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1. PRESENTACION DEL TEMA Y OBJETIVOS DE LA

TESIS

El proceso de diseminacién de las células malignas depende de su capacidad de
producir metastasis, es decir, de traspasar |os compartimientos que las confinan en
condiciones normalesy de crecer en localizaciones distantes del tumor primario. Este
proceso se inicia en los tumores epiteliales malignos con el paso de carcinomain situ
a carcinoma invasivo, que tiene lugar cuando las células atraviesan la membrana
basal y acceden a estroma. La capacidad que adquieren algunas células del tumor
primario para separarse de las células vecinas, destruir la membrana basal e invadir
la matriz extracelular adyacente constituye la caracteristica basica que las diferencia
de las células estacionarias 0 no metastatizantes. A partir de este momento, las
4células pueden alcanzar los vasos linfaticos y sanguineos, donde deberan luchar
contra las fuerzas fisicas del torrente circulatorio y contra € ataque del sistema
inmune. S6lo algunas de estas células tumorales lograran extravasarse a los érganos
diana donde se desarrollaran las micrometéstasis, una vez se haya establecido lared

vascular necesaria mediante el proceso de la angiogénesis.

En & proceso de diseminacion y metastasis resultan determinantes |as interacciones
de las células malignas entre si, con las cdlulas estromales y endoteliales y con los

componentes de la matriz extracelular. Estas interacciones estan regidas por multitud
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de moléculas denominadas moléculas de adhesién, las cuales se agrupan en cinco

familias. CD44 constituye una de estas familias.

La familia de proteinas de membrana CD44 esta codificada por un Unico gen
localizado en el brazo corto del cromosoma 11 (locus 11p13). Este gen abarca 21
exones, 10 de los cuaes (exones 1-5 y 16-20) se expresan conjuntamente y
constituyen la isoforma estdndar (CD44s). Los exones restantes pueden ser
seleccionados e incluidos en la proteina final mediante un mecanismo de splicing
alternativo. Las proteinas que resultan de la inclusiéon de distintas combinaciones de
estos exones son multiples y se denominan isoformas variantes. La eleccion de los
exones variables que seran incluidos en la proteina final se produce en la fase de
transcripcion del RNA mensgero. Una célula individual puede cambiar
repetidamente el splicing del preeRNA mensgjero de su CD44. Mediante la técnica
de la PCR (polymerase chain reaction) se han identificado hasta la fecha hasta 30
productos de splicing diferentes, con lo cua se ha comprobado que la diversidad de
secuencias de CD44 es superior alade cualquier otra familia de proteinas que utilice

el splicing alternativo.

A la isoforma mas prolifica de CD44 se le aplico e término de CD44 estandar
(CD44s). Como ya se ha mencionado, e RNAmM de esta isoforma no contiene ningun
exon variable y suele expresarse en linfocitos y en células epiteliales y estromales

normales. En cambio, se ha comprobado que en los tejidos tumorales € patron de
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expresion de CD44 es mucho mas compleo e incluye isoformas variantes multiples.
A partir de este hecho se ha postulado la hipotesis de que CD44 proporciona a las
células tumorales una especie de codigo postal que les permite adoptar un
comportamiento bioldgico determinado, que en ocasiones incluye los pasos

necesarios parala diseminacion y la produccion de metastasis.

En 1991 Glnthert y col., en trabagjos experimentales en ratas, demuestran que la
inclusion de la secuencia de CD44 gue contiene el exon variable v6 en e genoma de
una linea celular de carcinoma de pancreas no metastatizante le confiere a esta linea
capacidad metastasica. Asimismo, € blogueo de este exdn mediante anticuerpos
especificos priva a estas células de su capacidad metastasica al ser inyectadas en

ratones atimicos.

A partir de la publicacion de estos resultados, se inician multitud de trabajos que
investigan la expresion de las distintas isoformas de CD44 en tumores hematol 6gicos
y sblidos en humanos. Los resultados obtenidos parecen indicar que las células
malignas tienden a expresar un patron de isoformas variantes mas complejo que su
contrapartida normal, incluyendo habitualmente e exon v6, inicialmente relacionado
con la capacidad metastatizante en trabajos experimentales. Asi pues, la expresion de
CD44 y sus variantes se ha correlacionado con la evolucion clinicay e prondstico de

distintas neoplasias humanas.
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En lo que hace referencia a aparato digestivo, la expresion de determinadas
isoformas de CD44 se ha relacionado con la progresiéon tumora y con una mayor
potencialidad metastasica. En 1993 Wielenga y col., mediante métodos de
inmunohistoquimica, describen una mayor expresion de la isoforma de CD44 que
contiene el exdn v6 en los adenocarcinomas metastésicos de colon que en los no
metastasicos. Con posterioridad, Mulder y col. (1995) demuestran la implicacion de
este exon variable en la progresion tumoral desde e adenoma hasta el

adenocarcinoma de colon.

Teniendo en cuenta los antecedentes comentados, nos planteamos la posibilidad de
investigar la participacion de CD44 en la progresion tumoral de varios de los
procesos neoplasicos mas frecuentes del esofago, estomago y pancreas. El estudio se
ha realizado de forma retrospectiva y se ha basado en la deteccidn
inmunohi stoquimica de diversas isoformas de CD44 en material incluido en parafina
del archivo del Servicio de Anatomia Patol6gica del Hospital Universitari Germans

Triasi Pujol.
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En concreto, los objetivos que nos propusimos al iniciar este trabajo fueron los

siguientes:

1. Determinar la expresion de las distintas isoformas de CD44 en la mucosa
esofagica normal, € esofago de Barrett, el carcinoma escamoso esofagico y el

adenocarcinoma de esofago.

2. Conocer la expresion de las distintas isoformas de CD44 en €l tgjido pancreatico

normal, la pancredtitis cronicay el adenocarcinoma de pancresas.

3. Determinar la expresion de las distintas isoformas de CD44 en la mucosa gastrica
normal, metaplasica y neoplésica, asi como las diferencias a respecto entre los
adenocarcinomas géstricos de tipo intestinal y difuso y entre las fases de carcinoma

superficial y carcinomainvasivo.
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2. INTRODUCCION GENERAL

2.1. INVASION Y METASTASIS

2.1.1. EL PROCESO DE LA INVASION Y LASMETASTASIS

L os organismos de los mamiferos se dividen en compartimientos tisulares separados
por lamatriz extracelular, la cual esta constituida por lamembrana basal y el estroma
intersticial. En condiciones normales, las células se unen a una de las vertientes de la
membrana basal y en la vertiente opuesta se encuentra el estroma intersticial, que
contiene las células mesenquimales, fibroblastos y miofibroblastos. Durante la
remodelacion de los tegjidos, asi como en los procesos proliferativos benignos 'y en el
carcinoma in situ, las poblaciones celulares epitelia y mesenquimal se mantienen en

SUS respectivos compartimientos y no se entremezclan.

La transicion de carcinoma in situ a carcinoma invasivo se produce en e momento
en que las células epiteliales atraviesan la membrana basal e invaden e estroma
intersticial adyacente, donde interaccionan con las células estromalesy con la matriz
extracelular (Siegal 1981, Burtin 1982). Unavez en el estroma, las células tumorales
invasivas pueden acceder a los vasos linfaticos y sanguineos y alcanzar

localizaciones distantes, donde dan lugar a las metastasis. Los vasos también estén
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rodeados de una membrana basal continua, que las células tumorales deben atravesar
durante los procesos de intravasacion y extravasacion. Las membranas basales estan
constituidas por una densa red de colageno, glicoproteinas y proteoglicanos (Vracko
1974, Martinez-Hernandez 1983). En condiciones normales, estas membranas no
presentan ningun poro lo suficientemente grande como para permitir el paso de una
célula de forma pasiva. En consecuencia, la invasion de la membrana basal debe

Ilevarse a cabo mediante un proceso activo.

Las céulas tumoral es interaccionan con la membrana basal de forma distinta a como
lo hacen las células normales. Las interacciones de las células tumorales con la
membrana basal pueden dividirse en tres etapas. union, disolucion de la matriz y
migracion o locomocion. La primera fase consiste en la union de los receptores de
membrana de las células tumorales a determinados componentes de la membrana
basal, como son la laminina, €l coléageno y la fibronectina (Kramer 1980, Terranova
1980). La segunda fase se produce pocas horas después de la union y consiste en la
lisis de la membrana basal. Estalisis se produce en el punto de contacto con la célula
tumoral, que segrega enzimas proteoliticas que degradan la matriz. La tercera y
ultima fase es la de locomocion, basada en la emision de pseudépodos en uno de los
extremos de la célula migratoria. Este proceso esta regulado por determinados
ligandos que se unen a la membrana plasmética y condicionan la movilizacion

coordinada de elementos del citosquel eto (Liotta 1986).
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En las distintas fases de invasion del estroma, de diseminacion a través de los vasos
sanguineos y de formacion de metéstasis en localizaciones distantes intervienen
numerosas moléculas de la superficie celular que regulan las interacciones de las
células entre si y de las células con la matriz extracelular. La mayoria de estas
moléculas forman parte de un grupo denominado, de forma genérica, moléculas de
adhesion. Lainteraccion de distintos tipos de estas moléculas, asi como la densidad y
distribucion de las mismas en la membrana plasmatica, condiciona la afinidad de las

células entre ellasy con lamatriz extracelular.

2.1.2. LASMOLECULASDE ADHESION

Como se ha comentado en e punto anterior, los mecanismos moleculares que
regulan la interaccion directa de las células con la superficie de las células vecinas y
con la matriz extracelular estan mediados, en gran parte, por las moléculas de
adhesion. La hipotesis de que e comportamiento de las células tumorales en el
proceso de invasion y metéstasis esté condicionado principa mente por las moléculas
de adhesion ha despertado un gran interés por € estudio de su funcién y de sus

posibles alteraciones en relacion con los distintos tipos de neoplasia.
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Son muy numerosas las moléculas de adhesion identificadas, contandose entre ellas
las que participan en la adhesion entre célulay célula (CAMSs) y las que intervienen
en la adhesion entre la célulay la matriz extracelular o entre la célulay €l substrato
(SAMs). Larazon de la denominacion moléculas de adhesion reside en que, para que
una molécula pueda actuar con otra de la superficie celular de la célula adyacente o
de la matriz circundante, ambas deben establecer contacto mediante la formacion de
puentes intermoleculares. Para poder separar estos puentes se requiere una cierta
cantidad de energia, 1o cua les confiere carécter de adhesion. No obstante, en
muchas ocasiones la unién entre las células no es e principal propésito de la
molécula de adhesion. La finalidad esencial de la interaccion entre dos moléculas es
el paso de informacion de una célulaalaotra. Este propésito debe ser distinguido del
epifendmeno de la generacion de puentes de unidn como un proceso interactivo entre
las dos moléculas. Asi pues, la finalidad de las moléculas de adhesién no es tanto
producir un enlace molecular como capacitar ala célula para responder y reaccionar

asu entorno.

Los campos en los gque se estudiaron inicialmente las moléculas de adhesion son la
diapédesis leucocitaria y la embriologia, concretamente la migracion celular durante
el desarrollo embrionario. Los avances de la investigacion en estos campos han
permitido constatar que las moléculas implicadas en estos dos procesos,
aparentemente tan distintos, son esencialmente las mismas o muy similares. Aunque

se descubren continuamente nuevas moléculas de adhesion, éstas se clasifican segun
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sus caracteristicas funcionales, estructurales y quimicas en cinco familias bien

establecidas.

2.1.2.1. CARACTERISTICASFUNDAMENTALESDE LASMOLECULAS

DE ADHESION

Antes de describir las cinco familias en que se agrupan las moléculas de adhesion,
hay que subrayar que las tres caracteristicas comunes a todas ellas son mas

importantes que las diferencias (Freemont 1998):

1. Las moléculas de adhesion son glicoproteinas y actan como vinculo molecular
entre el interior y €l exterior de la célula. Todas ellas son proteinas transmenbrana
que abarcan y atraviesan la membrana celular de un lado a otro. Como tales, constan
de tres partes o dominios distintos. El dominio extracelular, que es la porcion mas
voluminosa, esta unido al dominio intramembranoso, que a su vez se une a dominio

intracitoplasmatico funcional.

2. Todas las moléculas se ponen en funcionamiento como respuesta a un estimulo
externo (siempre otra molécula de adhesion) que se une a dominio extracelular y

altera su estructura. La molécula que se une a la molécula de adhesion es muy
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especifica y se conoce como ligando de la molécula de adhesion. Estos ligandos
pueden corresponder atres categorias distintas:

a Moléculas del mismo grupo (homotipicos).

b: Moléculas de distintos tipos (heterotipicos).

c: Proteinas o carbohidratos de la matriz extracelular.

3. La molécula de adhesion se une a otra molécula en €l interior de la célula, y a
través de ella es capaz de influir en la funcion celular. Algunas de estas moléculas
forman parte del citosqueleto y otras son enzimas que pueden inducir un cambio
quimico en €l interior de la célula, normalmente a través de la llamada via del

segundo mensajero.

2.1.2.2. LASFAMILIASDE LASMOLECULASDE ADHESION

Existen cinco familias de mol écul as de adhesion:
A. Superfamilia de las inmunoglobulinas

B. Cadherinas

C. Integrinas

D. Selectinas

E. CD44
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A. SUPERFAMILIA DE LASINMUNOGLOBUNAS

Esta gran familia de moléculas se denomina asi debido a la similitud que presentan
sus componentes con las inmunoglobulinas (Springer 1990). ElI grupo incluye las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, asi como moléculas que
intervienen en el reconocimiento celular y de antigenos de los linfocitos y de otras
células (CD3, CD4 y CDS8, entre ellas). Otro subgrupo importante son las moléculas
de adhesion intercelular (ICAM), gque se encuentran ampliamente expresadas en las
células endotelidles y epitelialess, NCAM, VCAM, y CEA (antigeno
carcinoembrionario). De forma similar a la cadherina E, la superfamilia de las
inmunoglobulinas interviene en procesos de adhesion homotipica (por €emplo,
NCAM se une a NCAM) o heteratipica (por gemplo, NCAM de las células

endoteliales se une a VLA-4 delos linfocitos).

B. CADHERINAS

Las moléculas de adhesion dependientes del calcio (cadherinas) reciben este nombre
porque poseen locus de unidn a moléculas de adhesion y a calcio (Takeichi 1990).
De formatipica, se unen a otras cadherinas de la superficie de las células adyacentes.
Sus dominios citoplasmaticos se unen a un grupo de moléculas [lamadas cateninas,

gue a su vez se unen afilamentos intermedios del citosguel eto.
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La cadherina mejor caracterizada es la cadherina E. Se trata de una molécula cuya
expresion esta regulada por € protooncogén ErbB2. Su expresion es esencia parala
organizacion inicial en el desarrollo embrionario y, por tanto, es una de las primeras
moléculas de adhesion que se expresan en los humanos. La cadherina E se concentra
en las uniones celulares del tipo unidn adherensy através de las cateninas se une ala
actina. La desmogleina y la desmocolina son cadherinas que forman parte de los

desmosomas y por medio de las cateninas se unen ala citoqueratina.

La mayoria de los trabajos (Behrens 1989, Frixen 1991) que estudian laintervencion
de las cadherinas en la transformacion neoplasica estan basados en la cadherina E.
Los distintos ensayos redizados in vitro permiten afirmar que la cadherina E
funciona como inhibidora de la invasiéon. Asimismo, se ha constatado esta propiedad
mediante el estudio de varias lineas de células tumorales derivadas de carcinomas
humanos de vegjiga, mama, pulmoén y pancreas. Las lineas de carcinoma con un
fenotipo epitelioide que expresan cadherina E no son invasivas, mientras que las que
muestran un aspecto parecido al de los fibroblastos y no expresan cadherina E tienen
un carécter invasivo. Se ha comprobado que en este Ultimo tipo de células, la
invasividad puede ser inhibida mediante la transfeccion de cDNA de cadherina E y
reinducida a partir del tratamiento con anticuerpos anti-cadherina E. Las lineas de
cancer colorrectal muestran también un cambio de fenotipo, de bien a mal

diferenciado, cuando se tratan con anticuerpos anti-cadherina E. La transfeccion de
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cDNA de cadherina E a una linea celular de carcinoma de colon pobremente

diferenciado revierte su fenotipo maligno.

Se ha investigado la expresion de cadherina E en material histopatol 6gico
correspondiente a un amplio espectro de neoplasias, pero los resultados no son
coincidentes. Algunos autores no han hallado reduccién de la cadherina E en los
tumores y sus metéstasis, a diferencia de otros, que han detectado una disminucion

del nivel de cadherina E en las areas de tumor pobremente diferenciado.

C.INTEGRINAS

Las integrinas son glicoproteinas de transmembrana constituidas por heterodimeros
alfa-beta, que se expresan en las células epiteliales y en otros tipos celulares (Hynes
1987). Existen 15 cadenas alfa y 9 cadenas beta, lo que permite un considerable
niumero de permutaciones moleculares. Inicialmente se clasificaban segun la
subunidad beta, pero en la actualidad se ha optado por una clasificacion funcional. La
mayoria de las integrinas, especialmente las pertenecientes a la subfamilia beta-1,
actian como SAMSs, es decir, como receptores para proteinas de la matriz
extracelular (colédgeno, laminina y fibronectina). Algunas de ellas tienen
especificidades solapadas y actlian como receptores de més de un tipo de proteina de

la matriz extracelular. Estos receptores son determinantes en la organizacion de los
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tgjidos, ya que permiten la union de las cdlulas a las moléculas de la matriz
extracelular y a las membranas basales que se encuentran en diversos tejidos

(musculo, tejido nervioso, etc.).

Otras integrinas actan como moléculas de adhesion intercelular (CAM) y se
localizan fundamentalmente en los leucocitos. Asumen la funcion de mediadoras en
la interaccion heterotipica entre células al unirse a miembros de la familia de las
inmunoglobulinas, tales como las moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1,

ICAM-2) y de adhesion vascular (VCAM).

Las integrinas son esenciales en los procesos de adhesion y migracion celular. Su
funcion es critica en la diferenciacion celular in vitro. Al igual que otros receptores,
las integrinas transmiten informacion desde el exterior hacia €l interior de la célula.
El crecimiento y la diferenciacion de las células del tejido conectivo y del tejido
neural estan influenciados por distintos substratos cuyo efecto estd mediado

principa mente por las integrinas (Springer 1990).

Asimismo, se ha demostrado la existencia de alteraciones en la expresion de las
integrinas en neoplasias epiteliales que incluyen & carcinoma de mama, pulmon,
colon, prostata, estdbmago, pancreas, rifion y piel. La expresion difiere segun los

distintos tipos de tumores, pero en la mayoria de los estudios se describe una
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disminucion en las concentraciones de integrinas especificas de cada tejido de forma

paralelaalapérdida de diferenciacion.

D. FAMILIA DE LASSELECTINAS

La familia de las selectinas esta constituida por tres moléculas (selectinas E, Py L).
Segun los resultados de experimentos in vitro (Springer 1990), estas proteinas
intervienen en las primeras fases de la cascada de acontecimientos que da lugar a la
extravasacion de leucocitos. Concretamente, la selectina E permite la adhesion de los
neutrofilos, monocitos y linfocitos T de memoria endotelio vascular. Por otra parte,
en cuanto a su posible funcion en las metastasis, se ha demostrado mediante
experimentos con lineas celulares que la unidn de células tumorales de carcinoma de
colon (HT-29) al endotelio vascular activado por citocinas esta condicionada por la

selectina E.

E.CD44

En los estudios iniciales sobre CD44 se pudo constatar que, entre otras funciones,

esta familia de moléculas esta involucrada en fenémenos de adhesion celular tales
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como la union de linfocitos circulantes al endotelio vascular y las uniones de las

células epiteliales y estromales entre si o con la matriz extracelular.

Y a que en las lesiones neoplésicas es frecuente observar alteraciones en la cohesion
celular, se empezo a investigar |a posible alteracion de estas moléculas en relacion
con los procesos tumorales. En este apartado se comentaran las caracteristicas de

CD44 en |o que respecta a su funcion como molécula de adhesién a nivel molecular.

CD44 tiene diversos ligandos que forman parte de la matriz extracelular y varian
dependiendo del tipo de tejido (Sneath 1998). Entre estos ligandos se encuentran €l
hialuronato, € condroitin-sulfato, el heparan-sulfato, €l colageno, la lamininay la

fibronectina. El principal ligando de CD44 es el hialuronato.

HIALURONATO

El hialuronato (HA) es un glicosaminoglicano constituido por un polimero lineal
que, a diferencia del resto de los glicosaminoglicanos, no esta unido a una proteina
principal de forma covalente. Los polimeros de hialuronato pueden tener un peso
molecular de varios millones de kD. En solucion, e polimero adopta una estructura
en espira (random coil) de unos 500 nm de didmetro. Debido a la multitud de
residuos hidrofilicos que contiene en su superficie, la molécula atrapa una gran

cantidad de solvente y adopta la estructura de una esfera hidratada. Asi e HA,
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mediante su capacidad de retener agua en € interior de la matriz, le confiere a ésta
turgencia y resistencia a las fuerzas de compresion, en contraste con las fibras de

colageno, que son las responsables de |la resistencia frente a las fuerzas de traccion.

A causa de su naturaleza laxa e hidratada, la capa de hialuronato mantiene a las
células separadas entre si, 10 cual aumenta su capacidad de movimiento a la vez que
permite su proliferacion. El cese en el movimiento celular y el inicio de las uniones
intercelulares se asocia con frecuencia a una disminuciéon de HA y de las moléculas
de superficie que se unen a mismo, asi como un incremento en la enzima
extracelular hialuronidasa capaz de degradar la matriz de HA. Estas funciones son
determinantes en el proceso de migracion celular y, como consecuencia, también
condicionan de manera importante la invasion tumoral y e desarrollo de las

metastasis.

Las células tumorales pueden segregar directamente hialuronato (Knudson 1991).
Este hialuronato segregado se incorpora a la matriz extracelular e interviene en la
regulacion de la adhesiéon entre las células y e substrato. Presumiblemente, €l
incremento de la sintesis de &cido hialurénico puede estimular lamigraciéon y, en este
sentido, favorecer la diseminacion de las metastasis. El acido hialuronico, ademés, se
encuentra arededor de la mayoria de las membranas basales (Underhill 1989) y, por
tanto, puede contribuir a movimiento de las células tumorales a través de las

mismas.
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La degradacion de los componentes de la matriz extracelular, en particular del
hialuronato, ha sido implicada en la angiogénesis. De este modo, € hialuronato
también interviene en € establecimiento del tumor inicia y de las metastasis en

|ocalizaciones distantes, induciendo |a vascul arizacidn de los focos tumorales.

El extremo aminoterminal de la molécula de CD44 es una fraccion constante, muy
preservada en todas las isoformas de esta familia de moléculas. Es precisamente esta
fraccion constante la que actia como locus de union a hialuronato. Este dominio
terminal esta compuesto por dos grupos de aminoécidos cargados positivamente, 10s

cuales se unen a una secuencia de seis azlicares del hialuronato.

La capacidad de las células para unirse a hialuronato via CD44 esta finamente
regulada. Esta capacidad varia en funcion de la isoforma de CD44 que esté
expresando la célula. Parece ser que, aunque las distintas isoformas variantes del
CD44 tienen un Unico dominio de union al HA, la capacidad de unién se altera con la
presencia de los exones variables (Benett 1995). A este respecto, distintos trabgjos
demuestran que dicha capacidad de unidn se incrementa proporcionalmente a los
niveles de CC44v6 presentes en la superficie celular. Como ya se ha mencionado con
anterioridad, se considera el exdon v6 como un elemento decisivo en el proceso
metastasico. En un principio se postulé que este exdn podria gercer su funcion a

través de su enlace a hialuronato.
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Sin embargo, a partir de una serie de trabajos experimentales en lineas celulares, se
ha demostrado que la union a hialuronato no es suficiente para el desarrollo de las
metastasis (Sleeman 1996). Se llegd a esta conclusion ante la evidencia de que €
anticuerpo monoclonal contra v6, que inhibe la produccion de metéstasis en el
modelo tumoral del carcinoma de pancreas de rata, no interfiere en launion a HA.
De ello se deduce que las isoformas que expresan este exdn actlan a traves de la

unién aalgun otro ligando diferente del HA.

PROTEOGLICANOS

L os proteoglicanos son macromol éculas que se encuentran en la matriz extracelular y
en la superficie de diversas células. Los proteoglicanos consisten en uno 0 mas
glicosaminoglicanos (polimeros lineales de disacaridos) unidos de forma covalente a
una proteina principal (core). Los proteoglicanos se denominan segun la estructura

de la cadena principal de disacéridos que |os compone.

En todos los proteoglicanos, las cadenas de glicosaminoglicanos, como el heparan-
sulfato y e condroitin-sulfato, se unen covalentemente a residuos de serina de la
proteina principal mediante conexiones congtituidas por tres azucares. Ademas de
formar parte de la matriz extracelular, los proteoglicanos se unen a la superficie de

distintos tipos celulares, especialmente de las células epiteliales. Las proteinas
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principales de los proteoglicanos de la superficie celular tienen un dominio en la
superficie interna de la membrana plasmética, otro dominio corto citosolico, y un
largo dominio extracelular a que se unen escasas cadenas de glicosaminoglicanos
como el hepardn-sulfato o € condroitin-sulfato. Las cadenas de heparan-sulfato
actian de puente de unién a colageno (tipos | , 111 'y V) y ala fibronectina, que se
encuentra en la matriz extracelular y que rodea las membranas basales. De esta
manera, |os proteoglicanos de la superficie celular anclan las células alas fibras de la

matriz y ala membrana basal.

Cabe sefialar también que, ala vez que actian como componentes estructurales de la
matriz extracelular y que intervienen en e anclge a la membrana basal, los
proteoglicanos, tanto extracelulares como de la superficie celular, desempefian otras
funciones a través de la union a factores de crecimiento. Se ha propuesto la union de
los factores de crecimiento a los proteoglicanos a través de los glicosaminoglicanos
como mecanismo para el reclutamiento o incorporacion de factores de crecimiento a
la membrana plasmética, presentacion a los receptores especificos, regulacion de su
accion en las"células diana’ (at short range) y creacion de un gradiente en €l interior

del tejido.

Algunas isoformas de CD44 contienen heparan-sulfato, un GAG que puede unirse a
distintos factores de crecimiento y citocinas. CD44s posee seis locus de union con

GAG, 5 de los cuales contienen la secuencia ser-gly- y pueden unirse a condroitin-
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sulfato. Por el contrario, €l exén v3 tiene la secuencia ser-gly-ser-gly, la cua puede

modificarse con la union a heparan-sulfato.

En 1995 Bennet y col. demuestran que Unicamente las isoformas que contienen el
exon variable v3 se modifican con la unién a heparan-sulfato (HS) y pueden actuar
como presentadores de algunos factores de crecimiento. En concreto, los resultados
obtenidos ponen de manifiesto que el CD44 modificado con € HS puede unirse a b-
FGF (basic fibroblastic growth factor) y a HB-EGF (heparin-binding epidermal
growth factor). De forma simultanea, Hashimoto y col. (1995) comprueban que
como consecuencia de la union del HB-EGF a HS se produce una sefia de
activacion que influye en la proliferacion de los queratinocitos, ejerciendo asi su
funcion como factor de crecimiento autocrino en los epitelios escamosos. A
diferencia de las formas variantes que contienen & exédn v3, la forma estandar de

CD44 no se modifica con el heparan-sulfato, aunque si se une a condroitin sulfato.

Los resultados de estos trabajos sugieren que un examen de los tipos celulares que
expresan la isoformas de CD44 que contienen el exén v3 y de las proteinas que se
unen a heparan-sulfato y son presentadas por CD44 durante € desarrollo, €l
crecimiento tumoral y el establecimiento de las metéstasis, permitiria conocer de que

manera el CD44 contribuye en estos procesos biol dgicos.
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2.2. CD44: ESTRUCTURA DEL GEN Y DE LA FAMILIA DE

GLICOPROTEINAS

La estructura del gen CD44 ha sido descrita de forma detallada (Koopman 1993).
Existen 19 exones en e gen CD44 humano, agrupados en cinco dominios
estructurales. Los exones 1 a 5 codifican la porcion extracelular de la proteina que
incluye el segmento de union a acido hialurénico. El segundo segmento, codificado
por los exones 6 a 14, representa la fraccion extracelular variable de la molécula
CD44 (vl a v10), sujeta a un intenso splicing alternativo del RNAm. El tercer
dominio de la proteina CD44 esta codificado por los exones 15y 16 y comprende la
parte constante proximal ala membrana. El cuarto dominio es el segmento hidrofobo
de transmembrana, codificado totalmente por el exon 17. El quinto dominio
representa la fraccion citoplasmatica de la proteina CD44, que también esta sujeta a
splicing aternativo. En consecuencia, € CD44 puede contener una cola
citoplasmatica larga con setenta aminoacidos (forma expresada por los linfocitos de
manera predominante) o una cola citoplasmatica corta que contiene tres aminoéacidos.
Asimismo, las alteraciones en la longitud de la cola citoplasmatica pueden modular
sefides intracelulares, ya que la cola citoplasmética tiene locus potenciales para la
accion de proteinas como las cinasas A y C y para la unién a filamentos del

citosquel eto.
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2.3. CD44: EL PROCESO DE SPLICING ALTERNATIVO

El gen CD44 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 11. La secuencia
genética puede codificar varias proteinas diferentes seleccionando algunos de los
exones que la componen, es decir, € gen contiene exones constantes y exones
variables. La eleccion de los exones variables se produce en e momento de la
transcripcion genética que da lugar @ RNAmM y a este proceso se le denomina

splicing aternativo.

El splicing alternativo es uno de los mecanismos de regulacion de la expresion
génica de las células eucariotas. Se lleva a cabo por largos compleos
multicomponentes |lamados spliceosomas que consisten en un conjunto de pequefias

ribonucleoproteinas nucleares que reconocen secuencias intronicas (Konig 1996).

La mayor parte de los genes eucariotas que codifican proteinas contienen las
secuencias codificadoras (exones) en segmentos discontinuos, interrumpidas por
otras secuencias (intrones) que no forman parte del RNA maduro. Los intrones son

eliminados del transcrito primario (pre-RNA) por el proceso denominado splicing.
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Se podria definir €l splicing alternativo como € mecanismo gque determina en unos
contextos lainclusion y en otros la exclusion de determinadas secuencias génicas en
el RNA maduro.

El splicing alternativo permite la sintesis de multiples productos diferentes a partir de
un Unico gen. Es un mecanismo que genera variabilidad de productos, dando a cada
uno de ellos caracteristicas estructurales y funcionales potencialmente diferentes.
Este mecanismo es especialmente importante en procesos complegos como el
desarrollo embrionario (Rio 1993) la diferenciacién tisular y la transduccion de
sefides extracelulares. Las células individuales tienen la capacidad de cambiar €l
patron de splicing aternativo de CD44 dependiendo de sus necesidades.

La isoforma que se expresa con mas frecuencia es la que se conoce como CD44
estandar (CD44s), que es una proteina de 37 kDa. EI RNAm de esta proteina no
contiene ninguno de los exones variables. Las isoformas variantes de CD44 pueden
contener uno o mas exones variables. Se pueden producir distintas combinaciones de
los exones variables y una misma célula puede cambiar repetidamente su patron de
splicing, dando lugar a distintas isoformas variantes segiin sus necesidades. Hasta el
momento se han detectado, mediante PCR, unos 30 productos diferentes y se ha
comprobado que la diversidad de las secuencias excede la de cualquier otra de las

familias de proteinas que utilizan €l splicing alternativo.

L as secuencias exonicas de CD44 de larata, € ratdon y e hombre presentan un alto

nivel de conservacion (Tolg 1993). Esto es vadido tanto paralos exones codificadores
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de la forma estdndar de la proteina como para los exones que le confieren
variabilidad mediante el proceso de splicing. En cada una de las tres especies, los
diez exones variables se corresponden perfectamente en cuanto a secuencias
intronicas y longitud exonica. Aparentemente, la funcion y el splicing de CD44 se
conserva en las diferentes especies de mamiferos. La variabilidad conseguida
mediante splicing es mayor que la de otros genes que también utilizan este
procedimiento, algunos de los cuales codifican otras proteinas de adhesion ( NCAM,

fibronectina, CD45).

La region proximal de la membrana parece desempefiar un importante papel en la
determinacion de las propiedades de unién de CD44. La introduccion de distintos
exones en esta region posiblemente modula la adhesividad, bien mediante un cambio
conformacional en el locus de unién al acido hialuronico, o bien originando nuevos
loci de unidn para ligandos atin no identificados. La eleccion especifica de distintos
exones en una célula determinada posiblemente esté condicionada por sefides
procedentes del medio que la rodea. El conjunto de distintas variantes de CD44 que
se expresan en una célula determinada podria representar un cédigo postal que
precisaria €l destino final de las células migratorias o bien dictarian e potencial
metastasico de las células tumorales (Jackson 1992).

Existen distintas hipotesis que intentan explicar los mecanismos de regulacion del

splicing (Konig 1996).
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Una posibilidad es que los factores reguladores intefieran con la maguinaria general
de splicing para cambiar su modo de accion (retencion de secuencias exonicas versus
exclusion de exones). Otro posible mecanismo de accion es que los factores
reguladores rotulen o marquen secuencias exonicas individuales especificas para su
retencion o exclusion. Ya que la inclusion de secuencias exonicas variables del
RNAmM de CD44 esta confinada a ciertos tipos celulares, es posible que exista una
regulacion especifica de cada tipo celular del splicing alternativo de CD44. Este
control podria estar mediado por la presencia de factores transactivadores positivos o

negativos.

Los factores transactivadores negativos impedirian la inclusion de secuencias
variantes exonicas y por tanto darian lugar ala expresion de la isoforma estandar de
CD44 en la mayoria de los tgjidos y podrian estar inactivados en células de ciertas
vias de diferenciacion o durante la progresion tumoral. De forma alternativa, la
eleccion de una isoforma especifica por splicing podria conseguirse mediante la
induccion de reguladores positivos, los cuales seleccionarian la correspondiente
combinacion de exones variantes. En las células tumorales, los patrones de splicing
pueden estar producidos por la up-regulation de tales factores positivos o por la

mutacion de elementos reconocidos por |os reguladores del splicing.
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2.4. CD44: DISTRIBUCION DE CD44 EN LOS TEJIDOS

NORMALES

TEJDOSADULTOS

Inicialmente, CD44s fue denominado CD44H o forma hematopoyética, debido a que
se identificd en esta estirpe celular. Con posterioridad, se ha demostrado la expresion
de esta isoforma, que sblo incluye la regién constante de la molécula, en una gran
variedad de tgjidos (pulmon, mama, tubo digestivo, sistema nervioso central, piel...).
Las isoformas variantes, que incluyen distintas combinaciones de los exones
variables en su estructura, tienen una distribucion mucho més restringida y se
expresan en distintas células epiteliales con un patron aparentemente especifico para
cada tipo de tgjido. Este hecho sugiere que €l proceso de splicing alternativo que da
lugar a las isoformas variantes esta estrechamente regulado y que posiblemente las

isof ormas variantes tienen funciones distintas a las de la isof orma estandar.

Concretamente, segln un extenso trabgjo llevado a cabo por Fox y col. (1994), los
epitelios respiratorio, transicional y escamoso queratinizante y no queratinizante

presentan inmunorreactividad parav3, v5y v6. En cambio, |os epitelios de las criptas
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gastrointestinales y de los ductos pancredticos sdlo manifiestan reactividad focal y
débil para estos exones variables. También se ha observado una positividad muy
débil para CD44 en € epitelio endocervica y en las glandulas endometriales. Los
elementos celulares y lamatriz del estroma en general, higado, corazon, rifion, ovario
y tgjido muscular liso y esquelético son negativos para las isoformas variantes de

CD44.

En cuanto a tejido mamario, las células ductales normales no parecen expresar
CD44 pero las mioepiteliales si que expresan reactividad para CD44v3 y CD44v6.
Por 1o que se refiere a sistema nervioso central, CD44s se expresa en |os astrocitos
perivasculares de la sustancia blanca, mientras que en la sustancia gris la expresion
es leve. En e ganglio linféatico norma los linfocitos del manto de la zona
interfolicular y de los sinusoides también presentan expresion de CD44s, mientras

que las células de los centros germinal es son negativas.

TEJDOS FETALES

Se ha demostrado que durante las distintas fases del desarrollo embrionario se
expresan numerosas variantes de CD44, sobretodo en los epitelios. Yu 'y col. (1997)
han comprobado la expresion de isoformas variantes en |os epitelios proliferantes del

ratdn embrionario, particularmente en las localizaciones donde interaccionan el
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mesenquima y los epitelios. Las isoformas expresadas con més frecuencia son

CD44v3-v10, CD44v4-v10y CD44v6-v10.
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2.5. CD44: FUNCIONESFISIOLOGICAS

La variabilidad en la estructura y distribucion de CD44 explica la diversidad de
funciones de esta familia de moléculas. En condiciones fisiol égicas normales se han

demostrado las siguientes funciones:

a) Adhesion a otras células y a componentes de la matriz extracelular, entre los
cuales se incluyen € hialuronato, condroitin-sulfato, heparan-sulfato, fibronectinay
colageno.

b) Homing de los linfocitos al tejido linfoide mesentérico, es decir, direcciéon en
la migracion de los linfocitos recirculantes a través de las membranas de las vénulas
postcapilares (high endothelial venules) de los ganglios linfaticos (Jackson 1992).

C) Activacion de los linfocitos T. En estudios de linfocitos humanos se ha
observado gue la elevacion de la expresion de CD44 se produce como consecuencia
de la activacion (Koopman 1993). En este sentido, las células T de memoria
muestran un incremento en la expresion de CD44 comparadas con los linfocitos no
estimul ados antigénicamente (naive).

d) Sefial de transduccion. Se cree gque € splicing aternativo de los exones que
codifican la cola citoplasmética de la molécula produce formas con diferentes
funciones de transduccion, las cuales alteran € status de la proteina G o estimulan la

secrecion de factores de crecimiento especificos.
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€) Union a hialuronato e internalizacion del mismo, como parte del recambio de
este compuesto en |os tejidos mesenquimales.

f) Secrecion de citocinas (Webb 1990).

0) Mielopoyesis y linfopoyesis. Se ha sugerido que CD44 puede actuar como
mediador en las interacciones entre las células estromales de la médula Osea y las
células hematopoyéticas, influyendo en la supervivencia y diferenciacion de las
formas precursoras de las distintas lineas celulares (Zoller 1995).

h) Angiogeénesis (Trochon 1996).
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2.6. CD44: PROGRESION TUMORAL Y METASTASIS

CD44 se ha asociado a la progresion y diseminacion tumoral en distintos modelos
neoplasicos como son, entre otros, los linfomas no hodgkinianos, melanomas y

distintos tipos de carcinoma.

Uno de los trabagjos mas importantes en 1o que se refiere a papel de CD44 en €
proceso de diseminacion y metastasis fue el de Gunthert y col. en 1991. Estos autores
consiguieron conferir capacidad metastasica a una linea celular de cancer de pancreas
de rata no metastatizante transfectandole el cDNA de unaisoforma variante de CD44
gue contenia el exdn v6. Inicialmente identificaron una isoforma variante que incluia
el exdn v6 en una linea celular de adenocarcinoma de pancreas metastatizante. Con
posterioridad clonaron el cDNA correspondiente a esta proteina y lo transfectaron a
otra linea celular de adenocarcinoma de pancreas no metastasico. Al inyectar esta
linea transfectada a ratones singénicos observaron la colonizacion de los ganglios

linfaticosy el pulmon por parte de las células tumorales.

Mas tarde, en 1993, Seiter y col. comprobaron que el bloqueo del exdn v6 mediante
un anticuerpo especifico impedia €l establecimiento de las metastasis, tanto de las

lineas inicialmente metastasicas como de las lineas transfectadas en los mismos
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model os tumorales. Otra aportacién importante de este trabajo es la demostracion de
que e anticuerpo contra v6 Unicamente es eficiente cuando se halla presente con
anterioridad al establecimiento de las colonias metastasicas, |0 que permite deducir
que CD44v6 gerce su funcion en una fase inicial de la diseminacion linfatica. Al
parecer, el anticuerpo bloguea las células que expresan CD44v6 durante la migracion
e impide que dicha molécula establezca una interaccién decisiva con un ligando aln
desconocido. La union a este ligando es posiblemente un requisito inicial para la
sefid de transduccion y/o activacion de una maquinaria enzimatica que permite la
supervivencia y expansion selectiva de las células tumorales en las localizaciones
metastasicas. Si esta interaccion resulta suficientemente bloqueada, las células no

pueden sobrevivir y no se produce el desarrollo de las metéstasis.

Herrlich y col. (1993) intentan explicar e mecanismo por €l cual CD44v6 interviene
en e proceso metastasico. Estos autores plantean la hipotesis de que las células
epiteliales metastatizantes imitan a los linfocitos en su "vigje" a través del sistema
linfatico, uniéndose, mediante el mismo exén de CD44 (CD44v6), a ligandos
especificos de los ganglios linfaticos. La interaccion con este ligando retendria las
células en los ganglios linféticos, donde se produciria su proliferaciéon y desde donde

luego serian liberadas nuevamente a la circulacion general.
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2.7. CD44: EXPRESION EN EL APARATO DIGESTIVO

Heider y col. (1993) estudiaron la expresion de CD44 en € estdbmago, a nivel de
proteinas mediante inmunohistoquimica'y a nivel de RNA por medio de técnicas de
RT-PCR. Anaizaron muestras de mucosa gastrica norma y metaplésica,
adenocarcinoma de tipo intestinal y difuso y ganglios metastatizados por estos
tumores. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto la expresion de v5 en la
zona de proliferacion foveolar, mientras que las &eas de metaplasia fueron

inmunorreactivas tanto para v5 como para V6.

L os datos obtenidos por inmunohistoquimica 'y por PCR indicaron diferencias en la
expresion de variantes de CD44 entre el adenocarcinoma de tipo intestinal y el de
tipo difuso. La mayoria de los tumores con células en anillo de sello expresaron
variantes de CD44 que contienen € exén v5, mientras que los carcinomas de tipo

intestinal expresaron variantes que contienen los exonesv5 y V6.

Cuando se investiga la expresion del exon v6 de forma especifica, cada par de
muestras correspondientes a tumor originario (adenocarcinoma de tipo intestinal) y
al ganglio metastdsico muestran un patrén de expresion similar, mientras gque no

existe correlacion entre los tumores primarios y las metastasis en la expresion de las
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variantes que contienen el exon vb. De elo se deduce que existe una poblacion
celular en el tumor primario y en las metastasis ganglionares que es idéentica respecto
alaexpresion del exén v6, lo que induce a considerar que quiza este exon gerza una
funcion importante en el proceso de las metéstasis. La expresion errética del exon vb
puede explicarse por posibles alteraciones en € proceso de splicing alternativo en las
células tumorales. El adenocarcinoma de tipo difuso no expresa el exon v6, segun se

ha confirmado tanto a nivel de las proteinas como anivel del RNA.

La metaplasia intestinal, que se asocia con frecuencia a adenocarcinomas de tipo
intestinal, expresa los exones v5 y v6 de forma similar a este tipo de tumores. Este
hecho, junto a la diferencia en la expresion del exon v6, apoya la teoria de que los
carcinomas de tipo intestinal y difuso se originan en distintos tipos de células de la

mucosa gastrica normal y progresan siguiendo vias distintas.

Con € fin de investigar la posible utilidad de las variantes de CD44 como
marcadores de la progresion tumoral en e cancer humano, se ha estudiado la
secuencia de la carcinogénesis en € carcinoma colorrectal (Heider 1992). En este
modelo, & desarrollo tumoral progresa siguiendo una serie de etapas consecutivas:
mucosa normal, distintos estadios de adenoma, carcinoma localizado, cancer
invasivo y, por ultimo, cancer metastésico. En este sentido, se ha observado que el
epitelio colonico normal expresa concentraciones bajas de CD44s y que esta

expresion se localiza en las zonas proliferantes del epitelio, concretamente en la base
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de las criptas. Sin embargo, no es hasta los estadios iniciales de la progresion
neoplasica cuando se empieza a detectar la expresion de variantes de CD44 que
contienen los exones variables. ES interesante hacer notar que la expresion de
variantes que contienen el exén variable v6 se correlaciona de forma paralela con la
progresion tumoral. Este exdn no se detecta en ninguna muestra de colon normal vy,
en cambio, Si que se expresa en polipos adenomatosos de mas de 1 cm de diametro y
en la mayoria de los carcinomas invasivos. Ademas, en |os carcinomas la expresion

del exdn v6 se correlaciona con el estadio tumoral (Wielenga 1993).
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2.8. CARCINOGENESIS ESOFAGICA: ESOFAGO DE
BARRETT

2.8.1. PROBLEMASDIAGNOSTICOS

El es6fago de Barrett es el eponimo aplicado al esofago distal tapizado por epitelio
cilindrico y se adquiere como complicacion del reflujo gastroesofagico cronico. Los
pacientes que presentan reflujo gastroesofagico suelen tener grandes hernias de hiato
e inflamacion en e esdfago distal. La importancia clinica del eséfago de Barrett
estriba en su predisposicion a la malignidad. El adenocarcinoma desarrollado sobre
el esofago de Barrett supone la mayoria de adenocarcinomas de la union
esofagogastrica 'y del esdfago. Entre los pacientes con eséfago de Barrett, alrededor
de un 10 % desarrollan adenocarcinoma, y €l riesgo es aproximadamente 40 veces €l

de la poblacion normal (Rogers 1986).

2.8.2. PATOGENIA

Los resultados de los estudios clinicos y experimentales evidencian que el eséfago de
Barrett es consecuencia de la destruccion del epitelio escamoso por la pepsina, el

&cido y labilis que se produce en el reflujo gastroesofégico crénico, seguido de una
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reepitelizacion con epitelio cilindrico mas resistente a estos agentes. La célula a
partir de la cual se origina este epitelio ha sido motivo de debate en la literatura. La
teoria mas aceptada es que células progenitoras totipotenciales migran hacia el area
ulcerada desde la mucosa adyacente y se diferencian hacia células escamosas o
glandulares, en funcion de la naturaleza del medio en el que crecen. El resultado esla
formacion de una mucosa metaplasica cilindrica que presenta una mayor resistenciaa
los efectos del reflujo gastroesofagico. Esta mucosa metaplasica puede adquirir con

posterioridad diferenciacion de tipo intestinal.

2.8.3. CARACTERISTICASHISTOPATOLOGICAS

Los distintos tipos de células que pueden identificarse en el epitelio del esdfago de
Barrett incluyen las células que constituyen el epitelio gastrico y el intestino delgado
normal. Concretamente estas células son: las células mucinosas cilindricas de tipo
gastrico, las células caliciformes de tipo intestinal, las células epiteliales con borde
en cepillo y sin vacuolas mucinosas similares a las células absortivas del intestino
delgado, las células de Paneth con sus granul os eosindfilos caracteristicos, las células
parietales y principalesy, por ultimo, las células neuroendocrinas. La arquitectura de
la mucosa puede ser parecida ala del epitelio gastrico constituido por criptas, o bien

a la del intestino delgado con estructuras villiformes. En la l&mina propia suelen
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haber cambios inflamatorios y fibrosis, ambos relacionados con el dafio inducido por

el reflujo. Lainflamacién aguda suel e acompariarse de cambios reactivos del epitelio.

La apariencia de la mucosa de Barrett varia ampliamente en distintos pacientes e

incluso en un mismo enfermo, dependiendo de donde se haya obtenido la biopsia.

Seguin las caracteristicas histopatol 6gicas enunciadas anteriormente, la mucosa de

Barrett puede clasificarse en | as categorias especificadas en la siguiente tabla.

CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA DEL ESOFAGO DE BARRETT

CATEGORIA |c. epiteliales glandulares|c. epiteliales superficiales | diferenciacion intestinal
predominantes predominantes
INTESTINAL | mucinosas columnares caliciformesy mucinosas | caliciformes absortivas
Paneth
CARDIAL MUCiNosas columnares MUCiNOSas columnares ausente
FUNDICA parietales, principales mucinosas columnares ausente
DIAGNOSTICO

L os criterios diagndsticos para el eséfago de Barrett incluyen:

a) Hallazgos histopatol 6gicos
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b) Localizacion de la muestra obtenida parala biopsia

c) Topografia de la mucosa de tipo cilindrico

Asi pues, en lo que hace referencia a diagnostico del esdfago de Barrett, €l patologo
depende, en buena parte, de la informacion proporcionada por € endoscopista
referente a la zona de donde se toma la biopsia. En este sentido, la mucosa de tipo
intestinal en una biopsia de esofago es diagndstica de esdfago de Barrett. En caso de
gue se trate de mucosa de tipo antral o fundico, la localizacion endoscopica del lugar
de donde se obtiene la biopsia es imprescindible para formular €l diagnéstico. En
algunas ocasiones, sin embargo, se puede asegurar la localizacion esofagica de la
biopsia a partir de la presencia de glandulas submucosas esofagicas por debajo de la

mucosa de tipo intestinal en la muestra.

2.8.4. DISPLASIA EN EL ESOFAGO DE BARRETT

El es6fago de Barrett se considera como una entidad premaligna, es decir, un estado
clinico que aumenta el riesgo de padecer cancer. En algunos pacientes con
adenocarcinoma desarrollado en un esofago de Barrett se identifican areas de
displasia en la mucosa adyacente a la del carcinoma. También se ha demostrado el
desarrollo de adenocarcinoma en pacientes en los cuales, en biopsias previas,

solamente se habia detectado displasia. Por |o tanto, la secuencia displasia-carcinoma
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se cumple en el estfago de Barrett, como sucede habitualmente con la carcinogénesis

de los epitelios de superficie.

La displasia en € esofago de Barrett se caracteriza por anomalias arquitecturales y
citologicas del epitelio. El diagndstico diferencial de la displasia debe hacerse con la
hiperplasia reactiva secundaria a los cambios inflamatorios. En la hiperplasia reactiva
las glandulas son regulares y los nucleos mantienen su localizacion basal a pesar de
que pueden ser hipercromaticos. La displasia debe ser clasificada, segin su gravedad,
en displasia de bgjo grado y de ato grado. Los criterios para separar la displasia de
alto y bajo grado incluyen la magnitud de la distorsion arquitectural, la celularidad
del epitelio (estratificacion nuclear y pérdida de polaridad) y las alteraciones
citolégicas (aumento de tamafio e irregularidad nuclear, pleomorfismo,

hipercromasiay presencia de nucléol os prominentes).
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2.9. ADENOCARCINOMA DE ESOFAGO

2.9.1. CARACTERISTICASEPIDEMIOLOGICAS

Se observa displasia en €l esofago de Barrett en ausencia de carcinoma en un 5-10 %
de los casos y en asociacion a carcinoma en un 68 %-100 % de los casos (Berenson
1978). El riesgo de desarrollar carcinoma invasivo en pacientes con displasia sobre
esofago de Barrett es muy elevado, sobretodo para aquellos que presentan displasia
de alto grado (Lee 1985). El carcinoma que se desarrolla sobre e esofago de Barrett
es casi siempre un adenocarcinoma. Se ha estimado que el riesgo es de mas de treinta

veces el de la poblacion general (Haggitt 1994).

El adenocarcinoma asociado a esofago de Barrett supone un 5-10% de todos los
canceres de esofago. Las caracteristicas que sugieren que e adenocarcinoma se ha
originado sobre el esofago de Barrett son la asociacion a mucosa de Barrett
(displésica 0 no) y la localizacion de mas de la mitad de la masa tumora en €l

esofago.
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L as caracteristicas epidemiol 6gicas y morfol bgicas de todos |os adenocarcinomas de
la unién gastroesofagica son similares y no dependen de si se detecta asociacion a
mucosa de Barrett o no. Asimismo, cabe sefialar que e tumor puede ser multicéntrico
y muchas veces esta muy avanzado en el momento del diagnostico, con afectacion de
la pared y extension a los ganglios linféticos. La mayoria de los pacientes son

varonesy lamediade edad al diagndstico es de 57 afios (Spechler 1986).

2.9.2. CARACTERISTICASHISTOPATOLOGICAS

Desde € punto de vista microscopico, los tumores son similares tanto morfoldgica
como inmunohistoquimicamente a su contrapartida géstrica, y con frecuencia se
observa en un mismo tumor un amplio rango de diferenciacion (Banner 1983). Es de
destacar que, en distintos trabajos, se ha demostrado la sobreexpresion de la proteina
p53 o de la oncoproteina c-erbB-2, asi como la amplificacion del gen EGFR, en
asociacion a adenocarcinoma de esdfago (Blount 1991). Sin embargo, la

importancia de estos factores en €l desarrollo tumoral esta todavia por determinar.
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2.9.3. TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

Las indicaciones quirurgicas en el esdfago de Barrett no estén bien establecidas. Los
parametros que se aplican ala hora de tomar esta decision son lalongitud del epitelio
de Barrett y la presencia de displasia de ato grado. El pronéstico del
adenocarcinoma sobre el es6fago de Barrett es pobre, con una supervivenciaalos 5
afos de aproximadamente un 15 % (Rusch 1994). Este pronostico es similar a del
carcinoma escamoso de esofago. Lareseccion quirdrgicaes el tratamiento principal y

aveces ésta se combina con radioterapia 0 quimioterapia preoperatoria.
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2.10. CARCINOMA ESCAMOSO DE ESOFAGO

2.10.1. CARACTERISTICASEPIDEMIOLOGICAS

El carcinoma escamoso de esofago se da con mayor frecuencia en hombres de
alrededor de 50 afios. Su incidencia varia segin los paises y es elevada en paises
orientales (Mannell 1989). El alcohol y e tabaco son dos factores de riesgo
conocidos. El tumor se asocia también a estenosis, acalasia, sindrome de Plummer-
Vinson, diverticulos e historia de irradiacion previa (Goffman 1983). En agunas
ocasiones € carcinoma escamoso de esOfago aparece sincrénicamente con un
adenocarcinoma gastrico (Souquet 1989). Por otro lado, se ha sugerido también que
el HPV podria desempefiar un papel importante en la carcinogénesis del carcinoma
de esdfago, debido a que, en algunos estudios, la secuencia de este virus se ha
encontrado en mas de un 60 % de los casos de carcinoma escamosos de estfago

(Chang 1992).
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2.10.2. CARACTERISTICASHISTOPATOLOGICAS

La localizacién mas frecuente del carcinoma escamoso de esdfago coincide con las
zonas de constriccion anatdbmica normal en el esdfago medio y distal. Desde € punto
de vista macroscopico € tumor suele ser circunferencial, ulcerado y de margenes
bien definidos. Lalesion puede crecer hacia €l interior de laluz o através del espesor
de la pared alcanzando los tejidos blandos adyacentes. También afecta en ocasiones
a estdmago y puede presentar crecimiento submucoso no visible
macroscopicamente. La invasion de vasos sanguineos se produce en € 75 % de los

casos (Theunissen 1993).

Desde €l punto de vista microscopico los tumores suelen ser bien 0 moderadamente
diferenciados. Cuando se lleva a cabo una busqueda de forma exhaustiva o bien se
examinan a microscopio electronico, se detecta diferenciacion glandular en una
quinta parte de los tumores escamosos. Si esta diferenciacion es extensa se aplica el

término carcinoma adenoscamoso.

En diferentes estudios se han constatado alteraciones en la p53 (sobreexpresion y
mutaciones del gen) en una alta proporcién de carcinomas de esofago. Por otro lado,
la expresion del EGFR se hainvestigado por inmunohistoguimica, y se ha observado

Su expresion en una gran proporcion de casos (Mukaida 1991).
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La abundancia de vasos linfaticos en € esofago facilita la extensién tumoral a los
ganglios linféticos del érea periesofagica, por debgo del diafragma y hacia los
ganglios cervicales. Estas metéstasis se producen en una fase inicial del proceso
neoplasico y son las responsables del mal prondstico de estos tumores. La
diseminacion a distancia también es frecuente y suele producirse a higado, pulmén y

glandula adrenal.

2.10.3. TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

El tratamiento habitual del carcinoma de los dos tercios proximales del esdfago suele
ser la radioterapia, mientras que los del tercio distal se tratan quirdrgicamente. El
prondstico del carcinoma escamoso de estfago es muy pobre, con una media de
supervivencia después del diagnostico de menos de un afio. Los factores que pueden
influir en la supervivencia (Klimstra 1994), son el sexo (el prondstico es peor en 1os
varones), e estadio (los carcinomas in situ y los intramucosos son casi siempre
curables; entre los casos que presentan afectacioén ganglionar, 1os que evolucionan
peor son |os que tienen més de tres ganglios metastasicos), € grado microscdpico (no
parece ser un factor prondstico importante), la presencia de invasion vascular o
linféticay necrosis tumoral (peor prondstico), la afectacion de méargenes quirdrgicos
(mayor posibilidad de recidiva), la ploidia y los indices de proliferacién (los

resultados de distintos trabajos en cuanto a la ploidia son contradictorios; el recuento
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de AgNOR se correlaciona con la probabilidad de recidivas y con el pronéstico en
general) (Morita 1991), la expresion de EGFR (la sobreexpresion del EGFR se
correlaciona con la presencia de metastasis ganglionares y con un peor pronostico)
(Mukaida 1991) y la expresion de p53 (los pacientes con sobreexpresion de p53

tienen una supervivencia menor gue los que no la presentan) (Shimaya 1991).
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2.11. CARCINOGENESISPANCREATICA

2.11.1. CARACTERISTICASEPIDEMIOLOGICAS

Se han redizado distintos estudios epidemiologicos con e fin de detectar los
distintos factores de riesgo del cancer de pancreas exocrino. El tabaco y la
disminucion en e consumo de fruta y verdura parecen ser los factores de riesgo
mejor establecidos para este tumor (Gold 1985). Otra causa de carcinoma
pancredtico es el consumo excesivo de alcohol. La diabetes, aungue se asocia con
frecuencia a pancreatitis cronica, no es un factor de riesgo independiente del

carcinoma pancreatico (Hiatt 1988, Mills 1988, Cuzick 1989).

En 1993 se publicaron los resultados de un estudio cohorte realizado en seis paises
segun e cua el riesgo de cancer de pancreas esta significativamente elevado en
sujetos con pancreatitis cronica y parece ser independiente del sexo y e pais
(Lowenfels 1993).

El aumento en el riesgo de carcinoma de pancreas se ha detectado en distintos tipos

de pancreatitis, como son la pancreatitis hereditaria, la tropical o la fibrosis quistica
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del pancreas. Una explicacion de estas observaciones es que la pancreatitis cronica,
inducida por factores externos o genéticos, supone un estadio intermedio entre la
funcion pancreatica normal y €l cancer de pancreas. En todas las formas de
pancredtitis existe disfuncion celular, destruccion glandular y probablemente
aumento del recambio celular (Preston 1990). El aumento de riesgo de cancer de
pancreas observado en los individuos con distintos tipos de pancreatitis corrobora

esta hipétesis.

2.11.2. PANCREATITISCRONICA

La pancreatitis cronica provoca deficiencias en las funciones endocrina y exocrina
del pancreas. Desde e punto de vista anatdmico se han descrito dos tipos de
pancreatitis: la pancreatitis obstructiva crénica y la pancreatitis cronica calcificante.
La pancreatitis obstructiva cronica esta producida por la obstruccion litiasica o
tumoral de los conductos pancreaticos (habitualmente el conducto de Wirsung, en la
proximidad de la ampolla de Vater). Por otro lado, la pancreatitis cronica
calcificante, mucho mas frecuente que la anterior (95% de los casos), se caracteriza
macroscopicamente por la nodularidad y dureza de la glandula, que puede estar
atréfica o aumentada de tamafio. Histol 6gicamente se observa atrofia de los acinos y
esclerosis intra y perilobular. Los ductos estan dilatados, con proliferacion del

epitelio y secrecion eosindfilaintraluminal que en ocasiones se calcifica. Este tipo de
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pancreatitis se asocia a alcoholismo y a hipercalcemia como consecuencia del

hi perparatiroidismo.

2.11.3. ADENOCARCINOMA DUCTAL

2.11.3.1. CARACTERISTICASEPIDEMIOLOGICAS

El adenocarcinoma de pancreas supone un 85% del total de los neoplasias
pancredticas. La mayoria de |os casos se dan en pacientes de edad avanzada, con una
discreta preponderancia en varones (1,6:1) (MacMahon 1982) . A pesar de que esta
neoplasia suele cursar con ictericia, € diagndstico en la mayoria de los casos se hace
cuando €l tumor ha alcanzado un tamafio mayor de 5 cm, presenta metéstasis y se ha
extendido a los tejidos peripancreaticos. Dos tercios de los carcinomas se localizan
en cabezay cuerpo del pancreasy el resto en la cola. Como ya hemos mencionado, la
extension extrapancredtica de estos tumores es frecuente y en muchos casos dificulta
la determinacién de si €l origen de una determinada neoplasia esta en el pancreas o

en laampolla duodenal.
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2.11.3.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICASY EXTENSION

Desde €l punto de vista microscopico, los tumores muestran distintos grados de
diferenciacion. En los casos bien diferenciados € diagnéstico es dificil y hay que
basarlo en las caracteristicas citologicas del tumor (pleomorfismo, pérdida de
polaridad, nucléolo y actividad mitotica). La presencia de invasion perineura es un
signo frecuente (90%) en & adenocarcinoma, aungque no patognomonico ya que se
han visto inclusiones perineurales de epitelio normal y extension perineural en las

pancreatitis cronicas (Costa 1977).

Con estudios citogenéticos se han detectado pérdidas y reordenamientos estructurales
en diversos cromosomas (Johansson 1992). En € 50% de los casos se ha
comprobado la existencia de mutaciones o acumulacién de p53 (Boschman 1994), en
el 80% de los casos mutaciones de k-ras (Hruban 1993) y en aproximadamente la
mitad de |os casos sobreexpresion de HER2/neu.

El adenocarcinoma pancreético metastatiza a los ganglios peripancreaticos en fases
precoces de la enfermedad. Los grupos ganglionares que se afectan con mayor
frecuencia son la cabeza pancredtica alrededor de la arteria hepética comin y el
ligamento hepatoduodenal arededor de la arteria mesentérica superior Yy
pancredticoduodenal anterior Cubillay cols. (1978) encontraron que un 33% de los
pacientes con adenocarcinoma pancreatico en fase precoz presentaban metastasis en

los ganglios no extirpados con las técnicas habituales (procedimiento de Whipple).
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Las localizaciones més frecuentes de las metastasis a distancia son e higado,

peritoneo, pulmon, adrenal y hueso, entre otros (L ee 1984).

2.11.3.3. TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

Los tumores del cuerpo y cola se tratan con pancreatectomia distal. Las neoplasias de
la cabezay de laregion periampular se tratan con la técnica de Whipple. Los tumores
que presentan diseminacion en e momento de la laparotomia son tributarios de
derivacion paliativa, que tiene una supervivencia similar con menor morbilidad y
mortalidad postoperatoria. La supervivencia a los 5 afios del adenocarcinoma de
pancreas es de arededor del 2%, con méas de un 90 % de mortalidad dentro del
primer afio después del diagndstico. Incluso cuando e tumor parece estar confinado
al pancreas en el momento de la cirugia, la supervinvenciano excede el 15 % alos5

anos (Baylor 1973).

Los factores relacionados con el prondstico son € estadio tumoral (es € indicador
prondstico mas importante), el grado microscopico (los tumores mejor diferenciados
Se asocian a supervivencias mas largas) y € tamafio tumoral (los tumores menores de
4 cm de diametro tienen un mejor prondstico; en los tumores no resecables el tamario

tumoral no afecta ala supervivencia) (Pollard 1981, Kl6ppel 1985, Nix 1991).
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2.12. CARCINOMA GASTRICO

2.12.1. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORESDE RIESGO

El carcinoma gastrico no es una sola entidad, sino que incluye distintos tipos que,

segun la propuesta de Lauren, se agruparian tal como se describe a continuacion.

ADENOCARCINOMA DE TIPO INTESTINAL

La mayoria de los pacientes con adenocarcinoma de tipo intestinal tienen alrededor
de los 50 afios, aunque también se diagnostican casos en personas mas jovenes e
incluso excepcionalmente en nifios. El adenocarcinoma de tipo intestinal puede
localizarse en €l cardias, cuerpo o antro. Los canceres de este tipo histolégico se
asocian a diversos factores de riesgo, dependiendo de la region del estomago en la
que se originen. Los carcinomas antrales se vinculan a infeccion por H. pylori
(Correa 1990), asi como a la ingesta de compuestos nitrosos (Correa 1992). Los
carcinomas del cuerpo gastrico aparecen en pacientes con gastritis cronica
autoinmune y anemia perniciosa. Practicamente todos |os adenocarcinomas gastricos

de tipo intestinal surgen de las células regenerativas de las fovéolas géstricas (Taki
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1981). Generamente se asocian a una gastritis cronica atréfica con metaplasia
intestinal, y van precedidos por displasia, carcinoma in situ y carcinoma superficial

(Hattori 1986).

Un 85-90 % de los pacientes presentan hipoclorhidria, que suele preceder en varios
anos a carcinoma géstrico. El pH intragastrico ato favorece e crecimiento de
bacterias que reducen los nitratos alimentarios convirtiéndolos en nitritos. Estos
nitritos a su vez convierten las aminas de la dieta en compuestos N-nitrosos, que son
carcinégenos (Hall 1986). Se ha constatado que la coexistencia de la gastritis cronica
atréficay cancer gastrico es frecuente. Sin embargo, €l vinculo etiopatogénico entre
ambos, asi como el riesgo de malignizacion de la gastritis cronica, es un tema

controvertido y no del todo consensuado (Murayama 1990).

2.12.1.1. GASTRITISCRONICA

L as dos principal es caracteristicas de esta enfermedad son lainfiltracion de lalamina
propia por células inflamatorias (células plasméticas y linfocitos,
predominantemente) y la atrofia del epitelio glandular. Esta entidad de divide en
gastritis cronica superficial (si @ infiltrado inflamatorio esta limitado a la region
foveolar y no hay atrofia glandular), gastritis crénica atréfica (si la inflamacion es

mas extensa y se acompafia de atrofia glandular) y atrofia gastrica (mucosa
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adelgazada, sin evidencia de cambios inflamatorios) como estadio final de una

gastritis cronica atréfica.

S se tiene en cuenta la patogenia, existen dos tipos de gastritis cronica con
caracteristicas histologicas similares. El tipo menos frecuente es la gastritis
autoinumne o tipo A. Esta forma afecta a cuerpo géstrico y respeta € antro. Se
asocia a anticuerpos contra las células parietales y cursa con hipo o aclorhidria y
niveles altos de gastrina. Esta forma puede evolucionar a anemia perniciosa. Como
se ha comentado con anterioridad, |os pacientes afectados por esta enfermedad tienen
un riesgo aumentado de desarrollar carcinomas gastricos en el cuerpo géstrico. El
otro tipo de gastritis, mucho més frecuente, es la de tipo B 0 no inmune, la cual se

iniciaen el antro y progresa proximal mente.

La gastritis crénica atrofica se asocia con mucha frecuencia a carcinoma gastrico y,
en general, su gravedad es proporcional ala extension del tumor. La patogenia de la
gastritis cronica tipo B es compleja y probablemente multifactorial. Segun estudios
estadisticos, existen distintos factores que se asocian a esta entidad, como son €l
alcohol, tabaco, reflujo gastroduodenal, alergia a alimentos y algunos farmacos,

sobretodo |os antiinflamatorios.

En los ultimos afios se ha comprobado la importancia del Helicobacter pylori como

agente infeccioso directamente implicado en € desarrollo de la gastritis cronica. Esta
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espiroqueta coloniza la mucosa gastrica, provocando distintos grados de lesion. Los
cambios que se producen en la mucosa incluyen desintegracion y pérdida del moco
apical y, con menor frecuencia, erosiones superficiales y ulceracion. EI mecanismo

subyacente puede ser lamotilidad del organismo y la actividad de la ureasa.

212.1.2. METAPLASIA

En la gastritis cronica se pueden producir dos tipos de cambios metaplasicos que con
frecuencia tienen lugar en combinacion: la metaplasia pilérica de la mucosa fundica
y la metaplasia intestinal. La metaplasia pilorica consiste en la sustitucion de las
glandulas de tipo fandico por glandulas mucosecretoras. Este proceso seiniciaen la

unién fandico-pildricay progresa en direccion proximal haciael cardias.

Lametaplasiaintestinal es el resultado del reemplazamiento progresivo de la mucosa
gastrica por células de la mucosa del intestino delgado o grueso (células caliciformes,
absortivas, células de Paneth o bien células endocrinas). Existen dos tipos de
metaplasia intestinal: la completa (tipo 1) y laincompleta (tipo I1). En la completa, €
epitelio es idéntico al del intestino delgado y presenta vellosidades y criptas. En la
metaplasia incompleta no se observan células absortivas con borde en cepillo, sino
que tienen un aspecto analogo a de las células de las fovéolas gastricas. Morson

(1955) comparé la incidencia de la metaplasia intestinal en distintos procesos
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patol 6gicos y constatd que era maxima en los estbmagos resecados por carcinoma,

intermedia en |os casos de Ul cera gastrica, y minima en los casos de Ul cera duodenal .

ADENOCARCINOMA DE TIPO DIFUSO

El adenocarcinoma de tipo difuso no parece estar asociado a factores ambientales. En
las areas geograficas de alto riesgo el adenocarcinoma que predomina es el intestinal
y cuando la frecuencia de esta neoplasia disminuye es a expensas de este tipo
microscopico de adenocarcinoma. El adenocarcinoma de tipo difuso suele originarse
en e cuerpo gastrico, en el contexto de una gastritis superficial, en ausencia de
atrofia. Los pacientes afectados tienen menos de 50 afios y suelen pertenecer a grupo
sanguineo A (Grabiec 1985, Maheara 1992). Afecta a mujeres con una mayor
frecuencia que el adenocarcinoma de tipo intestinal. Las células que dan origen al
adenocarcinoma de tipo difuso se localizan en la zona media de la mucosa gastrica,
concretamente en las glandulas mucinosas. La region foveolar y la porcion mas

profunda de | as glandul as géastricas no intervienen en la patogenia de este tumor.

2.12.2. CARACTERISTICASHISTOPATOLOGICAS

El aspecto macroscopico del carcinoma gastrico es muy variable y puede presentarse

como un tumor fungoide exofitico que crece hacia el interior de la luz, o como un
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tumor plano y ulcerado que invade en profundidad |a pared géstrica. Cualquier &rea
del estbmago puede afectarse y € orden de frecuencia de mayor a menor es €l

siguiente: pared anterior, pared posterior, curvatura menor y curvatura mayor.

Desde e punto de vista microscopico la practica totalidad de los carcinomas
gastricos son adenocarcinomas y estan compuestos por uno a mas de cuatro tipos de
células (foveolar, mucopéptico, intestinal-cilindrico y caliciforme). Como se ha
mencionado con anterioridad, segun Lauren los dos tipos principales de
adenocarcinoma gastrico son € intestinal (53 %) y €l difuso (33 %). El resto de los
tumores tienen una composicion heterogénea. El grado de diferenciacion del
adenocarcinoma de tipo intestinal es variable y disminuye a medida que aumenta €l
tamanio del tumor. En los mas diferenciados, €l tipo de célula que predomina es el

cilindricoy el mucosecretor.

El tipo difuso de carcinoma es el que clasicamente se conoce con el nombre de linitis
plastica, que hace refencia a su aspecto macroscépico. También se le ha designado
como (adeno)carcinoma con células en anillo de sello. Es € tipo de carcinoma
gastrico que predomina en en pacientes jovenes. Estos tumores afectan e area
prepildrica’y producen obstruccion debido alarigidez que causa e tumor al infiltrar
la pared. Al corte se aprecia una marcada fibrosis de la submucosa, con 0 sin
ulceracion de lamucosa. La muscular aparece hipertrofiaday surcada por finas lineas

gris- blanquecinas que se continlan con la serosa, que también suele hallarse
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focamente engrosada. Desde € punto de vista microscépico se produce un
crecimiento difuso de las células malignas, acompafniado de una marcada fibrosis e
inflamacion. Latotalidad de la pared suele estar afectada, aunque existe el carcinoma
con células en anillo de sello intramucoso. Laformacion de glandulas es minimay la
mayoria de las células crece en forma difusa. La produccion de mucina es
principalmente intracitoplasmatica, 10 que confiere a las células el aspecto tipico en

anillo de sdllo.

DISEMINACION Y METASTASIS

L os tumores de estdmago de extienden por contiglidad al esdfago, duodeno, epiplon,
colon, pancreas y bazo. Invaden con frecuencia los plexos linféticos de la mucosa 'y
submucosa de la pared del estdbmago y desde aqui se diseminan hacia los ganglios
perigastricos, periadrticos y del tronco celiaco. Los tumores del tercio distal también
invaden los ganglios hepatoduodenales. Las localizaciones més frecuentes de las
metastasis a distancia son el higado, peritoneo, pulmon, glandula adrenal y ovario. El
adenocarcinoma gastrico de tipo difuso afecta con mas frecuencia a peritoneo,
pulmones y ovario (Duarte 1981), mientras que € de tipo intestinal se disemina

preferentemente a higado (Esaki 1990).
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2.12.3. TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

El tratamiento del adenocarcinoma gastrico es la gastrectomia, que puede ser subtotal
o total dependiendo de la extension del tumor. La quimioterapiay la radioterapia son

poco eficaces en este contexto.

El prondstico del cancer gastrico difiere segin los distintos paises donde se han
realizado estudios a este respecto. Mientras en Japon las series muestran una
supervivencia elevada a los cinco anos (46% para los avanzados y 89% para los
superficiales) (Nakamura 1992), en Estados Unidos la supervivencia media se sitUa
entre el 4% y e 13% Estas diferencias se atribuyen a una diseccioén més extensa de
los ganglios linféticos y a la discrepancia en los criterios aplicados en la
diferenciacién de displasia severa y carcinoma por los autores japoneses y los

occidentales.

El prondstico del adenocarcinoma gastrico depende de los factores que se comentan
a continuacion.

- Edad: Peor en pacientes jOvenes, con una mayor proporcion de adenocarcinomas de
tipo difuso.

- Localizaciéon en e estdmago: Peor los localizados en € cardias, fundus o union

gastroesofégica.
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- Profundidad de la invasion: Cuanto mas profunda es la invasion, peor es €l
prondstico independientemente del estado de |os ganglios linféticos.

- Mérgenes tumorales: Si el tumor tiene un margen expansivo bien definido, €l
prondstico es mejor que si infiltra de forma difusa.

- Tamafio tumoral: Los tumores pequefios tienen un meor prondstico, aunque la
profundidad del tumor sigue siendo un factor determinante.

- Grado de diferenciacion y tipo histologico: El adenocarcinoma de tipo intestinal de
la clasificacion de Lauren tiene un comportamiento bioldgico menos agresivo que €l
de tipo difuso. Dentro de cada una de las categorias, € grado de diferenciacion no
parece tener importancia prondstica (Moutinho 1981).

- Reaccion inflamatoria: Parece ser que una reaccion inflamatoria importante en la
interfase entre € tegjido tumoral y € tgido no neoplésico es un signo de buen
pronostico (Watanabe 1976).

- Invasion perineural: Entre los tumores mayores de T2, € prondstico es mejor para
los que no presentan invasion perineural (Tanaka 1994).

- Afectacion de ganglios linféticos. Con ganglios negativos €l indice de
supervivencia alos 5 afos es del 50 %; s son positivos este indice disminuye a 10
%. El nUmero de ganglios afectos es mas importante que e estadio ganglionar
(Ichikura 1993).

- Ploidia: Segun algunas series, la determinacion de la ploidia y de los indices de
proliferacion (PC10) puede ser util como indicador prondstico en este tipo de

neoplasias (Inokuchi 1983).
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- p53 : Los resultados obtenidos en cuanto alarelaciéon con la supervivencia difieren

en las distintas series (Martin 1992).

2.12.4. CARCINOMA SUPERFICIAL (early carcinoma)

Este tipo de adenocarcinoma gastrico fue definido por los japoneses como un
carcinoma confinado a la mucosa o0 a la mucosa y a la submucosa (es decir, no
invade la capa muscular propia), independientemente de la afectacion ganglionar.
Hay autores que consideran que el nombre de early carcinoma es inadecuado, ya que
el concepto no se relaciona con el tiempo de evolucion de la lesién sino con la
profundidad del tumor. Otros términos que se han utilizado para este tipo de lesiones
son superficial o microinvasivo (Golden 1948). Cuando el adenocarcinoma solo
afecta a la mucosa debe ser separado de las lesiones de displasia severa o carcinoma
in situ, atendiendo a la invasién de la lamina propia una vez se ha sobrepasado la

membrana basal glandular.

La mayoria de los casos de early carcinoma son de tipo intestinal, aunque también
hay casos de tipo difuso (Xuan 1993). Los casos mejor diferenciados estan mas
vascularizados y se asocian con mas frecuencia que los pobremente diferenciados a

infeccion por H. pylori (Adachi 1993). La mayoria de los casos surgen en e tercio
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dista del estbmago y en € 10 % de los casos € tumor aparece de forma
multicéntrica (Bearzi 1986). Se producen metastasis a los ganglios linfaticos en un 5
% de los casos de crecimiento intramucoso y en un 10 % de los casos que invaden la
submucosa. El indice de supervivencia a los 5 afios es de un 80-85 % y se mantiene

alto incluso en aguellos casos en que hay afectacion de los ganglios linféticos.
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3.1.1. ABSTRACT

Aims. To examine CD44H and CD44v3 expression in normal gastric and small bowel
mucosa, horma and Barrett oesophagus, and oesophageal epitheliad malignancies
(squamous cell carcinoma and adenocarcinoma).

Methods. Ninety-five specimens comprising 40 normal oesophageal, gastric and small
bowel mucosae, 22 Barrett oesophagi (two of them with dysplastic changes), 20
resected adenocarcinomas and 13 squamous cell carcinomas were evauated. The
samples were fixed in formain and subsequently stained with anti-CD44H and anti-
CD44v3 monoclonal antibodies using the avidin-biotin-peroxidase technique.

Results: In contrast to normal oesophagus, which showed positivity for both CD44
epitopes (CD44H and CD44v3) in the basdl third of the epithelium, antral and intestind
subtypes of Barrett oesophagus expressed only CD44H, the distribution being focal in
non dysplastic Barrett mucosa and diffuse in dysplastic Barrett mucosa. Similary,
normal antral glands and small bowel epithelium revealed focal immunopositivity for
CD44H at the base of the crypts. All squamous cell carcinomas were diffusely postive
for both isoforms, whereas amongst the adenocarcinomas 75% expressed CD44H and
60% CD44v3.

Conclusions: In the oesophagus CD44H is detected in the proliferating areas of both
normal squamous epithelium and Barrett mucosa. CD44H expression seems to increase
progressively in dysplasia and infiltratating carcinoma,smilary to that described in the

stomach. CD44v3, usually not expressed in normal or neoplastic gastric mucosa,



3. RESULTADOS -3-

showed as much positivity in normal squamous epithelium as in oesophageal squamous
cel carcinoma. CD44v3 immunoreactivity was aso identified in 60% of
adenocarcinomas. These findings suggest a possible implication of CD44v3 in the

development of oesophageal carcinoma of both squamous and glandular types.

Keywords: Oesophageal carcinoma, Barrett mucosa, CD44H, CD44v3
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3.1.2. INTRODUCTION

CD44 cell surface glycoprotein is expressed in a great variety of normal and neoplastic
tissues as multiple isoforms (1). This protein family is known to be implicated in
lymphocyte homing (2), cell-extracellular matrix interaction, tumour invasiveness and
metastasis (3).

Differential glycosylation of the extracelular domain of CD44 increases the
heterogeneity obtained by means of aternative splicing. In fact, it has been recently
proved that CD44 isoforms modified with glycosaminoglycans such as heparan sulfate
contain exon v3 (4). These modified CD44 isoforms behave as proteoglycan-like
substances, and have high afinity for some growth factors such as heparin binding-
epiderma growth factor (HB-EGF), and they could present them to specific membrane
receptors (5). HB-EGF acts as an autocrine growth factor for human keratinocytes (6).
Taking into account that the oesophagus is lined by squamous epithelium, it is relevant
to investigate CD44H and CD44v3 expression in normal and Barrett oesophagus, as
well as in the main oesophagead neoplasms (squamous cedl carcinoma and

adenocarcinoma).
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3.1.3. MATERIALSAND METHODS

Normal and pathological samples were obtained from the archives of the Department of
Pathology, Hospital Germans Trias i Pujol. Samples belonged to 75 patients (56 males
and 19 females) with ages between 26 and 84 years (mean, 57 years). Twenty-two of
them corresponded to Barrett oesophagus (nine antral subtype, six intestinal subtype,
two of them containing dysplastic areas, and seven fundic subtype), twenty to
adenocarcinoma ( two diffuse type and the rest intestinal type) and thirteen to squamous
cell carcinoma. Ten norma esophageal, fundic, antra and small bowel samples were
obtained from uninvolved areas of surgical specimens.

Histologic features and prognostic factors were evaluated according to well-established
criteria. Results obtained with both antibodies in neoplastic samples were correlated
with different prognostic factors, such as grade of differentiation and evidence of lymph
node or visceral metastasis at the time of diagnosis. All biopsy specimens were fixed in
10 % neutral formalin and embedded in paraffin at 57-60°C. Five micrometre thick
sections were deparaffinised, placed in methanol containing 0.3% H202 for 30 min at
room temperature, washed, heated in a microwave oven (3x3 min, with 2-min intervals)
while in buffered citrate (citric acid and sodium citrate, pH 6.0), washed, and incubated
for 30 min with rabbit serum. Subsequently, sections were incubated with anti-CD44H

(clone 2C5; RD Systems, Abingdon, UK) and anti-CD44v3 (clone 3G5; RD Systems)
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mouse monoclona antibodies at a 1:1000 and 1:600 dilution, respectively, for 22 h at
room temperature. The dides were washed and incubated with biotinylated rabbit anti-
mouse immunoglobulin antibodies a a 1:700 dilution and with avidin-biotin
immunoperoxidase complex (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). After
application of the chromogen 3,3-diaminobenzidine tetrachloride (Aldrich Chemical
Co, Milwaukee, WI, USA) sections were contrasted with haematoxylin, dehydrated and
mounted with Permount. A nonimmune mouse serum was used as a control instead of
the specific monoclonal antibodies.

Two parameters of CD44 expression were examined:

1.- Percentage of positively stained cells. negative, <5%; focal, between 5% and 50%;
diffuse, >50%

2.- Intensity of staining: 0, no staining; 1, weak staining; 2, moderate staining; 3, strong
staining comparable to lymphocytes.

Two of the authors examined the dides independently. Those with dissmilar results
were reviewed to reach a consensus.

Frequency tables were analysed with Fisher's exact test.
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3.14. RESULTS

Norma Oesophageal, Gastric and I ntestinal Mucosa

CD44H was expressed in the basal third of squamous oesophageal epithelium. Control
samples of normal gastric and intestinal mucosa showed foca CD44H positivity at the
base of the antral and intestinal crypts. Fundic gastric mucosa did not react with any of
the two antibobies (fig 1). Endothelia and inflammatory cells (lymphocytes and plasma
cells), fibroblasts and smooth muscle cells showed focal immunopositivity for CD44H
in the norma samples studied. CD44v3 was positive only in the basal third of

sguamous epithelium and smooth muscle cells.

Barrett Oesophagus

Isoform CD44H was detected in 100% of the cases of antral and intestinal subtypes of
Barrett mucosa. The fundic type of Barrett mucosa was aways negative (fig 2).
Positivity was always focal, except for two instances, both of intestina subtype with
dysplastic areas that stained diffusely. The staining intensity ranged from weak to

strong. None of the Barrett mucosa samples exhibited reactivity for CD44v3 (fig 2).
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Adenocarcinoma

CD44H was positive in 15 out of the 20 (75%) cases studied. Immunostaining was
focal in 11 cases and widespread in the other four. As for the intensity of membrane
staining it was moderate or strong in most cases (86%).

CD44v3 was positive in 60% of cases (fig 2), most of which (66%) showed a diffuse
immunostaining (fig 4). Intendty of staining was weak in 58% of cases and moderate in

33%.

Sguamous Cell Carcinoma

CD44H was expressed with a moderate or strong intensity and a diffuse pattern in all
cases studied (fig 4). CD44v3 was intensedly and diffusely positive in every case
(100%)(fig 2).

We did not find any statistically significant correlation between the expression of both

isoforms and the grade or stage of the neoplasms examined.
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Fig.1. Well differentiated adenocarcinoma with strong CD44v3 immunoreactivity in

most cell membranes (x250).



3. RESULTADOS

-10-

Fig. 2. Squamous cell carcinomawith immunoreactivity for CD44H (x250).
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Fig. 3 Squamous cell carcinoma with strong CD44v3 immunoreactivity in most cell

membranes (x400).
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100 7  —— O CD44H positive
90 A m CD44v3 positive
a 80 -
Q70 -
(&S]
© 60 -
b 50 -
S 40 -
© 30 -
> 20 4
10 -
0 ) L) L) 1
Normal Normal antral Normal fundic ~ Normal small bowel
oesophageal gastric mucosa gastric mucosa mucosa
squamous
epithelium
Table 1 CD44H and CD44v3 expression in normal oesophageal, gastric, and

small bowel mucosa.
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100 -
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80 -
70 -
60 -
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40 A
30 -
20 -
10 -

% of postive cases

O CD44H positive —
B CD44v3 positive

Table2

Antral subtype Intestinal Fundic subtype Squamous cell Adenocarcinoma
Barrett mucosa subtype Barrett Barrett mucosa carcinoma
mucosa

CD44H and CD44v3 expression in Barrett oesophagus, oesophageal

squamous cell carcinoma and adenocarcinoma
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3.1.5. DISCUSSION

In agreement with the two types of epithelium found in the lower oesophagus, the most
frequent neoplasms in this location are squamous cell carcinoma and adenocarcinoma
Adenocarcinoma of the oesophagus accounts for 10-28% of al oesophagea carcinomas
(7,8), arises in most cases from Barrett oesophagus (often with dysplastic foci)(9), and
shows the same histological variants as gastric adenocarcinoma (intestinal and
diffuse)(10). Histologically, three types of metaplastic columnar epithelium may be
seen in Barrett oesophagus: an antral type smilar to normal cardial or antral mucosa, a
fundic type resembling fundic mucosa, and an intestinal type (so-called specialised
type) similar to norma small-bowe mucosa.

CD44 is the term used to designate a heterogeneous group of membrane glycoproteins
implicated in lymphocyte homing (1), metastasis development and cell-extracellular
matrix binding (3).

These proteins are codified by a gene made up of 20 exons located in the short arm of
chromosome 11. Ten of these twenty exons are always expressed (CD44H), whereas
nine of the other ten undergo an aternative splicing process which generates a great
variety of isoforms (11). In this regard, it has been demonstrated that splice variants
carrying sequences encoded by exon V6 are preferentialy expressed in metastatic

animal cancer cell lines (12).
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Immunohistochemical studies have demondstrated differential expression of CD44
epitopes in norma and tumour tissues of the digestive tract. CD44H expression is
limited and located at the base of the cryptsin normal colonic epithelium, while tumour
progression is strongly related to overexpresson of CD44H and CD44 isoforms
carrying v6 epitopes. Foca expression of v6 in adenomas has also been identified and
correlated with tumour progression (13). Moreover, expresson of v6 in colon
carcinomeas correlates with Dukes stage and seems to be associated with tumour-related
death (14,15,16).

In the stomach, CD44H has been shown to be positive aso in surface epithelium,
foveolar proliferation zones and areas of intestinal metaplasia, being aso irregularlly
expressed in adenocarcinoma (17). Besides, adenocarcinoma of the intestinal type
expresses epitopes encoded by exons v5 and v6, whereas the diffuse type
predominantly expresses v5-encoded epitopes (18,19, 20).

Concerning normal oesophageal mucosa, expression of CD44H and severa variant
isoforms (v3, v4-5, v6 and v8-9) has been described (21). In this work we have
examined CD44 expression in norma oesophageal, gastric and intestina mucosa as
well as metaplastic and neoplastic oesophagus. In addition to investigating the standard
isoform we have considered relevant the study of CD44v3, an isoform that has not been
detected in normal or neoplastic colonic and gastric mucosa, seems to be regulated
differently than the other variants, and isimplicated in keratinocyte growth.

It seems that the diversity of the CD44H glycoprotein family obtained by means of

dternative splicing is further magnified by the differential use of numerous N-linked
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and O-linked glycosilation sites. Specifically, CD44 isoforms carrying the v3 exon are
capable of binding heparan sulfate and acting as proteoglycan-like molecules. These
proteoglycan-like CD44 isoforms have been shown to act as reservoirs for growth
factors, being implicated in growth factor recruitment at the cell surface and regulation
of their action on target cells. Additionaly, Bennett et a. (5) have demonstrated the
complexing of heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF) and heparan sulfate-
modified CD44, which suggests arole for CD44 in keratinocyte growth, since HB-EGF
is a keratinocyte autocrine growth factor (6).

Our study has shown CD44H positivity in the lower third of the squamous epithelium
of norma oesophageal mucosa, as well as an intense CD44H immunoreaction in
oesophageal squamous cell carcinoma. Similarly to gastric and intestinal nonneoplastic
and neoplastic mucosa, Barrett oesohagus and adenocarcinoma exhibited CD44H
immunostaining.

As stated before, CD44v3 has not been detected in norma or neoplastic gastric or
intestinal mucosa. In agreement with the results obtained by Fox et a. (21) in severd
stratified squamous epithelia, we have observed CD44v3 immunostaining at the basal
third of the oesophageal squamous epithelium. In contrast, Barrett mucosa did not react
with this monoclonal antibody. All squamous cell carcinoma samples revealed a strong
diffuse pattern of CD44v3 positivity. Surprisingly, oesophageal adenocarcinoma aso
showed aweak or moderate, focal CD44v3 immunoreaction in 60% of cases.

As aredy mentioned, the intense expression of v3 in squamous cell carcinoma cases

could be related to the autocrine function of HB-EGF in keratinocytes. However, this
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finding does not seem to be restricted to squamous cells, since a great proportion of
adenocarcinomas were CD44v3 positive. This distribution suggests the posibility that
HB-EGF may be instrumental in cell proliferation control not only in keratinocytes but
aso in totipotential stem cells of the squamous-columnar junction, and promts the
consideration of a putative role for CD44v3 in the development of oesophageal

carcinoma of both the squamous and glandular types.
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3.2.1. ABSTRACT

Alternative splicing gives rise to numerous CD44 isoforms, some of which seem to
have a role in tumor metastasis. Specificaly, a variant form of CD44 with sequences
encoded by exon v6 (CD44v6) confers metastatic potential when transfected into a
nonmetastasizing cell line of rat pancreatic adenocarcinoma

This study has immunohistochemically investigated standard CD44 (CD44s) and
CD44v6 expression in six samples of norma pancreatic tissue, four of chronic
pancredtitis, and twenty-four of metastasizing and nonmetastasizing pancreatic
adenocarcinoma. Additionally, eighteen samples of lymph node or visceral metastases
wereincluded in the study.

CD44s was expressed in nonneoplastic tissue and in pancreatic adenocarcinoma. In
contrast, CD44v6 was not detected in any of the normal tissue or chronic pancredtitis
specimens, whereas 54% of pancreatic adenocarcinomas and 55% of metastases
expressed this variant exon.

Although it is not clear whether CD44 isoforms containing exon v6 play a role in
malignant progression in the human exocrine pancreas, it seems plausible that the
expresson of multiple isoforms containing this and other variant exon confers a
selective advantage to pancreatic adenocarcinoma.

Key words. Pancreatic adenocarcinoma, CD44s, CD44v6, immunohistochemistry,

metastas's, invasion.
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3.2.2. INTRODUCTION

The prognosis for pancresatic adenocarcinomais extremely poor because usualy thereis
invasion of surrounding tissues and metastases to lymph nodes, liver or peritoneum at
the time of diagnosis [20,10]. The mechanisms underlying these invasive and metastatic
capabilities have not yet been clarified.

The widely distributed surface glycoproteins known as CD44 are expressed in many
types of tumors and normal tissues [4]. Alternative splicing and differential N- and O-
linked glycosilation contribute to the heterogeneity of the family [3]. Alternative
splicing of variant exons v1-v10 generates multiple isoforms [14]. The isoform lacking
variant exonsisreferred to as CD44s (for standard), which is the most common isoform
in hemopoietic cells [8]. While CD44s is known to be implicated in various processes
such as lymphocyte homing, lymphocyte activation [2] and extracellular matrix
adhesion [9], the functions of alternatively spliced isoforms are not clear.

The CD44 variant isoforms with the sequence encoded by exon 6, have been reported to
confer metastatic potential when transfected into a nonmetastatic cell line of rat
pancreatic adenocarcinoma [6]. Moreover, this effect can be blocked by anti-v6
antibodies [15].

In a recent work, non-Hodgkin lymphomas that expressed CD44v6 were associated

with poorer survival when compared with those which did not express CD44v6 [13]. In
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human colorecta carcinoma [21] and intestina type gastric adenocarcinoma [7]
expression of CD44v6 isrelated to tumor progression.

In this study we have immunohistochemically examined CD44s and CD44v6
expression in nonneoplastic pancreatic tissues and pancreatic adenocarcinoma, in an

attempt to evaluate the role of these adhesion molecules in malignant progression.
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3.2.3. MATERIAL AND METHODS

Fifty-four samples of normal pancreatic tissue, chronic pancredtitis and metastasizing
and nonmetastasizing adenocarcinoma were obtained from the archives of the
Department of Pathology, "Germans Triasi Pujol” University Hospital.

Samples belonged to twenty-eight patients (sexteen males and twelve females) with
ages between 34 and 82 years (mean, 71 years). Twenty-four of them corresponded to
ductal adenocarcinoma and four to chronic pancredtitis. Six normal pancreatic samples
were obtained from the nonneoplastic areas of pancregatic adenocarcinomas surgical
Specimens.

Of the twenty-four adenocarcinoma samples, six were pancreatic adenocarcinomas with
no evidence of metastasis a the time of diagnosis and eighteen were metastasizing
pancreatic adenocarcinomas. Additionally, eighteen samples (one per metastasizing
case) of lymph node or visceral metastases were included in the study. According to the
Cancer of the Pancreas Task Force stage classification the patients were distributed as
follows: four, stageI; two, stage |l; ten, stage 111; and eight, stage I V.

Degree of differentiation was evaluated following well established criteria. The results
obtained with immunohistochemistry were correlated with grade of differentiation and
tumor stage.

All biopsy specimens were fixed in 10% neutra formalin and embedded in paraffin at

57-60°C. Five-micrometer-thick sections were deparaffinized, placed in methanol
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containing 0.3% H202 for 30 min at room temperature, washed, heated in a microwave
oven (3x3 min, with 2-min intervals) while in buffered citrate [0.1M] (citric acid and
sodium citrate, pH 6.0), washed and incubated for 30 min with rabbit serum at 1:10
dilution. Subsequently, sections were incubated with anti-CD44s (clone 2C5; RD
Systems, Abingdon, UK) and anti-CD44v6 (clone 2F-1D; RD Systems, Abingdom,
UK) mouse monoclonal antibodies at 1:1000 dilution, for 22 h at room temperature.
The dides were washed and incubated with biotinylated rabbit anti-mouse
immunoglobulin  antibodies a a 1:700 dilution and with avidin-biotin
immunoperoxidase complex (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). After
application of the chromogen 3,3-diaminobenzidine tetrachloride [0.5 mg/mi] (Aldrich
Chemical Co, Milwaukee, WI, USA) sections were contrasted with hematoxylin,
dehydrated and mounted with Permount. A nonimmune mouse serum was used as
control instead of the specific monoclonal antibodies and a non-small lung carcinoma
served as positive control for CD44s and CD44v6

Two features were taken into account for the evaluation of CD44 expression:

1.- Percentage of positively stained cells. negative, <5%; focal, between 5% and 50%;
diffuse, >50%

2.- Intensity of staining: 0, no staining; 1, weak staining; 2, moderate staining; 3, strong
staining.

Two of the authors evaluated the dides independently. Those with dissimilar
observations were reviewed to reach a consensus.

Frequency tables were analyzed by Chi-square or Fisher's exact test
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3.24. RESULTS

All normal pancregtic tissue samples examined showed focal immunoreactivity of
moderate intensity for CD44s in the ductal epithelium and in acinar cells, whereas
endocrine cells seem to be negative (Fig. 1). Smilarly, ducts enmeshed in fibrous tissue
of chronic pancredtitis cases were focally (50%) or diffusely (50%) positive for CD44s
in al cases studied (Fig. 2). The intensity of plasma membrane staining was moderate
in 75% of cases and strong in 25% (Table 1). In contrast, CD44v6 was not expressed in
any of the normal pancrestic tissue or chronic pancrestitis samples (Table 2).

Of the adenocarcinomas, 70% were positive for CD44s (66% of non metastasizing
cases and 72% of metastasizing instances). The distribution of CD44s staining was
predominantly focal in non metastasizing neoplasms (75%), while in metastasizing
tumorsit was focal in 53% of cases and diffuse in 47% of instances (Fig. 3).

Seventy-two percent of metastases (13/18) stained postively for CD44s, the
distribution being diffuse in 53% of cases and focal in the rest (Table 1). The intensity
of CD44s staining varied from moderate to strong in malignant tumor samples (table 1).
CD44v6 immunostaining was podtive in  thirteen of twenty-four (54%)
adenocarcinomas (50% of nonmetastasizing cases (Fig. 4) and 55% of metastasizing
instances) and in 72 % of the samples of metastasis (Fig. 5) . CD44v6 positivity was
predominantly focal and staining intensity was weak or moderate in most cases of

adenocarcinoma and metastasis. These results are summarized in table 2.
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The differences in CD44v6 expression between metastasizing and nonmetastisizing
pancreatic adenocarcinoma and between primary tumors and their lymph node
metastases did not reach statistical significance.

No significant correlation could be demonstrated between CD44v6 expression and
presence of metastasis at the time of diagnosis, degree of histological differentiation, or
tumor stage. The intensity and distribution of immunoexpresion did not correlate with

the histopathological variables analyzed.
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Fig1l CD44sexpression in normal epithelial and acinar pancreatic cells (x 400)
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Fig 2 CD44simmunoreactivity in chronic pancrestitis (x 400)
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Fig 3 CD44s diffuse immunostaining of adenocarcinoma cell membranes (x 400)
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Fig 4 Primary pancreatic adenocarcinoma with CD44v6 focal immunoreactivity (X

400)
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Fig 5 CD44v6 immunostaining of cell membranes in lymph node metastases of

pancreatic adenocarcinoma (x400)
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Table 1 CD44s Expresson in Nonneoplastic Pancreas and in Pancreatic

Adenocarcinoma

No. of cases No. of positivecases  Distribution Intensity
F D 1 2 3
‘Normal pancreas 6 6(00%) 6000) 0 0 6100% 0
Chronic pancreatitis 4 4(100%) 2(50%) 2(50%) 0 3(75%)  1(25%)
Nonmetastatizing adc. 6 4(66%) 3(75%) 1(25%) O 2(50%)  2(50%)
Metastasizing adc 18 13(72%) 7(53%) 6(47%) 0 5(38%)  8(61%)
Total adenocarcinomas 24 17(70%) 10(58%) 7(42%) 0 7(41%)  10(58%)
Metastasis 18 13(72%) 6(46%) 7(53%) O 7(53%)  6(46%)

adc: adenocarcinoma
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Table 2 CD44v6 Expression in Nonneoplastic Pancreas and in Pancreatic
Adenocar cinoma

No..of cases No. of positivecases  Distribution Intensity

F D 1 2 3
Normal pancreas 6 0
Chronic pancreatitis 4 0
Nonmetastasizingadc 6 3(50%) 3(100%) 0 1 2(66%) 0
M etastasizing adc 18 10(55%) 7(70%) 3(30%)  3(30%) 6(60%)  1(10%)
Total adenocarcinomas 24 13(54%) 10(76%) 3(23%)  4(30%) 8(61%)  1(8%)
Metastasis 18 13(72%) 11(84%) 2(15%)  5(38%) 7(53%)  1(8%)

adc: adenocarcinoma
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3.2.5. DISCUSSION

Ducta adenocarcinoma of the pancreas constitutes the fifth leading cause of death from
cancer in Western countries [19]. The diagnosis in most cases is made when the tumor
has spread beyond the pancreas and has metastasized to lymph nodes. Metastases occur
very early in the course of the disease to nodal groups, some of which are not usually
removed by the standard Whipple procedure [1], which greetly jeopardizes appropriate
treatment.

Takada et a. [17] have recently proved, by flow cytometry, that CD44 levels in
pancregtic carcinoma cells are over 100 times higher than in normal pancrestic cells. In
the same study, four human pancreatic adenocarcinoma cell lines were investigated
with anti-human CD44 and showed similar positive results. In another work, Takada et
al. [18] aso proved that proliferation of human pancrestic adenocarcinoma cells is not
affected by anti-CD44 antibody, whereas the invasive capacity of these cells is
suppressed by this antibody.

On the other hand, Rall et a. [12], using reverse transcriptase protein chain reaction
(RT-PCR) methods, have reported that expression of CD44s and epithelia isoforms of
CD44 (CD44v8-v10) is not different in specimens of primary or metastatic
adenocarcinoma and control pancreases. In contrast, CD44v6 is more frequently
expressed in adenocarcinoma samples than in control specimens. Moreover, Gansauge

et a. [5] have demonstrated, by immunohistochemistry and RT-PCR andysis, that
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production of CD44 splice isoforms carrying variant exons v5-v10 is enhanced in
pancreati c adenocarcinoma.

Our results are partially in concordance with the data previoudly reported on the subjet.
We have not found statistically significant differences in CD44s expression among
normal pancreatic tissues, chronic pancredtitis, and metastatic and nonmetastatic
carcinoma. The results reported by Rall et al. [12] and Gansauge et a. [5] are in
agreement with our datain thisregard.

We have obtained positive reactions with anti-CD44v6 monoclonal antibody in
pancreatic nonmetastasizing and metastasizing adenocarcinomas, as well as in samples
of metastasis. Normal and inflamed tissues did not show reactivity for this variant exon
in our hands. Rall et a. [12], using RT-PCR/Southern blot analysis, found two CD44
isoforms that hybridize with radiolabeled CD44v6 in maignant tissues. The differences
between metastatizing and nonmetasizing carcinomas observed in this study, smilarly
to our results, were not statistically significant. This may be explained by the fact that
pancreatic adenocarcinoma, as stated before, metastatizes very early to lymph node
groups wich are not always removed by the usual Whipple procedure [1]. In view of
this, carcinomas considered to be nonmetastasizing presumably are metastatic at the
time of diagnosis. More recently, Gansauge et a. [5], based on immunohistochemical,
Western blot and RT-PCR techniques, have reported that in pancreatic
adenocarcinomas exon V6 is associated with severa other variant exons leading to an
expression of multiple splice isoforms that contain at least v4-v10, whereas CD44v6

immunohistochemical expression in normal ductal cells is the trandation of a splice
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isoform consisting only of the variant exon v6. These authors did not specify wheter the
adenocarcinomas included in their study were metastasizing or not. Our results,
smilarly to those of Rall et a. [12], seem to indicate that CD44v6 overexpression in
human pancreatic adenocarcinoma may be related to a possible role of this variant
isoform in the invasive and metastatic mechanisms of this neoplasm. This is supported
by severa studies which suggest that surface expression of exon 6-containing isoforms
diminishes binding to hyaluronate and thus permits the maligant cell to detach from the
basement membrane or from adjacent cells [16]. In view of the Gansauge et d's results
[5], further investigations are needed to determine whether detaching and invasive
capabilities are conferred to neoplastic cells by exon v6 itself or rather by CD44

isoforms with large chains containing several variant exons.
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3.3.1. ABSTRACT

Aims. To asses whether standard and variant isoforms of CD44 (CD44s, CD44v5 and
CD44v6) show a differential expression profile in early versus advanced gastric
adenocarcinoma of the diffuse and intestinal types and their metastases.

Methods: Immunohistochemical expression of CD44s, CD44v5 and CD44v6 was
evaluated in fourteen early gastric cancers (nine intestinal and five diffuse) and thirty-
seven advanced adenocarcinomas (twenty-one intestinal and sixteen diffuse) as well as
in eighteen instances of perigastric lymph node metastases. Ten norma and five
metapl astic gastric mucosa samples were also included in the study.

Results: Albeit no significant association was found between level of invasion and
CD44 expresson profile, CD44v6 positivity was detected more frequently in
metastases of intestina type carcinomas (66%) than in metastases of diffuse type
neoplasms (11%) (p<0.05). Weak CD44s, CD44v5 and CD44v6 expression was focally
observed in both normal and metaplastic gastric mucosa samples.

Conclusions: These data suggest that CD44v6 expresson may be significantly
involved in the production of lymph node metastases in intestinal type gastric
carcinoma but not so in the diffuse type, whose metastatic potential would be basicaly

unrelated to the CD44 family of adhesion molecules.
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3.3.2. INTRODUCTION

CD44, afamily of cell surface adhesion molecules, is expressed in avariety of normal
and neoplagtic tissues (1). This protein family has been linked to a number of functions
including lymphocyte homing and activation (2,3), hemopoiess, cell-call and cell-
extracellular matrix interactions, and cell migration (4). To be able to exert such
diversity of effects, CD44 resorts to the generation of numerous isoforms through a
mechanism of alternative splicing. Some of these CD44 isoforms also seem to play a
role in the production of tumour metastasis (5). Specifically, a nonmetastatic cell line of
rat pancreatic adenocarcinoma has been seen to acquire metastatic potential when
transfected with CD44 variants containing exon v6 (CD44v6), an effect that can be
blocked by anti-v6 antibodies (6,7,8).

In regard to gastric adenocarcinoma, it has been described that its intestinal and
diffuse types show differential expression of CD44 isoforms. Thus, wheress intestina
type adenocarcinomas express CD44 variant isoforms containing exons v5 and V6,
diffuse type tumours are pedominantly associated with CD44 isoforms that include
exon v5 (CD44v5)(9). In addition, CD44 seems to influence the prognosis of gastric
carcinoma, since CD44 overexpression is associated with the development of an
invasive phenotype (10) and high tumour recurrence and mortality rates in patients with

curatively resected gastric cancer (11).
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In view of the aforesaid relationship between the biologic behaviour of gastric
carcinoma and its CD44 expression status, inquiry into the possible differences between
the CD44 expression profiles of early and advanced gastric cancers of intestinal and
diffuse types and their metastases is particularly tempting. Accordingly, we have
immunohistochemically evauated the expression of standard CD44 (CD44s), CD44v5,
and CD44v6 in normal gastric mucosa, intestina metaplasia of the stcomach, and gastric

carcinoma of theintestina and diffuse types of various levels of invasion.
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3.3.3. MATERIALSAND METHODS

Tissue blocks of normal and pathological stomach from 54 patients (31 men and 23
women) with a mean age of 67.4 years (range, 41-94 years) were obtained from the
archives of the Department of Pathology, Hospital Germans Trias i Pujol. All patients
underwent surgery between 1986 and 1995 at the same institution. The 84 samples
studied were distributed as follows: five each of norma antral mucosa, normal fundic
mucosa, and metaplastic mucosa obtained from gastrectomy specimens; fourteen early
gastric carcinomas (five of the diffuse type and nine of the intestinal type); thirty-seven
advanced gastric carcinomas which invaded beyond the submucosa (twenty-one of the
intestinal type, nine of them with lymph node metastasis, and sixteen of the diffuse
type, nine of them with lymph node metastasis) were aso included in the study. The
degrees of differentiation of intestina type tumours were as follows. nine well-
differentiated, eleven moderately differentiated, and ten poorly differentiated.

Histologica features were evaluated according to internationally established criteria.
The immunohistochemical results obtained in neoplastic samples were correlated with
histological type and prognostic factors such as level of invasion, degree of
differentiation, lymph vessal involvement, and evidence of metastasis at the time of
diagnosis.

All biopsy specimens were fixed in 10% neutral formalin, embedded in paraffin at 57-

60°C and stained with haematoxylin-eosin. For immunohistochemical studies five-
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micrometre-thick sections were deparaffinized and incubated with anti-CD44s (dilution
1:1000; clone 2C5; RD Systems, Abingdon, UK), anti-CD44v6 (dilution 1:1000 clone
2F-1D; RD Systems), and anti-CD44v5 (dilution 1:2500 clone VFF-8; Bender
MedSystems, Vienna, Austria) mouse monoclona antibodies for 22 h a room
temperature and then treated with the avidin-biotin-peroxidase complex (Dako,
Glostrup, Denmark) technique. A nonimmune mouse serum was used as control instead
of the specific monoclonal antibodies. A non-small cell lung carcinoma served as
positive control for CD44s and CD44v6, and a colon adenocarcinoma as positive
control for CD44v5.

Two features were taken into account for the evauation of CD44 expression: the
percentage of positively stained tumour cells (negative, <5%; focal, between 5% and
50%; diffuse, >50%), and the intensity of staining: O, no staining; 1, weak staining; 2,
moderate staining; and 3, strong staining (comparable with lymphocytes). Only cell
membrane staining was considered as positive. Two of the authors evauated the dides
independently. Cases with dissimilar observations were reviewed to reach a consensus.

The data were compared with the aid of Fisher’s exact test to detect possible
associations between CD44 expression and histological tumour type, level of tumour
invasiveness or lymph vesse involvement. p values under 0.05 were regarded as

statistically significant.
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3.34.RESULTS

CD44 immunoreactivity in normal and metaplastic gastric mucosa

Ten samples of normal antral or fundic mucosa and five samples of intestinal
metaplasia of the stomach were tested for immunoreactivity to anti-CD44s, anti-
CD44v5, and anti-CD44v6. CD44s was expressed in most samples examined,
specifically in neck and isthmus mucous cells (Fig. 1), aswell asin metaplastic areas.

Membrane positivity for v5 and v6 was present preferentialy in the same proliferative
and metaplastic areas, dthough the immunostaining was weaker and more foca in
distribution. CD44s and isoforms containig exons v5 and v6 were not expressed in the

foveolar epithelium or the lumina surface.

CD44 immunor eactivity in gastric carcinomas

Intestinal type adenocarcinomas

Early intestinal adenocarcinoma showed CD44s immunopositivity in 66% of cases.
Advanced adenocarcinomas of intestina type were CD44s-positive in 75% of

nonmetastasizing cases and in 77% of metastasizing tumours (Table 1).
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CD44v5 was expressed in 33% of early and advanced nonmetastasizing carcinomas,
whereas 55% of metastasizing cases were immunoreactive for this antibody (Fig.3)
(p=0.2) (Table 2).

A positive immunostaining for CD44v6 was obtained in 22% of early intestina
adenocarcinoma samples. As for advanced intestinal cases, nonmetastasizing and
metastasizing tumours expressed CD44v6 positivity with an identical frequency (33%)

(Table3).

Diffuse type adenocarcinomas

Sixty per cent of early diffuse adenocarcinomas showed CD44s immunostainig.
Nonmetastasizing and metastasizing advanced cases were CD44-positive with asimilar
frequency (71% and 77%, respectively). The difference between early and advanced
diffuse adenocarcinomas did not reach statistical significance (p=0.5) (Table 1).

CD44v5 expression rates of ealy (20%) and advanced cases (14% for
nonmetastasizing and 22% for metastasizing instances) of diffuse adenocarcinomas
were quite similar (Table 2).

As for CD44v6, nonmetastasizing advanced carcinomas showed immunoreactivity
more commonly (42%) than early carcinomas (22%), athough the difference did not
reach dtatistical significance (p=0.4). Only 22% of metastasizing cases were positive for

CD44v6 (Table 3).
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Lymph node metastases

Regarding lymph node metastases, CD44s was expressed in a higher percentage of
the intestinal carcinomas (88%) (Fig.2) than of the diffuse type cases (44%) (p=0.06)
(Table 1).

CD44v5 expression was also detected more frequently in metastases of intestinal
carcinomas (55%) than in metastases of diffuse type tumours (11 %) (p=0.06) (Table
2).

CD44v6 expression rate in intestinal type metastases (66%0)(Fig. 4) was higher than in
diffuse type metastases (11%), the difference being statistically significant (p=0.02)
(Table 3).

Differentiation grade was not related to CD44s, CD44v5, or CD44v6 expression (data
not shown). The intensity and distribution of immunostaining did not correlate with

level of invasion or histological type of carcinoma.
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Fig. 1 CD44s expression in normal antral gastric mucosa is detected in neck and

isthmus mucous cells, aswell aslymphocytes.
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Fig. 2 Intestina type adenocarcinoma with foca CD44v5 immunostaining in cell

membranes.
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Fig. 3 Lymph node metastasis of intestinal type gastric adenocarcinoma: diffuse and

intense CD44s immunoreactivity in lymphocytes and epithelia cells.
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Fig. 4 Lymph node metastasis of intestinal type gastric adenocarcinoma: focal CD44v6

immunostaining restricted to epithelia cells.
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3.3.5. DISCUSSION

In this study normal gastric mucosa has shown focal immunostainig for CD44s. The
epithelial cells expressing the highest levels of the standard isoform are the mucinous
cells at the neck and isthmus of the antral or fundic glands. These areas correspond to
the regenerative region of the gastric mucosa and seem to exhibit a pattern of CD44s
expression which is quite similar to that shown by colonic basal cells (12).

The two variant isoforms studied by us (CD44v5 and CD44v6) have shown focal
immunostaining in mucous cdlls of the antral and fundic mucosa and in metaplastic
areas. In previous studies Heider et a. (9) have found v5 expression in the foveolar
proliferation zone and mucous surface epithelium, whereas intestinal metaplasia reacted
with specific monoclonal antibodies for exons v5 and v6.

In the carcinoma samples investigated, CD44s immunopositivity seemed to increase
with depth of invasion, the percentage of positive cases being greater in advanced than
in early carcinomas, athough statistically significant differences could not be detected.
Consequently, with respect to standard isoform expression, our results are consistent
with Mayer et ad’s (11), who have found that CD44s and CD44v9 expression is
associated with the presence of distant metastases at the time of diagnosis and with
increased local recurrence and mortality rates in patients with curatively resected

fumours.
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The expression of variant isoforms containing spliced exon v6 has been previoudy
associated with an unfavourable outcome in non-Hodgkin lymphoma (13). Regarding
epithelial tumors, Kaufman et a. (14) have demondtrated that CD44v6 is a good
prognostic marker in breast carcinoma. On the other hand, expression of CD44 variant
isoforms containing v6 exon has been seen to increase in parallel with colorectal tumor
progression and Dukes stage (12). Other authors (15), however, have claimed that
CD44v6 expression has a prognostic value which isindependent of Dukes™ stage.

Concerning gastric cancer, previous studies have reported that intestinal type
adenocarcinoma expresses variant isoforms containing exons v5 and v6, whereas
diffuse type adenocarcinoma expresses predominantly exon v5 and, in a very low
percentage of cases, exon v6. Besides, the lymph node metastases of these diffuse type
tumours have been shown to be devoid of v6-related proteins by Southern blot analysis.
In contrast, a correlation between primary tumours of intestina type and their lymph
node metastases has been observed in regard to v6 containing isoforms, while no
obvious correlation was detected for exon v5 (9). More recently, Dammrich et a. (16)
have claimed that the relationship between v6 and metastatic lymphogenic spreading is
different in the two cancer types. Specifically, whereas diffuse type metastasizing cells
lack v6 expression, intestinal type cancers do show v6 staining in infiltrative lymph
node metastases.

Our results are in agreement with these previous observations. In our hands, isoforms
containing exon v6 have been more frequently detected in metastasizing intestinal type

carcinomas than in metastasizing diffusse type carcinomas. Moreover, CD44v6



3. RESULTADOS -64-

expression has been seen to be significantly more frequent in lymph node metastases of
intestinal type carcinomas than in those of diffuse type cases. These findings suggest an
important role of exon v6 in the metastatic process, particularly in the lymph node
spreading of intestinal adenocarcinoma cells. On the contrary, invasion of lymph nodes
by diffuse type tumour cells seems to be independent of exon v6.

As for the leve of invasion, we have not found statistically significant differencesin
standard and variant CD44 isoforms
expression between early and advanced cases of both histological types of gastric
adenocarcinoma. These results may indicate that CD44 participation in the metastatic
cascade takes place at the initia stages of tumour progression, since expression of
CD44 variant isoforms is already detected in early carcinomas of both the intestinal and
diffuse types. Further studies are necessary to eucidate the mechanisms propelling
neoplastic cell invason and migration to lymph nodes, as well as the degree of

participation of CD44 in this process.
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4. DISCUSION

4.1. ESOFAGO

En nuestro primer trabajo nos hemos propuesto examinar la expresion de CD44sy de
CD44v3 en muestras de mucosa esofégica normal, esdfago de Barrett y carcinomas
de esofago (escamoso y adenocarcinoma), asi como controles de mucosa gastrica 'y

de intestino delgado normal.

La incidencia del adenocarcinoma de esofago y de cardias ha aumentado en los
altimos afos considerablemente (Blot 1991). Las caracteristicas epidemiol ogicas del
adenocarcinoma de esofago son similares a las del adenocarcinoma de cardias y
claramente diferentes respecto a las del carcinoma escamoso de esofago y a las del

adenocarcinoma de las areas distales del estomago.

Una de las razones aducida como posible causa del incremento en la incidencia del
adenocarcinoma de esOfago es el aumento que ha experimentado Ultimamente la
practica de andlisis endoscopicos. El cambio en las précticas diagnosticas, que ha
repercutido en una mayor exactitud en la localizacion de estos tumores, quiza pueda

relacionarse con el incremento en cuanto a ndimero de canceres asignados a
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esofago. No obstante, de ser ésta la Unica razén, el aumento de los adenocarcinomas
de esofago hubiera sido paralelo a un descenso en la incidencia de los
adenocarcinomas de cardias, que, como se ha comentado anteriormente, también ha

acusado un notable incremento en los Ultimos afios.

Se cuenta con pocos estudios que evallen los factores de riesgo del adenocarcinoma
de esofago. Un trabajo realizado en China, en una region donde la incidencia de
carcinoma escamoso y adenocarcinoma es de las mayores del mundo (Li 1989),
refleja que la proporcion entre hombres y mujeres es mayor en €l adenocarcinoma
que en & carcinoma escamoso de eséfago, de forma similar a lo que ocurre en
Estados Unidos. Sin embargo, ni en éste ni en otros estudios realizados, se ha
confirmado el acohol (Levi 1990) o el tabaco como factores de riesgo de esta
neoplasia. En cambio, en dichos estudios se ha demostrado, su ya conocida relacion

con el esofago de Barrett (Blot 1991, Pera 1993).

El esofago de Barrett se desarrolla como una complicacion del reflujo
gastroesofagico cronico y predispone a desarrollo de adenocarcinoma. El
adenocarcinoma de esofago Unicamente aparece en pacientes con esdfago de Barrett.
El riesgo estimado de malignizacion es aproximadamente 40 veces mayor en estos
pacientes que en la poblacion general (Rogers 1986). La displasia precede a
desarrollo del adenocarcinoma sobre estfago de Barrett y, por tanto, permite detectar

queé pacientes presentan un alto riesgo de sufrir esta complicacion.
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La displasia sobre €l esdfago de Barrett se caracteriza por una combinacion de
alteraciones arquitecturales y citolégicas. A su vez, se clasificaen ato y bajo grado
de una manera andloga a la displasia que complica la colitis ulcerosa. Como hemos
comentado anteriormente, se considera como una entidad preneoplasica que permite
detectar los casos con un alto riesgo de presentar adenocarcinoma, mediante el
examen endoscopico con biopsias periddicas. Sin embargo, cabe sefiaar, que a
utilizar la displasia como marcador de riesgo de desarrollar carcinoma, topamos con
algunos inconvenientes, principalmente, la dificultad de diferenciarla de los cambios

reactivos, en algunos casos, y del carcinomain situ, en otros.

Hasta el momento, ademas de las alteraciones morfologicas, unicamente e andlisis
del DNA mediante citometria de flujo parece ser util como indicador objetivo del
riesgo de cancer, ya que se ha comprobado que las poblaciones celulares aneuploides
se incrementan paralelamente a la progresion desde metaplasia a displasia y
carcinoma. En este sentido, €l estudio de la expresion de las distintas isoformas de
CD44 podria contribuir a hallar un marcador objetivo de progresion en la secuencia
neoplasica del adenocarcinoma sobre e esdfago de Barrett, y también en €

desarrollo del carcinoma escamoso sobre €l epitelio primitivo del esdfago.

CD44s
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En cuanto a la expresion de CD44s, |os resultados obtenidos en nuestro trabajo han
puesto de manifiesto positividad en las zonas proliferativas (tercio basal) del epitelio
esofagico normal y de los subtipos antral e intestinal del esdfago de Barrett. En €l
esofago de Barrett con mucosa de tipo fundico no hemos constatado expresion de
CD44s. En cuanto a la distribucion de la expresion de CD44s,se presenta de forma
focal en las muestras de mucosa de Barrett sin displasia, en las cuales la positividad
se limita a la base de las criptas, con una distribucion similar a la descrita por otros
autores en e epitelio colénico normal (Heider 1993), o en las zonas de metaplasia
intestinal de la mucosa gastrica (Heider 1993). En los casos de estfago de Barrett
con displasia, la distribucion es mas difusa 'y alcanza la zona mas superficial de las

glandulas

Todos los carcinomas escamosos, Y un 75 % de los adenocarcinomas, presentan
inmunorreactividad para CD44s. No se ha observado correlacion entre la expresion
de CD44s vy € grado de diferenciacion o el estadio neoplasico. En este sentido, se
aprecia bastante coincidencia entre |os datos que hemos obtenido y los de un estudio
publicado por Lagorce y col. (1998), en e que analizaron muestras de esofago de
Barrett, con y sin displasia, y de adenocarcinomas de esofago. Estos autores
obtuvieron un patron de expresion de CD44s similar al descrito en nuestro estudio y,
a la vez coincidieron con nuestros hallazgos en lo que se refiere a aumento de
expresion de CD44s en |os casos de displasia sobre esofago de Barrett, ya que en los

35 casos de displasia analizados obtuvieron positividad difusa para CD44s. Ademas,
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segun los mismos autores, la extension de la positividad de la isoforma estdndar de
CD44 en €l epitelio displasico se correlaciona directamente con la gravedad de la
displasia. El porcentaje de positividad de |os adenocarcinomas para CD44s (70 %) es

comparable al de nuestra serie.

En lo que afecta a expresion de CD44s en el epitelio escamoso normal y displasico y
en los carcinomas escamosos de esofago, Roye et a. (1996) demostraron expresion
en €l tercio basal del epitelio esofagico normal y un incremento en la expresion de
esta isoforma paralelo al aumento en la gravedad de la displasia. A partir de estos
resultados se podria establecer una posible implicacion de CD44s en €l desarrollo de
la displasia sobre € epitelio escamoso esofagico. En cuanto a las muestras
neoplasicas, Roye y col. (1996) constataron positividad para CD44s en los
carcinomas escamosos de esofago. Sin embargo, en contraste con nuestros
resultados, detectaron una disminucion de CD44s pardela a la pérdida de
diferenciacion tumoral. Por ello, estos autores sugieren que la pérdida de expresion
de CD44s en los tumores mas pobremente diferenciados podria estar relacionada con
el aumento en la potencialidad invasiva de estos tumores, al disminuir launién de las
células a hialuronato u otros componentes de la matriz extracelular y de las

membranas basal es.

Analizando los hallazgos de los distintos trabajos en cuanto a la relacion de CD44s

con la progresion tumoral en el esofago, tanto en lo referente a las neoplasias
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escamosas como a las glandulares, los resultados reflegjan que CD44s se expresa en
las zonas proliferativas del epitelio escamoso normal y del metaplasico del eséfago
de Barrett. La expresion de esta isoforma se incrementa de forma paralela al
desarrollo de la displasia en ambos tipos de epitelio y alcanza la zona més superficial
de los mismos cuando la displasia es de alto grado. En cuanto a la fase de carcinoma,
los resultados de nuestro trabajo son parcialmente concordantes con los de otros
autores (Roye 1996, Lagorce 1998), en lo que hace referencia a la expresion de

CD44s en | os carcinomas escamosos Y en |os adenocarcinomas.

CD44v3

Ademas de la isoforma estandar, hemos considerado apropiado el estudio de la
expresion del exon variable v3, teniendo en cuenta que la glicosilacion con heparan-
sulfato capacita a las isoformas que contienen este exon para su union a factores de
crecimiento tales como el HB-EGF (heparin-binding epidermal growth factor)
(Bennett 1995). Asi, los complejos de CD44v3 con HB-EGF actian como sustancias
similares a los proteoglicanos, ya que presentan los factores de crecimiento a las
"células diana’. Como consecuencia, se activa e sistema de transduccion de sefiales
y se estimula la proliferacion celular. En este sentido, ademéas, se ha demostrado que
el HB-EGF actia como un factor de crecimiento autocrino sobre los queratinocitos
(Hashimoto 1994) y que las anomalias del EGFR son més frecuentes en el carcinoma

escamoso de esofago que en cualquier otro tipo de carcinoma (Mukaida 1991).
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En nuestro estudio hemos constatado la expresion del exon v3 en € tercio basal del
epitelio escamoso esofagico, en tanto que la mucosa gastrica'y del intestino delgado
normal y la mucosa de Barrett han resultado negativas. Las muestras tumorales
presentan inmunorreaccion positiva para CD44v3 en un 100 % de los casos de los
carcinomas escamosos. Se han publicado distintos trabajos que hacen referencia ala
expresion de CD44v3 en e esofago. La expresion de v3 en e epitelio escamoso
normal ya fue demostrada por Fox en 1994 (Fox 1994). Con posterioridad, Roye y
col. (1996) han analizado la expresion de esta isoforma y han demostrado que la
expresion de v3 es similar a la de la isoforma estandar en las muestras normales,
displasicas y neoplasicas del epitelio escamoso esofégico. En nuestro trabajo, no se
ha investigado la expresion de CD44 en la displasia del epitelio escamoso por no
disponer de un numero suficiente de casos. Respecto a la expresion de V3 en €
carcinoma escamoso, No hemos obtenido una disminucién de la positividad de este
exon paraela a la pérdida de diferenciacion tumoral tal como la que han observado
dichos autores. En este sentido, cabe la posibilidad de que esta falta de concordancia
sea debida a menor nimero de casos incluidos en nuestra serie (13 respecto alos 50

de laserie de Roye).

La intensa expresion de CD44v3 en € carcinoma escamoso parece confirmar la
funcion de este exon en € reclutamiento y presentacion del HB-EGF al EGFR de la

membrana de |os queratinocitos, sobre los cuales actia como factor de crecimiento
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autocrino. De hecho, € carcinoma escamoso de esofago representa e sistema
prototipo para demostrar la amplificacion y sobreexpresion del gen del EGFR. Las
anomalias de este receptor son mas frecuentes en este tipo de carcinoma que en
cualquier otro (Ulllrich 1984). En esta linea de estudio, se ha demostrado que €l
carcinoma escamoso de esofago expresa diez veces mas EGFR que los canceres
gastricos. Asimismo se ha publicado que la sobreexpresion del EGFR se correlaciona
con e grado de displasia y con la frecuencia de metastasis ganglionares en el
carcinoma de eséfago (Yano 1991). En la mucosa esofagica normal se detecta EGFR
en las porciones basales de la membrana celular, mientras que las areas con displasia
0 carcinoma in situ se caracterizan por una mayor inmunoreactividad que la mucosa

normal adyacente.

El hallazgo menos esperado en nuestro estudio ha sido la expresion de este exén en
el 60 % de los adenocarcinomas de esofago, dado que CD44v3 no se expresani en la
mucosa géastrica normal ni en las neoplasias glandulares que se originan en ella. Las
alteraciones genéticas del adenocarcinoma de esofago han sido menos estudiadas que
las del carcinoma escamoso. No obstante, se ha detectado amplificacion del EGFR
en los tumores de la unidon gastroesofégica (Houldsworth 1990, Filipe 1993).
Ademas, en este tipo de tumor también existe correlacion entre la expresion del
EGFR y el grado de displasia y la frecuencia de metéstasis ganglionares (lihara

1993).
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Del comportamiento del CD44v3 en las neoplasias de esdfago se puede deducir que
la union a HB-EGF mediada por CD44v3 puede estar involucrada no sélo en €
control de la proliferacion de los queratinocitos sino también en el de las stem cells,
en las que se origina el adenocarcinoma sobre el esdfago de Barrett. Estas células
totipotenciales de la unidn gastroesofégica tienen capacidad de diferenciacion hacia
queratinocitos o células glandulares, dependiendo de las caracteristicas del medio en

gue se desarrollan y, concretamente, de la existencia o no de reflujo gastroesoféagico.

Resultaria, pues, interesante demostrar qué papel desempefia este exén en las fases
preneoplasicas, es decir, en las lesiones displasicas sobre el esofago de Barrett. Para
ello seria preciso analizar un mayor nimero de casos de esta entidad, puesto que en
los dos casos de displasia estudiados en nuestro trabgjo, no se ha detectado la

expresion de este exon

CD44Ve6

De los diferentes articulos publicados sobre CD44 en e esofago normal vy
neoplasico, cabria destacar |os datos que consignamos a continuacion referentes a la
expresion del exon v6. En cuanto a la expresion de v6 en las neoplasias de estirpe
escamosa, Sami y col. (1993) constataron, mediante experimentos en muestras de
piel, que CD44v6 no interviene en el crecimiento invasivo o en la formacion de

metastasis en |0s carcinomas escamosos, Y que su expresion parece estar silenciada
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en la transformacién maligna de estos tumores. Roye y col. (1996), por su parte, han
demostrado en los carcinomas escamosos de esofago que la expresion de v6 es
paraela alade las isoformas CD44s y CD44v3. Basandose en estos datos sostienen
que la disminucion de la expresion de CD44 en genera puede estar asociada a un

peor prondstico en estos tumores.

En lo que respecta a los adenocarcinomas, Lagorce y col. (1998), ademas de CD44s,
han analizado la expresion de CD44v6 y han comprobado la asociacion entre la
expresion de esta isoforma y la profundidad de la invasion tumora de los
adenocarcinomas en la pared del es6fago. Sin embargo, el anadlisis multivariable ha
demostrado que la expresion de esta isoforma no tiene un valor prondstico
independiente. En otro articulo publicado en 1998, en e que también se ha
investigado la expresion de v6 en e adenocarcinoma sobre esofago de Barrett,
Battger y col. no han confirmado la correlacion entre la expresion de v6 y ningun
pardmetro morfoldgico de agresividad o la existencia de metastasis ganglionares. En
nuestro estudio no hemos hecho mencion de la expresién de v6 en las muestras
analizadas, ya que no hemos hallado correlacion alguna con la progresiéon neoplésica
en el esdfago. Asi pues, nuestros resultados respecto a esta isoforma concuerdan en

parte con e resto de los trabaj os publicados.
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4.2. PANCREAS

En las Ultimas décadas se han producido avances en cuanto a la identificacion de
marcadores asociados al desarrollo de distintas neoplasias. Ello ha contribuido, en
parte, a diagnostico precoz de algunos tumores sdlidos. En este sentido, € antigeno
carcinoembrionario (CEA) fue & primer antigeno utilizado clinicamente para la
deteccion del cancer colorrectal, seguido de la afafeto proteina (AFP) para €l
hepatocarcinoma, del CA125 para el carcinomade ovario, y, por ultimo, del antigeno

prostético especifico (PSA) para el carcinoma de prostata.

En lo que afecta a diagndstico y tratamiento del carcinoma pancregtico, |os progresos,
tanto en @ tratamiento como en e diagndstico, han sido escasos. En € adenocarcinoma
de pancreas, las diferencias entre la incidenciay la mortalidad son minimas. A pesar de
los avances en las técnicas de imagen, los carcinomas de pancreas raramente se
diagnostican en fasesiniciales. Asimismo alin no son bien conocidas la epidemiologiay
la etiopatogenia de estos tumores. Asi pues, ante esta situacion, se plantea la necesidad
de desarrollar métodos que permitan identificar poblaciones de ato riesgo, asi como de
definir estrategias mediante las cuales sea posible diagnosticar € carcinoma en fases

iniciales.

En este sentido, las mutaciones puntuales del k-ras parecen desempefiar un papel

importante en la génesis del adenocarcinoma de pancreas, ya que un 80% de los
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casos presenta este tipo de mutaciones en e codon 12 del oncogén (Hruban 1993).
En cuanto a gen supresor de tumores p53, se ha demostrado su sobreexpresion en
neoplasias invasivas y metastasicas, asi como en estadios neoplésicos iniciales, como
son el carcinoma in situ e incluso las lesiones hiperplasicas del epitelio ductal

pancredético (Boschman 1994).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en nuestro segundo trabgo nos hemos
centrado en investigar la posible implicacion de CD44s y CD44v6 en la
carcinogénesis pancredtica mediante e andlisis inmunohistoquimico del teido
pancredtico normal, pancreatitis cronica'y adenocarcinomas de pancreas metastasicos
y no metastasicos. Asimismo hemos incluido muestras ganglionares y viscerales de

metastasis de adenocarcinoma de pancresas.

CD44s

En el estudio llevado a cabo hemos confirmado expresion de CD44s en € epitelio
ductal y en las células acinares de las glandulas pancredticas. A diferencia de estas
Ultimas, las células endocrinas de los islotes pancredticos han resultado negativas
para este anticuerpo. Nuestros resultados concuerdan con los de trabajos aparecidos
en la literatura anteriores a nuestro. Asi, Chaudhry y col. (1994) estudiaron 22
carcinomas endocrinos de pancreas, ademas de tejido pancredtico normal. Los

meétodos utilizados en este estudio fueron inmunohistoquimicay analisis del RNAm
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mediante PCR seguida de electroforesis e hibridacion. Los resultados obtenidos por
Chaudhry y col. (1994) en las muestras de pancreas norma son similares a los
nuestros, ya que en ambos trabajos se detecta una intensa reaccion para CD44s en las
células acinares y ductales, mientras que las células de los islotes pancreaticos

resultan claramente negativas.

Asimismo, los hallazgos obtenidos en las muestras neoplésicas parecen confirmar el
hecho de que CD44, contrariamente a lo que ocurre en los tumores originados en las
céulas epiteliades de los ductos pancredticos, no interviene en € desarrollo de los
tumores originados en las células de los idotes, dado que, entre los tumores endocrinos
estudiados, Unicamente los gastrinomas manifestaron positividad para CD44s. Los
citados autores, a la hora de interpretar estos hallazgos, sugieren que los gastrinomas
posiblemente se originen en células totipotenciales del epitelio ductal que expresan altos
niveles de CD44, mientras que € resto de los tumores endocrinos pancreéticos se
desarrollaria a partir de la transformacion de las células de los idotes pancredticos, que

son negativas para CD44.

Por otro lado, Gansauge y col. (1995) también observaron positividad
inmunohistoquimica para CD44s en las células ductales y con menor intensidad en
las acinares. Rall y col. (1995), por su parte, utilizaron RT- PCR y Southern blot para

el andlisis de las distintas isoformas de CD44, y en las muestras de tgjido normal
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observaron amplificacion del producto de 83 pares de bases correspondiente a la

isoforma estandar.

En lo que hace referencia a la expresion de CD44s, en las muestras de pancreatitis
cronica estudiadas, también hemos detectado positividad en |os ductos atrapados en

lafibrosis.

Asimismo, las muestras neoplasicas de nuestro estudio, e 70% de los
adenocarcinomas han mostrado inmunotincion positiva para CD44s, sin que se hayan
detectado diferencias referidas a la frecuencia de positividad entre los tumores
metastasicos y los no metastésicos. Estos resultados concuerdan en parte con los
aparecidos en la literatura al respecto. Rall y col. (1995), en su estudio basado en
técnicas de RT-PCR, no encontraron diferencias en cuanto a la frecuencia de

expresion de v6 en las muestras de pancreas normal y en las tumorales.

Sin embargo, Takada y col. (1994), en uno de los primeros articulos sobre CD44 en
adenocarcinoma de pancreas en humanos, demostraron, mediante citometria de flujo e
inmunohistoquimica, que los niveles de expresion de CD44s en cuatro lineas celulares
de adenocarcinoma de pancreas eran 100 veces superiores a los de las cdulas
pancredticas normales. Estos autores propondrian la posbilidad de utilizar la
determinacion cuantitativa de CD44s para € diagnéstico del adenocarcinoma de

pancreas.
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En un trabgo posterior, los mismos autores (Takada 1994) examinaron la relacion
entre CD44 y la proliferacion y lainvasion celular utilizando una membrana basal de
Matrigel, que esta constituida por colégeno tipo 1V, laminina, proteoglicanos y
factores de crecimiento, entre otros componentes. La proliferacion de las células de
adenocarcinoma pancreatico no se vio aterada por la funcion de un anticuerpo contra
CD44. En cambio, lainvasion celular si que se logrd suprimir mediante la aplicacion
de este anticuerpo. Estos resultados sugieren que CD44 desempefia un importante

papel en lainvasion y transgresion de la membrana basal.

CD44v6

En nuestra investigacion, respecto a la expresion de CD44v6, no hemos observado
positividad ni en € tegjido pancredtico normal ni en la pancredtitis cronica. En
cambio, los adenocarcinomas metastasicos y no metastasicos, asi como las muestras
correspondientes a las metastasis ganglionares y viscerales han demostrado
reactividad para v6, en més de la mitad de los casos. Estos hallazgos estan
parcia mente en concordancia con los distintos estudios aparecidos en la literatura.

En cuanto al papel de las isoformas variantes del CD44 en la transformacion
neoplasica de las células ductales del pancreas, es interesante comentar 1os hallazgos
de Gansauge y col. (1995), que en un estudio de 40 muestras correspondientes a

pancreatitis cronicas demostraron que € 12 % de las mismas presentaba un patron de
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splicing de CD44 aterado. Asimismo, en dos pacientes que habian desarrollado un
adenocarcinoma sobre la pancreatitis cronica, €l patron de splicing era muy similar
en las muestras de pancreatitis y en las neoplasicas. Estos resultados sugieren que las
isoformas variantes de CD44 posiblemente se expresan en una fase inicia del
desarrollo neoplasico, que podria corresponder a las alteraciones displasicas de la

pancreatitis cronica.

En nuestro caso, como ya hemos comentado anteriormente, no se ha detectado
inmunotincion para isoformas variantes (CD44v6) en las cuatro muestras de
pancreatitis cronica analizadas. Es posible que ello se deba a la menor sensibilidad

del método utilizado, por un lado, y a escaso nimero de casos examinado, por otro.

Otro estudio que se deberiatener en cuentaes el de Satoh y col. (1997). En su trabajo
analizaron la expresion inmunohistoquimica de CD44s, CD44v5 y CD44v6 en
adenocarcinomas invasivos e intraductales de pancreas, y demostraron que la
isoforma estéandar se expresaba en la totalidad de los tumores. Las isoformas v5, y
sobre todo v6, se expresaban en un alto porcentaje de los tumores invasivos, mientras
que en los intraductales su reactividad era menor. Estos resultaron apoyan la
hipétesis de que v6 puede estar implicado en el desarrollo de la invasividad de las

células tumoral es pancredticas.
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Gansauge y col. (1995), en un estudio anterior al de Satoh y col. (1997), en € que
compararon tegjido normal y muestras correspondientes a adenocarcinoma,
demostraron inmunoreactividad para v6, tanto en el pancreas neoplésico como en €l
no neoplasico. En e mismo estudio estos autores analizaron, mediante técnicas de
RT-PCR y Western blot, las posibles diferencias en cuanto a la composicion de las
isoformas que contenian el exon v6. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto
gue mientras que en € tejido normal las isoformas expresadas contenian Unicamente
el exdn v6, en los carcinomas, las isoformas expresadas contenian ademés otros
exones variables (v4-v10) en combinacion con v6, dando lugar a un patron de

splicing mucho mas compl g o.

A partir de estos datos es posible deducir que el cambio en las funciones de CD44
no se debe Unicamente a la presencia de v6 en las isoformas expresadas, sino que la
incorporacion de distintos exones variables en combinacion a nivel del splicing
aternativo del RNA mensgjero puede resultar determinante. La expresion de estas
isoformas parece conferir a las células carcinomatosas una ventgja selectiva que
podria estar relacionada con una menor afinidad al hialuronato provocada por los
cambios conformacionales producidos en la molécula por la incorporacion de
distintos exones variables (Stamenkovic 1991). La disminucion de la union al
hialuronato permitiria a las células desprenderse de la membrana basal y de las
células vecinas. Con todo, es necesario investigar méas en este sentido, para poder

determinar si €l exdn v6 por si mismo, o bien en combinacidén con otros exones
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variables, es el responsable final de la adquisicion de propiedades invasivas por parte

delas células del adenocarcinoma de pancress.

En concordancia con estudios previos (Rall 1995, Gansauge 1995), nuestros
resultados no han puesto de manifiesto diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a expresion de CD44v6 entre los adenocarcinomas que presentaban

metastasis en el momento diagnostico y 1os que no las presentaban.

La explicacion de este hecho posiblemente resida en que los adenocarcinomas de
pancreas metastatizan en un estadio muy inicial de la progresion tumoral y que las
metastasis ganglionares, no siempre se detectan (Cubilla 1987). Ello se debe a que,
mediante la técnica de Whipple utilizada habitualmente, no se resecan todos los
ganglios linféticos que pueden albergar estas metéstasis. De esta manera, es posible
que agunos adenocarcinomas considerados no metastasicos en e momento del

diagnostico, en realidad presenten metastasis no detectadas.
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4.3. ESTOMAGO

El comportamiento bioldgico de los tumores géstricos depende principalmente de
dos factores. El primero de €llos es € tipo histolégico y € segundo, € nivel de

invasion en el momento del diagndstico.

Como ya hemos comentado en la introduccién, segun la clasificacion de Lauren, €
cancer gastrico se divide en dos tipos histol6gicos (intestinal y € difuso). En Estados
Unidos y en los paises occidentales Europeos se ha producido un descenso en la
incidencia de los tumores de tipo intestinal que coincide con & descenso genera de
los tumores géstricos, mientras que su incidencia sigue siendo ata en los paises
menos desarrollados (Neugut 1996). Estos cambios quiza sean debidos a factores
ambientales. El adenocarcinoma de tipo intestinal se asocia a un alto contenido en la
dieta de comidas en salmuera. Asi pues, parece ser que tales habitos alimentarios
favorecen la aparicion de gastritis y atrofia gastrica, provocando un medio adecuado
para la formacion de compuestos nitrosos carcinogénicos en la que participan las
bacterias. Lageneralizacion del uso de larefrigeracion de los aimentosy e consumo
de productos frescos y de frutas y verduras ha contribuido posiblemente al descenso

observado en los paises occidentales en cuanto alaincidencia de cancer géastrico.
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Pero ademas de este descenso en la incidencia, se ha producido otro cambio
importante en € cancer gastrico. Este cambio radica en un aumento absoluto en la
incidencia del adenocarcinoma de tipo difuso, que actualmente representa un 30 %
del total en algunas series.

Estos tumores afectan a personas jovenes, principalmente mujeres (Grabiec 1985).
Ademas, suelen ser pobremente diferenciados, carecen de relacion con procesos
preneoplasicos definidos y con frecuencia presentan alteraciones macroscopicas
minimas, por 1o que son muy dificiles de detectar clinicamente en estadios iniciales.
El adenocarcinoma de tipo difuso se suele originar en el cuerpo gastrico en ausencia
de atrofia y de metaplasia intestina y tiene un patron de diseminacion distinto del
adenocarcinoma de tipo intestinal, ya que afecta predominantemente a la cavidad
peritoneal y no suele formar masas hepéticas discretas. El hecho de que este tipo de
tumores no esté asociado a estados preneopléasicos histol6gicamente identificables,
como la gastritis cronica o la metaplasia intestinal, tal como ocurre en el
adenocarcinoma de tipo intestinal, podria ser debido a una alta exposicion a algun
tipo de carcindgeno o a algun defecto congénito en un gen supresor de tumores que

haga susceptible |la mucosa gastrica a dosis mucho menores de carcindgeno.

Ademas del tipo histologico, otro factor pronostico importante en las neoplasias
gastricas es €l nivel de profundidad en e momento del diagndstico. En este sentido,
resulta esencia € establecimiento del concepto de early gastric carcinoma o

carcinoma superficial, que fue definido por los japoneses hace aproximadamente
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trenta aflos como un cancer confinado a la mucosa y a la submucosa,
independientemente de la presencia 0 ausencia de metastasis en los ganglios
linfaticos perigastricos. Su proporcion respecto al total de carcinomas gastricos varia
segun los distintos paises. En Japon supone de un 35 a un 50 % del total, en los
Estados Unidos de un 8 a un 25% y en Europa de un 10% a un 20 % (Antonioli

1990, Ming 1992, Graanen 1991)

En el estadio tumoral del carcinoma superficial, la profundidad de la invasion es €
factor de mayor importancia prondstica. Los tumores intramucosos raramente
(menos del 5 % en algunas series) presentan metéstasis en los ganglios linféticos, 1o
que se explica por la pobreza en vasos linfaticos de la mucosa. Este grupo tiene una
supervivenciaalos 5 afios cercana al 100 % (Donald 1995). Sin embargo, lainvasion
de la submucosa se asocia con un 10-20 % de metastasis ganglionares, disminuyendo

la supervivenciaalos 5 afios en un 90-95 % (Oraanen 1991, Kodama 1983).

Teniendo en cuenta, por una parte, los dos principales tipos histologicos de
carcinoma gastrico y la distinta relacion de ambos con la metaplasia intestinal, y por
otra, la importancia pronéstica del nivel de invasion tumoral, en nuestro tercer
trabajo nos hemos propuesto analizar, mediante métodos inmunohistoquimicos, las
posibles diferencias en la expresion de CD44s, CD44v5 y CD44v6 en muestras de
mucosa gastrica normal y metaplasica, y en adenocarcinomas de tipo intestinal y

difuso en estadio inicial (carcinoma superficial) y avanzado (invasivo). También
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hemos considerado interesante estudiar la expresion de estas isoformas en las
muestras correspondientes a las metastasis ganglionares y viscerales de estos

tumores.

La eleccidn de los exones variables v5 y v6, ademas de la isoforma estandar, se baso
en resultados de trabajos previos aparecidos en laliteratura. En este sentido, Heider y
col.. (1993) demostraron un patron de expresion de isoformas distinto para los dos
tipos histoldgicos de adenocarcinoma gastrico. Asi, mientras que el adenocarcinoma
de tipo intestinal expresaba isoformas que contienen los exones v5 y v6, los

adenocarcinomas de tipo difuso Unicamente expresaron el exén variable vb.

Discutiremos nuestros resultados a partir de la comparacion con los de trabajos
publicados en laliteratura considerando separadamente laisoforma estandar y las dos

isoformas variabl es.

CD44s

En la mucosa gastrica normal hemos obtenido positividad para CD44s en las zonas
regenerativas de las glandulas antrales y fundicas, concretamente en las céulas
mucinosas istmicas, con un patron similar a observado por otros autores en la base
de las criptas en e colon (Wielenga 1993). También hemos detectado positividad

focal en las éreas de metaplasiaintestinal.
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Heider y col. (1993) no utilizaron un anticuerpo monoclonal para detectar la
expresion de la isoforma estandar, sino que obtuvieron un suero policlonal contra
CD44v3-v10 que utilizaron para detectar la expresion de CD44 en genera en las
muestras objeto de estudio. Con este anticuerpo policlonal observaron positividad
para CD44 en |las éreas de proliferacion foveolar de las glandulas antrales y fundicas,
asi como en las areas de metaplasia intestinal. De manera que, en lo referente a la
expresion de CD44 en la mucosa gastrica normal y metaplasica, nuestros resultados

son similares alos trabajos publicados previamente.

En cuanto alas muestras neoplésicas en nuestro trabajo, CD44s ha resultado positivo
en un mayor porcentaje de casos de carcinoma en fase avanzada que de carcinomas
en fase inicia, aunque las diferencias entre ambos grupos no han sido
estadisticamente significativas. En este aspecto, Mayer y col. (1993), mediante
técnicas de inmunohistoquimica aplicadas a 120 neoplasias de estdbmago,
demostraron que en los tumores gastricos, la expresion elevada de CD44s se asociaa
la presencia de metéstasis en el momento del diagndstico, asi como a un aumento en
la tasa de recidivas y de mortalidad en los pacientes con tumores resecables
quirargicamente. Heider (1993), por su parte, detectd con €l anticuerpo policlonal
expresion de CD44 en general en todos los adenocarcinomas estudiados, con una

tincion heterogénea en cuanto aintensidad y proporcion de células positivas.
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En este punto cabria comentar las dificultades que se plantean a comparar los
resultados de los estudios llevados a cabo mediante diferentes técnicas. Para la
deteccion de la isoforma estandar, los métodos inmunohistoquimicos se basan en la
deteccion de la fraccion constante de la molécula, con o cual no es posible discernir
s la inmunorreaccion esta detectando isoformas que sOlo expresan esta fraccion
(CD44s) o bien isoformas variables que, como ya hemos comentado, contienen la

fraccion constante de la mol écula ademés de | os correspondientes exones variables.

CD44v5y CD44v6

En nuestro estudio, la inmunorreactividad para v5 y v6 se observa en las mismas
areas de mucosa normal y metaplasica que la isoforma estandar, pero de forma mas
focal. En este punto nuestros resultados difieren de los de Heider y col. (1993). Estos
autores obtuvieron una reaccion positiva para la secuencia exonica de v5 en €
epitelio superficial de la mucosa, en la zona proliferativa foveolar y en las areas de
metaplasia intestinal. El exén v6, en cambio, solo fue detectado en las zonas de
metaplasia, mientras que la mucosa gastrica normal no reacciono con el anticuerpo

contra este exon.

Heider y col. ( 1993), a partir de los resultados expuestos, sugirieron que los dos
tipos histol6gicos de adenocarcinoma gastrico mantenian el patron de expresion de

las células en que se originaban. Asi, los adenocarcinomas de tipo difuso expresarian
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los exones variables v5 y v6 de forma similar a las células proliferativas de la
mucosa normal, concretamente de las células mucinosas del cuello o zona intermedia
de las glandulas, donde posiblemente se originan estos tumores (Nakamura 1993). En
cambio, los adenocarcinomas de tipo intestinal solo expresarian el exon v6 de forma
analoga a lo que ocurre con la metaplasia intestinal, considerada como un estadio
preneoplasico de este tipo de adenocarcinoma. En nuestro trabgjo no se han
confirmado estos resultados, ya que v6 se expresaba, aunque de solo de forma focal,

en lamucosa gastrica normal, con un patron similar avby a CD44s.

Asimismo hemos observado expresion de CD44v5 en adenocarcinomas tanto de tipo
difuso como de tipo intestinal, con frecuencias similares, sin que hayamos obtenido
correlacion entre la expresion de este exon y la profundidad de lainvasion tumoral o
la presencia de metéstasis. En lo que hace referencia a CD44v6, en nuestro trabajo, €
porcentagje de casos de carcinomas invasivos positivos para este exdn es mayor que el
de carcinomas superficiales en ambos tipos histoldgicos, pero las diferencias
observadas no son estadisticamente significativas.Las diferencias entre los tumores
metastatizantes y no metastatizantes en la expresion de este exon son minimas, tanto
para el adenocarcinoma de tipo difuso como para el intestinal. Por €l contrario, si que
hemos hallado diferencias estadisticamente significativas en e andlisis de las
muestras correspondientes a las metastasis ganglionares. Asi, mientras que los

ganglios metastatizados por adenocarcinoma de tipo intestinal presentan
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inmunopositividad para v6 en €l 66 % de los casos, en los de tipo difuso solo se

observaen d 11% de las muestras.

Estos datos concuerdan con los estudios previos realizados por Heider y col. (1993),
gue demostraron, mediante andlisis de RNA, que cada par de muestras de una misma
neoplasia en los adenocarcinomas de tipo intestinal (tumor primario y metéstasis
ganglionar) presentaba un patron de expresion del exén v6 muy similar. Esta

concordancia, en cambio, no se detectd en los tumores de tipo difuso.

Mas recientemente Dammrich y col. (1995) postularon que la intervencién de v6 en
el proceso de diseminacion metastasico es diferente en ambos tipos de tumores, ya
gue en las metastasis de |os adenocarcinomas de tipo difuso no hallaron expresion de
este exdn. En este trabgjo |os autores también demostraron que el nivel de expresion
de v6 aumenta progresivamente con la profundidad de lainvasion y con la afectacion
ganglionar en los adenocarcinomas de tipo intestinal, a diferencia de lo que ocurre en

el adenocarcinoma de tipo difuso.

Otras publicaciones referentes a CD44v6 en el adenocarcinoma gastrico también
basan sus andlisis en € estudio de RNAmM mediante PCR y Southern blotting de los
productos obtenidos de la amplificacion. En uno de ellos, Yamamichi y col. (1998)
analizaron el nivel de expresion de CD44s y CD44v6 en tejido tumora y mucosa

normal adyacente. Posteriormente determinaron la proporcion entre los niveles de
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expresion en € tgiido sano y € tegjido tumoral, y, finalmente correlacionaron estos
ratios con parametros clinicopatolégicos y con €l prondstico. Los resultados de este
estudio pusieron de manifiesto que el nivel de RNAm de CD44v6 respecto a CD44s,
es significativamente mayor en pacientes con metastasis ganglionares y hepéticas y
que € indice de supervivencia es mayor en pacientes con niveles bajos de CD44v6.
Los autores de este trabajo sugirieron que € nivel de expresson de RNAm de
CD44v6 podria utilizarse como indicador prondstico y como predictor de metastasis

en |os adenocarcinomas gastricos.

Otros estudios obtuvieron resultados discordantes en cuanto a la expresion de V6.
Concretamente, Hong y col. (1995) no encontraron correlacion entre la expresion
inmunohistoquimica de v6 y ninguno de los factores pronosticos clinicos o
histopatol 6gicos en los adenocarcinomas de tipo intestinal. En cambio, en los de tipo
difuso demostraron que la expresion de v6 estaba asociada a la profundidad de la
invasion, a la afectacion ganglionar y a la incidencia de metastasis a distancia. Sin
embargo, no hallaron correlacion entre la expresion de este exon y la supervivencia

en ninguno de los dos tipos histol 6gicos de carcinoma.

Mas tarde, Muller y col. (1997) estudiaron, mediante inmunohistoquimica, la
expresion de v5 y v6 en 418 carcinomas géastricos. En manos de estos autores, €l
exon v5 se expresaba con menos frecuencia en los adenocarcinomas de tipo difuso

que en los de tipo intestinal. Ademas, segun su andlisis estadistico, la expresion de
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CD44v5 se correlacioné con un estadio tumoral mas avanzado y con la permeacion
de vasos linféticos, pero no con la afectacion ganglionar. Por e contrario, estos
autores no detectaron correlacion entre la expresion de v6 y ninguno de estos

parametros histomorfol dgicos.

Por 1o que respecta a nivel de invasion, en nuestro estudio no hemos observado
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de CD44s, CD44v5 y
CD44v6 entre los adenocarcinomas superficiales e invasivos en ninguno de los dos
subtipos histoldgicos. Estos resultados sugieren que el papel de CD44 en la cascada
metastasica tiene lugar como un evento muy inicial en la progresion tumoral, ya que
la expresion de las isoformas variantes se detecta ya en las fases de carcinomainicial,

tanto en el adenocarcinoma de tipo intestinal como en €l difuso.

Otros grupos, Saito y col. (1998) analizaron € nivel de CD44v6 en suero mediante
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) y observaron que los pacientes con
adenocarcinoma de tipo difuso que presentaban niveles elevados tenian tumores que
invadian en profundidad la pared gastrica y una mayor frecuencia de metéstasis
ganglionares. Los autores sugirieron, a partir de los resultados obtenidos, que un
nivel elevado de CD44 en e suero podria ser Gtil como indicador prondstico en

pacientes con adenocarcinoma de tipo difuso.
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Del andlisis conjunto de los resultados aparecidos en la literatura sobre la expresion
de v5 y v6 en los adenocarcinomas gastricos se puede deducir que la utilizacion de
distintos métodos de andlisis (PCR versus inmunohistoquimica), asi como la
aplicacion de diferentes anticuerpos y métodos de cuantificacion de la
imunopositividad, son elementos que pueden influir en las discrepancias entre los

grupos investigadores.

Parece evidente que estas dos isoformas de CD44, CD44v5 y CD44v6, estan
implicadas en e desarrollo de las neoplasias del estbmago. Sin embargo, a tenor de
la discordancia en los distintos analisis estadisticos, ninguna de ellas puede utilizarse
de momento como un marcador prondéstico ni como un indicador de la agresividad o
de la capacidad metastasica en ninguno de los dos subtipos histolégicos de

carcinoma gastrico.
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5. CONCLUSIONES

5.1. ESOFAGO

1. CD44s se expresa en las zonas proliferativas (tercio basal) del epitelio esofagico
normal y en la base de las criptas de |os subtipos de metaplasia antral e intestinal del
esofago de Barrett. En los casos de esofago de Barrett con displasia, 1a distribucion

de CD44s se hace mas difusay alcanzala zona mas superficial de las glandulas.

2. El 100% de los carcinomas escamosos y € 75% de |os adenocarcinomas presentan
inmunorreactividad positiva para CD44s. No existe correlacion entre la expresion de

estaisoformay el grado de diferenciacion o el estadio tumoral.

3. CD44v3 se expresa en € tercio basal del epitelio escamoso. La mucosa del
esofago de Barrett, asi como la del estbmago e intestino delgado, son negativas para

este exon.

4. La totalidad de los carcinomas escamosos de esOfago y €l 60% de los
adenocarcinomas esoféagicos presentan inmunopositividad para CD44v3. No hay
asociacion entre la expresion de CD44v3 y el grado de diferenciacion o € estadio

tumoral.



5. CONCLUSIONES -2-

5. La expresion de C44v3 en los carcinomas escamosos Yy adenocarcinomas de
esofago parece confirmar la implicacion de este exon en el proceso neoplésico,
mediante el reclutamiento y presentacion de factores de crecimiento a las células

dianay la consiguiente activacion de la proliferacion celular.
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5.2. PANCREAS

1. CD44s se expresa en €l epitelio ductal y en las células acinares de las glandulas

pancredticas. Las células endocrinas de los islotes son negativas para CD44s.

2. En la pancreatitis cronica CD44s es positivo en los ductos atrapados por la

fibrosis.

3. El 70% de los adenocarcinomas ponen de manifiesto inmunorreactividad para
CD44s. No se evidencian diferencias en la frecuencia de positividad entre los

tumores metastasicos y no metastésicos.

4. CD44v6 no se detecta en €l tegjido pancreatico normal ni en la pancreatitis cronica.

5. Las muestras neoplésicas, tanto las procedentes de |os tumores primarios como las
procedentes de las metastasis, presentan una inmunorreactividad positiva para
CD44v6 en maés de la mitad de los casos. No obstante, no hay diferencias
estadisticamente significativas entre la frecuencia de expresion de CD44v6 en los

tumores metastésicos y 10s no metastésicos.
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5.3. ESTOMAGO

1. CD44s, CD44v5 y CD44v6 se expresan en las zonas regenerativas de la mucosa

gastricanormal y de formafocal en las éreas de metaplasiaintestinal .

2. No hay correlacion entre la expresion de CD44s, CD44v5 o0 CD44v6 y parametros
de agresividad tumoral como son € nivel deinvasividad, la presencia de metastasis o

el grado de diferenciacién tumoral.

3. El porcentgie de casos inmunopositivos para CD44s y CD44v6 es mayor en €l
grupo de carcinomas invasivos que en e de superficidles para ambos tipos

histol6gicos. Sin embargo |as diferencias no son estadisticamente significativas.

4. Las muestras de ganglios metastatizados por adenocarcinoma de tipo intestinal
presentan inmunorreactividad para v6 con mayor frecuencia que los metastatizados
por adenocarcinoma de tipo difuso, siendo las diferencias entre ambos
estadisticamente significativas. Estos hallazgos sugieren una via patogénica distinta
para la formacion de metastasis en los dos tipos histolégicos de adenocarcinoma

gastrico.
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5. Parece evidente que CD44v5 y CD44v6 estan implicados en € desarrollo del
adenocarcinoma de estdmago y que inciden en el proceso neoplasico en una fase
inicial, ya que se detectan en & carcinoma superficial, tanto de tipo intestinal como

difuso.

6. A tenor de la discordancia en los resultados de distintos investigadores, la
utilizacion del nivel de expresion de CD44 como marcador diagndstico o prondstico
o como indicador de la agresividad tumora requeriria una estandarizacion de las

técnicas de deteccion.
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