de CFA no podria evolucionar y
madurar. La segunda particularidad es que los ratones carecen de un sistema inmune que
pueda generar el componente inflamatorio que suele acompaiar al CFA. Es destacable
que la tendencia a progresar los modelos de CFA es mayor en los ratones jovenes que en
aquellos afiosos, facilmente relacionable este hecho con que el CFA sea mas frecuente en

nifios que en poblacion adulta®.
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1.2.3 Fenotipo Secretor Asociado a Senescencia en el CFA

La senescencia celular supone un proceso en el cual la célula frena su ciclo celular en
respuesta a un estrés ambiental o dafio genético para evitar propagar este error a sus
células hijas. Sin embargo, la actividad metabolica de la célula estd intacta y dedica
mayores recursos a generar mediadores paracrinos, a esto se le denomina Fenotipo
Secretor Asociado a Senescencia (SASP), que se ha descrito recientemente como un
mecanismo oncogénico que consigue de manera indirecta fomentar el crecimiento del
tumor a través de sefializadores prooncogénicos sin trasmitir su mutacion driver mediante
division celular®”. Este modelo parece ser el que mejor encaja en el comportamiento del
CFA, en el que un pequefio conjunto de células asentadas en las CC y que muestran
marcadores tipicos de células troncales oncoldgicas o cancer stem cells (CSC), sufren
inicialmente un crecimiento acelerado que genera un conglomerado celular denominado
cluster y una posterior entrada en fase de senescencia con la produccién de estimuladores
mitogénicos descritos en estudios de microdiseccion. Estas moléculas prooncogénicas
cumplen diversas funciones como son aumentar la tolerancia inmune al crecimiento del
tumor, promover la multiplicacién, migracion, invasion y crecimiento tumoral, fomentar
la aparicion de nuevas CSC y favorecer la angiogénesis y remodelacion de la reaccién

glial (RG) circundante al tumor®?,

Los modelos de SASP hasta la fecha han sido escasamente descritos en el paradigma
oncogénico, se han demostrado solo en hepatocarcinoma y en leucemia®”. La formacion
del nudo del esmalte en el proceso de formacion embrioldgica de los dientes se produce
de una manera similar al modelo paracrino oncogénico del CFA, con el que

verdaderamente comparte muchos de sus hallazgos histolégicos(®®).

La existencia de un grupo celular en los tumores, con la capacidad de autorrenovarse y
de generar nuevas células neoplasicas caracteriza a las CSC. Suelen ser un pequefio grupo
celular pero verdaderamente dirigen la oncogénesis de toda la masa tumoral®®. Su origen
aun es incierto pero parecen corresponder a células troncales ya existentes en el tejido
sano y que sufren una alteracion neoplésica, a esto se le denomina Oncogen-Induced
Senescence (OIS), que les ocasiona la perpetuidad y la division descontrolada pero sin
embargo continlan compartiendo caracteristicas de célula troncal sana como es la

existencia de un ciclo celular largo o incluso quiescente y que en muchas ocasiones les
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hace adoptar un SASP con la rica producciéon de mediadores oncogénicos necesarios para
orquestar el desarrollo del tumor o les confiere resistencia a los tratamientos oncoliticos.
La via WNT ha demostrado ser uno de los fendmenos OIS que dan lugar al desarrollo de
CSC como queda demostrado sobre todo en los estudios realizados sobre cancer
colorrectal. Estos rasgos de quiescencia han sido comprobados por la mayor expresion en
las CC de los inhibidores del ciclo celular como B-galactosidasa, p16 y p21©:68),

En el caso del CFA existe una poblacion de CSC ubicadas en las CC como se ha
demostrado con marcadores de células troncales como SOX2, SOX9, Nestina, Pitl o
Hesx. Esta poblacion es la que presenta la traslocacion nuclear de la Beta-catenina 'y por
tanto tiene activacion en la via WNT mientras que el resto de conjuntos celulares
existentes en el tumor carecen de la traslocacion nuclear de la Beta-catenina y se
hipotetiza con que su proliferacion venga determinada por fenémenos paracrinos
generados por las CSC en las CC al haberse demostrado por técnicas de marcado que su
linaje no proviene de CSC afectadas por la traslocacion nuclear de la Beta-catenina®6®),
En Figura 5 se muestra la frecuencia para mutaciones en via WNT en las distintas areas
del CFA.

Ademas, por estudios de microdiseccion, se conoce que en las proximidades a las CC
existen una amplia concentracion de sefializadores oncogénicos como Interleucina- 6 (IL-
6), Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF), Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF),
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Crecimiento Vascular
(VEGF) y Factor de Crecimiento Tumoral (TGF)(®9.

Otros modelos oncogénicos paracrinos han sido confirmados en modelos murinos e in
vitro, en que células troncales epiteliales han sufrido un knock down en Notchl o
sobrexpresion en MEK1 generandose tumores donde el grueso celular se componia de
células que presentan Notchl o MEK1 en forma wildtype. Igualmente in vivo se ha
conseguido un knock down de TP53 en células troncales hepaticas que ha generado un
hepatocarcinoma TP53 conservado o introduccion de Beta-catenina resistente a la
degradacion en osteoblastos que han producido una leucemia mieloide aguda con

presencia exclusiva de la Beta-catenina a nivel citoplasmatico%-73),
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Figura 5: Frecuencia de Activacion en via WNT en CC con respecto a otras regiones
del CFA: Se representa estudio de microdiseccion laser donde se realiza secuenciacion
de RNA de las diversas areas histoldgicas del CFA. Se observa que la activacion en via
WNT esta presente unicamente en las células que integran las Cluster Cells. C: Cluster
Cells; FDR: Tasa de Falsos Positivos; G: Tejido glial reactivo; NER; Puntuacién de
Enriguecimiento Normalizado; PE: Epitelio en Empalizada. Tomado y modificado de
Apps JR, Carreno G, Gonzalez-Meljem JM, Haston S, Guiho R, Cooper JE, et al. Tumour
compartment transcriptomics demonstrates the activation of inflammatory and
odontogenic programmes in human adamantinomatous craniopharyngioma and
identifies the MAPK/ERK pathway as a novel therapeutic target. Acta Neuropathol.
2018;135(5):757-77.
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1.2.4 Modelo Oncogénico Paracrino en el CFA

Como se ha comentado el CFA es un cancer complejo en su patogenia, llamativamente
heterogéneo en su histologia y fuertemente recidivante y agresivo localmente. Estos

hechos requieren de modelos explicativos en su comportamiento.

De lo demostrado a través de estudios tisulares y xenoinjertos, hace probable que en el
CFA exista un modelo de desarrollo oncogénico no celular a partir de estimulos
paracrinos®®2, En el propio tejido del CFA pueden distinguirse la existencia de una RG
circundante al tumor rica en microglia, CAF, vasos sanguineos y leucocitos sobre el que
se asientan acumulos celulares denominados CC y éstos estan dispuestos en las bases de
las regiones mas proliferativas celularmente del CFA (determinados por Ki-67) como es

el frente de avance de un epitelio en empalizada™.

Ya expuesto con anterioridad, en las CC se encuentra la mutacion en CTNNB1 y
expresada consecuentemente la Beta-catenina nuclear, sello distintivo de activacion de la
via WNT. Este hecho esta limitado al pequefio subconjunto celular de las CC mientras el
resto de células del tumor no muestran la traslocacion caracteristica de la Beta-catenina'y

sin embargo presentan una actividad mitética y una invasividad exacerbadas(!26162),

Por estudios de linaje celular, se demuestra, que las células con traslocacién nuclear de la
Beta-catenina que integran los nidos de CC, se corresponden con células troncales que
han adoptado un SASP. En su cercania se localizan multiples y reconocidos sefializadores
oncogeénicos ya comentados como FGF, EGF, WNT o SHH entre otras moléculas.
También por marcadores de linaje, se confirma, que el grueso de células presentes en el
tumor, no descienden de las CC y su estimulo oncogénico deberia corresponder con otro
mecanismo Y a falta del mutagénico carente en dichas células, la explicacion paracrina
parece ser la mas viable. De hecho, diversos estudios sobre modelos murinos confirman
que el generar la mutacion CTNNB1 en ceélulas troncales hipofisarias, provoca un
comportamiento idéntico al que se desarrolla a modo wildtype en el CFA: una
proliferacion celular limitada a modo de nidos de CC y la posterior entrada en quiescencia

en su ciclo celular, con la generacion de mdltiples sefializadores mitogénicos(®®62:6568),

Entre estos sefializadores expuestos anteriormente, nunca se ha demostrado la existencia

de la SP o de su receptor NK-1R siendo el binomio SP/NK-1R una reconocida via de
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sefializacion y potenciacion de los fendmenos oncogénicos y que podria estar
relacionado en el modelo paracrino que organiza el MAT presente en el CFA.

1.3 LaSPyel NK-1R

La SP, es un neuropéptido que tradicionalmente se ha reconocido como un
neurotransmisor involucrado en el impulso sinéptico. Posteriormente se ha identificado
como un mediador inflamatorio y en las UGltimas décadas se le ha relacionado

estrechamente como un elemento acelerador del proceso oncogénico>77),

La SP puede actuar a modo autocrino, paracrino, endocrino y nucleocrino sobre las
células al unirse a su principal receptor de membrana, el NK-1R y desencadenar por un
proceso acoplado a proteina G la activacion de diversas vias oncogénicas: MAPK, WNT,

el efecto Warburg, la angiogénesis y la transicion epitelio-mesénquimal”",

La evidencia de la importancia del sistema SP/NK-1R en el cancer viene determinada por
diversos estudios™ que demuestran que: 1) La SP se expresa en células tumorales; 2) El
NK-1R se sobrexpresa en células tumorales; 3) EI NK-1R es esencial para la
supervivencia celular 4) La SP induce proliferacion celular; 5) La SP genera sefales
antiapoptéticas. 6) SP y NK-1R han sido identificados en células tumorales y en vasos
sanguineos peritumorales; 7) SP promueve la migracién celular. 8) Tejidos malignos
expresan mas NK-1R que benignos y existe correspondencia entre la malignidad y la
expresion de NK-1R; 9) El blogueo del NK-1R a través de antagonistas ha demostrado
un significativo efecto oncolitico en lineas celulares tumorales o en xenoinjertos

tumorales.

Aungue nunca se ha descrito la existencia de SP/NK-1R en el CFA, si se ha demostrado
en muchos otros tumores y destaca la concentracion de la SP en los ndcleos de las células
tumorales con respecto a la menor presencia de éste en el nucleo de las células normales,
haciendonos hipotetizar sobre el papel de modulador genético de la molécula. La
localizacion de la SP en el estroma de los tumores o sobre los vasos sanguineos nos hace
plantear igualmente el papel paracrino que puede tener. EI NK-1R también esta descrito
en un amplio nimero de tumores y tiene una presencia significativamente mas alta en

tumores que en tejidos sanos(’>77").
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Este trabajo trata de demostrar la existencia del sistema SP/NK-1R en el CFA y su posible
papel en el fendbmeno de sefalizacion oncogénico existente en el tumor regido por la
poblacién de CC y que pudiera tener implicacion terapéutica futura para luchar contra la

enfermedad.

1.3.1 Generalidades de la de la SP y el NK-1R

La SP es undecapéptido expresado en la totalidad de tejidos del organismo78%. Pertenece
a la familia peptidica de las taquikininas (SP, Neurokinina A, Neurokinina B y
Hemokinina-1) que ejercen sus funciones a través de los receptores de Neurokinina 1,
Neurokinina 2 y Neurokinina 3@V, EI primero (NK-1R) es por el que tiene mas afinidad
la SP y mediante el cual ejerce las multiples acciones fisiologicas y fisiopatologicas de
este sefializador: efecto inflamatorio, trofico, cicatrizador, regulador cardiovascular y

neurotransmisor entre otras(’®,

Las taquikininas provienen de la familia de genes preprotaquininas o TAC. Los péptidos
pertenecientes a esta familia se caracterizan por compartir un extremo carboxiterminal
integrado por la secuencia de aminoécidos Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 con el que se une a
su receptor de Neurokinina®. La secuencia carboxiterminal de la SP es precisamente:

GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met y fue secuenciada por Susan E Leeman en 19719,

La SP al alcanzar la membrana celular se une preferentemente al NK-1R, que se trata de
un receptor acoplado a proteina G o de siete dominios transmembrana. Al unirse al SP
activa segundos mensajeros (Fosfolipasa C y Adenilato Ciclasa) produciendo los cambios

en el comportamiento celular®?),

La SP es un péptido altamente conservado en las diferentes especies y cuyo
descubrimiento se remonta al afio 1931 por parte de VVon Euler y Gaddum en el cerebro e
intestino de caballo®). Su origen se asocia a su inicial reconocimiento como
neurotransmisor tanto en el sistema nervioso central como periférico y estar
importantemente representado en la inervacién perivascular por lo que las funciones
vasomotoras y difusivas vasculares pueden deberse en gran parte a su funcion. Esta
involucrado en la conduccion del dolor y en los circuitos cerebrales que rigen las nauseas,

el dolor, la depresion y la ansiedad®527),
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La SP y su receptor estan involucradas en el proceso de cicatrizacion de las heridas y
fomenta in vitro el crecimiento de fibroblastos y la reorganizacion colagena®). También
induce proliferacion de diversos tejidos como musculo liso o tejido hematopoyeético entre

otros(8%:90),

Actualmente es reconocido como el neurotransmisor con expresion mas generalizada en
el sistema nervioso central, especialmente importante para activacion del sistema
nervioso simpatico. Se demuestra generacion de SP en regiones del sistema limbico en
respuesta a situaciones de estrés y supone el inicio del eje hipotdlamo-pituitario-

adrenal(6:91),

La SP es generada por diversos tipos de células y tiene funciones paracrinas, autocrinas
y endocrinas para el resto de las células del organismo. Su enorme ubicuidad le permite
ejercer sus funciones a través de terminaciones nerviosas, flujo sanguineo o liquido
intersticial por sefializacion regional. Es una molécula muy estable en plasma, pero
presenta una vida media en el tejido extracelular muy escasa debido a su rapida

internalizacion hacia el interior de las células e hidrdlisis por peptidasas(’®.

En astrocitos, neuronas y microglia se ha determinado la presencia de receptores NK-1R.
En el tejido neural, a parte del comentado efecto de transmision del impulso nervioso y
sus efectos neuroactivadores, induce la produccién de gran cantidad de moléculas
bioldgicamente activas, potencia la diferenciacién y supervivencia de las neuronas,
influye en la homeostasis del hierro y el glucégeno en el tejido neural, regula la

sinaptogénesis, la recaptacion y los mecanismos inmunes®?.

Es significativa la presencia de receptores NK-1R en las células del sistema inmune. Se
ha determinado su presencia en mastocitos, células dendriticas, linfocitos NK, By T,
macrofagos y eosindfilos. Este hecho junto a la rica produccién de SP por estas células,
nos hace sospechar en que la SP cumple funciones relevante en estas células y parece

potenciar la produccion de productos inmunoldgicos y mediadores de la inflamacion®®.

1.3.2 Fisiopatologia de la de la SP y el NK-1R

Debido a sus diversas funciones. La alteracion en los mecanismos de regulacion del

sistema SP/NK-1R puede generar patologia a diversos niveles(),
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Como se ha comentado el mecanismo SP/NK-1R es un importante mediador de la
inflamacién neurogénica, produciendo vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
capilar, extravasacion de plasma, dolor y quimiotaxis de las células inflamatorias.
Fomenta asimismo la diferenciacion y proliferacion leucocitaria y la produccién de
citoquinas e inmunoglobulinas. Existe una perpetuacion en los mecanismos de
inflamacidn cronica de la actividad sefializadora de la SP y podria ser éste un mecanismo
terapéutico potencial en el caso de enfermedades como la enfermedad inflamatoria

intestinal, el asma o la artritis reumatoide®¥.

Conociendo la implicacion de la SP como mediador en los mecanismos reguladores de la
afectividad y su presencia destacada en centros cerebrales como la amigdala o el
hipocampo, el bloqueo de NK-1R para control de trastornos de ansiedad puede constituir

un campo de especial interés terapéutico®®.

Se ha hipotetizado con funciones reguladoras importantes de la SP para el crecimiento y
diferenciacion de las células hematopoyéticas. La liberacion de SP desde las terminales
nerviosas en médula 6sea parece cumplir un papel relevante en el delicado microambiente
hematopoyético. Cabe sefialar que los linfoblastos presentan 3-4 veces mayor nimero de
receptores NK-1R que los linfocitos maduros, por lo que el efecto trofico sobre esta

poblacion celular puede constituir un sefializador de su proliferacion y maduracion®®.

Se han desarrollados antagonistas del receptor NK-1R, que ejercen funciones
antinflamatorias, analgésicas, antidepresivas, ansioliticas, antipruriginosas vy
antieméticas. De hecho, el tratamiento antiemético, es el que mas progresos clinicos ha
tenido y hoy en dia existen comercializados dos farmacos con fines antieméticos y usados
rutinariamente como profilaxis antiemética en los esquemas de quimioterapia: el

aprepitant y su profarmaco fosaprepitant®-%9,

1.3.3 LaSPyel NK-1R y su implicacién en el cancer

Numerosos estudios han demostrado la implicacion del sistema SP/NK-1R en el
cancer(™>77100) | a existencia de SP se ha demostrado en muchos tumores como glioma,
retinoblastoma o neuroblastoma entre otros y se expresa de una manera mas importante

en el propio tumor o en regiones peritumorales que en tejidos sanos(’>77:100),
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La SP se distribuye preferentemente en los ndcleos y citoplasmas de las células no
tumorales. Sin embargo, en células tumorales la expresion nuclear es mas significativa y
hace sospechar que la SP pueda ejercer de modulador de la expresion génica y tenga
funciones relevantes en el desarrollo y mantenimiento de la célula oncoldgica(">102102),
Estudios realizados sobre modelos in vitro confirman que la administracion de SP a
cultivos de lineas celulares cancerosas generan una mitogénesis mas significativa con

respecto a cultivos carentes de este factor(>77.79),

Se puede hipotetizar con la existencia de mecanismos de adiccion oncogénicos asociados
a la SP. Este tipo de fendmeno consiste en el desarrollo de una dependencia importante a
determinadas vias de sefializacion o sustancias por parte de la célula tumoral, a modo de
una verdadera adiccion. La supresion de esta sustancia dificulta la supervivencia de la
célula®®, Existen otros péptidos con demostradas acciones adictivas para la célula

tumoral como es el caso de la glutamina@4,

Como se ha comentado la SP puede actuar como sefializador extracelular por mecanismos
auto, para y endocrinos y activa aguas abajo o downstream diversas vias de division y
perpetuidad celular como la de la Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK),
Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) o la Mammilian Target Of Rapamycin (MTOR) por
induccion directa de la proteina Akt como se ha demostrado sobre leucemia aguda,
carcinoma esofagico o astrocitoma®®1%-197) ver Figura 6 donde se representan las
principales vias oncogénicas aguas abajo inducidas por la activacion del NK-1R.
También se ha descrito que la SP induce la produccion de mRNA de los oncogenes c-
myc y c-fos y que fomenta la expresion del receptor EGFR en la membrana de las células

de cancer de mama(108:109),

Varios estudios han destacado la asociacion del mecanismo SP/NK-1R y la activacion de
la via WNT®, La administracion de antagonistas de NK-1R consiguen la supresion de
dicha via al evitar la unién de la Beta-catenina con el factor de transcripcion Forkhead
box M1 (FOXM1)119), En lineas celulares del cancer de colon, donde la via Wnt es el
principal mecanismo oncogénico afecto, el bloqueo con antagonistas NK-1R conduce a
disminucion de la produccién de Ciclina D1, VEGF, c-myc Y LEF-1 blogueando el ciclo
celular en fase G2 y fomentando la apoptosis'V). También en linea celular de
hepatoblastoma se ha demostrado bloqueo de via WNT por antagonistas de NK-1R*12),
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Figura 6: Modelo de sefializacion intracelular accionado por la SP tras la union a NK-

Cell proliferation
inhibition

1R. Observar la activaciéon de diversas vias oncogénicas aguasabajo. ATP: Adenosina
trifosfato; cCAMP: Adenosina monofosfato ciclico; DAG: diacilglicerol; Ip3: Inositol
Trifosfato; LXs: Leucotrienos; MAPKSs: Mitogen-Activated Protein Kinase; PGs:
Prostaglandinas PKA: Protein Kinase A; PKB: Protein Kinase B; PKC: protein Kinase
C; PLA: Fosfolipasa A; PLC: Fosfolipase C; pMLC: Cadena ligena de Miosina
fosforilada; T-K: Tirosin-quinasa; TXA2: Tromboxano A2. Tomado de Mufioz M,
Covefias R, Esteban F, Redondo M. The substance P/NK-1 receptor system: NK-1
receptor antagonists as anti-cancer drugs. J Biosci. 2015;40(2):441-63.

El sistema SP/NK-1R también ha demostrado influir en el metabolismo glucidico de la
célula y ser un potenciador del efecto Warburg, la llamada glucélisis anaerobia selectiva
por el que las células tumorales obtienen fosfato suficiente para sintetizar sus cadenas

nucleotidicas a través de procesos de glucolisis lactica en condicion de aerobiosis*314),
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La angiogénesis es uno de los procesos destacados en el desarrollo del cancer. Se ha
detectado la presencia importante de SP/NK-1R en las proximidades de los vasos
sanguineos tumorales. De hecho, parece ser que este sistema influye en el proceso de
neoangiogénesis'>16). Ademas, la administracion de SP a cultivos tumorales, induce el
proceso de angiogénesis mientras los antagonistas de NK-1R producen disminucion de
los niveles de VEGF y de Hypoxia Inducible Factor la (HIF1a), moléculas esenciales

para el crecimiento de las células endoteliales®7119),

Por otro lado, la SP tiene un efecto antiapoptotico en células sanas y tumorales. Su adicién
en cultivos celulares provoca perpetuidad celular y su bloqueo causa el paro del ciclo

celular y la entrada en apoptosis de las células®%8119.120),

La SP estd implicada en el proceso de migracion de la célula tumoral a través de la
activacion de la via Rho que produce cambios en el citoesqueleto y membrana celular,
fomentandose asi la transicion epitelio-mesénquima, el cambio conformacional de las
células y la reorganizacion de la matriz celular a través de la produccion de
metaloproteinasas como MMP-22D, La administracion de SP a cultivos celulares
produce cambios hacia la mesenquimalizacion o blebbing*?212®, Por otro lado, se ha
demostrado que la SP induce aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(BHE) y esté involucrada en el desarrollo del edema peritumoral de tumores cerebrales.
Se ha demostrado que regiones con importante edema metastasico secundario a rotura de

la BHE poseen altos niveles de SP!?4),

Como se ha comentado el binomio SP/NK-1R es un importante proinflamatorio y por
tanto puede estar involucrado en el proceso inmune asociado al desarrollo del cancer. En
lineas celulares de astrocitoma se demuestra que la SP produce una elevacion en los
niveles de IL-6 e IL-8 a través de la potenciacion de las vias MAPK y Nuclear Factor-
Kappa B (NF-«kB)1251%),

Por otro lado, la deteccion de NK-1R es mayor en el tejido tumoral que en los tejidos
sanos e incluso la intensidad de su expresion se corresponde con el grado de malignidad
histolégica de un tumor(77127:128) Esta localizada preferentemente en la membrana y
citoplasma de células tumorales. Estudios sobre cultivos celulares oncoldgicos
demuestran que el blogueo del NK-1R por antagonistas conduce al arresto mitéticoy a la
muerte celular. De hecho, el aprepitant y otros antagonistas han demostrado efectos

antitumorales in vitro sobre diversos tipos de cancer, sugiriendo su utilidad terapéutica in
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vivo®9, Por el contrario, el knockdown de NK-1R mediante ARN silenciador (SiRNA)
conduce a la muerte celular de los cultivos tumorales in vitro®. El uso de antagonistas
de NK-1R aumenta la deteccion de proteinas antiapoptéticas (p21, p73, Bax, Bid and

Bad) en cultivos celulares*??,

Existen dos isoformas de NK-1R, una forma completa y una truncada, que difieren en su
terminacion carboxiterminal. En la forma truncada, la carencia de diversos aminoacidos
repercute sobre la posibilidad de fosforilar e internalizar el receptor. Es por ello que,
aungue la activacion de ambas fomenta el mecanismo oncogénico, la ultima parece
potenciar de modo mas importante este hecho!®. Parece que el factor transcriptor NF-
kB induce la transcripcion de la forma truncada. El NF-kB es una citoquina con

demostrado efecto de adiccion oncogénico3),

Se ha demostrado que la forma truncada del NK-1R tiene mucha mayor presencia en
lineas celulares tumorales que con respecto a lineas celulares inmortalizadas, por lo que
se cree que la forma truncada del receptor tiene un papel oncogénico mucho mas

importante que la forma completa del mismo®3Y,

El control de la internalizacion del receptor NK-1R esta altamente regulado por diversos
mecanismos que incluyen la retroalimentacion negativa por niveles altos extracelulares
de SP e intracelularmente por la [-arrestina, una proteina con funciones de
ubiquitinizacién. La funcion de esta ultima se ve anulada por la ausencia de un dominio
de union en el extremo intracelular de NK-1R®®2, Ver en figura 7 las diferencias entre

las dos isoformas de NK-1R.

Se han desarrollado estudios preclinicos tanto in vitro como en modelos murinos en el
que se han demostrado efectos antineoplasicos con los antagonistas del NK-1R al inducir
la apoptosis. Se ha demostrado esta efectividad en diversas lineas celulares tumorales
como carcinoma de laringe, glioma, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, leucemia,
osteosarcoma, linfomas, carcinoma de pancreas, carcinoma de estomago, retinoblastoma,
melanoma y carcinomas de pulmon, mama y colon. Se ha confirmado igualmente que el

uso de antagonistas de NK-1R disminuyen la actividad de la oncoproteina Akt®3%),

Sobre xenoinjertos de cancer de mama en ratones inmunosuprimidos, se ha conseguido

inhibir la progresion del tumor administrando aprepitant durante dos semanas*3?),
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Figura 7: Representacion de las isoformas de NK-1R. Se exponen las dos isoformas
del receptor NK-1R. Arriba la isoforma completa con su largo segmento intracelular que
permite una internalizacién y degradacion apropiadas del receptor de membrana. En la
parte inferior aparece representada la isoforma truncada con la ausencia del largo extremo
carboxiterminal expuesto al citoplasma, lo que dificulta la degradacion del receptor,
aumentando su tiempo de permanencia en la membrana celular y por tanto perpetuando
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la activacion de sefial hacia el ntcleo celular. Tomado de Garcia-Recio S, Gascén P.
Biological and Pharmacological Aspects of the NK1-Receptor. Biomed Res Int.
2015;2015:495704.

También cabe destacar que los antagonistas de NK-1R han demostrado bloquear el
cambio de forma celular hacia la mesenquimizacion que sufre la célula tumoral previo a
su migracién metastasica. Ademas, bloquean el proceso angiogénico y las mitosis

endoteliales in vitro22,

Se puede resumir que la SP tras su unién al NK-1R induce la proliferacion celular, un
efecto antiapoptotico, facilita la migracion celular que precede la invasion y las metastasis
asi como la angiogénesis y se ha demostrado que el bloqueo del NK-1R, a través de
antagonistas inhibe la proliferacion celular, produce la muerte de la célula tumoral se

evita la migracion y la neovascularizacion con un efecto global antioncogénico 33,
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2. Justificacion, Pertinencia y Objetivos

Como se ha comentado, el CFA es un tumor cuyo tratamiento actual entrafia una marcada
morbilidad y aun asi presenta una alta tasa de recidiva. Con lo que es necesario el

desarrollo de nuevos y eficaces tratamientos que mejoren su prondstico.

Gracias al conocimiento cada vez mayor de la biologia molecular del CFA, podemos
tratar de bloquear con nuevos medicamentos diana el desarrollo de este tumor. Como ya
se ha expuesto, se ha descubierto en los ultimos afios que el CFA sufre un proceso de
desarrollo oncogénico basado en mecanismos paracrinos y no en multiplicacion
descontrolada de un clon celular. En la figura 8 se esquematiza la diferencia entre el
clasico modelo de expansion clonal de la célula mutada y el modelo paracrino mas

novedoso.

El origen del tumor parece deberse a la mutacion somatica por ganancia de funcion en la
Beta-catenina que ocurre en células troncales, lo que genera CSC que sufren inicialmente
un proceso de multiplicacion acelerada generando un llamativo conglomerado celular
denominado CC que posteriormente sufre la entrada en fase de senescencia y adquiere un
SASP con la generacion de diversos mensajeros paracrinos con sefiales mitéticas e
inmunogenas sobre el resto del tejido tumoral, promoviendo el crecimiento y maduracion
del microambiente que rodea a las células oncoldgicas. Estas CSC son portadoras de la
Beta-catenina mutante, sin embargo, el resto de células del tumor no poseen dicho driver

oncogeénico ni son descendentes del linaje de estas CSC.

Poniendo de relevancia la importancia de los sefializadores paracrinos en el CFA y
habiendo sido reconocida la SP y su receptor NK-1R como mecanismos de comunicacion
vitales para la supervivencia y progresion en muchos otros tumores, se hipotetiza que
tanto la SP como su receptor NK-1R estén presentes en el CFA y ejerzan sefiales

mitogenicas derivadas de las CC hacia el resto del grueso tumoral.
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Figura 8: Modelo de expansion mutacional y modelo SASP: se muestra a la izquierda
la generacion de una poblacion clonal en que todas las células poseen la mutacion
oncogeénica (+). En el lado derecho contrasta con un modelo SASP en el que las células
oncogénicas se expanden por las sefiales que emite la célula que alberga la mutacion (+).
Tomado de Martinez-Barbera JP, Andoniadou CL. Concise Review: Paracrine Role of
Stem Cells in Pituitary Tumors: A Focus on Adamantinomatous Craniopharyngioma.
Stem Cells. 2016;34(2):268-76.

De lo expuesto en la introduccidn, existe evidencia de que muchos de los sistemas y
biomarcadores esenciales en el CFA se vean potenciados por la SP como es la via Wnt o

la produccion de IL-6 entre otros

Esta tesis esta dirigida a determinar la expresion de la SP y del receptor NK-1R en el CFA
en vistas al desarrollo futuro de nuevas terapias dirigidas al bloqueo del complejo

mecanismo paracrino con el que cuenta el CFA.
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Se constituyen como objetivos del estudio:

Objetivo principal:
a. Determinar la presencia de la SP y del NK-1R en el CFA.
Objetivos secundarios:

b. Describir la distribucion de la SP y del receptor NK-1R en las diferentes zonas
histologicas y en las diferentes células del CFA.

c. Determinar la presencia de la SP y del NK-1R en el tejido hipofisario sano.

d. Comparar la intensidad de la presencia de la SP y del receptor NK-1R en el CFA

en comparacion con el tejido hipofisario sano.
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3. Material y Método

3.1 Disefo del Estudio

La hipotesis del estudio trata de esclarecer si la SP y el NK-1R se encuentran
representados en el CFA y cual es la distribucion que presenta en dicho tumor. Para ello
se disefio este estudio observacional descriptivo de caracter anatomorfoldgico y que
describe semicuantitativamente la presencia, intensidad y distribucion de la SP y el NK-

1R en muestras de CFA tefiidas por métodos inmunohistoquimicos.

3.2 Poblacién

Se solicitaron al biobanco del Hospital Universitario Virgen Del Rocio, piezas quirdrgicas
de CFA procedentes de cirugias. Estas muestras fueron solicitadas segun el procedimiento
establecido en el Hospital Universitario Virgen del Rocio para peticién de Biorecursos al

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia.

Se ceden para el estudio, muestras de 86 Microarrays tisulares (TMA) conservados en
parafina, procedentes de 43 biopsias con diagnostico anatomopatoldgico previo de CFA.
Cada una de las biopsias fue por tanto representada por dos TMA. Todas las muestras

procedieron del Banco de Tumores de Hospitales Universitarios Virgen Del Rocio-1BIS.

Las muestras se tifieron inmunohistoquimicamente con los anticuerpos policlonales de
conejo anti-Sustancia P (Sigma Aldrich, Espafia: Referencia S1542 y Lote 030M4767 de
2014; 2ml) con tincion diluida a 1/1500 y anticuerpo policlonal de conejo anti NK-1R
(SigmaAldrich, Espafia: Referencia S8305 y Lote 083M4759 de 2014 de; 2 ml), con
tincion diluida a 1/500.

Se aportaron controles negativos (dos biopsias de hipéfisis sanas) y controles positivos
(muestras de diferentes tejidos en los cuales se ha descrito la presencia de SP y NK-1R

(testiculo, rindn, adenocarcinoma de pulmén, placenta, carcinoma de tiroides, etcétera).

Todas las muestras fueron valoradas y aceptadas para incluirlas en anélisis segun los

siguientes criterios de inclusion y exclusion.
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3.3 Criterios de Inclusion y Exclusién

Criterios de inclusion:

1. Muestras con diagnostico anatomopatoldgico previo de CFA valoradas por
microscopia optica con tinciones de hematoxilina y eosina y con opcionales
técnicas inmunohistoquimicas de diagndstico como la expresion contra la Beta-
catenina.

2. Material histologico en buen estado de conservacion sin dafios ni artefactos en su

procesamiento.
Criterio de exclusion:

1. Material histologico dafiado o que no represente adecuadamente la biopsia de la

que procede.

3.4 Analisis Histologico

Las muestras de CFA fueron tefiidas inmunohistolégicamente contra SP y NK-1R vy
fijadas en formaldehido al 4% (segln es necesario por el protocolo indicado en la ficha

técnica de los anticuerpos usados).

Anteriormente las muestras estaban conservadas en bloques de parafina. Se describe a
continuacion el procesamiento de las muestras para la realizacion de la técnica de

inmunohistoquimica indirecta:

1. Cortey desparafinado de las muestras: se realizaron cortes de los tejidos entre 3°5
um con un microtomo y se montaron en portaobjetos de microarrays tisulares
destinados especificamente para inmunohistoquimica. Las muestras de tejido
parafinado se incubaron durante 24 horas en la estufa a 37°C y 30 minutos antes

de la realizacion de la inmunohistoguimica a 60°C.

2. Recuperacion antigénica inducida por calor. Se realiz la recuperacion del epitopo
inducida por calor en el sistema Dako PT link (Dako, Espafia), junto con la
rehidratacion del tejido. Para este proceso se emplearon las soluciones incluidas
en el kit de inmunohistoquimica utilizado EnVisionTM FLEX, High pH,

(Dako,Espafia). Se sumergieron los cortes de tejido en la solucion EnVisionTM
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FLEX solucidn de recuperacion antigénica, pH bajo (50x) tampdn de citrato (pH
6,1) (c6digoK8005/DM829), diluida en agua destilada (1:10), durante 20 minutos
a 96°C. Posteriormente tras dejar enfriar los cortes a 65°C, se realizé el lavado con
solucion EnVisionTM FLEX Buffer de lavado (20x) (C6digoK8007/DM831),
tamponada con solucién Tris diluida con agua destilada (1:20) y a temperatura

ambiente, durante 5 minutos.

3. Procedimiento automatizado de tincion inmunohistoquimica en analizador
Autostainer Link. Preparacion de los reactivos. El procesamiento y tincion del
tejido se realizd de forma automatizada y estandarizada en Dako Autostainer Link
analizador (Dako, Esparfia), mediante kit de inmunohistoquimica comercializado
EnVisionTM FLEX, High pH, (Dako Espafia). De todas las soluciones necesarias
para la realizacién de la inmunohistoquimica, se incorporaron directamente al
analizador, por no precisar preparacion: EnVisionTM FLEX reactivo blogue ante
de peroxidasa (cédigo SM801): para la inhibicién de la peroxidasa endogena
EnVisionTM FLEX/HRP (cédigo SM802): dextrano unido a moléculas de
peroxidasa y moléculas de anticuerpo secundario de cabra contra
inmunoglobulinas  de  conejo.  EnVisionTM  FLEX+rabbit  (cddigo
K8009/SM805): para la incubacién de cortes con anticuerpo secundario.
EnVisionTM FLEX Hematoxilina (cédigo K8008/SM806): para la realizacién de
la contratincién. EnVisionTM FLEX Buffer de lavado (20x) (Caddigo
K8007/DM831) Sin embargo, fue necesaria la preparacion de las siguientes
soluciones (en la cantidad establecida segun el protocolo de inmunohistoquimica
para el analizador): EnVisionTM FLEX Sustrato buffer (codigo SM803) vy
EnVisionTM FLEX Cromdégeno DAB+ (diaminobenzidina) (c6digo DM827) en
una proporcion de una gota de cromégeno por cada 20 ml de sustrato. Dilucion
de anticuerpos policlonales primarios de conejo (anticuerpo antisustancia P
(Referencia S1542, Sigma Aldrich, Espafia) en proporciéon 1:2000 y anti RNK1
(Referencia S8305, Sigma Aldrich, Espafia) en proporcién 1:1000, con solucion
EnVisionTM FLEX Diluyente de anticuerpo (cédigo K8006/DM830). Se
programaron en el software del autoanalizador, los pasos de tincion y los tiempos
de incubacion de los cortes en inhibidor de la peroxidasa enddgena, en antisuero

primario especifico para cada anticuerpo, en anticuerpo secundario marcado con
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peroxidasa, en el revelador con diaminobencidina y en la tincion de hematoxilina.
En el caso del nimero de portaobjetos de nuestro estudio, se requirié un tiempo

de tres horas de procesamiento.

4. Deshidratacion del tejido y montaje. Tras finalizar el procedimiento automatizado
con la contratincion con hematoxilina, se llevaron las muestras a agua destilada,
y a continuacion se realizé la deshidratacion de las muestras mediante el paso de
los portaobjetos por una bateria de alcoholes a concentracion creciente: 60% (30
segundos), 70% (30 segundos), 80% (30 segundos), 90% (5 minutos), 96% (5
minutos), 100% (5 minutos). Finalmente se pasaron las muestras por tres cubetas
de xiloles, para eliminar el alcohol: de forma rapida en las dos primeras y en la
tercera, el tiempo necesario hasta el montaje. A cada cristal sacado del xilol, se le
coloco un cubreobjetos al que se le habia afiadido, pegamento Pertex. Tras el
secado, las muestras estan preparadas para la visualizacién del resultado con el

microscopio optico.

5. Control de calidad. En cada proceso de inmunohistoquimica se incluy6 también
una muestra de TMA de diferentes tejidos como control positivo tanto de SP como
de NK-1R con el fin de asegurar un rendimiento correcto de todos los reactivos
aplicados. En cada proceso de inmunohistoquimica se incluyé una muestra de
TMA de diferentes tejidos como control negativo de especificidad del anticuerpo

sustituyendo el anticuerpo primario por suero.

Tras el procesamiento de las muestras tisulares. Se prosiguid con su analisis al
microscopio Optico mediante la observaciéon directa en el laboratorio de Anatomia

Patoldgica del Hospital HM Monteprincipe.

Se valord la presencia, distribucion e intensidad de la inmunorreactividad en las diferentes
regiones histologicas del CFA (CC, epitelio en empalizada, reticulo y endotelio vascular)
de cada muestra de TMA y se le otorgd un valor segun clasificacion cualitativa ordinal

(presencia intensa, presencia, ausencia y pérdida).
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3.5 Analisis Estadistico y Recogida de Datos

Cada TMA fue custodiado por el investigador, anonimizado y numerado para su

identificacion en el estudio.

Los datos correspondientes al andlisis inmunohistologico se transcribieron e

informatizaron en las tablas de frecuencia que se aporta en apartado de resultados.

Las frecuencias de distribucion de la intensidad de las tinciones inmunohistoquimicas en
cada region del tumor fueron comparadas con el método del T student. Se ha comprobado
de este modo las diferencias existentes en la distribucion y la intensidad de la expresion

de la tincion entre cada region del tumor.

3.6 Consideraciones Eticas

Todos los datos han sido anonimizados y tratados con respecto a la Ley Organica 3/2018
de proteccion de Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales y al Reglameto
(UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo del 27 de abril de 2016 de
Proteccion de Datos (RGDP). Igualmente se han seguido los principios de la bioética
(Beneficiencia, Justicia y Autonomia), nacidos de la declaracién de Belmonte y de los

principios reflejados en la Declaracion de Helsinki.

Para la realizacion de este estudio se ha obtenido el dictado favorable del Comité Etico
de Investigacion Médica de Hospitales Universitarios Virgen Macarena-Virgen Del
Rocio. Comité que ha ponderado y evaluado en sesién celebrada el 26/04/2018 y recogida
en acta 05/2018.

Se acuerda y acepta la cesidén de muestras biologicas por parte del Biobanco del Sistema

Sanitario Publico de Andalucia con niimero de solicitud 33180021.
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Proceso Nov  2017- | Jun-oct 2018 Nov  2018- | Jun-oct 2019 Nov  2019- | Sep 2020-mar | Abril 2021- | Ene 2022-dic | Ene 2023-
may 2018 may 2019 ago 2020 2021 dic 2021 2022 Abril 2023

Inscripcién

Programa

Doctoral

Realizacion

Complementos
Formativos

Planteamiento

Recogida/procesa
miento de datos

Anadlisis

Revision

Depésito de Tesis
Doctoral
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4. Resultados

Se estudiaron 86 muestras de TMA procedentes de 43 piezas tumorales de CFA. 16 TMA
no fueron valorables por pérdida de material anatomopatoldgico o expresion inadecuada
con la inmunohistoquimicay en 6 de los mismos, alguno de los componentes histolégicos

del tumor que se determind analizar no fueron representativos en TMA.

Las diferentes regiones histologicas del tumor son facilmente identificables por
microscopia oOptica: Cluster Cells (CC), Epitelio en Empalizada (EE), Reaccién Glial
(RG) y Vasos Sanguineos (VS). Los resultados de la distribucion e intensidad de la SP y
el receptor NK-1R determinados por inmunohistoquimica, aparecen representados en las
tablas de frecuencias representada en las Tablas 1 a 8.

La SP aparece distribuida con marcada intensidad por toda la muestra de manera
relativamente homogénea. Tiene preferencia por expresarse en los nucleos celulares,
aunque también se expresa con menor intensidad en el citoplasma y tifie difusamente el
citoplasma de los oligodendrocitos y deméas componentes inflamatorios de la microglia.
Su deteccidn aparece también en el intersticio celular. No han existido regiones del tumor
que tengan una presencia mas importante de SP en un modo estadisticamente significativo
si bien las regiones con mayor densidad celular presentan expresion mas importante de

SP como en el caso de las CC o del EE.

Con respecto a NK-1R tiene una presencia mas escasa, con una distribucion mucho mas
discriminativa que la SP. Se localiza preferentemente en las membrana y citoplasma
celular y adquiere una disposicion a modo granular. Sin embargo en las células
inflamatorias de la reaccion glial, también se expresa en su nucleo. Su expresion de hecho
fue mas intensa a nivel de la reaccion glial que con respecto al resto de compartimentos
del CFA (p< 0.01). Ver Tablas.

A nivel de la RG, la inmunoexpresion de NK-1R es Ilamativa a nivel de las células
inflamatorias y células endoteliales. En los primeros ademas la expresion en el nacleo fue

intensa.
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Frecuencia | Porcentaje
Valido |No presencia 5 5,8
Presencia 52 60,5
Presencia 16 18,6
muy intensa
Total 73 84,9
Perdidos 13 15,1
Total 86 100,0
Tabla 1. Inmunotinciéon SP en CC
Frecuenci
a Porcentaje
Valido |[No 4 4,7
presencia
Presencia 60 69,8
Presencia 14 16,3
muy intensa
Total 78 90,7
Perdidos 8 9,3
Total 86 100,0

Tabla 3. Inmunotincién SP en RG
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Frecuenci
a Porcentaje
Valido |No 2 2,3
presencia
Presencia 55 64,0
Presencia 19 22,1
muy intensa
Total 76 88,4
Perdidos 10 11,6
Total 86 100,0
Tabla 2. Inmunotincion SP en EE
Frecuenci
a Porcentaje
Valido |No 5 58
presencia
Presencia 68 79,1
Presencia 4 4,7
muy intensa
Total 77 89,5
Perdidos 9 10,5
Total 86 100,0

Tabla 4. Inmunotincién SP en Endotelio
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Porcentaj Frecuenci
Frecuencia e a Porcentaje
Valido |No 57 66,3 Valido |No 45 52,3
presencia presencia
Presencia 14 16,3 Presencia 23 26,7
Presencia 4 4,7 Presencia 7 8,1
muy intensa muy intensa
Total 75 87,2 Total 75 87,2
Perdidos 11 12,8 Perdidos 11 12,8
Total 86 100,0 Total 86 100,0

Tabla 5. Inmunotincién NK-1R en CC

Porcentaj
Frecuencia e

Valido [No 10 11,6

presencia

Presencia 63 73,3

Presencia 3 3,5

muy intensa

Total 76 88,4
Perdidos 10 11,6
Total 86 100,0

Tabla 7. Inmunotincién NK-1R en RG

Tabla 6. Inmunotincién NK-1R en EE

Porcentaj
Frecuencia e

Valido |No 37 43,0

presencia

Presencia 38 44,2

Presencia 1 1,2

muy intensa

Total 76 88,4
Perdidos 10 11,6
Total 86 100,0
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En la Figura 9 se muestra un corte de hip6fisis sana con su tincion inmunohistoquimica
a SP.

Figura 9: Inmunorreactividad a SP en adenohipofisis 10X

En la Figura 9 se representa microfotografia de adenohipofisis con inmunotincion a SP.
La adenohipofisis es un dérgano heterogéneo con existencia de diferentes extirpes de
células parenquimatosas rodeadas por fibras reticulares. Las células parenquimatosas son
diferentes segin la hormona que produzcan. No es posible conocer el subtipo celular sin
técnicas especificas de inmunohistoquimica. Se observa como la SP se inmunolocaliza a
modo difuso en la adenohipofisis. Se encuentra con mayor intensidad en los nucleos y
citoplasmas de las células parenquimatosas dejando a las fibras reticulares desprovistas

del inmunoanticuerpo contra SP.
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Figura 9a: Inmunorreactividad a SP en adenohipdfisis 40 X

En la Figura 9a se observa expresion de SP a modo difuso y poco discriminativo en toda
la adenohipdfisis. Tiene tendencia a expresarse con mayor intensidad en el nacleo (punta
de flecha) de la mayoria de las células, pero existen una parte menor de ellas que no se
tifien, mostrando la coloracion azulada de la hematoxilina. También es detectable la SP a
modo granular en el citoplasma de la mayoria de las células probablemente localizando

su expresion en ciertos organulos (flecha).

En la Figura 10 se observa distribucion de la SP en el CFA con una tincién mas marcada
en las areas celulares al tener mayor concentracion de ndcleos. Notar en la
microfotografia, marcados con flechas, los nidos de CC con una méas marcada expresion
de la inmunotincion a SP, aunque sin alcanzar significacion estadistica (p> 0.05) en su
intensidad con respecto a otras areas tumorales. En su cercania se constituyen las areas

celulares proliferativas del epitelio en empalizada.
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Figura 10a: Inmunorreactividad a SP en CFA 20X
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En la Figura 10a se muestra aumentada la anterior figura, con las CC marcadas con
flecha. Se observa la expresion de la SP en los nucleos celulares a modo generalizado y
como colorea débilmente la RG, el citoplasma de las células y los intersticios celulares.

A continuacion, en la Figura 11 se compara la histologia tan distinta que presenta la
adenohipofisis sana (izquierda) con respecto a la del CFA. Hay que destacar la existencia
de una inmunotincién mucho mas intensa a SP en el CFA que con respecto a la existente
en el tejido adenohipofisario sano.

Figura 11. Inmunorreactividad a SP en adenohip6fisis 10X (izquierda) y CFA 10X
(derecha)

En la Figura 12 destaca la inmunolocalizacién a SP en cercania a las Cluster Cells (CC)
y en el Epitelio en Empalizada (EE) donde adquiere la preparacion una coloracion marron
tabaco mas intensa. En la Reaccion Glial (RG), no existe marcada inmunotincion a SP
salvo porque se expresa con mayor intensidad en los nucleos celulares de los componentes

celulares de la glia.
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Figura 12a: Inmunorreactividad a SP en CFA 40X

En Figura 12a Se muestra con mas detalle esa coloracion marrén tabaco que indica la
inmunorreactividad a SP en la cercania a las CC y al EE. Se nota la tendencia de la
inmunotincion a SP a localizarse en los nucleos celulares. Se observan como células

inflamatorias (flechas negras) muestran inmunorreaccién a SP en sus nucleos.
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Figura 13: Inmunorreactividad a SP en CFA 40X

En Figura 13 se presenta microfotografia en detalle de la RG, que muestra la
inmunolocalizacién de la SP en el nucleo de células endoteliales (flechas negras), en
fibroblastos (flechas moradas), en células gliales (flechas azules) y en linfocitos (flechas
amarillas). En estos dos ultimos, se localiza inmunorreactividad a SP con especial
intensidad, adquiriendo una muy significativa intensidad en el ndcleo y coloreando en

parte el citoplasma.

En la Figura 14 se muestra en microscopia oOptica diferentes regiones del CFA con
inmunotincion a SP. ElI EE con coloracion en los nucleos celulares y la RG con su

microglia con nucleos resaltados con la inmunotincion a SP.

Figura 14: Inmunorreactividad a SP en CFA 15X
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Figura 15: Inmunorreactividad a NK-1R en adenohipo6fisis 10X

En Figura 15 se observa expresion de NK-1R en una hipdfisis sana. Se tifien las
membranas celulares y el citoplasma de un subconjunto de células del paréngquima
adenohipofisario. La ausencia de otras tinciones inmunohistoquimicas imposibilita el

reconocimiento de cada una de estas poblaciones celulares.
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Figura 16: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 10X

En laFigura 16 se muestra inmunorreactividad de NK1R en el CFA. Su inmunoexpresion
es a modo difuso y con predominio membranocitoplasmatico en el EE, en las células

inmunes asentadas en la RG y en el endotelio de los vasos (marcados por flechas negras).
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23

Figura 16a: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 20X

En la Figura 16a, se muestra la misma region de la figura anterior, pero a un mayor
aumento. Veéase como en todo el EE se insindan los contornos celulares secundariamente
a la inmunoexpresion de NK-1R en la membrana celular (NK-1R es un receptor de
membrana). En el area del recuadro, se observan los depdsitos de inmunoticion a NK-1R
en las regiones basales del EE lo que dibuja el contorno de las células. Hay que destacar
que en la RG se encuentran células inmunes con expresion intensa de inmunotincion a

NK-1R en el citoplasma y en los nucleos.
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Figura 17: Inmunorreactividad a NK-1R en adenohipdfisis 10X (izquierda) y CFA
10X (derecha).

En la Figura 17 se realiza comparacién entre la inmunorreactividad a NK-1R en la
adenohipofisis (izquierda) y el CFA (derecha). Obsérvese la inmunoexpresion mas
intensa en el tumor.

Figura 18: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 20X
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En la Figura 18 se puede observar que la deteccion de NK-1R fue también positiva en

las CC, si bien, fue menos intensa que la existente en el EE de la cercania sin haberse

observado diferencias estadisticamente significativas en este aspecto.

Figura 19: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 40X

En la Figura 19 microfotografia la inmunotincion a NK-1R en la membrana y citoplasma

de las células endoteliales de los vasos sanguineos (VS) que perfunden el CFA (flechas

negras).
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Figura 20: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 40X
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En la Figura 20, la microfotografia muestra en detalle la inmunotincion a NK-1R en la
pared de un vaso sanguineo (VS). Destaca la inmunotincion a NK-1R que presentan las
células endoteliales (flechas naranjas) con expresion a nivel del nucleo, citoplasmay de
la membrana de las células. En la membrana basal de los vasos sanguineos se localizan
fibroblastos que presentan nucleos y citoplasmas inmunotefiidos a NK-1R (flechas
moradas). En cercania, se observan como se estan extravasado hacia el tumor células
inmunitarias como granulocitos (flecha verde) o linfocitos (flecha azul) con marcada
inmunotincion a NK-1R a nivel de membrana, citoplasma y nucleo. En la cercania se
pueden observar células inflamatorias con expresion de NK-1R (flecha negra). El resto
de poblaciones celulares supone EE y la expresion de NK-1R es escasa, primando la

tincién con hematoxilina y eosina.
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Figura 21: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 30X

En la Figura 21 se muestra una seccion del CFA. Llama la atencion como la
inmunotincion a NK-1R es importante en las células del sistema inmune, tifiiendo tanto
las membranas celulares como el citoplasma y el nucleo, este ultimo con marcada
intensidad. Se sefialan con flechas a las células inmunes. La inmunotincion a NK-1R en
la RG acompariante, fue superior a la presente en otras areas del tumor con significacion
estadistica (p<0.01). Obsérvese el resto de las poblaciones celulares, que suponen el
frente de avance del EE, como tienen una tincion hacia NK-1R muy escasa.
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Figura 22: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 15X

En la Figura 22 se presenta la inmunotincion a NK-1R en un quiste del tumor. Destacar
el magma repleto de células inflamatorias con una importante expresion de la

inmunotinciéon a NK-1R en los nucleos de dichas células.
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Figura 23: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 20X

En la Figura 23 se observa el importante deposito de la inmunotincion para NK-1R en
un quiste tumoral. En los citoplasmas de las células del EE se observa deposito granular
de la inmunotincion a NK-1R.

Figura 24: Inmunorreactividad a NK-1R en CFA 40X

78



Carlos Alcaide Alvarez
Inmunolocalizacién de la Sustancia P y el receptor NK-1R en el Craneofaringioma Adamantinomatoso

En la Figura 24 se puede notar la presencia en un quiste tumoral de células inflamatorias
con inmunotincion a NK-1R en la membrana externa y depésitos granulares en el

citoplasma de macrofagos (flechas negras).

En las Figuras 25y 26 se presentan los controles negativos a SP y a NK-1R en CFA. Se
observa ausencia de inmunorreactividad y tincion en azul (contratincién con

hematoxilina).

Figura 26: Control negativo para NK-1R de CFA

79



Carlos Alcaide Alvarez
Inmunolocalizacién de la Sustancia P y el receptor NK-1R en el Craneofaringioma Adamantinomatoso

5. Discusion

La conveniencia de realizar el presente estudio atiende en primer lugar a la dificultad en
el tratamiento del CFA, un tumor caracterizado desde hace mucho tiempo®, pero en el
que su tratamiento convencional ha permanecido sin cambios en las Ultimas décadas®.
Basicamente los principales avances se han producido en el enfoque terapéutico, mucho
méas conservador e intentando realizar cirugias conservadoras del hipotadlamo y al
desarrollo de técnicas mas conformacionales de radioterapia para disminuir la toxicidad

de la técnica@5844),

Gracias a los avances en los Gltimos afios acerca de la biologia molecular del CFA, hemos
podido conocer la existencia de un driver mutacional en la enfermedad como es la
mutacion en la Beta-catenina y la existencia de un modelo de desarrollo oncogeénico tipo
SASP(59,61,68)

Las inasumibles secuelas experimentadas en los enfermos de CFA con una tasa de déficits
endocrinolégicos de hasta en el 100% de los pacientes y proporcional tasa de obesidad
hipotaldmica nos debe hacer enfocar la enfermedad desde un punto de vista mas
conservador y buscar tratamientos médicos que minimicen la probabilidad de dafio

hipotalamico®:27,

La bdsqueda de dianas moleculares en este tumor adquiere, por ende, una especial
importancia. Aunque el evento central de la oncogénesis parece ser la mutacién en la
Beta-catenina, existe un escaso desarrollo de sustancias inhibidoras de esta via, ya sea por
falta de efectividad o por requerir dosis toxicas para su inhibicion in vivo®3), Un
representante de la inhibicion de esta via puede ser el acido acetilsalicilico con
demostrados efectos en la prevencion del cancer de colon, sin embargo, su potencial

terapéutico esta por determinar®3®,

La busqueda, entonces, de otros factores involucrados en la progresion del CFA es
necesaria. De entre los mediadores oncogénicos con caracter proncogenicos que mayor

interés despiertan en el campo de la investigacion bésica es la SP(®).

Se ha descrito la existencia de la SP y de su receptor NK-1R en una amplia variedad de

tumores y se ha demostrado el efecto trofico de la SP sobre el tejido celular y cémo el
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bloqueo del receptor NK-1R causa el paro mitético y la entrada en apoptosis de diversas

lineas de cultivos celulares tumorales33),

Este trabajo aporta como novedad la inmunolocalizacion de la SP y de su receptor NK-
1R enel CFA, hecho nunca antes demostrado (con fecha de 12 de abril de 2023 consultada
la base de datos PubMed, no existe ningun articulo publicado con las siguientes palabras
claves, craniopharyngioma, substance P OR Neurokinin-1 receptor). Nosotros
describimos aqui por primera vez la inmunolocalizacion a SP y a NK-1R en el CFA
humano. Esto viene determinado por la especificidad de los anticuerpos utilizados, asi
como los controles de calidad realizados, al obviarse los primeros anticuerpos especificos
a SP y NK-1R, se observa una ausencia total de inmunotincién, asi como una tincién azul

de todo el CFA estudiado, esto es debido a la contratincion con hematoxilina (Figura 25
y 26).

Secundariamente, la existencia del binomio SP/NK-1R en el CFA predice la existencia
de algun tipo de papel en el mantenimiento y crecimiento de este tumor. Basandonos en
estudios previos que han demostrado el efecto potenciador oncogénico en diversos
tumores, se deduce que la SP pueda actuar también como un mensajero trofico en el
CEA(77.113)

Con la progresiva profundizacion en la oncologia molecular, se ha observado la existencia
de multiples vias de crecimiento y mitogénesis de las células cancerosas, existiendo vias
celulares cuya activacion supone un efecto esencial para el mantenimiento de la célula
tumoral y basta el truncar esta via para provocar la muerte de la célula tumoral. Estos son
los llamados mecanismos génicos de adiccion oncogénica®®. El bloqueo de la via de
sefializacion SP/NK-1R podria consistir en un mecanismo no génico de adiccién
oncogeénica. En modelos sobre cultivo celular y xenoinjertos, ha conseguido la involucién
mediante la administracion de antagonistas de NK-1R sin afadirse otros
compuestos>19). Queda por comprobar si su efecto clinico confirma la correspondiente
efectividad demostrada en los modelos preclinicos. Sin embargo, ha sido publicado un
caso clinico de un paciente con cancer de pulmén no microcitico en tratamiento con
radioterapia paliativa y uso compasivo del farmaco antagonista del NK-1R aprepitant
(farmaco usado para las nauseas y vomitos post quimioterapia) que tras 45 dias de
tratamiento con aprepitant a 1140 mg/dia alcanz6 remision completa. Ademas, su
administracion no causé efectos secundarios graves, de hecho, el paciente se encontraba

con excelente estado funcional, aumento de peso y sin alteracion analitica®®.
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Figura 27: Procesos oncogénicos involucrados en el mantenimiento y progresion del
cancer. Tomado de Hanahan D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer
Discov. 2022 Jan;12(1):31-46.

La trascendente complejidad de la célula tumoral con su infinidad de vias de activacion
hace gue los elementos con demostrado efecto de adiccion oncogénica sean escasos Y el
crecimiento de la célula tumoral atienda a razones auténomas, multifactoriales y
sinérgicas que se imponen frente a la pérdida de funcion de los mecanismos de
retroalimentacion negativa ejercidos por los genes supresores de tumores, la mitocondria
y los mecanismos de silenciacion epigenéticos. A todo ello es necesario sumar la
constante plasticidad y mecanismos de escape que desarrolla la célula tumoral ante
sefiales apoptdticas y de control inmunitario. Es por ello que la cura del cancer se
conseguira mediante el sumatorio de la inhibicion de los diferentes mecanismos de

perpetuidad adquiridos por las células tumorales®37).

En la figura 27 se representa magistralmente en los trabajos de Hanahan la complejidad

de mecanismos que permiten el desarrollo y mantenimiento del cancer.
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No solo el comportamiento aislado de la célula tumoral caracteriza la agresividad y
resistencia al tratamiento que condiciona a ciertos tumores. La instauracion de un 6rgano
especializado integrado por el conjunto de células cancerosas compone el denominado
MAT y es responsable del comportamiento distinto del cancer en un organismo del que
presenta en los modelos murinos o celulares. Un tumor sélido muestra diversos grupos
celulares y una histologia diferenciada y especializada que permite un comportamiento
independiente al individuo que lo aloja. Existe neovascularizacion con existencia de vasos
sanguineos particulares con amplias fenestraciones que permiten el trasporte de
sustancias y células que consigan satisfacer la demanda metabodlica del tumor y su
diseminacion a través de la circulacién sanguinea o linfatica. EI comportamiento del
sistema inmune en el tumor es también particular con la existencia de un trasfondo
anérgico, sino que ademas se comporta la propia inflamacion como un factor tréfico para
el cancer. Ademas, el proceso de reorganizacion de la matriz celular es particularmente
labil permitiendo la ausencia de compartimentacion de los diferentes grupos celulares y

promoviendo su migraciont3®),

La extrema complejidad del microambiente tumoral sienta las bases de la necesaria
orquestacion del tumor por diversos mecanismos reguladores. Asi, la SP podria ser un
intermediario relevante para la progresion del cancer ya que actuaria no solo sobre la

progresion tumoral sino sobre la reaccion inflamatoria tumoral 7).

A pesar de la evidencia béasica que existe acerca del proceso tumoral asociado a la SP,
otras vias de activacion oncogénicas han sido investigadas de manera mas profunda.
Precisamente, la SP regula diversas vias mitogénicas de la célula tumoral como la via
MAPK®%) \WNT®12) y J]a AKT@0"129) que tienen un marcado papel como genes de
adiccion oncogénicos en CFA, gliomas o en la histiocitosis de células de Langerhans entre
otros. También es destacada su influencia como potenciador del efecto Warburg, en la
angiogénesis y en la mesenquimizacion de la célula tumoral. Asi el bloqueo de NK-1R
puede suponer un efecto paninhibidor para el desarrollo del cancer().

En el caso particular del CFA, el hecho de existir poblaciones celulares tan diferenciadas
y una marcada heterogeneidad tisular, la existencia de un modelo de SAPS como
mecanismo conductor parece acertado y la existencia de una poblacién de CSC con un
fenotipo SASP que mantenga por mecanismo sefializadores la progresion del tumor es
una hipdtesis mas que interesante y bien argumentada propuesta por el Dr. Martinez-

Barbera y su equip0(4'59'61’62'66'68’69'139).
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La existencia de SP y de NK-1R en el CFA, como se deriva de este trabajo, es compatible
dentro del modelo de SASP arriba comentado y actuar como un sistema mensajero
autocrino, paracrino y endocrino producido por las CSC que componen las CC que
permite potenciar el crecimiento y diferenciacion de otras poblaciones del grueso del
MAT. Asi las CSC producirian la SP que seria generada hacia el espacio extracelular y
se uniria a los receptores NK-1R que se encuentran en la membrana de las células del
microambiente tumoral (fibroblastos, macrofagos y células endoteliales) como se ha
demostrado en este trabajo. Se presenta en Figura 28 el esquema del modelo oncogénico
dirigido por la SP en el CFA.
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Figura 28: Modelo oncogénico dirigido por la SP en el CFA

La Figura 28 representa la hipotesis sobre la que se basa el estudio: a la izquierda, una
célula troncal sufre una mutacion driver que permite la translocacion de la Beta-catenina
(B-CAT) al nucleo celular con la consiguiente activacion de la maquinaria mitogénica y
el establecimiento de una poblacion clonal con Beta-catenina mutada denominada Cluster
Cells. Esta poblacion genera SP que actia como un sefializador dentro del MAT con
efectos autocrinos, paracrinos, intracrinos (nucleocrinos) y endocrinos. Tras la union de
la SP a su receptor NK-1R se producirian estimulos oncogénicos sobre las diferentes

poblaciones presentes en el MAT. Sobre Linfocitos induce su anergia, fomenta el
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reclutamiento de poblaciones reguladoras y el mantenimiento de sefiales troficas e
inflamatorias. Sobre la poblacion de Macréfagos Asociados a Tumores tipo-2 (TAM-2)
propiciaria la autofagia para la eliminacién de detritus que puedan resultar toxicos en el
nicho tumoral como proteinas alteradas, fArmacos o metabolitos fruto de la anoxia o la
radioterapia. Se evitaria igualmente la presentacion de antigenos tumorales mediante los
complejos mayores de histocompatibilidad a los linfocitos. Otro punto importante
supondria el estimulo anabolico para al acimulo de colesterol y glucogeno por medio de
macrofagos espumosos o en los quistes ricos en lipidos que caracterizan al tumor y que
surtirian al mismo de la energia necesaria para su crecimiento. En cuanto a los
Fibroblastos Asociados a cancer (CAF) que se localizan en el tumor, la SP podria inducir
una reorganizacion esencial en el coldgeno que permitiera la movilidad del conjunto
celular y el aislamiento del tumor de las amenazas inmunes o toxicas procedentes del
organismo. Igualmente, los CAF serian necesarios para generar las membranas basales
de los neovasos que se generen en el MAT. En cuanto a las acciones sobre el Epitelio en
Empalizada, la SP promoveria la mitosis en el mismo, su deformacion y migracion que
permita la invasion de estructuras vecinas. Sobre las Células Endoteliales, la SP
promoveria su crecimiento, multiplicacion y la porosidad de los neovasos que permita la
entrada en el microambiente de nutrientes, células mesenquimales y células inflamatorias

que continden haciendo crecer el MAT.

La SP se ha demostrado distribuida de modo generalizado en las muestras de CFA
incluidas en el estudio. Su expresion ha sido poco discriminativa y no ha sido
estadisticamente significativa su mayor expresion en ninguna region tumoral de manera
particular. Observando las muestras, la SP se muestra mas presente en las areas con mayor
concentracion celular, aunque en regiones menos celulares, también se ha expresado la

SP. Este hecho hipotetiza que la SP cumple un papel relevante en el desarrollo del CFA.

De manera evidente, se ha observado en este trabajo una mayor intensidad para la SP en
el CFA con respecto a la hipofisis sana. Este hecho se encuentra representado en la Figura
11. La mayor intensidad en la inmunolocalizacion de la SP en tumores que con respecto
a sus tejidos de origen estd ampliamente descrita en la literatura y sirve como hipotesis al

papel regulador de la SP en los procesos de desarrollo oncogénico(.

En la presente tesis se observa, como en trabajos anteriores, una distribucion de la SP en
el citoplasma y el nacleo celular. Como se ha valorado en trabajos previos, su implicacién

en procesos relacionados con el DNA es probable("®192113) Sy expresion a modo granular
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en el citoplasma ha sido descrita en otros tumores como de colon o de estdbmago y tratarse
de depositos intracelulares del péptido aunque actualmente se desconoce su funcion49),

La SP se encuentra igualmente expresada en los leucocitos presentes en el tumor, tanto
en linfocitos como en macréfagos, por lo que las funciones de la SP en el
craneofaringioma no solo podrian limitarse a efectos paracrinos de crecimiento tumoral,
sino que contribuirian al entorno inflamatorio que acompafia al craneofaringioma y que
recluta gran cantidad de células inmunitarias sin conseguir una respuesta inmunitaria
efectiva contra el tumor, al contrario, el contexto inflamatorio tiene un papel de
potenciacion oncogénico. De hecho, ha sido ampliamente descrito el papel de la SP en
los fendmenos proinflamatorios y los trabajos previos coinciden en un efecto
inmunosupresor a altas concentraciones. Esto es debido a que desata una respuesta
inflamatoria significativa aunque no eficaz**'*®. Una de las lineas de investigacion mas
interesantes actualmente en este tipo de tumor seria la inmunoterapia. Se conoce que en
las células inflamatorias como linfocitos y macréfagos, la SP al unirse al NK-1R de dichas
células produce un aumento en la concentracion y los niveles de IL-6, IL-8 y TNF-o®%.
Existe evidencia de que el blogueo de la IL-6 es util para inhibir la reaccion inflamatoria
desencadenada por el tumor y que fomenta el desarrollo de los grandes quistes que

acomparian al mismo®?),

Por otro lado existen trabajos que se basan en fomentar la respuesta inmune contra los
antigenos tumorales a través del bloqueo PD-1/PD-L1%44). aprepitant (antagonista de NK-
1R ha demostrado disminuir los linfocitos T CD4+ PD-1+ 49, Asi el bloqueo de NK-1R
seria otro modo de administrar inmunoterapia para este tipo de cancer porque podria
actuar a la vez sobre el proceso tumoral, el proceso inflamatorio y el proceso

inmunosupresor desencadenado por las células tumorales®4®).

La presencia de la SP y el NK-1R en la poblacion endotelial es otro hecho destacable. El
rol de la SP como proangiogénico es un hecho muy estudiado en diversos tumores(">"®),
La generacion de neovascularizacion es uno de los pilares que sustentan la oncogénesis
de tumores solidos y permite garantizar la llegada de nutrientes y la diseminacion
tumoral®*”). Ademas de las funciones comentadas, los neovasos presentan una particular
estructura que facilita la llegada de células mesenquimales y células T reguladoras que
potencian la anergia del MAT de los tumores s6lidos®4®149). En este dual mecanismo de
la angiogénesis e inmunoanergia se erige el VEGF como un mediador fundamental 5%,

Interesantemente, se ha demostrado que la SP regula el VEGF®Y, En este estudio se
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observa en el endotelio tumoral un aumento de la expresion a SP y a NK-1R por lo que
el descrito rol angiogénico de la SP se mantendria también en el caso del CFA.

En este trabajo se demuestra la existencia de NK-1R en el CFA y su mayor expresion con
respecto a la hipdfisis sana como se observa en la Figura 17. Esto va en concordancia
con otros estudios descriptivos en los cuales se demuestra mayor existencia de NK-1R en
los tumores con respecto a sus tejidos de origen y la intensidad de su expresion es mayor

cuanto mas alto sea su grado de malignidad histologica® .

Con respecto a la distribucion del receptor NK-1R, éste se distribuye de una manera
mucho mas discriminativa en las muestras de CFA. Existe una distribucion
estadisticamente significativa (p<0.05) a nivel de la RG del CFA con respecto a otras

regiones del tumor. En este tejido se asientan en su mayoria células inflamatorias.

Se ha detectado una llamativa expresion del NK-1R en el nucleo de las células
inflamatorias existentes en el tumor, mayoritariamente asentadas en la RG. A pesar de
que el NK-1R es un receptor de membrana y se encuentra en la superficie externa de la
célula, puede encontrarse en el citoplasma por fendmenos ubiquitinizadores mediados por

la B-arrestina.

La deteccién de NK-1R en el nucleo celular es un fendmeno infrecuente pero que puede
observarse en ceélulas muy activas metabolicamente. Sin embargo, su expresion en el
nucleo de las células tumorales es dificil de observar debido a que expresan la forma
truncada del receptor que persiste en la membrana celular y no puede ser internalizado

por la célula hacia el citoplasma ni expresarse por tanto en el nticleo®?.

El hecho del aumento de la expresion de NK-1R en los leucocitos y células endoteliales
parece muy interesante ya que la existencia del receptor de la SP en estas células
determina que el péptido cumpla una funcion de mensajero, trasmitiendo una sefial tréfica
e inflamatoria sobre la reaccion glial que acompafia al tumor. La SP potenciaria como en
otros tumores previamente estudiados, un efecto angiogénico, inflamatorio y de
reorganizacion del lecho glial permitiendo el caracteristico desarrollo de todo el MAT

que acompafia al CFA“®),

La reorganizacién de la matriz colagena es un aspecto del MAT que esta despertando el
interés de las investigaciones oncoldgicas. Dentro de la matriz tumoral (RG en el caso del
CFA) existen células gliales que facilitan la invasion regional por parte del tumor®®, Este

hecho es relevante en el contexto del CFA, un cancer con marcada agresividad regional
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y alta tasa de recurrencia local. Hemos observado un aumento de expresion de la SP y el
NK-1R en células gliales del CFA con lo cual la SP podria estar regulando la invasion

regional de este tipo de tumor.

En los Gltimos afios se ha puesto de relevancia el papel de los TAM para el mantenimiento
y generacion del MAT®. En el actual estudio se observa como células inmunes
(linfocitos, macrofagos y células gliales) del CFA sobrexpresan SP y NK-1R, con lo cual
la SP pudiera actuar como un péptido diferenciador de las poblaciones TAM-2 que
promuevan la anergia inmune y liberen metaloproteasas capaces de reordenar la matriz

colagena y permitir el frente de avance del epitelio en empalizada del CFA @59,

Aunque por lo general se ha demostrado que el contenido de colesterol de los tejidos
tumorales es superior al de los tejidos sanos, es llamativa la acumulacion de colesterol
que experimenta el CFA, hasta tal punto que los quistes y hendiduras ricas en colesterol
consisten en uno de los hallazgos guia para su diagnostico patolégico. Tal rica presencia
de colesterol puede estar involucrada en la anergia caracteristica del tumor a pesar de su
contexto inflamatorio. Se ha demostrado que el colesterol produce anergia de los
linfocitos T CD8+ y que los antagonistas del colesterol causan reactividad inmune.
Igualmente el colesterol promueve una diferenciacion monocitaria hacia TAM-2 que
fomenta la inmunotolerancia®?. En nuestro trabajo se han observado quistes en el CFA,
aunque debido a la preparacién histolégica, no podemos asumir que contuvieran

colesterol. Sin embargo, se ha observado reaccion inmune en estos quistes.

Parece que la interaccién entre los TAM y los acimulos de colesterol presentes en el CFA
debe de ser intensa. El origen de estas balsas de colesterol puede provenir de la fagocitosis
de la mielina de los tejidos gliales que invade el tumor. Una de las funciones de los TAM
es el reordenamiento y eliminacion de detritus del nuevo nicho tumoral. La importante
reserva de colesterol en lugar de su metabolizacion, puede estar orientada al
almacenamiento de energia y recursos para la supervivencia de las células tumorales,
permitiéndoles obtener energia, generar membranas celulares y microvesiculas, que en
ultima instancia se usen para alargar la vida media y mejorar la difusion de moléculas
sefializadores tales como la SP. El colesterol también induce la generacion de factores
oncogenicos como Wnt, Shh, Yap, TGF-B, VEGF o MMP y previene la apoptosis
desencadenada por la mitocondria®®. Interesantemente estas moléculas y sus

correspondientes vias estan reguladas a su vez por SP33),
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Queda por determinar en este estudio si la SP esta generada por las CC como mecanismo
paracrino regido por unas CSC en estado senescente. Para ello es necesario en el futuro
Ilevar a cabo técnicas de microdiseccion o de amplificacion génica. Sin embargo, la ya
comentada mayor intensidad de la SP en las areas con riqueza celular y la
estadisticamente significativa mayor localizacion del NK-1R en la RG con respecto a
otras regiones del tumor puede ser compatible con esta hipotesis.

En el caso del CFA se ha demostrado la hiperactivacion de diversas vias oncogénicas
como la WNT®® o0 SHHGY, La SP a través de su receptor acoplado a proteina G, el NK-
1R, produce liberacion de segundos mensajeros transmitiendo las drdenes mitogénicas a
las células del tumor. EI modo en que se produce la transmisién intracelular del mensaje
oncogenico desencadenado por la SP queda por profundizar en él, siendo necesarios
estudios de hibridacion e inmunofluorescencia y técnicas de secuenciacion®®). El
conocimiento mas profundo del mecanismo endocelular puede permitir el desarrollo de

terapias farmacoldgicas mas especificas y eficaces para el tratamiento del CFA.

Entre las debilidades y sesgos del estudio, debe destacarse, la evidente limitacion del
estudio por falta de validacion en cuanto a la concentracion ideal de anticuerpo para SP y
NK-1R. Al no existir diluciones predeterminadas, se ha tefiido segin concentraciones
usadas en anteriores trabajos(®1%? y posteriormente ajustando segun los resultados
observados con microscopia. Finalmente se determinaron tinciones de 1/1500 para SP y
1/500 para NK-1R.

El trabajo carece de cotinciones que ayuden a identificar con mayor precision las
poblaciones de CSC y de células receptoras de los estimulos paracrinos. En este sentido
las cotinciones contra Beta-catenina o marcadores de troncalidad como OCT4 o0 SOX2
serian de utilidad. Como justificacion, el material de biopsia que se usé para el estudio
era escaso Yy la necesidad de cotinciones habria agotado los microarrays tisulares de CFA

existentes en banco de tumores.

La expresion para SP en el CFA se ha demostrado generalizada. En trabajos previos, se
pone en relevancia, que existe ubicuidad de la SP en todos los tejidos del organismo,
cumpliendo vitales funciones fisiologicas para la célula derivadas de su funcion como
mensajero para, auto y endocrino”. La conclusion que puede derivarse en el presente
trabajo es que la SP se encuentra expresada en el CFA y que tiene preferencia para

localizarse en el interior de las células y en proximidad a las mismas en el CFA,
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presentandose en menor cantidad en las zonas con menor concentracion celular. Ya se
conoce que la SP se encuentra en el nucleo y citoplasma de las células y que puede
encontrarse en cercania a las células para transmitir sefiales a modo auto y paracrino7-%b,
A causa de su vida media corta, el encontrarlo distante a las zonas celulares es mas
infrecuente y se halla en concentraciones més pequefias. Este hecho se deberia a su
transmision a través del torrente sanguineo para cumplir funciones endocrinas. De hecho
los pacientes afectos de cancer tienen aumentados los niveles de SP respecto a individuos

sanos®¥),

Un factor a considerar, que puede alterar significativamente los resultados que ofrece el
estudio es la pérdida de calidad de la muestra a causa del parafinado. Al no tratarse de
tumor en fresco o ultracongelado, se ha podido desnaturalizar la SP, ya que se trata de un
péptido 1abil y con vida media corta. EI NK-1R puede igualmente haberse visto alterado.
Ademaés, tanto uno como el otro han podido perder afinidad por los anticuerpos de la

técnica.

La carencia del trabajo de muestras del tumor en fresco o ultracongelados definitivamente
ha empobrecido la calidad del trabajo. El poder trabajar con este tipo de material, hubiera
permitido la realizacion de cultivos celulares y poder comprobar muchas de las hipétesis
planteadas. Futuros trabajos podrian desarrollarse en este sentido y realizar estudio sobre
cultivo celulares para observar el comportamiento del CFA con la administracion de SP
y antagonistas de NK-1R. Igualmente se podria comprobar el papel de las CSC y su
relacion con el sistema SP/NK-1R. Sin embargo, el poder obtener una muestra tan extensa
de CFA como la usada para el estudio es costoso debido a la escasa incidencia del tumor
y al alto coste de manipular y conservar muestras tumorales en fresco o ultracongeladas,

siendo las disponibles en bancos de tumores, por lo general, conservadas en parafina.

La heterogeneidad caracteristica del CFA® puede afectar directamente a la potencia de
los resultados. Hay que recordar que los TMAS consisten en microtomos de material
histologico y pueden no representar las areas mas caracteristicas de la histologia del tumor
al poder contener grandes regiones quisticas, areas de necrosis, de sangrado o de gliosis
peritumoral. Por ello los resultados obtenidos podrian no reflejar bien la

inmunolocalizacion de la SP y de su receptor NK-1R.

Existen técnicas mas modernas y sensibles para deteccion de la SP y del receptor NK-1R

como son las técnicas de amplificacion mediante la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
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(PCR). Si bien, el localizar histologicamente a la SP y su receptor, seria necesaria llevar
a cabo técnicas de microdiseccion que serian costosas y podrian acarrear la pérdida de
material histologico por no decir la ausencia de cebadores o primers comerciales para

usar en la PCR.

Cabe comentar que la SP es un péptido perteneciente a la familia de las taquikininas, un
grupo de péptidos con funciones neurotransmisoras y gran parecido filogenético entre
ellas compartiendo la terminacion carboxilo terminal Gli-Leu-Met- NH2 lo que posibilita
que la inmunotincidn se fije inespecificamente a otras taquikininas en lugar de a la SP
con exclusividad®. Sin embargo, la reaccion cruzada del anticuerpo usado contra SP
contra otros péptidos descrita por el proveedor es escasa: contra Neurokinina-A 0,2%,
Endotelina-1 0,2% y Somatostatina 0,3 %.

El método de valoracion de la intensidad de la expresion de la SP y del NK-1R se ha
determinado por escalas cualitativas ordinales y a modo uniobservacional. Es por ello que
la pérdida en la calidad de los datos pueda ser importante. Sin embargo, no existen escalas
validadas que marquen los diferentes grados de intensidad en la expresion de los péptidos
estudiados. Recordar que, en la practica clinica habitual, la determinacion de SP y NK-
1R no se realiza en ninguna enfermedad ni existe consenso acerca de su significacion y
transcendencia patoldgica. Se ha intentado suplir las carencias del método de observacion
con la inclusién de dos TMA por cada tumor incluido en la muestra para minimizar asi la
heterogeneidad de los resultados. Ademas, la observacion de cada TMA no fue secuencial
lo que dificultd el condicionamiento del observador asociado a la valoracion de dos

observaciones secuenciales del material procedente del mismo tumor.

Adicionalmente, para disminuir los sesgos implicados, se pudo contar con un patélogo
con amplia experiencia en la valoracion de tumores infantiles y cerebrales. La inclusion
de controles positivos y negativos ayudd igualmente a la validacién correcta de la técnica

y a la disminucion de los posibles sesgos.
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6. Aplicaciones y perspectivas futuras

Este trabajo aporta como novedad la deteccion por primera vez de la SP y del NK-1R en

el CFA y la demostracion de su sobreexpresion con respecto al tejido hipofisario sano.

Este descubrimiento plantea diversas hipotesis sobre la potencial funcion de la SP en el
modelo de desarrollo oncogénico del CFA que ha demostrado seguir modelos SASP®9:68),
La SP, caracterizada como uno de los principales sefializadores celulares y habiendo sido
reconocida como un péptido proncogeénico, podria suponer un mediador involucrado en

la constitucion del microambiente y del comportamiento invasivo que caracteriza al CFA.

Los farmacos antagonistas del receptor NK-1R podrian suponer un interesante campo de
investigacion farmacoldgica para el tratamiento médico del CFA. Ya han demostrado
resultar eficaces en modelos in vitro e in vivo de diferentes tumores. Estos farmacos se
usan en la préactica clinica habitual y tienen indicacién para el tratamiento de los vomitos
asociados a quimioterapia. Existen comercializados el aprepitant y de su profarmaco el
fosaprepitant, si bien, las dosis en la que estos farmacos se demuestran antieméticos son
muy inferiores a las necesarias para alcanzar efectos oncoliticos como el Dr. Mufioz ha

demostrado en sus trabajos13115133),

Para profundizar en la utilidad del blogueo de NK-1R como terapia contra el CFA, los
siguientes trabajos deberian ir dirigidos a la administracion de antagonistas de NK-1R
sobre cultivos celulares de CFA. Se deberia de comprobar la respuesta que ejercen estos
farmacos para desencadenar la apoptosis celular o evitar la entrada en la fase G1 del ciclo
celular. Posteriormente los estudios basados en xenoinjertos podrian demostrar su efecto

in vivo.

En el caso del CFA las dianas moleculares en desarrollo en fase clinica son diversas:
antagonistas de IL-6, inhibidores de la via MAPK y CPI. Otras potenciales con evidencia
preclinica son los inhibidores de la via SHH, WNT, EGFR o FGFR 75161 Es claro que
la inhibicidn de solo una de estas vias sea insuficiente a no ser que existan mecanismos
de adiccion oncogénicos por filiar. Sin embargo, los antagonistas de NK-1R han
demostrado inhibir las vias celulares anteriores entre otras>)(Figura 29). Ademas, ha
sido sugerido un papel importante en la progresion tumoral del carcinoma de células
escamosas de cabeza dado que SP/NK-1R se sobreexpresa en dichas células. Por lo que
una intervencién terapéutica con el antagonista de NK-1R aprepitant podria ser una

estrategia terapéutica en futuros ensayos clinicos (),
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La existencia de mecanismos celulares de resistencia al tratamiento con antagonistas NK-
1R no se han descrito, pero la importante plasticidad y mutabilidad de la célula tumoral
es compatible con el desarrollo de dichos mecanismos. A pesar de que se ha demostrado
que el NK-1R es esencial para la viabilidad de las células tumorales(’®, el NK-1R no es
esencial para las células normales no tumorales(’®. Este hecho puede justificar por qué la
citotoxicidad de los NK-1R antagonistas incluido el farmaco aprepitant, es mayor en las
células tumorales que en las normales. Por lo tanto, la selectividad de este tipo de
farmacos seria muy elevada, al contrario que la quimioterapia que a dosis terapéuticas
incluyen toxicidad en el organismo, incluso derivando en dafio grave y mortal. Seria
interesante la realizacion de ensayos clinicos con antagonistas de NK-1R como aprepitant

para demostrar actividad antitumoral en CFA en humanos.

CELL SIGNALLING PATHWAYS
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Figura 29: Efecto de la activacion del NK-1R por la SP y su relacion con las principales
vias de desarrollo oncogénico. Extraido de Munoz M, Rosso M, Covenas R, Neurokinin-
1 Receptor Antagonists in Lung Cancer Therapy, Letters in Drug Design & Discovery
2017; 14(12)
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7.

1-

Conclusiones

Se describe en este trabajo por primera vez la existencia de la SP y del NK-1R en
el CFA.

También se describe en este trabajo por primera vez la existencia de la SP y del
NK-1R en la hipofisis sana.

La SPy el NK-1R se sobrexpresan en el CFA con respecto a la hipofisis sana. La
existenciay sobrexpresion de la SP y del NK-1R en el CFA nos permite considerar
que existen mecanismos reguladores del crecimiento y funcionamiento del CFA
que estan regidos por la accién de la SP/NK-1R.

La SP se distribuye en todo el CFA localizdndose preferentemente en el
citoplasma y nucleo de sus células. Por lo que estaria regulando la sefializacion
citoplasmica y nuclear y por tanto la mitogenesis de las células del CFA. Ademas,
las celulas de la RG y del endotelio vascular también expresan SP preferentemente
en los nucleos celulares sugiriendo su participacion en el proceso inflamatorio y
angiogenico asociado al CFA.

ElI NK-1R se expresa mas a nivel de la RG, sobre todo en los ndcleos y membranas
de las células inflamatorias presentes en su parénquima (linfocitos, macréfagos y
células gliales). Por lo que estarian participando en los fendmenos inflamatorios
asociados, incluyendo la mitogénesis de dichas células. En los vasos sanguineos
del CFA, el NK-1R se expresa en la membrana y el citoplasma de las células
endoteliales y en los fibroblastos que componen sus membranas basales. En otras
regiones del tumor como el EE y en las CC, el NK-1R se expresa en la membrana
de las células de dichas areas. Dado que el NK-1R es un receptor de membrana,
estaria regulando la sefializacion celular SP/NK-1R en dichas células.

Con todo lo descrito anteriormente se puede sugerir que la SP y su receptor NK-
1R ejercen funciones sefializadoras en el CFA dentro del modelo SASP que regula
Su oNcogénesis.

El tratamiento farmacol6gico con antagonistas NK-1R como aprepitant
bloquearia la sefializacién mediada por SP en el CFA permitiendo ejercer efectos
oncoliticos y antinflamatorios minimizando la gran morbilidad que los
tratamientos quirdrgicos y radioterapicos causan en los pacientes afectos. El

desarrollo de ensayos clinicos con farmacos antagonistas del NK-1R en el
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tratamiento del CFA se erige como una interesante linea de investigacion clinica
para lograr mejorar la supervivencia, disminuir la morbilidad y mejorar la calidad

de vida de los enfermos de CFA.
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