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RESUMEHN (en espafiol)

INTRODUCCION: El carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECC) es una
enfermedad con afectacion loco-regional principalmente. pero una de las principales
cansas de muerte son las metastasis a distancia (MD). El tratanuento sistémico ha
demostrado disminuir el porcentaje de MD. Estas terapias conllevan importante
toxicidad; de ahi. el gran mterés en establecer factores de nesgo para linutar al grupo de
paciente que pudieran beneficiarse. pero las caractenisticas climco-patologicas son poco
precisas.

El objetive es analizar si la expresion de proteinas potencialmente implicadas en
el proceso de metastasis puede predecir v seleccionar tumores con mayor riesge de
desarrollar MD.

MATERIAL ¥ METODOS: Estudio retrospectivo de casos v controles en relacién al
desarrollo de MD. 88 pacientes con carcinoma epidermoide de hipofaringe v laringe (44
sin MD v 44 con MD) en estadio IV, balanceando las variables clinicas. Se determina la
expresion de proteinas relacionadas con la cascada metastasica: E-Cadberina, p—
catenina, pl120- catenina, ANXAZ FAK. Cortactina, EGFR., AKT, AMAP, HERGI,
p33 ypls.

RESULTADOS: Ia perdida de expresion de ANXA? (p=0.06) y E-Cadherina
(p=0.007) era significativamente mas frecuente en los casos con MD. La expresion de
Cortactina v FAK no se relaciond con las MD. En el analisis multivariante, la pérdida
combinada de ambas proteinas no mostrd mayor poder predictivo que la pérdida aislada
de E-Cadhenina. La expresion de mnguna de las otras proteinas del estudio presentaron
asociacion con el desarrollo de MD.

CONCLUSIONES: De acuerdo con nuestros datos, la pérdida de adhesion epitelial

parece tener una funcién clave en el desarrollo de MD en los CECC, v la evaluacion

mediante inmunchistoquimica de las proteinas que intervienen en la regulacion de la

adhesion celular, tales como E-cadherina podria representar una herramienta il para
evaluar facilmente el riesgo metastasico.
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Introduction

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) survival hasn't substanfially
improved over the past decade. We managed to change the manner of death of patients;
we achieved better rates of loco-regional control but we are failing to control distant
metastasis (DM). It 1s important to better predict whether a patient will develop DM
during follow-up, as this influences the decision on how to treat the patient.
Unfortunately, climec-pathological features are still of little predictive value for the
individnal risk, and therefore more accurate and reliable markers are needed.

The aim of this study was to investigate the ability of vanious molecular markers present
in primary tumors to predict the risk of developing distant metastasis.

Method:

Bestrictive clinical criteria were applied for patient selection in order to carry out a case-
control study with comparable clinical features on a group-wide basis and a simular nisk
of metastasis. 88 pacients with squamons cell carcinoma of the larynx and the
hypopharyx (44 with DM and 44 without DM). Immunohistochemical analysis was
performed for a panel of proteins known to participate 1 cellular processes relevant to
metastatic dissenunation: : E-Cadherin f — catenin, p120- catenin ANXA2? FAK
Cortactin, EGFE, AKT, AMAP. HERGI1, p53 and pl6.

Results:

The loss of E-cadherin expression was significantly correlated with the nisk of distant
metastasis (p = 0.002), while the loss of annexin A? expression was nearly statistically
significant (p = 0.06), but the combination of the expression of E-cadhenn and annexin
A2 (loss of both proteins) was not superior to the expression of E-cadhenn alone in
predicting distant metastasis (HR=2.19, 95% CI 1.18 to 4.04; p=0.012).

None of the other protein markers assessed were associated with the development of
distant metastasis.

Conclusions

According to our data the loss of epithelial adhesion seems to play a central role in the
development of metastasis in HNSCC, and more importantly, immunohistochenucal
assessment of key proteins involved m cell adhesion regulation. such as E-cadhenin
could represent a useful tool to evaluate easily and routinely the metastatic potential of
these carcinomas.
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1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABEZAY CUELLO

1.1.1 Epidemiologia

El carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC) es el sexto tumor mas frecuente
en el mundo?, cada afio se diagnostican aproximadamente medio millén de nuevos casos de

CECC, que viene a representar entre el 5-10% de todos los tumores malignos.

La mayoria de los tumores de cabeza y cuello se originan en las vias aerodigestivas
superiores (VAS), siendo el érgano mas afectado la laringe (50%), seguido de la cavidad oral
(30%) y faringe (10-15%), mientras que el resto de localizaciones son excepcionales. Dentro de
la laringe predomina la localizacion supragldtica (70%), mientras que los gldticos son menos
frecuentes (30%) y los subgldticos muy raros. En la faringe destacan orofaringe e hipofaringe,

con una incidencia similar, mientras que los tumores de rinofaringe son escasos.

Los CECC son tumores de predominio masculino (95%), con una edad media entre los
60 y 70 afos, aunque la edad de aparicidon en laringe y faringe disminuye en pacientes

inmunodeprimidos?.

1.1.2 Etiologia

La etiologia del CECC es desconocida, pero existen factores ambientales y genéticos

relacionados con su aparicion.

El consumo de tabaco presenta una mas que demostrada relacién dosis-efecto, con un

riesgo 6-15 veces superior de padecer CECC en fumadores. El consumo de alcohol también se
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asocia a este tipo de tumor, sobre todo en cavidad oral, faringe y supraglotis, y potencia el

efecto del tabaquismo?.

El virus del papiloma humano (VPH) se ha relacionado con el desarrollo de tumores
malignos orofaringeos siendo los isotipos mas comunes en CECC 16 y 18% La integracion del
ADN virico en las células epiteliales produce la sobrexpresion de las proteinas E6 y E7 que

inactivan los genes supresores p53 y Rb y favorece la progresion maligna®.

El CECC no se considera un tumor hereditario, aunque si se han observado antecedentes
familiares en casi el 50% de los casos, sobre todo en asociacion a neoplasias pulmonares. Esta
predisposicion se relaciona con una mayor susceptibilidad a los carcindgenos ambientales al

tener reducida su capacidad genética para reparar el ADN.

1.1.3 Clinica y diagnostico

La clinica es muy variada y depende de la localizacion del tumor primario. Los tumores
gldticos se manifiestan de forma precoz por disfonia, por lo que su deteccidn se realiza en fases
tempranas con escaso numero de metastasis ganglionares (<20%); sin embargo los tumores
faringeos y supragléticos presentan una clinica inespecifica, por lo que su deteccién se retrasa
en el tiempo y muchos ya presentan metdstasis ganglionares en el momento diagndstico (50%-

70%).

El diagndstico se basa en la inspeccidn por vision directa o fibroendoscopio y mediante
palpacién cervical, complementandose con pruebas de imagen (TAC, RMN, PET) que permiten

conocer la extension tumoral e identificar la presencia de adenopatias sospechosas.
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El estudio histopatoldgico es imprescindible para el diagndstico definitivo, ya que
permite conocer la estirpe y planificar el tratamiento. Se obtiene mediante biopsias del tumor
primario o PAAF dirigida a la adenopatia metastasica, y segun el grado de diferenciacion,
pleomorfismo vy actividad mitdtica se clasifican en: bien, moderada o pobremente
diferenciados. Se atribuye mayor agresividad a los tumores poco diferenciados, lo cual no
siempre se relaciona con peor supervivencia. Existen multiples sistemas de clasificacion
histopatoldgica, pero en todos ellos se comprueba que tumores similares tienen distinta
evolucién clinica, por lo que de modo permanente se intenta validar nuevos modelos mas

precisos y fiables®.

1.1.4 Estadificacion

El sistema TNM se utiliza como clasificacién uniforme y consensuada de los CECC, se
basa en el tamafio (T) y extension tumoral, la presencia de adenopatias (N) y metdstasis a
distancia (M)’; es muy Util para estandarizar resultados terapéuticos y comparar estudios. Sin
embargo se basa Unicamente en informacién anatdmica, y esta limitado para establecer el
resultado y prondstico individual del paciente, pues no contempla valores como la respuesta
inmunitaria, agresividad intrinseca del tumor, estado general del paciente, etc. Se estudia
incluir nuevos criterios, factores bioldgicos y ambientales que permitan mejorar el poder

predictivo de TNM&,

1.1.5 Tratamiento

La cirugia es el método terapéutico de eleccion en la mayoria de los CECC, tanto del

tumor como de las metdstasis ganglionares. La reseccion del tumor se realiza con margenes
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amplios para conseguir unos margenes libres, lo cual reduce el porcentaje de recidiva local.
Debido al elevado nimero de metastasis ocultas clinicamente pero presentes en el estudio
histopatolégico (una media de 15-20%, con gran variacion segun la localizacion) es frecuente
realizar un vaciamiento cervico-ganglionar profilactico de tipo selectivo. Una manera de indicar
el vaciamiento de forma personalizada seria mediante la técnica del ganglio centinela, tan
utilizado en tumores de otras localizaciones; sin embargo la mayoria de los CECC no son
susceptibles de esta técnica y sélo zonas muy accesibles como la cavidad oral se benefician

actualmente de su empleo®.

La radioterapia se utiliza de modo radical en tumores T1 y T2 de cavidad oral, faringe y
laringe; y de modo complementario a la cirugia cuando existen bordes afectados o dudosos,

metastasis ganglionares (N2+) o rotura capsular.

La quimioterapia tiene interés, en combinacion con la radioterapia, en los protocolos
de conservacion de oérgano, que se presentan ante pacientes muy seleccionados como
alternativa a la cirugia en grandes tumores que precisan técnicas muy agresivas y en los
pacientes con importante diseminacién metastdsica. Estas terapéuticas no quirdrgicas estan
obteniendo muy buenos resultados'?, e incluso algunos han demostrado reducir el desarrollo
de metdstasis a distancia (MD)!?, pero tienen asociados importantes efectos secundarios, que
incluso limitan el perfil de paciente seleccionado, que precisa de un estadio clinico y analitico

adecuado para soportar el tratamiento.

En los ultimos afios y gracias a un mayor conocimiento de la biologia molecular de los
CECC se ha introducido la terapia con farmacos bioldgicos, tipo anticuerpos monoclonales e

inhibidores tirosinquinasas. El uso de estos farmacos, en combinacién con los tratamientos
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previamente descritos, ha demostrado mejoras en el control local y la supervivencia libre de

enfermedad, pero un escaso aumento de la supervivencia global*?.

1.1.6 Prondstico

A pesar de los avances en diagndstico y tratamiento de las ultimas décadas, la
supervivencia de los pacientes afectados de CECC no ha experimentado grandes cambios. La
mayoria de las defunciones se deben a recidivas regionales durante los primeros afios. También
es frecuente la aparicion de segundos tumores sincrénicos o metacronicos en VAS, eséfago o
pulmdn (10-40%). Otra importante causa de muerte se asocia al pobre control en el desarrollo
de enfermedad metastdsica a distancia. Las MD ocurren en el 10-20% de los pacientes con

CECC!3 1% y se cree que esta incidencia aumentard en el futuro®.

Aunque las nuevas técnicas diagndsticas han mejorado la deteccidon de las metdstasis
en la evaluacidn inicial; estas aparecen durante el seguimiento de los pacientes. El 50% de las
MD se detectan clinicamente en los primeros nueve meses de tratamiento; y el 80% dentro de

los primeros dos afios?®.

La aparicién de MD implica importantes consecuencias para el paciente, ya que
empobrece mucho la supervivencia, y serd necesario la combinacion efectiva de un tratamiento
local y un tratamiento sistémico adyuvante, con la asociada toxicidad a corto y largo plazo que

ello supone.

Se han identificado algunas caracteristicas clinico-patolégicas que se relacionan con
mayor o menor incidencia de MD. Los factores de riesgo mas cominmente identificados son:

localizacion primaria, estadio avanzado, edad joven, y sobre todo, la presencia de adenopatias
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y la extensidn extracapsulart’ 18 19 20, en pacientes con multiples adenopatias metastésica,
especialmente mas de 3 y bilaterales, el riesgo de desarrollar MD es mayor al 50%2%! 22. Pero
estos factores clinicos han demostrado ser poco precisos y eficaces para evaluar el riesgo de

cada paciente de manera individualizada, pues menos del 50% de este grupo tendra MD.

1.2 CARCINOGENESIS

El desarrollo carcinogénico es un proceso multietapa en que la célula va acumulando
mutaciones para adquirir las funciones bioldgicas necesarias para promover el crecimiento y

desarrollo tumoral.

Clasicamente se describen seis funciones bioldgicas adquiridas durante varios pasos??

(Figura 1):
. Mantenimiento de las sefiales de proliferacion
. Blogueo de sefiales supresoras
J Resistencia a la apoptosis
. Inmortalidad replicativa
. Induccién de angiogénesis
. Activacion de invasion y metdstasis

Patricia Martinez Gonzdlez | Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-QuirGrgicas



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

Y durante la Ultima década este modelo se ha revisado afiadiendo otras caracteristicas

emergentes?* (Figura 2):

. Evasién de la respuesta inmunoldgica

. Reprogramacion del metabolismo energético
. Inestabilidad gendmica

. Activacion de fendmenos inflamatorios

Mantenimiento de las
senales de proliferacion

Resistencia a la muerte Blogqueo de las sefnales

celular supresoras

Induccion de Activacion de invasion y
angiogénesis metastasis

Establecimiento de
inmortalidad replicativa

Figura 1: Capacidades bioldgicas clasicas de las células tumorales (Hanahan
D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000 ; 100:57-70)
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Marcadores Emergentes

Reprogramacion del Evasion de la respuesta
metabolismo energético inmune

Mutacion e inestabilidad y | Acﬁuaciéndefenémenos
genomica inflamatorios

Nuevas caracteristicas

Figura 2: Capacidades bioldgicas emergentes de las células tumorales
(Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011; 144:646-74)

1.2.1 INVASION Y METASTASIS

Actualmente mas del 95% de las muertes por cancer se producen por sus metdstasis.
En comparacion con la alta frecuencia de MD en otros tumores malignos como pulmén, mama,
pancreas, rifién o estémago, la incidencia de MD en pacientes con CECC es relativamente baja,
entre el 4 —20% segun series. La mayoria de las metdstasis ocurren dentro de los dos primeros
afios desde el momento del diagndstico, y tras su desarrollo la probabilidad de curacion es muy

baja y la supervivencia disminuye drasticamente, incluso con diagndstico precoz.

La capacidad de identificar pacientes con alto riesgo para el desarrollo de MD, permitiria
dirigirse a ellos con tratamientos adyuvantes como radioterapia o quimioterapia, o una mayor

agresividad terapéutica justificada.
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Existen tres modelos de explicacion del desarrollo de metastasis:

e Modelo de progresion: como consecuencia del acumulo del dafio las células

adquieren la capacidad de metastatizar.

e Modelo de iniciacion: Desde el principio y segun el tipo de dafio inicial, un tumor

tiene potencial metastasico o no.

e Modelo de predisposicién: Son las caracteristicas del paciente las que llevan a tener

metastasis o no.

Segun modelos, hay que considerar las metastasis como proceso tardio y raro en la
evolucién tumoral, o un acontecimiento temprano mostrado por la totalidad de las células del
tumor?>. Asi los tumores podrian clasificarse por grupos de acuerdo a su expresion génica: los
gue no metastatizan o los que si. Existe un modelo intermedio, segun el cual hay alteraciones
oncogénicas desde el principio, pero la poblacion celular no es homogénea, con distintos

patrones de expresion que hacen que el tumor tenga preferencia por unos u otros tejidos?®.

La sobrexpresién de un Unico gen no es suficiente para causar metastasis. Para alcanzar
el “fenotipo metastdsico” se debe producir la alteracién de una serie de genes (pérdida de
funcién de genes supresores y activacion de proto-oncogenes), los cuales a su vez producen
cambios en la expresion proteica, y como consecuencia se alteran una serie de funciones
celulares. Puede llegarse por diferentes genes a alterar la misma ruta y alcanzar dicho fenotipo.
Esto dificulta tanto el diagndstico, ya que serd necesario mas de un marcador para valorar el
riesgo individual, como el tratamiento, ya que una sola molécula que bloquee una sola via no

serd suficiente para impedir las metastasis.
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1.2.1.1 MODELO DE PROGRESION:

Es el modelo mas aceptado, un proceso de carcinogénesis en varias etapas, que
requiere una serie de cambios bioldgicos celulares en cascada para que ocurra la invasion y

posterior metastasis?* 2’ (Figura 3):

Invasion local

e Intravasacién de las células a sangre y vasos linfaticos cercanos
e Circulacién por el sistema linfatico y hematogeno

e Extravasacion de las células al parénguima en tejidos distantes
e Pequefios nodulos de células cancerosas (Micrometastasis)

e Crecimiento de la lesion

Para llevar a cabo cada una de estas etapas la célula debe adquirir capacidades nuevas
como: degradacion de la membrana basal, pérdida de la adhesion celular, migracion,
linfangiogénesis y la capacidad de sobrevivir en el nuevo ambiente metastdsico. Ademas,
algunas de estas habilidades deben ir cambiando con el tiempo, por ejemplo, la adhesién
celular debe disminuir para permitir a la célula migrar, pero necesita incrementarse de nuevo

para colonizar el érgano diana.

Patricia Martinez Gonzdlez | Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-QuirGrgicas



Marcadores moleculares de metastasis a distancia

il N\ (2
S PTNS
\/"/—\\/ e

Vaso sanguineo

(capilar)[ 4 f
7

4

J

Figura 1: Etapas del desarrollo de metdstasis

1. Crecimiento del tumor en la localizacion primaria: La activacién de los oncogenes o la
pérdida de un gen supresor supone la pérdida de control del ciclo celular, la apoptosis y la
senescencia.

2. Adquisicion de propiedades invasivas que permiten al tumor degradar la matriz
extracelular y el activar el fendmeno de transicion epitelio-mesénquima.

3. Cambios en las propiedades de invasion y migracion permiten al tumor penetrar en el vaso
y entrar en la circulacion, formando un embolo tumoral.

4. Las nuevas capacidades de invasion permiten a la célula tumoral la adhesion a la
membrana basal del nuevo tejido y la extravasacion hacia la localizacion secundaria.

5. Depdsito metastdsico, crecimiento y supervivencia del tumor en la localizacion secundaria

De tal modo que, conociendo las mutaciones genéticas relacionadas con cada uno de
estos pasos, y los cambios en la expresion proteica que éstos producen, que se pueden conocer
mediante técnicas de laboratorio, se podria predecir y seleccionar aquellos tumores con mayor
riesgo metastdsico, y realizar un tratamiento directamente proporcional al riesgo, combinando

modalidades terapéuticas.
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1.2.1.2 MODELO DE “STEM CELL”

Esta hipdtesis se basa en la premisa de que la formacion de tumores, el crecimiento y
metastasis son dependientes de una subpoblacion distinta de células cancerosas. Las primeras
“Cancer Stem Cell” (CSC) fueron descritas en 1994 en leucemia®®, y posteriormente se han
identificado en carcinomas de mama, sistema nervioso central, mesénquima,

gastrointestinales, pancreas, prostata, y cabeza y cuello.

Esta teoria se apoya en tres puntos clave®:

- Sélo una minoria de células de cada tumor estda dotada de potencial

carcinogénico cuando se trasplanta a ratones inmunodeficientes

- Estas células presentan marcadores de superficie diferentes del resto, que

permite aislarlas mediante citometria de flujo

- Los tumores con origen en estas células presentan la heterogeneidad fenotipica

completa del tumor primario.

Las células madre normales y las CSC comparten ciertas caracteristicas como la
autorenovacion, la quiescencia, la multipotencialidad y la resistencia a farmacos; pero las CSC
poseen un descontrol proliferativo, y la capacidad de invadir y propagarse. Aln no estd claro si
la CSC surge de una célula madre normal o si es una célula tumoral que adquiere las

modificaciones de célula madre.

El modelo tradicional de progresion no es contradictorio con esta nueva hipdtesis, pues
las células madre son células de larga vida y por tanto con mayor capacidad de acumular las

mutaciones necesarias para hacerlas carcinogénicas.
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Algunos grupos de investigacion defienden también el concepto de “ Stem cell
Network”3!, que defiende que las células madre estdn funcionalmente relacionadas con una
regién anatdomica, que se define durante el desarrollo embrionario (en ocasiones no
coincidente con la anatomia convencional), y cuyo tamafio es inversamente proporcional al
grado de complejidad morfoldgica o funcional del tejido; y dentro de la misma zona existirian
marcadores comunes para las células madre que las permiten migrar de un lugar a otro. Bajo
esta hipotesis se explican algunos fendmenos caracteristicos de los CECC, dificiles de explicar
de modo clasico, como que tumores de gran tamafio de pared posterior de hipofaringe no
invaden el seno piriforme contiguo, o la ausencia de beneficio de programas de deteccion

precoz en fumadores o bebedores.

1.3 BIOMARCADORES EN CECC

Los marcadores moleculares podran ser Utiles en multiples objetivos en la practica
clinica como la deteccién temprana de los CECC, por ejemplo el enjuague bucal para detectar
CD44 soluble mediante ELISA; bioguimioprevencion, por ejemplo los retinoides; pero sobre

todo, para la evaluacién del riesgo y estadificacién molecular.

La mayoria de los diagnosticos de CECC se realizan en estadios de enfermedad
localmente avanzada, por lo que el tratamiento con intencién curativa requiere un enfoque
multidisciplinar, obteniendo tasas de curacién aceptables pero que conllevan importante

toxicidad a corto y largo plazo.
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De ahi, que existe gran interés en la correcta seleccion de pacientes, para evitar
tratamientos innecesarios. Adaptar el tratamiento segun el perfil genético y molecular de un
tumor en cada paciente individualmente, permitiria mejorar la supervivencia, complicaciones
y evitar intervenciones innecesarias; por ejemplo, en los cuellos clinicamente NO, determinar
los pacientes con alto riesgo de metastasis ganglionares ocultas y realizar un vaciamiento
selectivo solo en éstos; o como es el objetivo de este estudio, determinar qué pacientes
presentan alto riesgo de desarrollar MD y serd beneficioso el tratamiento sistémico; evitando

el sobretratamiento y la morbilidad asociada en el resto de los pacientes.

1.3.1 Biomarcadores de metastasis en los CECC

La identificacion de marcadores bioldgicos utiles clinicamente en los CECC no estd tan
bien definida como en otros tumores, como cancer de mama o cancer de pulmén, que nos han

acercado a una medicina mas personalizada.

Hay un numero creciente de marcadores moleculares que potencialmente podrian
utilizarse en los CECC. La mayoria de los estudios correlacionan la expresion de estas proteinas,
determinado mediante inmunohistoquimica (IHQ), con la presencia metéstasis linfaticas3? pero
son muy escasos los articulos centrados en la correlacion de la expresion proteica con el

desarrollo de MD.

Para el presente estudio se seleccionaron algunas proteinas cuya alteracion de su

funcion, por pérdida o por exceso, es clave en la cascada metastasica:
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1. Proteinas relacionadas con la pérdida de adhesion celular:

v E-Cadherina: Miembro de la familia de cadherinas de tipo 1. Se
encuentra en las uniones adherentes entre las células de tipo epitelial.
Es una glicoproteina trasmembrana que establece interacciones
homofilicas calcio dependientes con las moléculas de la célula contigua.
Su dominio citoplasmatico se une a los miembros de la familia de las
proteinas cateninas3. La expresién de E-cadherina o su localizacion en
la superficie celular a menudo se pierde en los tumores avanzados y se
ha relacionado en algunos casos a una mayor incidencia de metdstasis y

recurrencia tumoral.

v' 8 - catenina y p-120 catenina: Interaccionan con el dominio
citoplasmatico de E-cadherina para unir el complejo multiproteina con
el citoesqueleto de actina a través de a-catenina (Figura 4). La union de
B — catenina se produce poco después de la sintesis de E-cadherina y
actula con trasporte de ésta a la membrana plasmética*; por el contrario
la labor de p-120 es estabilizar los niveles de E-cadherina en la superficie
celular controlando el trafico a través de la membrana®. La disminucion
en la expresién de estas cateninas se ha encontrado en diferentes tipos
tumorales asociada con mal prondstico, ya sea relacionado a la pérdida

E-cadherina o de modo independiente.

Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-Quirdrgicas | Patricia Martinez Gonzdlez



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

v’ Anexina A2: De la familia de las Anexinas, se caracteriza por su capacidad
de unién a fosfolipidos en presencia de iones calcio. Se localiza como
mondémero libre en el citoplasma, en asociacion con membranas
intracelulares o en conexion con la cara externa de la membrana
plasmatica. Estd implicada en multiples funciones celulares fisiolégicas®,
por lo que su alteracion también se ha relacionado con muchas
patologias, entre ellas en la progresion tumoral, en los procesos de
migracion, invasion, adhesién y angiogénesis, tanto por defecto como

por exceso de expresion.

Actin stress
fibres

Actin stress
fibres

Adherens
i#nctlnns

2. Proteinas relacionadas con el aumento de la motilidad y la invasion: Son las proteinas

encargadas de la regulacién del citoesqueleto de actina.

v Quinasa de adhesion focal (FAK): Receptor tirosin-quinasa citoplasmatico, es
considerado el mediador central de la familia de las integrinas, lo que permite
el acoplamiento de éstas al citoesqueleto y la regulacion de la migracion celular.

Pero en sus multiples dominios, también interacciona con otras moléculas como
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las metaloproteasas (MMP), por lo que participa en la degradacion de la matriz
extracelular; o en procesos de proliferacion, angiogénesis a través de EGFR, p53,
PI3K, VEGFR, etc. Los tejidos normales tienen baja expresion de FAK, mientras
que los tumores primarios y metastasico sobreexpresan significativamente esta
proteina. Datos previos del grupo ya demostraron FAK como marcador de

metastasis ganglionares3” y regulador de la invasién celular®,

v’ Cortactina: Proteina citoplasmatica presente en todos los tipos celulares, tras
activarse mediante la fosforilacidon, se une y estabiliza el complejo Arp 2/3
preexistente en los filamentos de actina ramificados dindmicos que se situan
polarizados en la periferia de célula, permitiendo la migracion celular, formacion
de lamelipodia e invadiopodia®. Cortactina se sobreexpresa en muchos tipos de
canceres humanos, lo mas frecuente en asociacion a la amplificacion de la
region cromosémica 11913, que ocurre en el 30%-40% de los CECC, y se
correlaciona con mal prondstico del paciente, y disminucion de la
supervivencia®®. En un estudio prospectivo realizado en nuestro grupo se
demostrd que tanto la expresion como la amplificaciéon del nimero de copias
génicas se asocian con invasion loco-regional y presencia de metastasis
ganglionares*'. Mas recientemente hemos sido pioneros demostrando el papel
de Cortactina en etapas tempranas de la carcinogénesis y su potencial como

marcador de riesgo de cdncer®?.
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v' AMAPI: Es una proteina efectora con actividad GTPasa que se une a los sitios de
activacion de Arf6 en la membrana y en las vesiculas citoplasmaticas cuando se
activa por EGF, y el conjunto participa en fendmenos de invadopia®. La
sobreexpresion de AMAP1 se ha detectado en cancer con patrén de alta
agresividad y alteracion de la via EGFR-GEP100-Arf6-AMAP1-Cortactina en los

CECC como marcador de mal prondstico®.

3. Proteinas relacionadas con la proliferacion y el control del ciclo celular:

v' EGFR: Receptor del factor de crecimiento epitelial, es una tirosin-quinasa
miembro de la familia ErbB, que trasmite seflales de crecimiento cuando es
estimulado por alguno de sus ligandos (TGFa o EGF). En los tejidos sanos la
disponibilidad de ligandos esta estrictamente regulada para asegurar que la
proliferacion celular coincida con los requisitos necesarios de los tejidos, pero
en el cdncer EGFR se mantiene estimulada de manera perpetua, o por una
sobreproduccion de ligandos en el microambiente del tumor o por una
mutacion del propio EGFR que lo mantiene constitutivamente activo. El
aumento de su actividad incrementa el crecimiento tumoral, la invasion vy
metdstasis®’; la expresion aberrante de EGFR en los tumores produce un
fenotipo mas agresivo. Por su implicacion general en la carcinogénesis EGFR se
ha convertido en una de las principales dianas terapéuticas en CECC y otros

canceres.
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v' AKT: También denominada protein-quinasa B (PKB), funciona como molécula de
sefializacion intermedia que regula la supervivencia celular, proliferacion e
invasién, asi como el metabolismo de la glucosa y la angiogénesis. Muchas
investigaciones implican la desregulacién de AKT en tumores sélidos, tumores
hematoldgicos e incluso en sindromes de predisposicion al cancer de herencia
dominante®. AKT interacciona con multiples moléculas, pero es conocido por
ser componente central de la via de sefializacién EGFR-PI3K-AKT-mTOR, que
controla el crecimiento celular mediante la regulacion de la biogénesis
ribosomal y la traduccion del ARNm*’. Resultados obtenidos en nuestro
laboratorio demuestran que esta via es una de las mas frecuentemente
alteradas en CECC*®. Ademds AKT puede promover la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) e inducir la invasion y metdastasis por la secrecion de

metaloproteasas de la matriz*.

v’ Proteina p16: Codificada por el gen supresor de tumores CDKN2A localizado en
el cromosoma 9p21, reduce la tasa del ciclo celular mediante la inactivacion de
complejos especificos de quinasa dependientes de proteinas ciclina, como CDK4
y CDK6. Las CDK fosforilan la proteina del retinoblastoma (pRb), lo que resulta
en un cambio conformacional que conduce a la progresiéon del ciclo celular. La
inactivacion de cualquiera de ambas proteinas, p16 o pRb, permite a la célula
entrar en fase S después de sélo una pausa en el punto de control G1°°. En los
CECC relacionados con el tabaco generalmente exite una pérdida de expresion

por hipermetilacién, sin embargo en los relacionados con el VPH la expresién de
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p16 se halla aumentado por pérdida de la regulacion negativa de pRb. Cambios

en la expresion de p16 determinan importante valor prondstico®?.

v' P53: Aproximadamente la mitad de los CECC tienen mutaciones en el gen
supresor de tumores TP53, situado en el cromosoma 17p13. Desde hace afios
se conoce su papel en la regulacion del ciclo celular; su principal funcién es la
detencion del ciclo celular en G1 en caso de dafio en el ADN para intentar la
reparacion y si el dafio no puede ser reparado dirigir la célula a la apoptosis o la
senescencia. Actualmente algunos estudios han relacionado la pérdida de
expresion de p53 como promotor de la invasidn y migracién de las células
tumorales, fundamentalmente por mutaciones de p53 con capacidad para

inhibir otras proteinas de la misma familia, como p63y p73°2.

v" HERGI: Es la versidon humana de ERG, una de las subunidades que comprende
la familia EAG de canales de potasio dependientes de voltaje>3. En los ultimos
afios se ha demostrado la importancia de los canales de potasio en relacion a
multiples patologias*; entre ellas, el desarrollo y progresién del cadncer, ya que
promueve la proliferacion celular y la invasividad; ademads de controlar cascadas
de sefializaciéon intracelular. Nuestro grupo ha sido pionero demostrando el
papel de HERG1 en el inicio y progresién tumoral en CECC. Su expresion se
asocia con agresividad tumoral (metdstasis ganglionares, recurrencias) y menor

supervivencia.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Asumiendo que el fendmeno metastasico es un proceso multietapa, al igual que la
carcinogénesis, el conocimiento de las alteraciones moleculares implicadas en cada uno de los
pasos de este proceso nos permitiria identificar biomarcadores en el tumor primario que
indicasen el mayor o menor riesgo de desarrollar metastasis a distancia. Esto permitiria una
seleccion mas adecuada de pacientes, para adaptar el tratamiento y el seguimiento de modo

individualizado, evitando intervenciones y toxicidades innecesarias.

El objetivo general de este trabajo es identificar, mediante el estudio de la expresion
proteica de varias moléculas implicadas en etapas claves del proceso metastasico, posibles
biomarcadores de alto riesgo de desarrollo de metdstasis a distancia en los carcinomas
epidermoides de laringe e hipofaringe. Esto se desarrollard en los siguientes objetivos

especificos:

1. Estudio de la expresion de las proteinas E-cadherina, B — catenina, p120 catenina,
Anexina A2, FAK, Cortactina, EGFR, AKT, AMAP1, HERG1, p53 y p16; en dos grupos de
pacientes con carcinoma epidermoide de laringe y de hipofaringe que hayan
desarrollado o no metastasis a distancia.

2. Andlisis de la expresion de las proteinas estudiadas en relacién con el desarrollo de
metastasis a distancia.

3. ldentificacién de un perfil de expresion proteica indicativo de un mayor riesgo de

metastasis a distancia.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 Seleccién de pacientes

Se planted un estudio de casos y controles retrospectivo, seleccionando un grupo de
pacientes que desarrollaron MD durante el seguimiento (casos), y comparandolo con otro libre

de metastasis durante un minimo de 3 aflos (controles).

Los criterios basicos de inclusién en el estudio fueron: pacientes diagnosticados de
carcinoma epidermoide de hipofaringe y de laringe en estadio IV (segun la clasificacion TNM
recomendada por la "International Union Against Cancer" en su 72 edicion de 2010), tratados
quirdrgicamente, y con margenes negativos, y que no hubiesen recibido tratamiento previo

con radioterapia y/o quimioterapia.

De un total de 494 pacientes con CECC intervenidos entre enero de 1999 y diciembre
del 2006 en el servicio de ORL del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), se
seleccionaron 44 para el grupo de casos, y otros 44 para formar el grupo control. Del total de
88 pacientes seleccionados, cinco eran mujeres, la edad media era de 59 afios (rango 36-80
afios) y con la distribucion de las caracteristicas clinicopatoldgicas que se recoge en la Tabla 1.
En la seleccion del grupo control se procurd que fuese similar en caracteristicas al grupo casos,
prestandose especial atencion a la clasificacién N, pues es la caracteristica patoldgica que mas

influencia tiene en el desarrollo de MD.

El Comité de Etica del Hospital Universitario Central de Asturias aprobé el protocolo del

estudio, y todos los pacientes prestaron el consentimiento informado por escrito.

Durante el seguimiento, los pacientes se revisaron mensualmente durante los 6

primeros meses después de finalizar el tratamiento, cada 2 meses hasta finalizar el primer afio,

Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-Quirdrgicas | Patricia Martinez Gonzdlez



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

cada 3 meses hasta el tercer afio y posteriormente una revisién cada 6 meses. En las revisiones
se les realizaba una exploracion fisica, y radiografia de torax, realizdndose otras pruebas como

ecografia hepatica, TC o RMN segun la situacién clinica del paciente.

Ante la sospecha de lesién tumoral en diferente localizacién, si era posible, se
recogieron muestras histoldgicas para estudio anatomopatolédgico. Definiendo como MD

aquellas con el mismo tipo celular, o cuando no existia evidencia de otro tumor primario.

Caracteristicas Grupo CASOS Grupo CONTROL

Histopatoldgicas (MD) (No MD) p<0,05

Localizacién
Hipofaringe 31 (70%) 24 (54%) 0,19

Laringe 13 (30%) 20 (64%)

Clasificacion T

T1-T2 8 (18%) 11 (25%)
T3 15 (34%) 9 (20%) 0,34
T4 21 (47%) 24 (55%)

Clasificacién N
NO 5 (11%) 6 (14%) 0,9

N1-3 39 (89%) 38 (86%)

Clasificacion G

G1 6 (14%) 12 (27%)
G2 22 (50%) 20 (46%) 0,26
G3 16 (36%) 12 (27%)
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3.2 Elaboracién de matrices de tejido ("Tissue Arrays")

Con el soporte técnico de la Unidad de Apoyo de Anatomia Patoldgica del IUOPA se
elaboraron matrices de tejido ("tissue arrays") a partir de blogues de tejido parafinado de la
serie de 88 carcinomas epidermoides faringolaringeos. Para ello, a partir de tinciones simples
de hematoxilina-eosina sobre cortes completos de cada bloque de tejido parafinado, se
seleccionaron las dreas mas representativas del tumor. Los "tissue arrays" se construyeron
tomando tres cilindros (1 mm de didmetro) de cada bloque de parafina para insertarlos de
forma precisa en un bloque receptor de parafina, agrupando unos 30 casos en cada bloque.
Como control, cada "array" también incluia muestras de epitelio sano. El analisis
inmunohistoquimico se realizé en secciones seriadas de 3 micras y el resultado de la

cuantificacion fue el promedio de la tincion observada en las tres dreas representativas de cada

tumor.

3.3 Analisis Inmunohistoquimico

Secciones seriadas de 3 um de cada "tissue array" fueron adheridas en portas Flex IHC
microscope (Dako), desparafinadas con xileno e hidratadas en concentraciones graduales
decrecientes de alcohol y agua. A continuacion se llevo a cabo el desenmascaramiento de los
antigenos utilizando: solucion EnVision Flex Retrieval (Dako) a pH bajo (pH 6.1) en el PT Link
para ANXA2 y p120; proteinasa K para EGFR, AMAP1 y HERG1; y solucion EnVision FlexRetrieval
(Dako) a pH alto (pH 9.0) para el resto de proteinas. La tincién de las secciones se realizé a
temperatura ambiente en una estacion de trabajo automatizada (Dako Autostainer Plus)

utilizando los anticuerpos primarios comerciales y diluciones recogidos en la Tabla 2, y como
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sistema de visualizacion el kit EnVision Flex+ (Dako). Como ultimo paso se contrasta la
preparacion mediante hematoxilina durante 8 minutos. Después de la tincion, las
preparaciones fueron deshidratadas mediante alcoholes de graduacién ascendente segun el

método convencional y montadas con un cubreobjetos usando un medio estandar.

PROTEINA Anticuerpo primario (casa comercial) Dilucion
EGFR PharmDx kit (Dako) Prediluido
P53 Monoclonal de ratén Clon DO-7 (Dako) 1:10
Cortactina Monoclonal de raton Clon 30 (BD | 1:200

Biosciences Pharmingen)

ANXA2 Monoclonal de ratén Clon 5 (BD | 1:450
Biosciences Pharmingen)

E-cadherina Monoclonal de ratén Clon NCH-38 (Dako) | 1:25

lg de raton G2a (BD Biosciences) 1:4000
B — catenina (nuclear/ | Igderatén G1 (BD Biosciences) 1:200
membranosa)
p120 lg de ratdn G1 (BD Biosciences) 1:100
FAK Monoclonal de ratén Clon 4.47 (Upstate | 1:250

Biotechnology)

AMAP1 Anti-ASAP1 policlonal de conejo (Abcam) | 1:750

p-AKT Monoclonal de conejo Clon 14-5 (Dako) 1:20

pl6 Anti- p16 INK4a humano (CINTEC) Prediluido

HERG1 Policlonal de conejo pan (CT) (Enzo Life | 1:200
Sciences)
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La inmunotincién fue valorada sin datos clinicos y de forma independiente por dos
investigadores. Actualmente no existe ningin método validado para cuantificar e interpretar
los resultados del analisis de la expresion proteica mediante IHQ en el caso de los marcadores

seleccionados.

Dado que la expresion de Cortactina, AMAP1, FAK y HERG1 mostraba un patrén de
distribucién citoplasmatico homogéneo, se empled un sistema semicuantitativo para valorar la
inmunotincion, en base a la intensidad de la tincion como negativa (0), débil (1+), moderada
(2+) o intensa (3+). Posteriormente se dicotomizé en casos con expresion negativa (0/1) y casos

positivos (2/3).

En pl16 la escala de intensidad de tincion sélo constaba de 3 valores: negativo (O,
ausencia de tincion), débil (1, tincion nuclear débil) e intenso (2, tincidén nucleary citoplasmatica

intensa en mas del 75% de las células).

La expresién de EGFR se cuantificd en una escala de 0 a 4 segun el porcentaje de células
tumorales positivas de 0-25%, de 26-50%, de 51-75% y de 76-100%, respectivamente; y la
intensidad de la tincidn en una escala de O a 3 (0= negativo, 1= débil, 2= moderado, 3= intenso).
Estos datos se convirtieron en un IRS (del inglés "Immunoreactive Score") multiplicando el
procentaje por la intensidad de la tincidn, obteniendo valores entre Oy 12 puntos. De modo
final, una puntuacion IRS por encima de la mediana (5 o superior) se considerd alta

inmunorreactividad, y IRS por debajo (5 o inferior) baja inmunorreactividad.

Para p53, p-AKT, E-cadherina, B — catenina, p120 y ANXA2, se utilizd una escala
semicuantitativa en funcion del porcentaje de células tefiidas (0%, <10%, de 10 a 50%, >50%).
En el caso de p53 se considerd valorable la tincién nuclear, en el de p-AKT la tinciéon

citoplasmatica, y en el resto a nivel de membrana. Para realizar el analisis estadistico, la
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expresion se divide escogiendo como punto de corte el 10% de células tefiidas. En el caso de $3
— catenina se cuantifico ademas la ausencia o presencia de tincion nuclear, considerandose

también positivos los casos con mas del 10% de células con esta tincion. En la Tabla 3 se

resumen los criterios de cuantificaciéon empleados.

B- catenina (nuclear/ membranosa)

pl120

ANXA2

Proteina Escala de Cuantificacion
Cortactina Escala semicuantitativa segun intensidad de
tincion:
AMAP1
0-negativa/ 1-debil
FAK
2- moderada/3-intensa
HERG1
Expresion positiva: 2-3
EGFR Escala segin % células tefiidas (0-4)
Escala segin % Intensidad de tincion (0-3)
Escala: IRS (0-12)
Expresion positiva: IRS>5
p53
p-AKT Escala semicuantitativa segun % células
teflidas:
E- Cadherina

(0%, <10%, de 10 a 50%, >50%)

Expresion positiva si >10% tincidn

pl6

Escala semicuantitativa segun intensidad de
tincion :

0-negativa/ 1-debil/ 2- intensa

Expresion positiva: 2
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3.4 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa estadistico SPSS
version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL.). El test Chi-cuadrado ha sido utilizado para la comparacién
entre variables cualitativas (con la correccion de Yates cuando era preciso) y el test T-student

para variables paramétricas continuas.

Para los andlisis de los eventos en relacion al tiempo se ha empleado el método de
Kaplan-Meier. Las diferencias entre las curvas de Kaplan-Meier se analizaron mediante el
método de rangos logaritmicos. Para valorar el impacto relativo de las variables que resultaron
significativas en el estudio univariante se realizé un estudio multivariante empleando los

modelos de regresion de Cox.

Todos los test fueron bilaterales. Valores de p < 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1 Expresion de las proteinas estudiadas en los

carcinomas de hipofaringe y laringe

En el tejido tumoral, Cortactina, AMAP1 y FAK presentaron una tincién
fundamentalmente citoplasmatica, y de modo ocasional también en la membrana, de forma
generalmente homogénea, mientras que en la mucosa sana faringea la expresién de estas
proteinas era débil en la capa basal y suprabasal y negativa en las capas superficiales mas
diferenciadas (Figura 5). Patrdén inverso al mostrado por EGFR, con tincién fundamentalmente
en membrana y de modo ocasional en citoplasma; en la mucosa normal esta proteina muestra

una expresion débil en las células basales.

Las proteinas E- Cadherina, B- catenina, p120, y ANXA2 mostraron un patron de tincidn
membranoso en las células tumorales, caracteristicamente heterogéneo, mientras que en el
epitelio normal estas proteinas se expresan en células de capas basales y suprabasales, con
falta de tincién en capas mas externas y diferenciadas (Figura 5). En el caso de la B- catenina,
algunos tumores mostraban tincién nuclear, generalmente coincidente con una ausencia de

tincion membranosa.

La proteina p53 presentd una tincion nuclear heterogénea en la masa tumoral, y no se
expresaba en la mucosa faringea normal; p-AKT mostraba una tincion citoplasmatica también
heterogénea, con ausencia de expresion en el epitelio normal (Figura 5); y p16 una tincion
nucleary citoplasmatica en el tumor, mientras el epitelio normal mostraba una tincion nuclear

débil en capas suprabasales.

Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-Quirdrgicas | Patricia Martinez Gonzdlez



Marcadores moleculares de metastasis a distancia

Figura 5: Imdgenes de IHQ representativas de la expresion positiva/ negativa de las proteinas

estudiadas.

PROTEINA

MUCOSA NORMAL

CORTACTINA

FAK

E-CADHERINA

(Dako Ac)

EXPRESION POSITIVA

ANXA2

EXPRESION NEGATIVA
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EGFR
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AMAP1

p-AKT

HERG1

pl6

La expresion de estas proteinas en los casos analizados fue dicotomizada segun lo
descrito previamente, y los resultados se muestran en la Tabla 5. Hay que tener en cuenta que
para algunas proteinas no se dispone de resultados para todos los casos por problemas con la

calidad de la tincidn y/o integridad del tejido, por lo que fueron consideradas no valorables.
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Expresion Proteica Total de eventos | % de expresion

Cortactina

- Negativa: Nula/Débil 39 45%

- Positiva: Moderada/Intensa 47 559%
FAK

- Negativa: Nula/Débil 24 28%

- Positiva: Moderada/Intensa 63 72%
AMAP1

- Negativa: Nula/Débil 35 41%

- Positiva: Moderada/Intensa 51 599%
EGFR

- Negativa: IRS<5 57 64%

Positiva: IRS > 5 31 359

E-cadherina

- Negativa: Menos del 10% de células 24 27%

- Positiva: Mas del 10% de células 64 73%
ANXA2

- Negativa: Menos del 10% de células 42 50%

- Positiva: Mas del 10% de células 43 50%
p53

- Negativa: Menos del 10% de células 37 43%

- Positiva: Mas del 10% de células 50 57%
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p-AKT
- Negativa: Menos del 10% de células 42 51%
- Positiva: Mas del 10% de células 40 49%
HERG1
- Negativa: Nula/Débil 4 5%
- Positiva: Moderada/Intensa 82 95%
pl6
- Negativa: Nula/Débil 79 92%
- Positivo: Intenso 7 3%

B — catenina (nuclear)
- Negativa: Menos 10% de células 79 90%

- Positiva: Mas del 10% de células 9 10%

B — catenina (membranosa)

- Negativa: Menos del 10% de células 21 24%

- Positiva: Mas del 10% de células 67 76%
p120

- Negativa: Menos del 10% de células 14 16%

- Positiva: Mas del 10% de células 74 84%

Estos resultados demuestran que ademas de diferencias en los patrones de expresién
entre tejido sano y tejido tumoral, para las proteinas analizadas también existen importantes
diferencias cuantitativas. Asi la expresion de HERG1 fue moderada o intensa en casi la totalidad
de las muestras tumorales; caso contrario al de p16 cuya expresion resultd negativa en mas del
90% de las muestras. En el caso de B — catenina, observamos importantes diferencias

dependiendo de la localizacidn de la tincién, predominantemente membranosa (76%) y muy
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escasa en el nucleo (10%). Encontramos niveles similares de B — catenina membranosay p120

catenina, lo cual resulta légico dada la relacion funcional que existe entre ambas proteinas.

4.2 Expresion de las proteinas estudiadas en relacion con

el desarrollo de metastasis a distancia

Se analizé la expresion, dicotomizada segin se explico de cada una de las proteinas
seleccionadas, correlacionandolo con el desarrollo o no de MD durante el seguimiento del

paciente; los resultados se recogen en la Tabla 6.
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Expresidn Protéica Casos Controles p
Con MD Sin MD
Cortactina
- Negativa: Nula/Débil 21 (49%) 18 (42%) 0,66
- Positiva: Moderada/Intensa 22 (51%) 25 (58%)
FAK
- Negativa: Nula/Débil 10 (23%) 14 (32%) 0,47
- Positiva: Moderada/Intensa 33 (76%) 30 (68%)
AMAP1
- Negativa: Nula/Débil 19 (44%) 16 (37%) 0,66
- Positiva: Moderada/Intensa 24 (56%) 27 (63%)
EGFR
- Negativa: IRS<5 26 (60%) 30 (68%) 0,51
- Positiva: IRS>5 17 (40%) 14 (32%)

E-cadherina (Dako)
- Negativa: Menos 10% de células 16 (37%) 8 (18%) 0,057

- Positiva: Mas del 10% de células 27 (63%) 36 (82%)

E- Cadherina (BD)

- Negativa: Menos 10% de células 13 (30%) 4 (9%) 0,029
- Positiva: Mas del 10% de células 31 (70%) 40 (90%)

ANXA2
- Negativa: Menos 10% de células 26 (60%) 16 (38%) 0,052
- Positiva: Mas del 10% de células 17 (40%) 26 (62%)
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p53
- Negativa: Menos 10% de células 19 (47%) 23 (55%) 0,66
- Positiva: Mas del 10% de células 21 (53%) 19 (45%)

p-AKT
- Negativa: Menos 10% de células 20 (45%) 17 (39%) 0,66
- Positiva: Mas del 10% de células 24 (55%) 26 (41%)

HERG1
- Negativa: Nula/Débil 1(2%) 3 (7%) 0,61
- Positiva: Moderada/Intensa 42 (98%) 40 (93%)

plé
- Negativa: Nula/Débil 39 (91%) 40 (93%) 1
- Positiva: Intensa 4 (9%) 3(7%)

B — catenina (nuclear)
- Negativa: Menos 10% de células 38 (86%) 41 (93%) 0,484

- Positiva: Mas del 10% de células 6 (14%) 3 (7%)

B — catenina (membranosa)

- Negativa: Menos 10% de células 13 (30%) 8 (18%) 0,317
- Positiva: Mas del 10% de células 31 (70%) 36 (82%)

p120
- Negativa: Menos 10% de células 10 (23%) 4 (9%) 0,143
- Positiva: Mas del 10% de células 34 (77%) 40 (91%)
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Como se aprecia en la tabla, la mayoria de estas proteinas no mostraron relacion con el
desarrollo de MD, sélo la pérdida de expresién de E- Cadherina; vy la perdida de expresién de
ANXA2 (considerando como tal la expresion en menos del 10% de las células), presentaron una

asociacion con el desarrollo de MD muy cercana a la significacion estadistica (p<0,05).

Para corroborar los resultados obtenidos en esta primera fase, se repitié el analisis
inmunohistoquimico de la proteina E-Cadherina utilizando un anticuerpo diferente, de BD
Biosciences (Figura 6). Este anticuerpo reconoce especificamente el dominio intracelular de E-
Cadherina, que se considera implicado funcionalmente en la regulacién de la migracién celular

y transicion epitelio-mesénquima (EMT).

Figura 6: Imdgenes de IHQ para E-Cadherina (BD Biosciences)

PROTEINA EXPRESION POSITIVA EXPRESION NEGATIVA

E- CADHERINA

(BD Ac)

Los resultados obtenidos con este nuevo anticuerpo confirmaron la asociacién
estadisticamente significativa entre la pérdida de E-Cadherina y el desarrollo de MD (p=0,029),
Tabla 6. También se encontré una correlacion significativa al comparar la expresion de E-

Cadherina detectada con ambos anticuerpos (Spearman rho 0,54, p<0,001).
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Ademas la expresion de E-Cadherina correlacionaba significativamente con la expresion
de B - catenina y p120 (Spearman rho p<0,001), como cabia esperar dada la relacion funcional

entre estas tres proteinas.

Posteriormente, se analizd mediante graficas de Kaplan-Meier la relacién entre la
expresion de cada una de las proteinas y la supervivencia libre de metdstasis a distancia,
confirmando los resultados obtenidos previamente. Asi, solamente, la pérdida de expresion de
E-cadherina mostrd una fuerte asociacién con una menor supervivencia libre de metastasis a
distancia, tanto con el anticuerpo Dako, con un valor de p=0,007 (Figura 7), como con el
anticuerpo BD, con un valor de p=0,002 (Figura 8). La pérdida de Anexina A2 también mostraba

una asociacion préxima a la significacién estadistica, con p=0,06 (Figura 9).

Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-Quirdrgicas | Patricia Martinez Gonzdlez



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

1,01
"
B8 087
o
E
[
2
c
(]
© 0,61 -,
w L. E-Cadherina Dako positivo
]
[ '
o 04
c
]
i
F
¢ E- Cadherina Dako negativo
o
=
a
p= 0,007
0,01
| I 1 | 1 |
00 20,00 40,00 80,00 80,00 100,00
Meses tras el diagnostico
1,07
E:
8 05
o
E
.
2
5 iL
-
o 0.6
o e
E 7  E-Cadherina BD positivo
r H——— 4+
2 04
c
o
2
- e
=Y
-4 E- Cadherina BD negativa
3 02
’ L
p= 0,002
0,07
I I 1 I I I
oo 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Meses tras el diagnostico

Patricia Martinez Gonzdlez | Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-QuirGrgicas



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

1,0 1
]
= L
o 08
o
o
E
.
e
o
P 0,64
@ Anexina A2 positivo
= )
! PR N w—
o —
c 04
T
Z
=
o
o Anexina A2 negativo
3
v 0,29 L 4
p=0,06
0,0
| I 1 I I |
oo 20,00 40,00 50,00 80,00 100,00

Meses tras el diagnéstico

Sin embargo al aplicar el andlisis multivariante a estos datos, el Unico pardmetro que se
correlacioné de modo significativo con mayor riesgo de desarrollo de MD fue la pérdida de
expresion de E-Cadherina (RR=2,65,95% I1C 1,34 a 5,22; p=0,005). La combinacién de la pérdida
de expresién de ambas proteinas E- Cadherina y ANXA2 no demostré ser superior a la pérdida
individual de E-Cadherina como predictor de MD (RR=2,3; 95% IC 1,25 a 4,21; p=0,007) (Figura

10).
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Figura 10: Supervivencia libre de MD en funcion de la expresion combianada de E-cadherina y
ANXA2
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5. DISCUSION
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El CECC es el sexto cancer mas frecuente en el mundo. En los Estados Unidos supone
mas muertes al afio que el cancer de cuello de Utero, melanoma o linfoma de Hodking. Los
pacientes con CECC en estadios avanzados presentan una supervivencia a los 5 afios inferior al
50%, que se puede atribuir a la alta frecuencia de recurrencia local, desarrollo de segundos

primarios, y metastasis a distancia®®.

En los CECC los pacientes con enfermedad metastdsica (entre un 5-26% segun las
series), presentan muy mal prondstico (menos de 10% de supervivencia a 5 afios), y muy
escasas opciones de tratamiento, fundamentalmente quimioterapia, que puede tener
importantes efectos secundarios. Por ello, es de gran interés poder identificar el grupo de
pacientes con alto riesgo de desarrollar MD, los cuales constituirian el grupo diana para recibir
las terapias adyuvantes y evitar el sobretratamiento y los efectos adversos asociados en el resto

de pacientes.

Se han identificado varios factores de riesgo de MD clinico-patolégicos!’?° como
localizacion del tumor primario (mayor frecuencia de MD en los localizados en la hipofaringe),
estadio avanzado, edad temprana al diagnostico, metastasis ganglionares, o extension
extracapsular. Sin embargo, estos factores han demostrado ser poco precisos para evaluar
individualmente el riesgo de MD de cada paciente. De hecho, menos del 50% de los pacientes

qgue cumplen estas caracteristicas desarrollaran MD.

Nuestra estudio trata de identificar a los pacientes en riesgo de desarrollar MD
estudiando patrones especificos de expresion protéica en el tumor primario, mediante técnicas
de inmunohistoquimica, relativamente sencillas de realizar en las biopsias diagndsticas y de

facil incorporacién a la rutina hospitalaria.
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Los cambios genéticos producen cambios en la expresién de las proteinas relacionadas
y permiten a la célula adquirir un fenotipo metastasico. Estas proteinas claves podrian
representar biomarcadores Utiles para identificar a los pacientes con alto riesgo de MD en los
CECC. Estudios previos mostraron que estas alteraciones son un evento precoz de la
carcinogénesis y ya estan presentes en el tumor primario y se mantienen en los ganglios

metastasicos’.

Para el estudio, se seleccionaron un conjunto de proteinas implicadas en distintos
procesos celulares claves para la diseminacidn metastasica: proliferacion, apoptosis, adhesion

celular, invasién y migracion.

5.1 Biomarcadores de adhesidn celular

Las células cancerosas pueden invadir, ya sea como células individuales o
colectivamente como grupos de células®®. Ambos tipos de invasion requieren un debilitamiento

de los contactos célula-célula y un cambio en la forma celular.

Las cadherinas y cateninas forman uniones adherentes, que son los mediadores
centrales de la adhesidén célula-célula en los epitelios. La expresion de estas proteinas
disminuye a menudo en los tumores lo cual conlleva una pérdida de la adhesién celular, y la
reconstitucion de estas uniones adherentes puede revertir el fenotipo invasivo de las células

cancerosas.
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5.1.1 E- Cadherina

E- Cadherina es la proteina principal de las uniones adherentes entre las células
epiteliales. Una glicoproteina trasmembrana que se caracteriza por 5 dominios extracelulares
que establecen uniones homofilicas calcio-dependientes con las moléculas contrapuestas en
las células adyacentes; en su dominio citoplasmatico se une a B-catenina, p120-catenina y a-

catenina, complejo proteico por el cual se relaciona con el citoesqueleto de actina.

Multiples mecanismos pueden producir la inactivacion del sistema E- cadherina-
catenina®®: como resultado de mutacion en el gen CDH1 o deleciones en su region
cromosomica 16g22.1; por un mecanismo epigenético de metilacion en la regién promotora
del gen; como resultado de modificaciones post-traduccién; por la unién de represores
trascripcionales como ZEB1/ZEB2, Snail, Slug, etc.; o como resultado de un aumento de la

endocitosis y protedlisis.

La expresion de E-Cadherina se reduce durante el desarrollo embrionario, la fibrosis
tumoral, la progresion del cancer y en el fendmeno de transiciéon epitelio- mesénquima (EMT).
La EMT es un complejo fendmeno bioldgico, reversible, y de significado aun incierto, en que las
células epiteliales alteran su polaridad y union para adquirir un fenotipo tipo mesénquima,
caracterizado por un aumento en la capacidad de invasién - migracién, remodelacién del
citoesqueleto y resistencia a la apoptosis. En 2009, Kalluri y Weinberg®® clasificaron la EMT en
cancer como tipo 3, comparandola en fluidez e idiosincrasia a la de los fibroblastos (EMT tipo
2) o la de procesos de transicion (EMT tipo 1). Las moléculas relacionadas con este fendmeno

facilitan la diseminacién de las células tumorales en los CECC®?.

Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-Quirdrgicas | Patricia Martinez Gonzdlez



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

De tal modo que la alteracion de la expresion de E-Cadherina se ha relacionado con
patrones de mayor invasividad y metastasis en el laboratorio®?, donde las lineas de células
epiteliales bien diferenciadas y con correcta expresién de E-cadherina no tenian patrén invasor,
mientras que lineas de células fibroblasticas que mostraban falta de expresién de E-cadherina
presentaban mayor invasividad. Y en la clinica, se ha demostrado que la pérdida de expresion
de E-cadherina es un fendmeno comun y frecuente en multiples canceres humanos: cancer de

pulmadn®3, cdncer de pancreas®, carcinoma colorrectal® o cancer de prostata®®.

En los CECC, estudios previos han investigado la correlacidn entre la disminucion de la
expresion de E-cadherinay el desarrollo de metastasis ganglionares. En el carcinoma de laringe,
a nivel supraglético, ya se han encontrado diferencias significativas, e incluso se propone como
factor de riesgo para valorar pacientes con cuello NO clinicamente, pero con posibles metdstasis
ocultas3’ 676869 También se ha establecido su relacién con tumores poco diferenciados y menor

supervivencia’®.

La relacion entre la pérdida de expresién de E-Cadherina y el desarrollo de MD en los
CECC ha sido poco investigada. Recientemente un estudio de Nijkamp vy col.”!, ha encontrado
también una asociacidn significativa; sin embargo, se trataba de una muestra muy reducida, de
s6lo 26 pacientes y con un grupo muy heterogéneo, incluyendo desde el estadio Il al IV, lo cual
puede actuar como factor de confusién. Nuestros resultados confirman estos hallazgos, pero
con mayor numero de pacientes, y criterios de seleccion muy estrictos, que permitieron
configurar 2 grupos bien balanceados, y sin diferencias en los factores clinicopatoldgicos para
evitar sesgos de seleccion, especialmente debidos a la clasificacion N, que pudiera influir como

factor de riesgo para el desarrollo MD.

Patricia Martinez Gonzdlez | Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-QuirGrgicas



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

En conjunto, nuestros resultados y los de estudios previos sugieren que la pérdida de
adhesion epitelial provocada por la disminucién de la expresiéon de E-cadherina puede tener un
papel fundamental en el proceso de diseminacion metastasica, tanto a nivel ganglionar como
a distancia. Por tanto, la determinacion de la expresion de E-cadherina en el tumor primario
podria ser un biomarcador util para evaluar el riesgo de desarrollar metastasis, individual y

propio de cada paciente.

5.1.2 B - catenina

B — catenina es una proteina multifuncional que desempefia un doble papel en las
células: como componente estructural de las uniones adherentes celulares mediante su
interaccion con cadherinas tipo |, lo que permite a E-cadherina su anclaje al citoesqueleto, y
como molécula de sefializacion en la ruta Wnt’2. En la pérdida de la adhesion celular, durante
la endocitosis de E-cadherina, B — catenina se libera de la membrana al citoplasma.
Posteriormente se trasloca al nlcleo para promover la transcripciéon de genes relacionados con
el fendmeno EMT. Ademas B — catenina nuclear es un co-activador transcripcional con el factor
de células T (TCF) y el factor linfoide de union (LEF) que controla la transcripcion de SNAILL y

otros genes®,

Es la diferente localizacién de B — catenina lo que parece tener un papel clave en el
desarrollo oncogénico. Mientras que en el epitelio de la mucosa sana se localiza exclusivamente
a nivel de la membrana celular, en las células neoplasicas B — catenina va disminuyendo o esta
ausente en la membrana y aumentando su localizacion intracelular. En los dltimos afios
también se estd dando gran valor a la acumulacion nuclear de B — catenina, e incluso a la

proporcion entre B — catenina nuclear/ citoplasmatica, que parece ser un mecanismo
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epigenético clave para la metilaciéon de inhibidores en la via Wnt y por tanto la activacion de la

misma’3.

La sobreexpresion de B — catenina se ha encontrado relacionada con MD en diferentes
tipos de cancer: de prostata’®, de mama’®, y destaca el caso del osteosarcoma, en el cual se ha
relacionado con las metastasis pulmonares’® y ya se estudian posibles lineas farmacoldgicas

para su bloqueo”’.

En los CECC la mutacién del gen es un evento poco frecuente’®, pero la acumulacién
global de B —catenina intracelular ha demostrado relevancia en la progresion y mayor potencial
maligno tumoral. La mayoria de los estudios se focalizan en el carcinoma epidermoide de
cavidad oral y orofaringe’® 898182 ‘incluidas grandes series como la de Santoro y cols.?3 con 374
casos; en todos ellos, los tumores con alteracion en B — catenina se caracterizan por peor

prondstico, mayor tendencia a la recidiva y mas desarrollo de metdstasis ganglionares.

En las escasas investigaciones de B — catenina a nivel de hipofaringe y laringe, la
acumulaciéon de B — catenina nuclear se asocia con un comportamiento mas agresivo de las
lesiones premalignas®*, con menor grado de diferenciacién tumoral®®, y menor supervivencia

global.

En nuestra serie sélo en 9 de las 88 muestras mostraban expresién de B - catenina
nuclear y la pérdida de B - catenina a nivel de membrana solo ocurrié en el 23% de los casos,
datos comparables a los de estudios previos’®. En concordancia con estos estudios, observamos
que tanto la pérdida de expresion de membrana de 3 - catenina como su expresion nuclear era
mas frecuente en los casos con MD, aunque las diferencias no fueron significativas, lo cual

podria deberse a los pocos casos que poseen estas alteraciones.
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5.1.3 p120-catenina

p120 es una catenina, codificada por el gen CTNND localizado en el cromosoma 11, que
se une a la E-cadherina en una regién diferente a B — catenina, y actla como cofactor en la
adhesion entre las células epiteliales. Ademas de actuar como regulador de uniones celulares,
afecta a la actividad de las GTPasas, RhoA, Racly Cdc42 que desempefian un papel central en
la regulacion del citoesqueleto, y también actlan como reguladores de la invasion y

motilidad®®.

Varios estudios han demostrado que la pérdida o reduccién de la expresion de p120 se
asocia frecuentemente con alto grado de malignidad y estadios avanzados en varios tumores®’.
Resultados analogos a los obtenidos en cabeza y cuello: en el carcinoma nasofaringeo, se
encontro relacidn con las metdastasis ganglionares®; en el carcinoma epidermoide de cavidad
oral, la alteracion en la inmunorreactividad fisioldgica de p120 se presentaba hasta en el 96%
de los casos®, y también en las lesiones displasicas orales, incluso con valor predictivo de
progresion a cancer®. Por su interaccion funcional se ha descrito frecuentemente asociada a
una pérdida concomitante de E-Cadherina, pero también como marcador independiente de

mal prondstico®.

En nuestra serie, también observamos una correlacién entre los niveles de expresién de
E-cadherina y p120, asi como una mayor incidencia de MD en los casos con pérdida de
expresion de p120. Sin embargo, en contraste con la E-cadherina, las diferencias no fueron
significativas. Estos resultados son opuestos a los hallados por otros investigadores en lineas
celulares de céncer de prostata®®, lo cual sugiere que las diferentes cadherinas y cateninas

tienen relevancia variable segun el tipo celular.
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5.1.4 Anexina A2

El gen de la Anexina A2 (ANXA2) se localiza en el cromosoma 15 (regién 15g21), y como
toda la familia de anexinas desde el punto de vista estructural se caracteriza por un nucleo
formado por dominios repetitivos homodlogos de 70 aminodcidos y capacidad de unidn a

fosfolipidos de carga negativa en presencia de ion calcio®.

En la mayoria de las células ANXA2 estd presente en tres formas: un mondmero; un
heterodimero, compuesto de una ANXA2 y una subunidad de 3-fosfoglicerato quinasa; y un
heterotetrdmero, dos subunidades de ANXA2 unidas a un dimero de S100A10 (también
conocido como pl1). El porcentaje en que se distribuyen cada una de estas formas varia segin
la funcion de la célula o tejido, desde el 100% heterotetramérico en el epitelio intestinal al 50%
en mondmero en los fibroblastos®. La ANXA2 se expresa abundantemente en las células con
alta velocidad de regeneracién, como fibroblastos, células endoteliales, o las células epiteliales
del pulmdn o tracto gastrointestinal, pero no en las células en reposo como plaquetas, miocitos,

hepatocitos, etc.

Se han sugerido multitud de funciones para ANXA2°>: mediador calcio-dependiente de
procesos de exocitosis y endocitosis; modulacion en la organizaciéon del sarcolema durante la
contraccion de las células de musculo liso; regulacién de canales idnicos; receptor para
proteasas (la catepsina B, el plasmindgeno y el activador tisular del plasmindgeno) y proteinas
de la matriz extracelular (coldgeno y tenascina C); adhesién celular; sintesis de ADN vy

proliferacion celular.

Por tanto, al estar implicada en tantas funciones celulares ANXA2 también se ha

encontrado alterada en multiples patologias, como fendmenos de hemostasia y trombosis

m Patricia Martinez Gonzdlez | Dpto. Cirugia y Especialidades Médico-QuirGrgicas



Marcadores moleculares de metdstasis a distancia

(sindrome anti fosfolipido, preclampsia, trombosis cerebral...), neoangiogénesis (retinopatias),

y carcinogénesis (leucemia promielocitica aguda y tumores sélidos).

Su expresion varia en los diferentes tipos de cancer: sobreexpresado por ejemplo, en
leucemias®®, carcinoma colorrectal®” o en cancer de pulmdn, en éste alcanzando incluso valor
prondstico®®; pero disminuido en cancer de prdstata®, en adenocarcinoma nasosinusal*® y en

CECC'9?, de ahi que sea objetivo de este estudio.

La pérdida de ANXA2 se ha encontrado en los carcinomas epidermoides de laringe y de
cavidad oral, y se ha relacionado de modo inverso con el grado histopatoldgico, tumores poco

diferenciados, mas metdstasis linfaticas y menor supervivencial®? 103 104,

Estos datos de mayor agresividad tumoral concuerdan con lo obtenido en este estudio,
donde observamos que la pérdida de expresién de ANXA2 era mas frecuente en pacientes que
desarrollaron MD, siendo las diferencias casi significativas (p=0,052). Aunque al aplicar el
analisis multivariante se comprobd que la capacidad de prediccion conjunta de E-cadherina y

ANXAZ2 no era superior a la primera de modo individual.

5.2 Biomarcadores de Motilidad e Invasién

Tras la pérdida de adhesién, la motilidad celular y la capacidad de invasidén son pasos
claves en la cascada metastasica. Asi, alteraciones en las proteinas encargadas de la regulaciéon
del citoesqueleto de actina, tales como Cortactina, FAK y AMAP, podrian ser basicas para el

proceso.
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5.2.1 Quinasa de adhesion focal (FAK)

La quinasa de adhesién focal (FAK) es una proteina tirosin-quinasa clave en la interaccion
célula-matriz extracelular. Descubierta al inicio de la década de los 90, rdpidamente se
establecio su relacion con los procesos de invasion y metéstasis®. La autofosforilacion de FAK
en Tyr397 inicia una cascada de trasduccion de sefiales que da como resultado la fosforilacion
de residuos de tirosina posteriores como Tyr 576, Tyr 577, Tyr 861y Tyr 925, convirtiéndola en
una molécula completamente activa. Su activacion desencadena una serie de procesos
bioldgicos celulares, incluyendo la union a la matriz extracelular, la migracion, invasion,

proliferacion y supervivencia, y el fenémeno EMT,

Un gran numero de articulos describen un aumento de la expresion de la proteina FAK
en una gran variedad de cénceres humanos?’. Ademds, la sobreexpresién de FAK se ha

correlacionado con potencial invasivo del tumor y mal prondstico del paciente.

Mas especificamente en cabeza y cuello, las lesiones displasicas premalignas con
sobreexpresion de FAK presentan mayor tendencia a la malignizacién; en las lesiones laringeas,
como factor predictor independiente®?, y en las lesiones orales, asociado a Cortactina'®®. Asi
mismo, la sobreexpresion de FAK se ha relacionado con recurrencia local, metdstasis
ganglionares y menor supervivencia en el carcinoma epidermoide oral'®®, de lengua''® y de
laringe3’. Estudios previos ya encontraron asociacion de FAK con el desarrollo de MD en el

112

carcinoma gastrico'?, hepatocarcinoma'!?, o carcinoma adenoide quistico!3.

Actualmente se estan llevando a cabo investigaciones sobre su valor terapéutico, el

bloqueo de FAK mediante inmunoterapia o mediante “moléculas de pequefio tamafio” limitaria
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el crecimiento y desarrollo tumoral con minimo efecto sobre el tejido sano'!*. Los primeros

éxitos en este campo se estan alcanzando en el tratamiento del cdncer de ovario® 116,

5.2.2 Cortactina

La Cortactina, codificada por el gen CTTN (antes EMS1), localizado en la regién 11g13.3,
es una proteina del citoesqueleto, que actla como un regulador de la polimerizacién de la
actina mediada por ARP2/3. La region 11g13.3 esta frecuentemente amplificada en los CECC,
entre el 30-40% de los casos*!’. En ella también se localizan otros genes importantes como
CCND1 (que codifica la Ciclina D1), FGF19 o FADD, lo que produce la sobreexpresion de los
mismos. Esta amplificacién se ha relacionado con peor prondstico, menor supervivencia, y
mavyor incidencia de metdstasis'*® 119 La agresividad tumoral se atribuia principalmente a la
sobreexpresion de ciclina D1; pero estudios recientes realizados por nuestro grupo y otros,
analizaron ambas de modo independiente y encontraron la amplificacion y sobreexpresion de
CTTN/EMS1 como marcador independiente de mal prondstico, sobre todo en los carcinomas

de laringe 40 4% 120,

Ademas del efecto sobre la migracién y adhesién celular por su accion sobre la actina,
la Cortactina también parece clave en la resistencia a anoikis, muerte celular programada que
ocurre en el proceso de separacion de la célula de la matriz extracelular, paso bdsico en el
fendmeno de metastasis ya que permite a la célula tumoral sobrevivir al liberarse del tumor

primario®?!.

La sobreexpresion de Cortactina se ha relacionado con mayor incidencia metastasis

122

ganglionares y a distancia en el carcinoma de es6fago!??, mama'?® y hepatocarcinoma®?*. Sin

embargo, en este trabajo no hemos hallado una asociacion entre la expresién de FAK y/o
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Cortactina y el desarrollo de MD. Como se ha mencionado, estas proteinas se han implicado en
procesos que facilitan una mayor invasividad local y regional; el hecho de que en nuestro
estudio hayamos seleccionado un grupo de pacientes equilibrado en cuanto al tamafio tumoral
y la presencia de metastasis ganglionares, puede explicar estas discrepancias. Estos resultados
indican que, aunque Cortactina y FAK podrian estar implicados en la invasién y metastasis loco-
regional de los CECC, no lo estarian en el desarrollo de MD. Es posible que la relacién de FAK 'y
Cortactina con metastasis en estudios previos se deba a su asociacién con los pardametros

patoldgicos que se asocian con las mismas.

5.2.3 Via EGFR-GEP100-Arf6-AMAP1.

La proteina AMAP1, esta codificada por el gen DDEF1 que se localiza en 8924, regidn
frecuentemente alterada en CECC y asociada a mal prondstico. AMAP1 es una proteina Arf-
GTPasa situada en la membrana celular para catalizar la hidrolisis de esta que desempefia un
papel importante en la remodelacion de la membrana, la organizacion del citoesqueleto, la
migracion celular y se ha descrito que AMAP1 forma complejos con Cortactina y FAK para

regular la invasion tumoral1?> 126,

Hasta ahora, la mayoria de la investigacién se ha centrado en el cancer de mama, donde

127

se sobreexpresa 10 veces mas en lineas celulares altamente invasivas'¢/, y se ha propuesto

como diana molecular terapéutica’?®. Se sobreexpresa en el 80% de los canceres de préstata

primarios y su expresion es sustancialmente mayor en las lesiones metastésicas de éstos'?.

En los CECC, se describe hasta un 100% de amplificacién en el carcinoma oral*3°. Y en

44

una pequefia serie de 20 pacientes con carcinoma de lengua, Sato y cols.** relacionan la

sobreexpresion de AMAP1, y la sobreexpresién combinada con EGFR, con menor supervivencia
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libre de enfermedad. En la serie aqui recogida de carcinomas epidermoides de hipofaringe y
laringe encontramos expresion de AMAP1 en el 58% de los casos y al igual que en el caso de
Cortactina y FAK, no se han detectado diferencias de sobreexpresion de AMAP1 entre los dos

grupos comparados, ni asociaciéon con el desarrollo de MD.

5.3 Biomarcadores de proliferacion y control del ciclo

celular

5.3.1 Via de EGFR-PI3K-AKT-mTOR

La via de EGFR-PI3K-AKT-mTOR, se ha encontrado alterada en la fisiopatologia de
multiples neoplasias. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio revelaron que es una de las
vias mas frecuentemente desrreguladas en los CECC, por lo que se ha convertido en un foco de
gran interés. Esta compleja via regula la expresion de muchas proteinas relacionadas con el

fendmeno EMT por lo que podria estar relacionada con el desarrollo de MD.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteina trasmembrana
gue genera una cascada de sefializacion intracelular que tiene como resultado la proliferacion
celular en respuesta a la unién con sus ligandos: el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Las células que adquieren la capacidad para
sobreproducir estos ligandos o aumentar el nimero de EGFR en su superficie crean una sefal

de crecimiento autocrino, lo que lleva a un crecimiento incontrolado.
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La sobreexpresién de EGFR se ha encontrado hasta en un 80% de los casos de CECC*3,
aunque en nuestra serie no fue un evento tan frecuente, y solamente estaba presente en el
35% de pacientes. También se ha encontrado altos niveles de expresion de EGFR en la mucosa
normal de pacientes con CECC, lo que sugiere que se trata de un evento temprano en la
carcinogénesis y puede ayudar a explicar la alta incidencia de enfermedad sincronica y

metacrénica observada en este tipo de cancer!®?,

Desde finales de los noventa se describid la sobreexpresidon en la expresiéon de EGFR
como factor prondstico negativo en los CECC: disminucion de la supervivencia, resistencia a la
radioterapia, fracaso en el tratamiento locorregional y aumento de las tasas de MD 133 134 135,
En base a esos datos se realizaron ensayos clinicos con farmacos inhibidores de EGFR, tipo
inhibidores de tirosin-quinasa, como gefitinib (Iressa) y erlotinib (Tarceva), o anticuerpos
monoclonales, como cetuximab (Erbitux). Estos farmacos obtuvieron una escasa tasa de
respuesta (entre el 5 a 10%) en el tratamiento del CECC recurrente o metastasico®® 137, Pero
la asociacion de cetuximab y radioterapia mejord el control local, la supervivencia libre de
enfermedad, y aumentd un 10% la supervivencia global respecto a la radioterapia sola?. En los
estudios no se correlacionaba la expresion de EGFR con el estadio tumoral o metastasis.
Posteriormente se describid la existencia de mutaciones, como EGFRvIII hallada hasta en el 42%
de los casos, las cuales si presentaron mayor correlacién con la evolucion del tumor vy el

desarrollo de metdstasis linfaticas!38.

La investigacidn sobre AKT es mas escasa. AKT es una serina/treonina quinasa, también
conocido como PKB, ejerce actividad anti-apoptética y favorece la proliferacion celular. Su
activacién se sitla como un evento temprano en respuesta a la exposicion a carcindgenos del

tabaco, sobre todo a la nicotina y el NNK en las células epiteliales de la via aérea'®.
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Estudios recientes demostraron ya sobreexpresion y activacion de Akt en los CECC9,
Pedrero vy cols. lo describieron hasta en un 17% de los casos, sobre todo en los tumores de
sublocalizacion faringea, y que se asocia a un fenotipo tumoral mas agresivo con disminucién
de la apoptosis y de la diferenciacion“®. El grado de activaciéon de AKT se correlaciona bien con
el grado de progresién de la enfermedad, mostrando diferencias significativas entre displasia,

141

carcinoma in situ y carcinoma invasivo. Especificamente, en el carcinoma de lengua***, cavidad

143

oral*?y orofaringe!®® se ha descrito en tumores con un comportamiento clinico més agresivo

y como factor de mal prondstico independiente.

Se estan realizando estudios preclinicos con un inhibidor de Akt, perifosina, en lineas
celulares de CECC, que aunque muestra una potente actividad antiproliferativa in vitro, en un
estudio de fase Il carecia de actividad antitumoral como agente Unico en el CECC recurrente o

metastasicol**.

En nuestra serie la fosforilacion de AKT (expresion de p-Akt) se observé en el 23% del
total de pacientes, pero al igual que con EGFR, no se encontré relacion estadisticamente
significativa entre la sobreexpresién de estas proteinas y el desarrollo de MD, tampoco se
encontré relacién con la expresion de E-Cadherina. Ante los resultados clinicos y de laboratorio,
aungue esta via parece clave en el proceso de proliferacion y crecimiento local de los CECC, su

papel no es determinante en la fase de diseminaciéon y metastasis.
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5.3.2 Proteina p16

La pérdida de la expresion pl6, por delecién homdloga, por mutacion puntual o por
metilacion se ha observado en multiples tumores, y parece ser un evento temprano de la
carcinogénesis, ya que la supresion de al menos una copia es bastante elevada en las lesiones

premalignas, lo que da ventaja selectiva a las células neoplasicas®.

En los ultimos afios la proteina p16 ha adquirido gran relevancia como marcador en los
casos de CECC- VPH positivos, especialmente de orofaringe. Aunque el porcentaje varia segun
los diferentes paises (en USA se sitla entre el 40-80% y en Alemania entre 30-40%) en global
se estima en un 15-25%4°. En nuestra serie solo 7 de los 88 pacientes con CECC de hipofaringe
y laringe fueron pl16 positivos, porcentaje concordante con la localizacién en estudio y las
caracteristicas de los pacientes, de edad avanzada, y factores de riesgo cldsicos
(tabaco/alcohol), perfil de paciente predominante en Europa y Latinoamérica'®’. En
contraposicién con los pacientes con CECC VPH/ pl16 positivos que son generalmente mas

jovenes, de localizacidon orofaringea y con escasa relacién con tabaco o alcohol.

Su valor es controvertido, pues aunque algunos estudios han encontrado la mutacién
de p16 como factor predictivo de recidiva tumoral**®, estudios mediante IHQ no han hallado
correlacion entre la expresion de pl6 y el desarrollo de metdstasis ganglionares4®. Sin
embargo, por su papel de marcador indirecto de infeccion por el VPH, su valor como marcador
de mejor prondstico en los CECC, parece estar demostrado, sobre todo en relacion a una mejor

respuesta a los tratamientos adyuvantes 1120 151,

La metilacion de pl6 se ha detectado en el suero de los pacientes con carcinoma

colorrectal metastasico y podria ser utilizado en esta patologia como método de cribado!>?. En
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los CECC, Namazie y cols. mediante la técnica de hibridacién in situ (FISH) encontraron relacion
entre la delecidon gendmica de p16 con el desarrollo de MD™3, pero los Ultimos articulos que
investigan la relaciéon de p16 con las MD no han encontrado diferencias a nivel de orofaringe>*.
Estos resultados estan en consonancia con los de nuestro estudio, que tampoco detectd
diferencias a nivel de hipofaringe y laringe. Aunque la tasa MD sigue siendo equivalente entre
los dos grupos, se ha descrito que los CECC p16 positivos podrian presentar un patrén de MD

diferente, con mayor afinidad a la implantacion ésea®® ¢,

5.3.3 HERG1

En los ultimos afos, la alteracién de la actividad de diferentes canales idnicos se ha
demostrado implicada en las diferentes etapas de la carcinogénesis. El potencial oncogénico
del canal de potasio HERG1 se relaciona con el control de la proliferacidon celular y apoptosis,
la regulaciéon de la capacidad de invasion y metastasis, mediante mecanismos aun no bien
conocidos. Algunas hipdtesis sugieren que podria estar relacionado con el reordenamiento del

157

citoesqueleto durante la fase de mitosis celular*>’y la regulacion de la homeostasis en hipoxia,

induciendo la angiogénesis'®.

La sobrexpresién de HERG1 se ha encontrado con frecuencia en diversos tipo de cancer:
cancer de endometrio, de mama, de pulmon, cancer géstrico, carcinoma de células escamosas
de esodfago y cancer colorrectal, y se correlaciona con agresividad tumoral, mal prondstico y

enfermedad metastasical®®.

Debido a la limitada distribucién de HERG1 en los tejidos sanos, destaca su potencial
como marcador de diagndstico precoz. Estudiado fundamentalmente en el carcinoma de cuello

uterino, por la facil obtencién de biopsias y su relaciéon con la infeccion por el VPH (los
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queratinocitos con alta expresion de E6 y E7 muestran alta expresién de HERG1), ha obtenido
muy buenos resultados, superiores a los del método tradicional de Papanicolaou®. Esto
sugiere la extension del estudio de HERG1 en tumores de caracteristicas similares como el
cancer de orofaringe. Se ha propuesto también como nueva diana terapéutica, obteniendo con

161 162

su inhibicion una reduccién significativa del crecimiento del tumor , Sin embargo su uso

esta limitado por su gran cardiotoxicidad 63,

Aungue la investigacion de su papel en los CECC es incipiente, algunos articulos
describen que la alteracion de su expresion se presenta casi en mas del 80% de los CECC>>,
concordante con los datos de nuestra serie donde fue del 97%. Se relaciona con estadios
avanzados de la enfermedad, recurrencia tumoral, reduccién de la supervivencia especifica e
incluso con el desarrollo de metdstasis linfaticas y a distancia. En las etapas inicales de la
carcinogénesis HERG1 se ha detectado hasta en un 41% de las displasias laringeas, y su

expresion se asocio con el riesgo de progresién a carcinoma.

Aungue la expresion positiva de HERG1 se encontro en casi la totalidad de muestras del
estudio, estos se distribuyeron de modo homogéneo entre los casos y los controles (p=0.61).
Los datos de este estudio no demostraron relacion entre HERG1 y las MD en los carcinomas
epidermoides de hipofaringe y laringe, por lo que su valor parece ser mas interesante como

marcador diagndstico que prondstico, y en todo caso como predictor del riesgo de cancer.
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53.4  p53

En la investigacion también se incluyd p53, codificada por el gen supresor TP53, muy
estudiado por ser una de las mutaciones mas frecuentes en los canceres humanos. Asi en los
CECC entre el 60-80% presentan mutaciones somaticas en este gen'®4, Desde hace mas de 20

afios se han realizado multiples estudios sobre p53 como biomarcador de riesgo en los CECC.

En las lesiones premalignas orales, la expresion de la proteina p53 en las capas
suprabasales puede tener valor predictivo de trasformacion maligna, identificandolo asi como
un evento temprano en la carcinogénesis. En los CECC, tanto las mutaciones del gen TP53 como
la sobreexpresion de p53 mutado, se asocia con mayor recurrencia tumoral y peor tasa de
supervivencia libre de enfermedad y global, sobre todo en los en los carcinomas de localizacidon
laringeat®> 1% Uno de los dltimos grandes analisis multicéntricos de tipo prospectivo fue el de
Poeta ML y cols.'®” que analizaron el ADN de 420 pacientes con CECC, encontrando menor
supervivencia en caso de mutaciones, y peor aun si estas éran de alto grado. Sin embargo la
correlacién entre la expresion de p53 y el resultado clinico es aun dudosa, ya que existen

también estudios en los que el estado de p53 no demostrd ser predictor independiente68 169

170

Estas discrepancias se deben a que es muy dificil unificar resultados, ya que los estudios
mezclan tumores de diferente localizacion primaria y de diferente estadio TNM, que tendran
diferente comportamiento bioldgico y de respuesta al tratamiento. También hay variabilidad
en el método de andlisis: la técnica mas utilizada es la IHQ, pero varia el anticuerpo e incluso el
punto de dicotomizacion. Actualmente su valor como marcador prondstico continta siendo

incierto, centrando los esfuerzos futuros en mejorar la calidad de estas evidencias'’*.
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La funcion de p53 como regulador del ciclo celular y la apoptosis es bien conocida, pero
en los Ultimos afios ha destacado el papel de los mutantes de p53 como supresor de la
migracién y la invasion celular, por la interaccion de manera directa o indirecta con multiples
moléculas implicadas en el proceso de metastasis, fundamentalmente en el fendmeno EMT y
en la degradacién de la matriz extracelular (MEC)Y’2. Se han detectado mutaciones de TP53 en
metastasis de cancer de mama, pulmdn, carcinoma gastrointestinal y células tumorales

circulantes de cancer de colént’3.

En esta investigacion se establecid el punto de corte en una tincion celular superior al
10%, de modo tal que el 57% de nuestras muestras mostraban perdida de expresidon de p53,
este porcentaje se sitla en el rango descrito en las publicaciones, que oscila entre el 50 —
70%'%. En cuanto a su relacion con el desarrollo de MD, la expresiéon de p53 no mostrd
diferencias (p=0,66) entre los casos y los controles, dato que no es posible contrastarlo con el
de otros grupos, ya que la investigacion sobre el papel de p53 en el desarrollo de las metastasis

esta comenzando, y no existen adn datos publicados sobre su valor en los CECC.

5.4 Biomarcadores de CECC en la practica clinica

El CECC es una enfermedad heterogénea producida por la alteracién en la regulacion
de multiples rutas celulares implicadas en la diferenciacion celular, el control del ciclo celular,
la apoptosis, la angiogénesis y la migracion celular. Los avances en gendmica y protedmica han
permitido descubrir nuevos y potenciales marcadores para mejorar las pruebas diagndsticas y

prondsticas.
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Dos de los principales campos de investigacion son la deteccién precoz del cancer, y la
deteccidén de las células tumorales diseminadas, que originan las metastasis ganglionares y a

distancia, siendo este Ultimo el objetivo de este trabajo de investigacién.

Es importante valorar la complejidad molecular de los CECC al tratar de identificar
marcadores que permitan predecir mejor la evolucion y prondstico de los pacientes. Asi, dos
tumores fenotipicamente idénticos se pueden desarrollar a partir de la alteracion de diferentes
vias, con alteraciones genéticas muy diferentes, y como consecuencia diferente curso clinico.
Es poco probable que un Unico factor pueda determinar el comportamiento completo del
tumor, sino que mas bien dependerd de la compleja interaccién entre multiples oncogenes y

genes supresores de tumores, y finalmente de la expresion proteica de éstos.

Se ha utilizado la tecnologia de los “microarrays” de ADN, que permite el andlisis
simultdneo de la expresion de miles de genes; sin embargo esta tecnologia es compleja, de
elevado coste econdmico y de dificil interpretacién, lo que hace muy complicado su
implantacion de rutina en la practica clinica. La IHQ analiza directamente la expresion final de
la proteina y puede ser determinada facilmente en las muestras parafinadas utilizadas para el
estudio anatomopatoldgico rutinario de la pieza quirurgica, sin afiadir un gran coste adicional

ni precisar de grandes infraestructuras.

Son las proteinas relacionadas con el fenédmeno EMT, sobre todo aquellas que regulan
la adhesidn celular, las que parecen tener un papel clave en el fendmeno de las metastasis en
los CECC. Segun nuestros resultados, el andlisis mediante IHQ de las proteinas implicadas en la
adhesion celular, como E-Cadherina, podria ser Util como parametro adicional para estimar el
potencial metastasico de los carcinomas de hipofaringe y laringe. Y en combinacién con los

parametros clinopatoldgicos conocidos, mejorar la seleccidén de pacientes con alto riesgo de
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desarrollar MD y con necesidad de tratamientos sistémicos. No obstante, estos resultados y la

utilidad de estos biomarcadores requieren ser validados en ensayos clinicos prospectivos.
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6. CONCLUSIONES
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De la interpretacion de nuestros resultados y de su discusién obtenemos las siguientes

conclusiones:

1.

La pérdida de expresion de E-Cadherina presentd una asociacion estadisticamente
significativa con el desarrollo de metdstasis a distancia, siendo ademds un predictor

independiente en el andlisis multivariante.

La pérdida de expresion de ANXA2 presentd una asociacion muy cercana a la

significacion estadistica con el desarrollo de metastasis a distancia.

La expresion de ninguna de las otras proteinas del estudio (B — catenina, p120- catenina,
FAK, Cortactina, EGFR, p-Akt, AMAP, HERG1, p53 y pl6) mostrd asociacion con el

desarrollo de metdstasis a distancia.

El andlisis combinado de la pérdida de expresién de E- Cadherina y Anexina A2 no
demostro ser superior a la pérdida aislada de E-Cadherina como predictor prondstico

independiente de metastasis a distancia.
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Abgract Metastasis remains a major case of montality
in head and neck sguamous cell carcinoma (HRSOC).
Current clinicopathological features have shown limitsd
predictability for the risk of digant metastasis in individual
patients, and therefore more accurate and relishle markers
are neaded. The aim of this study was o investigate the
ahility of varnous molecular markers present in primary
wmors o predict the sk of developing distant metastasis,
Restrictive clinical criteria were applied for patient selec-
ton in order to carry out & case—oontral study with com-
parable clinical features on a group-wide basiz and a
similar risk of metastasis. All patients were surgically
treated {with postoperative radiotherapy when appropriate)
and classified as stage [V disease. Immnwnsodistoc hemicial
amalysis was performed for a panel of proteing known to
participate in cellular processes relevant o metastatic dis-
semination |E-cadherin, annexin A2, conactin, FAK,
EGFR, p53, and p-AKT). Results showed that the loss of
E-cadherin expression was significantdy comelated with the
risk of dismmt memstasiz (P = 0002; log-rank tea), while
the loss of annexin A2 expression was nearly statistically
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significant (P = (0L06). None of te other protein markers
asseased were associated with the development of dismnt
metastasic. Thenefore, acoording to our data the loss of
cpithelial adhesion seems to play a central mle in e
development of metasmsis in HNSOC, and mone impor-
tantly, immunchistochemical assessment of key proteins
involved in cell adhesion regulation, swch as E-cadherin
could represent a wseful ool o evaluate easily and mou-
tinely the metastatic potential of these carcinomas.

Keywords Head and neck cancer - Metastasis -
Markers - Imnmundohistoc hemistry

Introsd e tion

Head and neck sguamous cell carcinoma (HNSOCO) is
mainly a loos-regional disease. Despite significant advan-
ces in surgery and {chemo)radiotherapy treatment proo-
cals, patient survival has only substantially improved over
the pasi decade for those affected by tonsil and base of de
tongue cancers, compared to other sies [1]. This
improvement has been attributed to a change in the natural
history of the disease {increased frequency of HPY -related
cancers) instead of better meatment owtcomes. We have
managed @ achieve betier mies of looo-regional control,
bt still failing to control distant metastasis,

Diistant metastmsis (DM) are defined & tumor spread to
other organ systems Lung, liver, and bone are the most
common sites for hematogenous metastasizs of head and
neck carcinoma DM rates vary betwoen 4 amd 26 9%
depending on the different senes [2-9). The majorty of
DM osccur within the first 2 years from the initial diag mosis,
and 8z DM develop, the chance of cure is very low and
survival decreases dramatically even with an  eardy
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diagnesis. [ is therefore of great impontance to predict
which patients will develop DM during follow-up, as this
may influence the decision on the respective Teatment
options for the inital HNSOC, It has been demonstrated a
reduction of DM ocowrmence with systemic reatment
{chemotherapy) in zome larynx-preservation mials and in
few series of concument chemo-radiotherapy trials [10].
MNeventheless, systemic therapy protoools cannat be widely
applied to entine patent populations, since only a small
proportion of patients with HNSOC will eventually develop
DM, Hence, the identification of posible risk factors to
predict DM is essential to delineate the subset of patients
who could benefit from sysiemic dwerapy. This would be
paricularly imponant in surgically treated patients given
that the addidon of chemotherapy to their reatment will
reault ina significant increase i sevene adverse effects.

Warnous sudies have evaluated the clinicopathological
nsk factors asmociated with the development of DM in
HMSOC patients, The most common sk factors invobed
are the primary site (hypopharynx), advanced stage,
younger age at diagnosis, loco-regional control, metastatic
Ty mph nodes and extracapsular lymph node extenson [3-5,
T, B). In & recent waork, we have also found that patients
with pharyngeal poorly differentiated tumors with multiple
af hilaeral nodal metastmses ane at greater risk of DM [9].
Hovwever, unfortunately, these clinicopathological features
afill hawve limited predictahility for individeal patients, as
Jess than 40 % of patients fulfilling these charactenistics
will develop DM, Thus, nowvel markers are needed to reli-
ably and accurately predict the sk of DM in individual
patient during the course of their disease.

Metastasis formation requires the spreading of cancer
cells from their pimary ste to secondary locations in the
by, the reattachment and growit at the new location.
Mumerous cellular processes, including cell adhesion,
apoptosis, invasion, and migraton, are reguired to be co-
opted by metastatic tumor cells in order to sucoessfully
cstahlish metastatic disease [11]. Biomarkers reflecting
molecular akerations of these processes at the primary
s could yield valwable informaton about its metastatic
potential and potentially enshle pathologists and clinicians
i esimate individually the chance of DM in HKSOC
patients. Few reports have described biomarkers useful to
predict the metstatic potential of HRSOC [12-14] and the
mokecular mechanizms mediating DM remain  largely
KWL,

The aim of this study was to investigate the ahility of
vanows maolecular markers present in primary twmors to
predict the risk of developing DM in a seres of patients
treated with complete surgical mesection (and adju-
vant therapy when appropriate). To accomplish this, we
sglected a panel of proteins that participate in variows
cellular processes potentially implicated in the metastatic

'ﬂ Springer

dissemination, such as cell adhezion (E-cadherin, annexin
A2, invasion and migration (cortactin, FAK), apoptosis
{p53) and proliferation (EGFRE, p- AKT). The influence of
poasible confounding factors was avoided by applying
very nestrictive clinical criteria for patient selection and
alzo two well-balanced groups of HNSOC patients who
developad or mot DM

Methnds
Patiznts

Two growps of HNSOC patients were selected for study,
conzisting of patients who developed DM during follow-up
{case group) or who remained metasmsis-free for a mini-
mum follow-up period of 3 years (control group: Table 1).
Further selection crteria were surgically treated tumors
with negative surgical margins, pathological stage IV dis-
case, localization in the hypopharynx or larynx, and no
recument disease other tan DM. This selection was
applisd o perform a case—control study with comparable
climical features on a group-wide hasis and a amilar sk of
developing DM. Special care was taken o match e
groups in relagon with N classification, sinoe this pato-
logical parameter is te grongest predictor of DM and poor
DL OIE .

Tahle | Climcopathological characierisfics of the patients and their
s

Chaacienisiic Disdant Mo distani Fvaloe
metasiagis matsiagis
Eroap Ereep
Age [years, men) ik 573 0. 0aE*
Localizaion 019"
Larymx 13 20
Hypapharym 3 4
T chssifimtion 034"
T1-T2 ] 11
T 15 a
T4 21 24
N dassification g
M 5 &
Hl=3 ] 38
Differenfizion grade 02"
Well & 12
Moderately ) 20
Paody 16 12
* i iesi

* Chi square ==
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Of a total of 494 patients with pimary HRSOC wha
were surgically treated at the Department of Omorhinolar-
yngology of te Hospital Universitanio Central de Asurias
from January 1999 to December 2006, 44 patients were
found eligible for the case group and other 44 cases were
selected for the control gmoup (Table 130 AD but five
patients were men, and e mean age was 59 years (rang e
3680 years). The Ingimtional Review Board of our
Hospital approved the study protocaol, and written informed
consent was obtained from all the patients. The tumor stage
was determined according to the TRM classification rec-
ommended by the Iniemational Union A gainst Cancer {Tih
Edition, 20010). Patients were followed wp every momth in
the fimt & monthe after completing the treament, every
2 months until the first year, every 3 months until dee thind
year, and every & months thereafier. Follow-up consisiad
of physical examination and chest radiography; other
investigations, auch as liver whrasonography, computad
mmo graphic or magnetic resonance imaging scan, or bone
scintigraphy wene performed when clinically indicated. If
cancers occuwrned in other sies, effonts were made to obtain
higological specimens, Cancers were tabulaied as DM
when there were nodules of the same cell type or when
higological Andings were uwnavailable and o evidenoe of
qither primary Dumors was present.

Tisswe micrmamays

HNSCC tissue microarrays { ThMAs) were constrwcted as
previously described [15]. The TMAs were built with
inagitutional review hoand approval from anchived fomma-
lin-fimed, paraffin-embedded squamous cell carcinoma tis-
sue samples (Department of Pathology at the Hospital
Univerzsitario Central de Asturiaz) from the above-men-
domed #8 surgical patients. The original archived hema-
mxylin-eosn—aained slides were reviewad by a
pathologist. Three cores of morphologically representative
ma-necrotic wmor aress were taken from donor tissue
hlocks to fully represent each case. In addition, sach TMA
alsn contained three cones of normeal pharyngeal e pithelinm
as an intemal control. In order to check the histopathalo-
gical diagnosis and te adaguacy of tisswe sampling, a
spction from each micramay was smined with hemainxy-
lin and oosin and examined by light micmoscopy.

Innnnumodyi 2o hemistry

J-pm-thick TMA sections were cut and dried on Flex [HC
micrecope slides (Dako). The sections were deparaffi-
nized with smndard xylene and hydrated through graded
aleohals into water. Antigen retrieval was performed using
Envizion Flex Target Retrieval solution (Dako), high pH,
low pH {for annexin A2 and pl20) or with proteinase K

{for BEGFR). Staining was done af room temperature on an
automatc staining workstaton (Dako Auwtcstainer Flus)
using e Dako EnVision Flex + Visualization Sysiem
{Dako). The antibodies and dilutions wsed are shown in
Tahle 2, Counterstaining with hematoxylin was the final
step.

The zlides were viewed randomly, without clinical data,
by two of e awthors. At present, there are no validated
aconing systems for interpreting  immnumoshistochemical
staiming of the studied proteins. Since conactin and FAK
staining showed a homogensous distribution, a semiguan-
titative scoring system based on faining intensity was
applied, and immuncstaining was thus soored as negative
{0, weak (1), moderaie () and srong protein expression
{3). For aatistical purposes, staining data were dichoto-
mized as negative-weak expression (scomes (1) vesus
mod erate-stong  expression (soones -3

EGFR  inmmuncstaining was guantified as  follows:
quantity soores from 0 to 4 were respectively assigned if 0
o 25, 26 40 50, 51 @ 75, and 76 to 100 % of dee tumor cells
were positive. The staining intensity was rated on a scale
of (-3 (0 =negative, | = weak, 2= moderaie, and
1 =stromg). The mw data were then converted to a Ger-
man Immunoreactive Score (IRS) by multiplying e
quantity and staining inensity soores. Theoretically, e
scornes oould range from O wo 12 An RS scome ahove e
median {five or higher) was considered high reactivity and
0 to 4 weak.

Immunodaining for p33, p-AKT, Ecadhering, annexin
A2 fcatenin and pl20 was evaluaed using a semi-

Tahle 2 Amihodies msed in the immuonohistochemical malysis of
Proeein expressim

Protein Primary amtihady Antihody
fmarmn fardarer) Dl cn
Costactin Momme Monodonal Oone 30 1=200
{BD Bicsciemces )
FAE Mome Monodona] (Jone 4.47 12250
(Upstate Biotech)
et Momse Monodonz] Oone D30T 110
{Dhakn)
r=AKT Rabhbit Monockonal Clone 1220
145 {Daka)
E-cadherin Mome Monodonal OJone MCH- 125
8 (Dakay
Armexin A2 Mooz Monod onal 1:450
(B0 Bicsciemces )
EGFR PhamnDx k6 (Dada) Follbowing
s et s
E-calherin Momse TplaZa (BD Biosciences) 14000
Betacatenin Momse Tglil (BD Biosciences) 1200
plad Momse Igla]l (BD Biosciences) 1:100
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quantitative scale ({0, <10, 10-50, or =50 % positive tuwmor
cellk). For statistical analysis, an overexpression of p53 or
p-ART was considered present if =10 % of the malignant
celk showed muclear (p53) or nucleari ytoplasmatic (p-
AKT) positivity. For E-cadherin, annexin A2, f-catenin
{nuclear or membranous) and pl20 the staining data were
dichotomized as negative expression {010 % stained
celk) versus positive expression (=10 % s@ined cells).

Statistical analysis

¥* and Fisher's exact test were used for comparison
hetween caegorical varahles. For time-to-event analysis,
Kaplan—Meier curves were ploged. Cox proportional hae-
ards models were uiilized for univanate and mulivariate
analyses. The harard ratos (HE) with 95 % confidence
inierval (1) and P walwes were reported. All tests were
two-sided. P valwes of <0005 were considered satiically
sigm ificant.

Results

Protein expression analysis in laryngeal
and hypopharyngeal cancinomas

Represenmtive examples of the immunchiztochemical
cxpression analysis of the various proteins studied in our
serigs of HMSOC TMAS are shownin Fig. | . Conactin and
FAK staining was cymoplasmic, with occasional membrane
cnhancement (Fig. la—d). p-AKT staining was also cyio-
plasmic (Fig. le, f). Normal epithelia showed negligible
cxpression of these proteins. BEGFR smining was mainly
membranous but also cytoplasmic (Fig. 1g, h) in de tumor
whereas normal mucnsa displayed weak expression in the
hasal cell layer. P53 staining was nuclear in g tumor aneas
{Fig. 1L j), with negligible expression in mormal mucosa.
E-cadherin and annexin A2 showed 8 membranous pattem
in the tumor areas {Fig. lk-n). In nomal mucosa these
proteins wene expressad in basal and suprabasal cells layers
of epithelium, with a lack of staining in the most external
and differentiated layers. Mo correlations were observed
between the expression of the different proteins sudied in
our series of HMNSCC inchuded in the ThiAs,

Belationship between protein expression
and the development of distant metastasis

Tahle 3 shows the expression of te protein markers
investigated in relation to the development of DM. The loss
of E-cadherin expression and the los of annexin A2
cxpression {which means expression in less than 10 %
wmor oells) were more freguent in cases with distant

'ﬂ Springer

metastasis, with differences almoa afaining statistical
significance. Mome of the other protein markers assessed
were associaied with the development of DM To furdwer
confirm these resulis we repeaied the immunchistoche mical
analysis of E-cadherin expression using a different antibody
{from BD Bicsciences) wmreeting specifically the intracellu-
lar domain of E-cadherin, considered to be funcdonally
invalved in the regulation of cell migration and epithelial-
mesenchymal transition {EMT) (Fig. lo, pl. A significant
association was observed between the loss of E-cadherin
cxpresion and distnt metastasis using  this  antibody
(P = 0029, Tahle 3). We also found a significant cormela-
tion hetween the expressions of E-cadherin detected with
bath antibodies (Spearmman’s rho 0541, P < 0001, In
additon, two well-known proteins related {Le. f-catenin and
p L2300 were included for analysis. The expression of bah fi-
catenin and pl3) szignificandy cormelaed with dat of
E-cadherin {(F = 0001). pl20 smining was predominany
membranous (Fig. lg, 1), whereas ffrcaenin exhibied two
distinct expression patems {nuclear and membranouws) in the
wmor areas (Fig. Is, . We found that low f-catenin
cxpresion, nuclear freatenin, and low pl20 expression wene
more frequent in patients who developed DM, alhough
differences did ot reach stafisfical significance {Table 3).

Furnthemore, Univanae Cox regression analysis showed
that the los of E-cadherin expression was significamtly
comelated with dwe nisk of DM with either Dako antibsody
(P = 0007, Fig. 2a) or BD antibody (P = 0.002, Fig. 2h),
while the association of the loss of annexin A2 expression
with DM was nearly statstically significant (P = (06,
Fig. 2c). In multivariate analysis, the only parameter sig-
nificantly associated with ahigher risk of DM wasthe loss of
E-cadherin expression (HR = 265, 95 % CT | 34-5.22;
P = 0.005). The combination of both the loss of E-cadhe in
and annexin A2 expression was not superion to the loss of
E-cadherin expression alone in predicting DM (HRE = 23,
95 % CT 1.25-421; P = Q0T).

Discussion

Metastasis remains & major cause of mormlity in patients
with HMSOC. Patients with metastafic disease have
crtremely poor prognosis and limited treament options. It
wauld be of great inerest to identify the subset of patients
whao are at high risk of DM to target them with adjuyant
treatments like chemotherapy. The lack of accurate and
reliable predictors of DM often prevents the wse of dif-
ferent therapewtc strategies, thus highlighting e impor-
tance of defining risk factors for DM in these patients. We
hypothesized that specific pattems of protein expression in
the primary twmor may be reguired to promoie 2 meta-
static phenotype in HWSCOC and these key proteins cowld
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Fig. | Regresentative examples of positive and negative expression
for the protan markers testied. a, b Cortacting ¢, d FAK: e, 1 p AKT;

represent useful biomarkers to identify patients at high risk
of developing DM. On this basis, we selected for analysis a
panel of proteins known o paticipate in various cellular
processes potentially implicated in the metastatic dissem-
ination: cell adhesion (E-cadherin, annexin A2), invasion
and migration (conactin, FAK), apoptosis (pS3) and pro-
liferation (EGFR, p-AKT). From the proteins studied, only
one of them (E-cadherin loss) was significantly associated
with metastatizing tumors and another protein marker
{annexin A2) showed a near-statistical association.

anshaody ); 0, p E-Cadherin (BD): q, r pl20; s f-aatenim membmnons;
t fcatemin mclex. Osginal magnification =100

An intact E-cadherin-catenin complex is required for
maintenance of nommal intercellular adhesion. According to
this, several groups have proposed that E-cadherin func-
tions as an invasion suppressor molecule in carcinomas
and such that its loss facilitaies or enhances the invasion of
adjacent normal tissues [16). Vanous data support this
hypothesis. In vitro smdies have shown that human cancer
cell lines with an epithelioid, differentiated morphology
express E-cadherin and are generally non-invasive,
whereas cancer cells with a fibroblast-like morphology
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Tahle 3 Rebfiomhip hetween

) . . Protein ex dom Tomal cases Dristant Mo distam F vale*
FMHLTHmn and distam e metasiaghs @S metas iasis canes
Coriactin 056
Mone weak M 21 1%
Modaatesrong 47 b 25
FAK 047
Mone weak | 10 14
Moderaiesrong i} 33 30
EGFR sl
Below the madian 57 26 31
Ahove the medisn 3 17 14
Ammexin A2 0052
Lems 10 % =ik 42 26 16
More 10 % celk 43 17 26
AKT e
Lems 10 % =lk 42 19 23
More 10 % cells 4 21 19
PS5 056
Lemz 10 % =lk T 0 17
More 10 % cells 50 24 26
E-cadherin {Didka) 0057
Lems 10 % =lk 25 17 kS
More 10 % cells a3 27 36
E-cadherin (B} 0aza
Lems 10 % el 17 13 4
More 10 % cells T 31 40
[ecatenin {musmibran o 0317
Lemz 10 % =lk | 13 B
More 10 % cells &7 31 36
fecatenin {maclear) IECE]
Less 109 ek ™ I8 41
More 106 =ik a i 3
For some markers not all ghe pl20 143
ey oyslmshin den o Less 10 % cells 14 10 4
fechmical reomsons
More 10 % cells ™ 34 40

* (Chi sqmare fest

aften show lack of E-cadherin expression and invasive
phemotype [ 7). The loss of E-cadherin ex pression has been
associated with the EMT. Even though the exact mle of
EMT intumor progression is stll under debae, EMT is yet
thought to be particulary important in cancers with single
cell migration and early dissemination of twmor cells [1E].
In addition, ahnormal expression of E-cadherin has been
cormelated with invasiveness and metastasizs in several
human carcinomas [19-23). In the context of HNSCC, it
has been previously demonsrated a comelation between
redwoed E-cadherin expression, aggressive behavior and
sl metstases [24-27). Funthemmore, a recent study also
described an association between the loss of E-cadhenn
cxpression and increased risk of DM in a heterogeneows
goup of 26 HNSOCD patients [12]. Ouwr resuls confirm

'ﬂ Springer

these findings using a large and well-halanced group of
patients, carefully selectad to avoid the infAwence of clini-
copathological nsk factors (especially W clasification) in
the development of memstasiz, These resulis indicaie duat
the determination of E-cadherin expression in the primary
tumar oould be useful in clinical practice as a biomarker to
predict the metastatic potential in individual patients with
HKSCOC.

Annexin A2 forms a 36 kDa mukifunctional protein
capahle of hinding acidic phospholipids and actin with
significant affinity. As a signaling molecule, annexin A2 is
known i be involved in membrane trafficking and fusion
affecting cell adhesion and migration [28, 29). Cument
understnding about the physiclogical mles of annexin A2
in cell membrane morphology, adhesion and migraton has
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prompied new fncus on its imporzanee inthe fomation and
remadeling of epithelial tissue bamries. Annexin A2 exists
as & monomer in the cytoplasm, or as a heterobetramer
{AXM) complexed with the S100A1D (pll light chain,
therehy resuling in its association with the plasma mem-
brame [3]. The Al hotemteramer complex may be
invobed in the formation of E-cadherin—based adhemrns
junctions in epithelial cells [29). The stabilization of
membrane micro-domain organization by interaction with
the underlying actin cytoskeleton appears to he regulaied
by annexin A2 [31], which iz recruited to actin-rich
memhbrane areas characterized by high cholesenl and
phosphatidylinositol-{4 5)-bisphosphate content. Thus, the
loss of mmexin A2 expression could also be associaied
with an EMT phenotype, and consequently with metastatic
dissemination. In good agreement with these data, we have
previously reponed that the loss of annexin A2 expression
iz found frequendy in laryngeal and oral sguamous cell
carcinomas, associated with poorly differentiated tumors
and presence of nodal metastasis [32, 33

Coondinated regulaton of the actin cyiskelaton is
cenral to cell motility, invasion and metastasis. Multiple
proteing have been implicated in cancer cell motility and
invasion, including cortactin and FAK [34]. Overexpnes-
sion of these proteine has boen comelaed with a mone
aggressive clinical course and noddal metastasis [15, 346].
However, in the present study we did ot find an associa-
tion with DM. In addition, we have previously described
that overexpression of conactin and FAK is freguent in
laryngeal and oral premalignancies, and more importantly
overespression of both proteing predicts malignant trans-
formation [37, 18], Aliogether, these resulis indicate dhat
comactin and FAK might be implicated in koco-regional
invasion but mot in metastatic disseminsation.

Previous studies indicate that BGFR signaling pathways,
including PIE3AET pathway, can regulate the expression of
proizing involved in EMT insevweral tumor types [39—41]. In
addiion, EGFR overexpression has been relaed o mone
aggressive tumaor behavior and cormelaed with poor progeosis
in HNSOC patients [42, 43]. AKT activation (phosphory la-
tion) has alsp boen associaied with mone aggressive clinical
course intongue carcinmmas [44]. In the present stdy, how-
ever, neither BEGFR aoverexpression nor p-AKT significandy
comelated with the development of DM. Furthermore, no
asapciations were observed bemwesn te expression of

& Springer

281 Pel.06 E-cadherin and EGFR or p- AKT. Therefone, the suggested
- . . i a0 i o asanciation of an acivaied EGFR signaling pathway with
Elanthn after disgrisi EMT phe neoity pe could not be confimed in owr HRSCC series
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In conclusion, our resuls indicate that the loss of epi-
thelial adhesion seems to play a central role inthe develop-
ment of metztasie in HMSCC. The immmvnsohi stoc henical
capression analysis of proteins involved in cell adhesion,
such as E-cadherin could be a wseful tonl to evaluste the
metastatic potential of the se carcinomas. This determi nation
could be easily and routinely performed on standand paraffin-
embeddod pathology spacimens, making feasible the inclu-
sion of this molscwlar marker in te diagnestic work -wp amd
reatment planning of these mmors. Nevertheless, these
realis will reguire confirmation in large patient cohonts and
independent validation studies.
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