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1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABEZA Y CUELLO  

1.1.1 Epidemiología 

 El carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC) es el sexto tumor más frecuente 

en el mundo1, cada año se diagnostican aproximadamente medio millón de nuevos casos de 

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

 La mayoría de los tumores de cabeza y cuello se originan en las vías aerodigestivas 

superiores (VAS), siendo el órgano más 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 localización supraglótica (70%), mientras que los glóticos son menos 

frecuentes (30%) y los subglóticos 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 años, aunque la edad de aparición en laringe y faringe disminuye en pacientes 

inmunodeprimidos2. 

1.1.2 Etiología 

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

relacionados con su aparición. 

 El consumo de tabaco presenta una más que demostrada relación 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 tabaquismo3.  

 El virus del papiloma humano (VPH) se ha relacionado con el desarrollo de tumores 

malignos orofaríngeos siendo los isotipos más comunes en CECC 16 y 184. La integración del 

ADN vírico en las células epiteliales produce la sobrexpresión de las proteínas E6 y E7 que 

inactivan los genes supresores p53 y Rb y favorece la progresión maligna5.  

 El CECC no se considera un tumor hereditario, aunque sí se han observado antecedentes 

familiares en casi el 50% de los casos, sobre todo en asociación a neoplasias pulmonares. Esta 

predisposición se relaciona con una mayor susceptibilidad a los carcinógenos ambientales al 

tener reducida su capacidad genética para reparar el ADN. 

1.1.3 Clínica y diagnóstico 

 La clínica es muy variada y depende de la localización del tumor primario. Los tumores 

glóticos se manifiestan de forma precoz por disfonía, por lo que su detección se realiza en fases 

tempranas con escaso número de metástasis ganglionares (<20%); sin embargo los tumores 

faríngeos y supraglóticos presentan una clínica inespecífica, por lo que su detección se retrasa 

en el tiempo y muchos ya presentan metástasis ganglionares en el momento diagnóstico (50%-

70%). 

 El diagnóstico se basa en la inspección por visión directa o fibroendoscopio y mediante 

palpación cervical, complementándose con pruebas de imagen (TAC, RMN, PET) que permiten 

conocer la extensión tumoral e identificar la presencia de adenopatías sospechosas. 
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 El estudio histopatológico es imprescindible para el diagnóstico definitivo, ya que 

permite conocer la estirpe y planificar el tratamiento. Se obtiene mediante biopsias del tumor 

primario o PAAF dirigida a la adenopatía metastásica, y según el grado de diferenciación, 

pleomorfismo y actividad mitótica 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 múltiples sistemas de clasificación 

histopatológica, pero en todos ellos se comprueba que tumores similares tienen distinta 

evolución clínica, por lo que de modo permanente se intenta validar nuevos modelos más 

precisos y fiables6. 

1.1.4 Estadificación 

 El sistema TNM se utiliza como clasificación uniforme y consensuada de los CECC, se 

basa en el tamaño (T) y extensión tumoral, la presencia de adenopatías (N) y metástasis a 

distancia (M)7; es muy útil para estandarizar resultados terapéuticos y comparar estudios. Sin 

embargo se basa únicamente en información anatómica, y está limitado para establecer el 

resultado y pronóstico individual del paciente, pues no contempla valores como la respuesta 

inmunitaria, agresividad intrínseca del tumor, estado general del paciente, etc. Se estudia 

incluir nuevos criterios, factores biológicos y ambientales que permitan mejorar el poder 

predictivo de TNM8. 

1.1.5 Tratamiento 

 La cirugía es el método terapéutico de elección en la mayoría de los CECC, tanto del 

tumor como de las metástasis ganglionares. La resección del tumor se realiza con márgenes 
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amplios para conseguir unos márgenes libres, lo cual reduce el porcentaje de recidiva local. 

Debido al elevado número de metástasis ocultas clínicamente pero presentes en el estudio 

histopatológico (una media de 15-20%, con gran variación según la localización) es frecuente 

realizar un vaciamiento cervico-ganglionar profiláctico de tipo selectivo. Una manera de indicar 

el vaciamiento de forma personalizada sería mediante la técnica del ganglio centinela, tan 

utilizado en tumores de otras localizaciones; sin embargo la mayoría de los CECC no son 

susceptibles de esta técnica y sólo zonas muy accesibles como la cavidad oral se benefician 

actualmente de su empleo9. 

 La radioterapia se utiliza de modo radical en tumores T1 y T2 de cavidad oral, faringe y 

laringe; y de modo complementario a la cirugía cuando existen bordes afectados o dudosos, 

metástasis ganglionares (N2+) o rotura capsular.  

 La quimioterapia tiene interés, en combinación con la radioterapia, en los protocolos 

de conservación de órgano, que se presentan ante pacientes muy seleccionados como 

alternativa a la cirugía en grandes tumores que precisan técnicas muy agresivas y en los 

pacientes con importante diseminación metastásica. Estas terapéuticas no quirúrgicas están 

obteniendo muy buenos resultados10, e incluso algunos han demostrado reducir el desarrollo 

de metástasis a distancia (MD)11, pero tienen asociados importantes efectos secundarios, que 

incluso limitan el perfil de paciente seleccionado, que precisa de un estadio clínico y analítico 

adecuado para soportar el tratamiento. 

 En los últimos años y gracias a un mayor conocimiento de la biología molecular de los 

CECC se ha introducido la terapia con fármacos biológicos, tipo anticuerpos monoclonales e 

inhibidores tirosinquinasas. El uso de estos fármacos, en combinación 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 global12. 

1.1.6 Pronóstico  

 A pesar de los avances en diagnóstico y tratamiento de las últimas décadas, la 

supervivencia de los pacientes afectados de CECC no ha experimentado grandes cambios. La 

mayoría de las defunciones se deben a recidivas regionales durante los primeros años. También 

es frecuente la aparición de segundos tumores sincrónicos o metacrónicos en VAS, esófago o 

pulmón (10-40%). Otra importante causa de muerte se asocia al pobre control en el desarrollo 

de enfermedad metastásica a distancia. Las MD ocurren en el 10-20% de los pacientes con 

CECC13 14; y se cree que esta incidencia aumentará en el futuro15. 

 Aunque las nuevas técnicas diagnósticas han mejorado la detección de las metástasis 

en la evaluación inicial; estas aparecen durante el seguimiento de los pacientes. El 50% de las 

MD se detectan clínicamente en los primeros nueve meses de tratamiento; y el 80% dentro de 

los primeros dos años16.   

 La aparición de MD implica importantes consecuencias para el paciente, ya que 

empobrece mucho la supervivencia, y será necesario la combinación 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 características clínico-patológicas que se relacionan con 

mayor o menor incidencia de MD. Los factores de riesgo más comúnmente identificados son: 

localización primaria, estadio avanzado, edad joven, y sobre todo, la presencia de adenopatías 
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y la extensión extracapsular17 18 19 20; en pacientes con múltiples adenopatías metastásica, 

especialmente más de 3 y bilaterales, el riesgo de desarrollar MD es mayor al 50%21 22. Pero 

estos factores clínicos han demostrado ser poco precisos y eficaces para evaluar el riesgo de 

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

1.2 CARCINOGÉNESIS 

 El desarrollo carcinogénico es un proceso multietapa en que la célula va acumulando 

mutaciones para adquirir las funciones biológicas necesarias para promover el crecimiento y 

desarrollo tumoral. 

 Clásicamente se describen seis funciones biológicas adquiridas durante varios pasos23 

(Figura 1):  

•  Mantenimiento de las señales de proliferación 

 • Bloqueo de señales supresoras 

 • Resistencia a la apoptosis 

 • Inmortalidad replicativa 

 • Inducción de angiogénesis 

 • Activación de invasión y metástasis 
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 Y durante la última década este modelo se ha revisado añadiendo otras características 

emergentes24 (Figura 2):  

 • Evasión de la respuesta inmunológica 

 • Reprogramación del metabolismo energético 

 • Inestabilidad genómica 

 • Activación de fenómenos inflamatorios 

 

 

 Figura 1: Capacidades biológicas clásicas de las células tumorales                (Hanahan 

D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000 ; 100:57-70) 
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Figura 2: Capacidades biológicas emergentes de las células tumorales                                       
(Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011; 144:646-74) 

 

1.2.1 INVASIÓN Y METÁSTASIS 

 Actualmente más del 95% de las muertes por cáncer se producen por sus metástasis. 

En comparación con la alta frecuencia de MD en otros tumores malignos como pulmón, mama, 

páncreas, riñón o estómago, la incidencia de MD en pacientes con CECC es relativamente baja, 

entre el 4 –20% según series. La mayoría de las metástasis ocurren dentro de los dos primeros 

años desde el momento del diagnóstico, y tras su desarrollo la probabilidad de curación es muy 

baja y la supervivencia disminuye drásticamente, incluso con diagnóstico precoz. 

 La capacidad de identificar pacientes con alto riesgo para el desarrollo de MD, permitiría 

dirigirse a ellos con tratamientos adyuvantes como radioterapia o quimioterapia, o una mayor 

agresividad terapéutica justificada. 
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 Existen tres modelos de explicación del desarrollo de metástasis:  

• Modelo de progresión: como consecuencia del acúmulo del daño las células 

adquieren la capacidad de metastatizar. 

• Modelo de iniciación: Desde el principio y según el tipo de daño inicial, un tumor 

tiene potencial metastásico o no.  

• Modelo de predisposición: Son las características del paciente las que llevan a tener 

metástasis o no.  

 Según modelos, hay que considerar las metástasis como proceso tardío y raro en la 

evolución tumoral, o un acontecimiento temprano mostrado por la totalidad de las células del 

tumor25. Así los tumores podrían clasificarse por grupos de acuerdo a su expresión génica: los 

que no metastatizan o los que sí. Existe un modelo intermedio, según el cual hay alteraciones 

oncogénicas desde el principio, pero la población celular no es homogénea, con distintos 

patrones de expresión que hacen que el tumor tenga preferencia por unos u otros tejidos26.  

 La sobrexpresión de un único gen no es suficiente para causar metástasis. Para alcanzar 

el “fenotipo metastásico” se debe producir la alteración de una serie de genes (pérdida de 

función de genes supresores y activación de proto-oncogenes), los cuales a su vez producen 

cambios en la expresión 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 diagnóstico, ya que será necesario más de un marcador para valorar el 

riesgo individual, como el tratamiento, ya que una sola molécula que bloquee una sola vía no 

será suficiente para impedir las metástasis.  
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1.2.1.1 MODELO DE PROGRESIÓN: 

 Es el modelo más aceptado, un proceso de carcinogénesis en varias etapas, que 

requiere una serie de cambios biológicos celulares en cascada para que ocurra la invasión y 

posterior metástasis24 27 (Figura 3): 

 Invasión local 

 Intravasación de las células a sangre y vasos linfáticos cercanos 

 Circulación por el sistema linfático y hematógeno 

 Extravasación de las células al parénquima en tejidos distantes 

 Pequeños nódulos de células cancerosas (Micrometástasis) 

 Crecimiento de la lesión 

 Para llevar a cabo cada una de estas etapas la célula debe adquirir capacidades nuevas 

como: degradación de la membrana basal, pérdida de la adhesión celular, migración, 

linfangiogénesis y la capacidad de sobrevivir en el nuevo ambiente metastásico. Además, 

algunas de estas habilidades deben ir cambiando con el tiempo, por ejemplo, la adhesión 

celular debe disminuir para permitir a la célula migrar, pero necesita incrementarse de nuevo 

para colonizar el órgano diana. 
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Figura 1: Etapas del desarrollo de metástasis  

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

2. Adquisición de propiedades invasivas que permiten al tumor degradar la matriz 
extracelular y el activar el fenómeno de transición epitelio-mesénquima. 

3. Cambios en las propiedades de invasión y migración permiten al tumor penetrar en el vaso 
y entrar en la circulación, formando un embolo tumoral.  

4. Las nuevas capacidades de invasión permiten a la célula tumoral la adhesión a la 
membrana basal del nuevo tejido y la extravasación hacia la localización secundaria.  

5. Depósito metastásico, crecimiento y supervivencia del tumor en la localización secundaria 

 De tal modo que, conociendo las mutaciones genéticas relacionadas con cada uno de 

estos pasos, y los cambios en la expresión proteica que éstos producen, que se pueden conocer 

mediante técnicas de laboratorio, se podría predecir y seleccionar aquellos tumores con mayor 

riesgo metastásico, y realizar un tratamiento directamente proporcional al riesgo, combinando 

modalidades terapéuticas. 
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1.2.1.2 MODELO DE “STEM CELL”  

 Esta hipótesis se basa en la premisa de que la formación de tumores, el crecimiento y 

metástasis son dependientes de una subpoblación distinta de células cancerosas. Las primeras 

“Cancer Stem Cell” (CSC) fueron descritas en 1994 en leucemia28, y posteriormente se han 

identificado en carcinomas de mama, sistema nervioso central, mesénquima, 

gastrointestinales, páncreas, próstata, y cabeza y cuello. 

 Esta teoría se apoya en tres puntos clave29: 

 - Sólo una minoría de células de cada tumor está dotada de potencial 

carcinogénico cuando se trasplanta a ratones inmunodeficientes 

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

permite aislarlas mediante citometría de flujo 

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

completa del tumor primario. 

 Las células madre normales y las CSC comparten ciertas características como la 

autorenovación, la quiescencia, la multipotencialidad y la resistencia a fármacos; pero las CSC 

poseen un descontrol proliferativo, y la capacidad de invadir y propagarse. Aún no está 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 progresión no es contradictorio con esta nueva hipótesis, pues 

las células madre son células de larga vida y por tanto con mayor capacidad de acumular las 

mutaciones necesarias para hacerlas carcinogénicas30. 
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 Algunos grupos de investigación defienden también el concepto de “ Stem cell 

Network”31, que defiende que las células madre están funcionalmente relacionadas con una 

región anatómica, que se define durante el desarrollo embrionario (en ocasiones no 

coincidente con la anatomía convencional), y cuyo tamaño es inversamente proporcional al 

grado de complejidad morfológica o funcional del tejido; y dentro de la misma zona existirían 

marcadores comunes para las células madre que las permiten migrar de un lugar a otro. Bajo 

esta hipótesis se explican algunos fenómenos característicos de los CECC, difíciles de explicar 

de modo clásico, como que tumores de gran tamaño de pared posterior de hipofaringe no 

invaden el seno piriforme contiguo, o la ausencia de beneficio de programas de detección 

precoz en fumadores o bebedores. 

1.3 BIOMARCADORES EN CECC 

 Los marcadores moleculares podrán ser útiles en múltiples objetivos en la práctica 

clínica como la detección temprana de los CECC, por ejemplo el enjuague bucal para detectar 

CD44 soluble mediante ELISA;  bioquimioprevención, por ejemplo los retinoides; pero sobre 

todo, para la evaluación del riesgo y estadificación molecular. 

 La mayoría de los diagnósticos de CECC se realizan en estadios de enfermedad 

localmente avanzada, por lo que el tratamiento con intención curativa requiere un enfoque 

multidisciplinar, obteniendo tasas de curación aceptables pero que conllevan importante 

toxicidad a corto y largo plazo. 

 



 Marcadores moleculares de metástasis a distancia 

 

20 Patricia Martínez González | Dpto. Cirugía y Especialidades Médico-Quirúrgicas 

  
 

 De ahí, que existe gran interés en la correcta selección de pacientes, para evitar 

tratamientos innecesarios. Adaptar el tratamiento según el perfil genético y molecular de un 

tumor en cada paciente individualmente, permitiría mejorar la supervivencia, complicaciones 

y evitar intervenciones innecesarias; por ejemplo, en los cuellos clínicamente N0, determinar 

los pacientes con alto riesgo de metástasis ganglionares ocultas y realizar un vaciamiento 

selectivo sólo en éstos; o como es el objetivo de este estudio, determinar qué pacientes 

presentan alto riesgo de desarrollar MD y será beneficioso el tratamiento sistémico; evitando 

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

1.3.1 Biomarcadores de metástasis en los CECC 

 La identificación de marcadores biológicos útiles clinicamente en los CECC no está tan 

bien definida como en otros tumores, como cáncer de mama o cáncer de pulmón, que nos han 

acercado a una medicina más personalizada. 

 Hay un número creciente de marcadores moleculares que potencialmente podrían 

utilizarse en los CECC. La mayoría de los estudios correlacionan la expresión de estas proteínas, 

determinado mediante inmunohistoquímica (IHQ), con la presencia metástasis linfáticas32 pero 

son muy escasos los artículos centrados en la correlación de la expresión proteica con el 

desarrollo de MD. 

 Para el presente estudio se seleccionaron algunas proteínas cuya alteración de su 

función, por pérdida o por exceso, es clave en la cascada metastásica: 
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1. Proteínas relacionadas con la pérdida de adhesión celular:  

 

 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 glicoproteína trasmembrana que establece interacciones 

homofílicas calcio dependientes con las moléculas de la célula contigua. 

Su dominio citoplasmático se une a los miembros de la familia de las 

proteínas cateninas33. La expresión de E-cadherina o su localización en 

la superficie celular a menudo se pierde en los tumores avanzados y se 

ha relacionado en algunos casos a una mayor incidencia de metástasis y 

recurrencia tumoral. 

 

  β – catenina y p-120 catenina: Interaccionan con el dominio 

citoplasmático de E-cadherina para unir el complejo multiproteina con 

el citoesqueleto de actina a través de α-catenina (Figura 4). La unión de 

β – catenina se produce poco después de la síntesis de E-cadherina y 

actúa con trasporte de ésta a la membrana plasmática34; por el contrario 

la labor de p-120 es estabilizar los niveles de E-cadherina en la superficie 

celular controlando el tráfico a través de la membrana35. La disminución 

en la expresión de estas cateninas se ha encontrado en diferentes tipos 

tumorales asociada con mal pronóstico, ya sea relacionado a la pérdida 

E-cadherina o de modo independiente. 
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 Anexina A2: De la familia de las Anexinas, se caracteriza por su capacidad 

de unión a fosfolípidos en presencia de iones calcio. Se localiza como 

monómero libre en el citoplasma, en asociación con membranas 

intracelulares o en conexión con la cara externa de la membrana 

plasmática. Está implicada en múltiples funciones celulares fisiológicas36, 

por lo que su alteración también se ha relacionado con muchas 

patologías, entre ellas en la progresión tumoral, en los procesos de 

migración, invasión, adhesión y angiogénesis, tanto por defecto como 

por exceso de expresión. 

 

Figura 4: Complejo E-cadherina – Cateninas en la superficie de las células epiteliales  

(Canel M. et al. E-cadherin-integrin crosstalk in cancer invasion and metastasis. J Cell Sci. 2013 Jan 15;126 :393-401) 

2. Proteínas relacionadas con el aumento de la motilidad y la invasión: Son las proteínas 

encargadas de la regulación del citoesqueleto de actina. 

 

 Quinasa de adhesión focal (FAK): Receptor tirosin-quinasa citoplasmático, es 

considerado el mediador central de la familia de las integrinas, lo que permite 

el acoplamiento de éstas al citoesqueleto y la regulación de la migración celular. 

Pero en sus múltiples dominios, también interacciona con otras moléculas como 
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las metaloproteasas (MMP), por lo que participa en la degradación de la matriz 

extracelular; o en procesos de proliferación, angiogénesis a través de EGFR, p53, 

PI3K, VEGFR, etc. Los tejidos normales tienen baja expresión de FAK, mientras 

que los tumores primarios y metastásico sobreexpresan significativamente esta 

proteína. Datos previos del grupo ya demostraron FAK como marcador de 

metástasis ganglionares37 y regulador de la invasión celular38. 

 

 Cortactina: Proteína citoplasmática presente en todos los tipos celulares, tras 

activarse mediante la fosforilación, se une y estabiliza el complejo Arp 2/3 

preexistente en los filamentos de actina ramificados dinámicos que se sitúan 

polarizados en la periferia de célula, permitiendo la migración celular, formación 

de lamelipodia e invadiopodia39. Cortactina se sobreexpresa en muchos tipos de 

cánceres humanos, lo más frecuente en asociación a la amplificación de la 

región cromosómica 11q13, que ocurre en el 30%-40% de los CECC, y se 

correlaciona con mal pronóstico del paciente, y disminución de la 

supervivencia40. En un estudio prospectivo realizado en nuestro grupo se 

demostró que tanto la expresión como la amplificación del número de copias 

génicas se asocian con invasión loco-regional y presencia de metástasis 

ganglionares41. Más recientemente hemos sido pioneros demostrando el papel 

de Cortactina en etapas tempranas de la carcinogénesis y su potencial como 

marcador de riesgo de cáncer42. 
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 AMAP1: Es una proteína efectora con actividad GTPasa que se une a los sitios de 

activación de Arf6 en la membrana y en las vesículas citoplasmáticas cuando se 

activa por EGF, y el conjunto participa en fenómenos de invadopia43. La 

sobreexpresión de AMAP1 se ha detectado en cáncer con patrón de alta 

agresividad y alteración de la vía EGFR-GEP100-Arf6-AMAP1-Cortactina en los 

CECC como marcador de mal pronóstico44. 

 

3. Proteínas relacionadas con la proliferación y el control del ciclo celular: 

 

 EGFR: Receptor del factor de crecimiento epitelial, es una tirosin-quinasa 

miembro de la familia ErbB, que trasmite señales de crecimiento cuando es 

estimulado por alguno de sus ligandos (TGFα o EGF). En los tejidos sanos la 

disponibilidad de ligandos está estrictamente regulada para asegurar que la 

proliferación celular coincida con los requisitos necesarios de los tejidos, pero 

en el cáncer EGFR se mantiene estimulada de manera perpetua, o por una 

sobreproducción de ligandos en el microambiente del tumor o por una 

mutación del propio EGFR que lo mantiene  constitutivamente activo. El 

aumento de su actividad incrementa el crecimiento tumoral, la invasión y 

metástasis45; la expresión aberrante de EGFR en los tumores produce un 

fenotipo más agresivo. Por su implicación general en la carcinogénesis EGFR se 

ha convertido en una de las principales dianas terapéuticas en CECC y otros 

cánceres.  
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 AKT: También denominada protein-quinasa B (PKB), funciona como molécula de 

señalización intermedia que regula la supervivencia celular, proliferación e 

invasión, así como el metabolismo de la glucosa y la angiogénesis. Muchas 

investigaciones implican la desregulación de AKT en tumores sólidos, tumores 

hematológicos e incluso en síndromes de predisposición al cáncer de herencia 

dominante46. AKT interacciona con múltiples moléculas, pero es conocido por 

ser componente central de la vía de señalización EGFR-PI3K-AKT-mTOR, que 

controla el crecimiento celular mediante la regulación de la biogénesis 

ribosomal y la traducción del ARNm47. Resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio demuestran que esta vía es una de las más frecuentemente 

alteradas en CECC48. Además AKT puede promover la transición epitelio- 

mesénquima (EMT) e inducir la invasión y metástasis por la secreción de 

metaloproteasas de la matriz49. 

 

 Proteína p16: Codificada por el gen supresor de tumores CDKN2A localizado en 

el cromosoma 9p21, reduce la tasa del ciclo celular mediante la inactivación de 

complejos específicos de quinasa dependientes de proteínas ciclina, como CDK4 

y CDK6. Las CDK fosforilan la proteína del retinoblastoma (pRb), lo que resulta 

en un cambio conformacional que conduce a la progresión del ciclo celular. La 

inactivación de cualquiera de ambas proteínas, p16 o pRb, permite a la célula 

entrar en fase S después de sólo una pausa en el punto de control G150. En los 

CECC relacionados con el tabaco generalmente exite una pérdida de expresión 

por hipermetilación, sin embargo en los relacionados con el VPH la expresión de 
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p16 se halla aumentado por pérdida de la regulación negativa de pRb. Cambios 

en la expresión de p16 determinan importante valor pronóstico51. 

 

 P53: Aproximadamente la mitad de los CECC tienen mutaciones en el gen 

supresor de tumores TP53, situado en el cromosoma 17p13. Desde hace años 

se conoce su papel en la regulación del ciclo celular; su principal función es la 

detención del ciclo celular en G1 en caso de daño en el ADN para intentar la 

reparación y si el daño no puede ser reparado dirigir la célula a la apoptosis o la 

senescencia. Actualmente algunos estudios han relacionado la pérdida de 

expresión de p53 como promotor de la invasión y migración de las células 

tumorales, fundamentalmente por mutaciones de p53 con capacidad para 

inhibir otras proteínas de la misma familia, como p63 y p7352. 

 

 HERG1: Es la versión humana de ERG, una de las subunidades que comprende 

la familia EAG de canales de potasio dependientes de voltaje53. En los últimos 

años se ha demostrado la importancia de los canales de potasio en relación a 

múltiples patologías54; entre ellas, el desarrollo y progresión del cáncer, ya que 

promueve la proliferación celular y la invasividad; además de controlar cascadas 

de señalización intracelular. Nuestro grupo ha sido pionero demostrando el 

papel de HERG1 en el inicio y progresión tumoral en CECC. Su expresión se 

asocia con agresividad tumoral (metástasis ganglionares, recurrencias) y menor 

supervivencia55.  
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2.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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 Asumiendo que el fenómeno metastásico 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 permitiría identificar biomarcadores en el tumor primario que 

indicasen el mayor o menor riesgo de desarrollar metástasis a distancia. Esto permitiría una 

selección más 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 expresión 

proteica de varias moléculas implicadas en etapas claves del proceso metastásico, posibles 

biomarcadores de alto riesgo de desarrollo de metástasis a distancia en los carcinomas 

epidermoides de laringe e hipofaringe. Esto se desarrollará en los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Estudio de la expresión de las proteínas E-cadherina, β – 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 metástasis a distancia. 

2. Análisis de la expresión de las proteínas estudiadas en relación con el desarrollo de 

metástasis a distancia. 

3. Identificación de un perfil de expresión proteica indicativo de un mayor riesgo de 

metástasis a distancia. 
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3.  MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 Selección de pacientes  

 Se planteó un estudio de casos y controles retrospectivo, seleccionando un grupo de 

pacientes que desarrollaron MD durante el seguimiento (casos), y comparándolo con otro libre 

de metástasis durante un mínimo de 3 años (controles). 

 Los criterios básicos de inclusión en el estudio fueron: pacientes diagnosticados de 

carcinoma epidermoide de hipofaringe y de laringe en estadio IV (según la clasificación TNM 

recomendada por la "International Union Against Cancer" en su 7ª edición de 2010), tratados 

quirúrgicamente, y con márgenes 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 años (rango 36-80 

años) y con la distribución de las características clinicopatológicas que se recoge en la Tabla 1. 

En la selección del grupo control se procuró que fuese similar en características al grupo casos, 

prestándose especial atención a la clasificación N, pues es la característica patológica que más 

influencia tiene en el desarrollo de MD. 

 El Comité de Ética del Hospital Universitario Central de Asturias aprobó 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 año, 
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cada 3 meses hasta el tercer año y posteriormente una revisión cada 6 meses. En las revisiones 

se les realizaba una exploración física, y radiografía de tórax, realizándose otras pruebas como 

ecografía hepática, TC o RMN según la situación clínica del paciente. 

 Ante la sospecha de lesión tumoral en diferente localización, si era posible, se 

recogieron muestras histológicas para estudio anatomopatológico. Definiendo como MD 

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

Tabla 1: Distribución las variables clínico- patológicas de los pacientes  

  Características 

Histopatológicas 

Grupo CASOS 

(MD) 

Grupo CONTROL 

(No MD) 

 

p<0,05 

Localización 

Hipofaringe 

Laringe 

 

31 (70%) 

13 (30%) 

 

24 (54%) 

20 (64%) 

 

0,19 

Clasificación T 

T1-T2 

T3 

T4 

 

8 (18%) 

15 (34%) 

21 (47%) 

 

11 (25%) 

9 (20%) 

24 (55%) 

 

 

0,34 

Clasificación N 

N0 

N1-3 

 

5 (11%) 

39 (89%) 

 

6 (14%) 

38 (86%) 

 

0,9 

Clasificación G 

G1 

G2 

G3 

 

6 (14%) 

22 (50%) 

16 (36%) 

 

12 (27%) 

20 (46%) 

12 (27%) 

 

 

0,26 
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3.2 Elaboración de matrices de tejido ("Tissue Arrays") 

 Con el soporte técnico de la Unidad de Apoyo de Anatomía Patológica del IUOPA se 

elaboraron matrices de tejido ("tissue arrays") a partir de bloques de tejido parafinado de la 

serie de 88 carcinomas epidermoides faringolaríngeos. Para ello, a partir de tinciones simples 

de hematoxilina-eosina sobre cortes completos de cada bloque de tejido parafinado, se 

seleccionaron las áreas más representativas del tumor. Los "tissue arrays" se construyeron 

tomando tres cilindros (1 mm de diámetro) 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 incluía muestras de epitelio sano. El análisis 

inmunohistoquímico se realizó en secciones seriadas de 3 micras y el resultado de la 

cuantificación fue el promedio de la tinción observada en las tres áreas representativas de cada 

tumor.  

3.3 Análisis Inmunohistoquímico 

 Secciones seriadas de 3 µm 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 continuación se llevó a cabo el desenmascaramiento de los 

antígenos utilizando: solución 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 solución EnVision FlexRetrieval 

(Dako) a pH alto (pH 9.0) para el resto de proteinas. La tinción de las secciones se realizó a 

temperatura ambiente en una estación 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 visualización el kit EnVision Flex+ (Dako).  Como último paso se contrasta la 

preparación mediante hematoxilina durante 8 minutos. Después de la tinción, las 

preparaciones fueron deshidratadas mediante alcoholes de graduación ascendente según el 

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

Tabla 2: Anticuerpos y diluciones utilizados en el análisis inmunohistoquímico 

PROTEINA Anticuerpo primario (casa comercial) Dilución 

EGFR PharmDx kit (Dako) Prediluido 

p53 Monoclonal de ratón Clon DO-7 (Dako) 1:10 

Cortactina Monoclonal de ratón Clon 30 (BD 

Biosciences Pharmingen) 

1:200 

ANXA2 Monoclonal de ratón Clon 5 (BD 

Biosciences Pharmingen) 

1:450 

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

Ig de ratón G2a (BD Biosciences) 1:4000 

β – catenina (nuclear/ 

membranosa) 

Ig de ratón G1 (BD Biosciences) 1:200 

p120 Ig de ratón G1 (BD Biosciences) 1:100 

FAK Monoclonal de ratón Clon 4.47 (Upstate 

Biotechnology) 

1:250 

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

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

p16 Anti- p16 INK4a humano (CINTEC) Prediluido 

HERG1 Policlonal de conejo pan (CT) (Enzo Life 

Sciences) 

1:200 
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 La inmunotinción fue valorada sin datos clínicos y de forma independiente por dos 

investigadores. Actualmente no existe ningún método validado para cuantificar e interpretar 

los resultados del análisis de la expresión proteica mediante IHQ en el caso de los marcadores 

seleccionados. 

 Dado que la expresión de Cortactina, AMAP1, FAK y HERG1 mostraba un patrón de 

distribución citoplasmático homogéneo, se empleó un sistema semicuantitativo para valorar la 

inmunotinción, en base a la intensidad de la tinción como negativa (0), débil (1+), moderada 

(2+) o intensa (3+). Posteriormente se dicotomizó en casos con expresión negativa (0/1) y casos 

positivos (2/3). 

 En p16 la escala de intensidad de tinción sólo constaba de 3 valores: negativo (0, 

ausencia de tinción), débil (1, tinción nuclear débil) e intenso (2, tinción nuclear y citoplasmática 

intensa en más del 75% de las células). 

 La expresión de EGFR se cuantificó en una escala de 0 a 4 según 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 tinción en una escala de 0 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 tinción, obteniendo valores entre 0 y 12 puntos. De modo 

final, una puntuación IRS por encima de la mediana (5 o superior) se consideró alta 

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

 Para p53, p-AKT, E-cadherina, β – catenina, p120 y ANXA2, se utilizó una escala 

semicuantitativa en función del porcentaje de células teñidas (0%, <10%, de 10 a 50%, >50%). 

En el caso de p53 se consideró valorable la tinción nuclear, en el de p-AKT la tinción 

citoplasmática, y en el resto a nivel de membrana. Para realizar el análisis estadístico, la 
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expresión se divide escogiendo como punto de corte el 10% de células teñidas. En el caso de β 

– catenina se cuantifico además la ausencia o presencia de tinción nuclear, considerándose 

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

resumen los criterios de cuantificación empleados. 

Tabla 3: Escalas de cuantificación de la expresión proteica mediante IHQ 

Proteína Escala de Cuantificación 

Cortactina Escala semicuantitativa según intensidad de 

tinción: 

0-negativa/ 1-debil 

2- moderada/3-intensa 

Expresión positiva: 2-3 

AMAP1 

FAK 

HERG1 

EGFR Escala según % células teñidas (0-4) 

Escala según % Intensidad de tinción (0-3) 

Escala: IRS (0-12) 

Expresión positiva: IRS>5 

p53  

Escala semicuantitativa según % células 

teñidas: 

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

Expresión positiva si >10% tinción 

p-AKT 

E- Cadherina 

β- catenina (nuclear/ membranosa) 

p120 

ANXA2  

p16 Escala semicuantitativa según intensidad de 

tinción : 

0-negativa/ 1-debil/ 2- intensa 

Expresión positiva: 2 
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3.4 Análisis estadístico 

 Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa estadístico SPSS 

versión 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL.). El test Chi-cuadrado ha sido utilizado para la comparación 

entre variables cualitativas (con la corrección de Yates cuando era preciso) y el test T-student 

para variables paramétricas continuas. 

 Para los análisis de los eventos en relación 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 logarítmicos. Para valorar el impacto relativo de las variables que resultaron 

significativas en el estudio univariante se realizó un estudio multivariante empleando los 

modelos de regresión de Cox. 

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

estadísticamente significativos. 
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4.  RESULTADOS 
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4.1 Expresión de las proteínas estudiadas en los 

carcinomas de hipofaringe y laringe 

 En el tejido tumoral, Cortactina, AMAP1 y FAK presentaron una tinción 

fundamentalmente citoplasmática, y de modo ocasional también en la membrana, de forma 

generalmente homogénea, mientras que en la mucosa sana faríngea la expresión de estas 

proteínas era débil en la capa basal y suprabasal y negativa en las capas superficiales más 

diferenciadas (Figura 5). Patrón inverso al mostrado por EGFR, con tinción fundamentalmente 

en membrana y de modo ocasional en citoplasma; en la mucosa normal esta proteína muestra 

una expresión débil en las células basales.  

 Las proteínas E- Cadherina, β- catenina, p120, y ANXA2 mostraron un patrón de tinción 

membranoso en las células tumorales, característicamente heterogéneo, mientras que en el 

epitelio normal estas proteínas se expresan en células de capas basales y suprabasales, con 

falta de tinción en capas más externas y diferenciadas (Figura 5). En el caso de la β- catenina, 

algunos tumores mostraban tinción nuclear, generalmente coincidente con una ausencia de 

tinción membranosa.  

 La proteína p53 presentó una tinción nuclear heterogénea en la masa tumoral, y no se 

expresaba en la mucosa faríngea normal; p-AKT mostraba una tinción citoplasmática también 

heterogénea, con ausencia de expresión en el epitelio normal (Figura 5); y p16 una tinción 

nuclear y citoplasmática en el tumor, mientras el epitelio normal mostraba una tinción nuclear 

débil en capas suprabasales.  
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Figura 5: Imágenes de IHQ representativas de la expresión positiva/ negativa de las proteínas 
estudiadas.  

PROTEINA MUCOSA NORMAL EXPRESIÓN POSITIVA EXPRESIÓN NEGATIVA 

CORTACTINA 

   

FAK 

   

E-CADHERINA 

(Dako Ac) 

   

ANXA2 
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β-CATENINA 

membranosa 

   

β-CATENINA 

nuclear 

   

p120 

   

p53 

 

 

   

EGFR 
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AMAP1 

   

p-AKT 

   

HERG1 

   

p16 

   

 

 La expresión de estas proteínas en los casos analizados fue dicotomizada según lo 

descrito previamente, y los resultados se muestran en la Tabla 5. Hay que tener en cuenta que 

para algunas proteínas no se dispone de resultados para todos los casos por problemas con la 

calidad de la tinción y/o integridad del tejido, por lo que fueron consideradas no valorables. 
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Tabla 5: Resultados de la expresión de las proteínas estudiadas en el total de la serie 

 

Expresión Proteica 

 

Total de eventos % de expresión 

Cortactina 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa 

 

39 

47 

 
 
45% 
 
55% 

FAK 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa  

 

24 

63 

 
 
28% 
 
72% 

AMAP1 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa 

 

35 

51 

 
 
41% 
 
59% 

EGFR 

- Negativa:  IRS ≤ 5 

- Positiva: IRS > 5 

 

57 

31 

 
 
64% 
 
35% 

E-cadherina  

- Negativa: Menos del 10% de células 

- Positiva: Más del 10% de células 

 

24 

64 

 
 
27% 
 
73% 

ANXA2 

- Negativa: Menos del 10% de células 

- Positiva: Más del 10% de células 

 

42 

43 

 
 
50% 
 
50% 

p53 

- Negativa: Menos del 10% de células 

- Positiva: Más del 10% de células 

 

37 

50 

 
 
43% 
 
57% 
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p-AKT 

- Negativa: Menos del 10% de células 

- Positiva: Más del 10% de células 

 

42 

40 

 
 
51% 
 
49% 

HERG1 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa 

 

4 

82 

 
 
5% 
 
95% 

p16 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positivo: Intenso 

 

79 

7 

 
 
92% 
 
8% 

β – catenina (nuclear) 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células 

 

79 

9 

 
 
90% 
 
10% 

β – catenina (membranosa) 

- Negativa: Menos del 10%  de células  

- Positiva: Más del 10% de células 

 

21 

67 

 
 
24% 
 
76% 

p120 

- Negativa: Menos del 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células 

 

14 

74 

 
 
16% 
 
84% 

 

 Estos resultados demuestran que además de diferencias en los patrones de expresión 

entre tejido sano y tejido tumoral, para las proteínas analizadas también existen importantes 

diferencias cuantitativas. Así la expresión de HERG1 fue moderada o intensa en casi la totalidad 

de las muestras tumorales; caso contrario al de p16 cuya expresión resultó negativa en más del 

90% de las muestras. En el caso de β – catenina, observamos importantes diferencias 

dependiendo de la localización de la tinción, predominantemente membranosa (76%) y muy 
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escasa en el nucleo (10%). Encontramos niveles similares de β – catenina membranosa y p120 

catenina, lo cual resulta lógico dada la relación funcional que existe entre ambas proteínas. 

4.2 Expresión de las proteínas estudiadas en relación con 

el desarrollo de metástasis a distancia 

 Se analizó la expresión, dicotomizada según se explico de cada una de las proteínas 

seleccionadas, correlacionándolo con el desarrollo o no de MD durante el seguimiento del 

paciente; los resultados se recogen en la Tabla 6. 
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Tabla 6: Relación de la expresión de cada proteína y el desarrollo de MD. 

Expresión Protéica Casos  

Con MD 

Controles 

Sin MD 

p  

Cortactina 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa  

 

21 (49%) 

22 (51%) 

 

18 (42%) 

25 (58%) 

 

0,66 

FAK 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa  

 

10 (23%) 

33 (76%) 

 

14 (32%) 

30 (68%) 

 

0,47 

AMAP1 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa  

 

19 (44%) 

24 (56%) 

 

16 (37%) 

27 (63%) 

 

0,66 

EGFR 

- Negativa:  IRS ≤ 5 

- Positiva: IRS > 5 

 

26 (60%) 

17 (40%) 

 

30 (68%) 

14 (32%) 

 

0,51 

E-cadherina (Dako) 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 

16 (37%) 

27 (63%) 

 

8 (18%) 

36 (82%) 

 

0,057 

E- Cadherina (BD) 
 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 
 
13 (30%) 
 
31 (70%) 

 
 
4 (9%) 
 
40 (90%) 

 
 
0,029 

ANXA2 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 

26 (60%) 

17 (40%) 

 

16 (38%) 

26 (62%) 

 

0,052 
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p53 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 

19 (47%) 

21 (53%) 

 

23 (55%) 

19 (45%) 

 

0,66 

p-AKT 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 

20 (45%) 

24 (55%) 

 

17 (39%) 

26 (41%) 

 

0,66 

HERG1 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Moderada/Intensa  

 

1 (2%) 

42 (98%) 

 

3 (7%) 

40 (93%) 

 

0,61 

p16 

- Negativa: Nula/Débil 

- Positiva: Intensa  

 

39 (91%) 

4 (9%) 

 

40 (93%) 

3 (7%) 

 

1 

β – catenina (nuclear) 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células 

 

38 (86%) 

6 (14%) 

 

41 (93%) 

3 (7%) 

 

0,484 

β – catenina (membranosa) 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 

13 (30%) 

31 (70%) 

 

8 (18%) 

36 (82%) 

 

0,317 

p120 

- Negativa: Menos 10% de células 

- Positiva: Más del 10%  de células  

 

10 (23%) 

34 (77%) 

 

4 (9%) 

40 (91%) 

 

0,143 
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 Como se aprecia en la tabla, la mayoría de estas proteínas no mostraron relación con el 

desarrollo de MD, sólo la pérdida de expresión de E- Cadherina; y la perdida de expresión de 

ANXA2 (considerando como tal la expresión en menos del 10% de las células), presentaron una 

asociación con el desarrollo de MD muy cercana a la significación estadística (p<0,05). 

 Para corroborar los resultados obtenidos en esta primera fase, se repitió el análisis 

inmunohistoquímico de la proteína E-Cadherina utilizando un anticuerpo diferente, de BD 

Biosciences (Figura 6). Este anticuerpo reconoce específicamente el dominio intracelular de E-

Cadherina, que se considera implicado funcionalmente en la regulación de la migración celular 

y transición epitelio-mesénquima (EMT).  

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

PROTEINA EXPRESIÓN POSITIVA EXPRESIÓN NEGATIVA 

E- CADHERINA  

(BD Ac) 

  

 

 Los resultados obtenidos con este nuevo anticuerpo confirmaron la asociación 

estadísticamente significativa entre la pérdida de E-Cadherina y el desarrollo de MD (p=0,029), 

Tabla 6. También se encontró una correlación significativa al comparar la expresión de E-

Cadherina detectada con ambos anticuerpos (Spearman rho 0,54, p<0,001). 
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 Ademas la expresión de E-Cadherina correlacionaba significativamente con la expresión 

de β - catenina y p120 (Spearman rho p<0,001), como cabía esperar dada la relación funcional 

entre estas tres proteínas.  

 Posteriormente, se analizó mediante gráficas de Kaplan-Meier la relación entre la 

expresión de cada una de las proteínas y la supervivencia libre de metástasis a distancia, 

confirmando los resultados obtenidos previamente. Así, solamente, la pérdida de expresión de 

E-cadherina mostró una fuerte asociación con una menor supervivencia libre de metástasis 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 asociación próxima a la significación estadística, con p=0,06 (Figura 9). 
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Figura 7: Supervivencia libre de MD en función de la expresión de E-Cadherina (Acs Dako)

  

Figura 8: Supervivencia libre de MD en función de la expresión de E-Cadherina (Acs de BD) 

p= 0,007 

p= 0,002 
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Figura 9: Supervivencia libre de MD en función de la expresión de ANXA2 

 Sin embargo al aplicar el análisis multivariante a estos datos, el único parámetro que se 

correlacionó de modo significativo con mayor riesgo de desarrollo de MD fue la pérdida de 

expresión de E-Cadherina (RR=2,65, 95% IC 1,34 a 5,22; p=0,005).  La combinación de la pérdida 

de expresión de ambas proteínas E- Cadherina y ANXA2 no demostró 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). 

 

 

p= 0,06 
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Figura 10: Supervivencia libre de MD en función de la expresión combianada de E-cadherina y 
ANXA2 

 

 

  

p= 0,02 
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5.  DISCUSIÓN 
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 El CECC es el sexto cáncer más frecuente en el mundo. En los Estados Unidos supone 

más muertes al año que el cáncer de cuello de útero, melanoma o linfoma de Hodking. Los 

pacientes con CECC en estadios avanzados presentan una supervivencia a los 5 años inferior al 

50%, que se puede atribuir a la alta frecuencia de recurrencia local, desarrollo de segundos 

primarios, y metástasis a distancia56.  

  En los CECC los pacientes con enfermedad metastásica (entre un 5-26% según las 

series), presentan muy mal pronóstico (menos de 10% de supervivencia a 5 años), 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 constituirían 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 clínico-patológicos17-20 como 

localización del tumor primario (mayor frecuencia de MD en los localizados en la hipofaringe), 

estadio avanzado, edad temprana al diagnóstico, metástasis ganglionares, o extensión 

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 

que cumplen estas características desarrollarán MD.  

  Nuestra estudio trata de identificar a los pacientes en riesgo de desarrollar MD 

estudiando patrones específicos de expresión protéica en el tumor primario, mediante técnicas 

de inmunohistoquímica, relativamente sencillas de realizar en las biopsias diagnósticas y de 

fácil incorporación a la rutina hospitalaria.  
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 Los cambios genéticos producen cambios en la expresión de las proteínas relacionadas 

y permiten a la célula adquirir un fenotipo metastásico. Estas proteínas claves podrían 

representar biomarcadores útiles 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 están presentes en el tumor primario y se mantienen en los ganglios 

metastásicos57. 

 Para el estudio, se seleccionaron un conjunto de proteínas implicadas en distintos 

procesos celulares claves para la diseminación metastásica: proliferación, apoptosis, adhesión 

celular, invasión y migración.  

 

5.1 Biomarcadores de adhesión celular 

 Las células cancerosas pueden invadir, ya sea como células individuales o 

colectivamente como grupos de células58. Ambos tipos de invasión 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 adhesión célula-célula en los epitelios. La expresión de estas proteínas 

disminuye a menudo en los tumores lo cual conlleva una pérdida de la adhesión celular, y la 

reconstitución 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 proteína principal de las uniones adherentes entre las células 

epiteliales. Una glicoproteína trasmembrana que se caracteriza por 5 dominios extracelulares 

que establecen uniones homofílicas calcio-dependientes con las moléculas contrapuestas en 

las células adyacentes; en su dominio citoplasmático se une a β-catenina, p120-catenina y α-

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

 Múltiples mecanismos pueden producir la inactivación del sistema E- cadherina-

catenina59: como resultado de mutación en el gen CDH1 o deleciones en su región 

cromosómica 16q22.1; por un mecanismo epigenético de metilación en la región promotora 

del gen; como resultado de modificaciones post-traducción; por la unión de represores 

trascripcionales como ZEB1/ZEB2, Snail, Slug, etc.; o como resultado de un aumento de la 

endocitosis y proteólisis. 

 La expresión de E-Cadherina se reduce durante el desarrollo embrionario, la fibrosis 

tumoral, la progresión del cáncer y en el fenómeno de transición epitelio- mesénquima (EMT). 

La EMT es un complejo fenómeno biológico, reversible, y de significado aún incierto, en que las 

células epiteliales alteran su polaridad y unión para adquirir un fenotipo tipo mesénquima, 

caracterizado por un aumento en la capacidad de invasión - migración, remodelación del 

citoesqueleto y resistencia a la apoptosis. En 2009, Kalluri y Weinberg60 clasificaron la EMT en 

cáncer como tipo 3, comparándola en fluidez e idiosincrasia a la de los fibroblastos (EMT tipo 

2) o la de procesos de transición (EMT tipo 1). Las moléculas relacionadas con este fenómeno 

facilitan la diseminación de las células tumorales en los CECC61. 
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 De tal modo que la alteración de la expresión de E-Cadherina se ha relacionado con 

patrones de mayor invasividad y metástasis en el laboratorio62, donde las líneas de células 

epiteliales bien diferenciadas y con correcta expresión de E-cadherina no tenían patrón invasor, 

mientras que líneas de células fibroblásticas que mostraban falta de expresión de E-cadherina 

presentaban mayor invasividad.  Y en la clínica, se ha demostrado que la pérdida de expresión 

de E-cadherina es un fenómeno común y frecuente en múltiples cánceres humanos: cáncer de 

pulmón63, cáncer de páncreas64, carcinoma colorrectal65 o cáncer de próstata66. 

 En los CECC, estudios previos han investigado la correlación entre la disminución de la 

expresión de E-cadherina y el desarrollo de metástasis ganglionares. En el carcinoma de laringe, 

a nivel supraglótico, ya se han encontrado diferencias significativas, e incluso se propone como 

factor de riesgo para valorar pacientes con cuello N0 clínicamente, pero con posibles metástasis 

ocultas37 67 68 69. También se ha establecido su relación con tumores poco diferenciados y menor 

supervivencia70. 

 La relación entre la pérdida de expresión de E-Cadherina y el desarrollo de MD en los 

CECC ha sido poco investigada. Recientemente un estudio de Nijkamp y col.71, ha encontrado 

también una asociación significativa; sin embargo, se trataba de una muestra muy reducida, de 

sólo 26 pacientes y con un grupo muy heterogéneo, incluyendo desde el estadio II al IV, lo cual 

puede actuar como factor de confusión. Nuestros resultados confirman estos hallazgos, pero 

con mayor número de pacientes, y criterios de selección muy estrictos, que permitieron 

configurar 2 grupos bien balanceados, y sin diferencias en los factores clinicopatológicos para 

evitar sesgos de selección, especialmente debidos a la clasificación N, que pudiera influir como 

factor de riesgo para el desarrollo MD. 



 Marcadores moleculares de metástasis a distancia 

 

Dpto. Cirugía y Especialidades Médico-Quirúrgicas | Patricia Martínez González 63 

 
 

 En conjunto, nuestros resultados y los de estudios previos sugieren que la pérdida de 

adhesión epitelial provocada por la disminución de la expresión de E-cadherina puede tener un 

papel fundamental en el proceso de diseminación metastásica, tanto a nivel ganglionar como 

a distancia. Por tanto, la determinación de la expresión de E-cadherina en el tumor primario 

podría ser un biomarcador útil para evaluar el riesgo de desarrollar metástasis, individual y 

propio de cada paciente. 

5.1.2 β – catenina 

 β – catenina es una proteína multifuncional que desempeña un doble papel en las 

células: como componente estructural de las uniones adherentes celulares mediante su 

interacción con cadherinas tipo I, lo que permite a E-cadherina su anclaje al citoesqueleto, y 

como molécula de señalización en la ruta Wnt72. En la pérdida de la adhesión celular, durante 

la endocitosis de E-cadherina, β – catenina se libera de la membrana al citoplasma. 

Posteriormente se trasloca al núcleo para promover la transcripción de genes relacionados con 

el fenómeno EMT. Además β – catenina nuclear es un co-activador transcripcional con el factor 

de células T (TCF) y el factor linfoide de unión (LEF) que controla la transcripción de SNAIL1 y 

otros genes60. 

 Es la diferente localización de β – 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 neoplásicas β – catenina va disminuyendo o está 

ausente en la membrana y aumentando su localización intracelular. En los últimos años 

también se está dando gran valor a la acumulación nuclear de β – catenina, e incluso a la 

proporción entre β – catenina nuclear/ citoplasmática, que parece ser un mecanismo 
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epigenético clave para la metilación de inhibidores en la vía Wnt y por tanto la activación de la 

misma73. 

 La sobreexpresión de β – catenina se ha encontrado relacionada con MD en diferentes 

tipos de cáncer: de próstata74, de mama75, y destaca el caso del osteosarcoma, en el cual se ha 

relacionado con las metástasis pulmonares76 y ya se estudian posibles líneas farmacológicas 

para su bloqueo77.  

 En los CECC la mutación del gen es un evento poco frecuente78, pero la acumulación 

global de β – catenina intracelular ha demostrado relevancia en la progresión y mayor potencial 

maligno tumoral. La mayoría de los estudios se focalizan en el carcinoma epidermoide de 

cavidad oral y orofaringe79 80 81 82, incluidas grandes series como la de Santoro y cols.83 con 374 

casos; en todos ellos, los tumores con alteración en β – catenina se caracterizan por peor 

pronóstico, mayor tendencia a la recidiva y más desarrollo de metástasis ganglionares.  

 En las escasas investigaciones de β – catenina a nivel de hipofaringe y laringe, la 

acumulación de β – catenina nuclear se asocia con un comportamiento más agresivo de las 

lesiones premalignas84, con menor grado de diferenciación tumoral85, y menor supervivencia 

global. 

 En nuestra serie sólo en 9 de las 88 muestras mostraban expresión de β - catenina 

nuclear y la pérdida de β - catenina a nivel de membrana solo ocurrió en el 23% de los casos, 

datos comparables a los de estudios previos79. En concordancia con estos estudios, observamos 

que tanto la pérdida de expresión de membrana de β - catenina como su expresión nuclear era 

más frecuente en los casos con MD, aunque las diferencias no fueron significativas, lo cual 

podría 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 región diferente a β – catenina, y actúa como cofactor en la 

adhesión entre las células epiteliales. Además de actuar como regulador de uniones celulares, 

afecta a la actividad de las GTPasas, RhoA, Rac1 y Cdc42 que desempeñan un papel central en 

la regulación del citoesqueleto, y también actúan como reguladores de la invasión y 

motilidad86.  

 Varios estudios han demostrado que la pérdida o reducción de la expresión de p120 se 

asocia frecuentemente con alto grado de malignidad y estadios avanzados en varios tumores87. 

Resultados análogos a los obtenidos en cabeza y cuello: en el carcinoma nasofaríngeo, se 

encontró relación con las metástasis ganglionares88; en el carcinoma epidermoide de cavidad 

oral, la alteración en la inmunorreactividad fisiológica de p120 se presentaba hasta en el 96% 

de los casos89, y también en las lesiones displásicas orales, incluso con valor predictivo de 

progresión a cáncer90. Por su interacción funcional se ha descrito frecuentemente asociada a 

una pérdida concomitante de E-Cadherina, pero también como marcador independiente de 

mal pronóstico90. 

 En nuestra serie, también observamos una correlación entre los niveles de expresión de 

E-cadherina y p120, así como una mayor incidencia de MD en los casos con pérdida de 

expresión 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 líneas 

celulares de cáncer de próstata91, lo cual sugiere que las diferentes cadherinas y cateninas 

tienen relevancia variable según 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 (región 15q21), y como 

toda la familia de anexinas desde el punto de vista estructural se caracteriza por un núcleo 

formado por dominios repetitivos homólogos de 70 aminoácidos y capacidad de unión a 

fosfolípidos de carga negativa en presencia de ion calcio92. 

 En la mayoría de las células ANXA2 está presente en tres formas: un monómero; un 

heterodímero, compuesto de una ANXA2 y una subunidad de 3-fosfoglicerato quinasa; y un 

heterotetrámero, dos subunidades de ANXA2 unidas a un dímero de S100A10 (también 

conocido como p11). El porcentaje en que se distribuyen cada una de estas formas varía según 

la función de la célula o tejido, desde el 100% heterotetramérico en el epitelio intestinal al 50% 

en monómero en los fibroblastos93. La ANXA2 se expresa abundantemente en las células con 

alta velocidad de regeneración, como fibroblastos, células endoteliales, o las células epiteliales 

del pulmón o tracto gastrointestinal, pero no en las células en reposo como plaquetas, miocitos, 

hepatocitos, etc94.  

 Se han sugerido multitud de funciones para ANXA295: mediador calcio-dependiente de 

procesos de exocitosis y endocitosis; modulación en la organización del sarcolema durante la 

contracción de las células de musculo liso; regulación de canales iónicos; receptor para 

proteasas (la catepsina B, el plasminógeno y el activador tisular del plasminógeno) y proteínas 

de la matriz extracelular (colágeno y tenascina C); adhesión celular; síntesis de ADN y 

proliferación celular. 

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

encontrado alterada en múltiples patologías, como fenómenos de hemostasia y trombosis 
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(síndrome anti fosfolípido, preclampsia, trombosis cerebral…), neoangiogénesis (retinopatías), 

y carcinogénesis (leucemia promielocítica aguda y tumores sólidos).  

 Su expresión varía en los diferentes tipos de cáncer: sobreexpresado por ejemplo, en 

leucemias96, carcinoma colorrectal97  o en cáncer de pulmón, en éste alcanzando incluso valor 

pronóstico98; pero disminuido en cáncer de próstata99, en adenocarcinoma nasosinusal100 y en 

CECC101, de ahí 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 histopatológico, tumores poco 

diferenciados, más metástasis linfáticas y menor supervivencia102 103 104.  

 Estos datos de mayor agresividad tumoral concuerdan con lo obtenido en este estudio, 

donde observamos que la pérdida de expresión de ANXA2 era más frecuente en pacientes que 

desarrollaron MD, siendo las diferencias casi significativas (p=0,052). Aunque al aplicar el 

análisis multivariante se comprobó que la capacidad de predicción conjunta de E-cadherina y 

ANXA2 no era superior a la primera de modo individual. 

 

5.2 Biomarcadores de Motilidad e Invasión 

 Tras la pérdida de adhesión, la motilidad celular y la capacidad de invasión son pasos 

claves en la cascada metastásica. Así, alteraciones en las proteínas encargadas de la regulación 

del citoesqueleto de actina, tales como Cortactina, FAK y AMAP, podrían ser básicas para el 

proceso.  
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5.2.1 Quinasa de adhesión focal (FAK) 

 La quinasa de adhesión focal (FAK) es una proteína tirosin-quinasa clave en la interacción 

célula-matriz extracelular. Descubierta al inicio de la década de los 90, rápidamente se 

estableció su relación con los procesos de invasión y metástasis105. La autofosforilación de FAK 

en Tyr397 inicia una cascada de trasducción de señales que da como resultado la fosforilación 

de residuos de tirosina posteriores como Tyr 576, Tyr 577, Tyr 861 y Tyr 925, convirtiéndola en 

una molécula completamente activa. Su activación desencadena una serie de procesos 

biológicos celulares, incluyendo la unión a la matriz extracelular, la migración, invasión, 

proliferación y supervivencia, y el fenómeno EMT106.  

 Un gran número de artículos describen un aumento de la expresión de la proteína FAK 

en una gran variedad de cánceres humanos107. Además, la sobreexpresión de FAK se ha 

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

 Más específicamente en cabeza y cuello, las lesiones displásicas premalignas con 

sobreexpresión de FAK presentan mayor tendencia a la malignización; en las lesiones laríngeas, 

como factor predictor independiente42, y en las lesiones orales, asociado a Cortactina108. Así 

mismo, la sobreexpresión de FAK se ha relacionado con recurrencia local, metástasis 

ganglionares y menor supervivencia en el carcinoma epidermoide oral109, de lengua110 y de 

laringe37. Estudios previos ya encontraron asociación de FAK con el desarrollo de MD en el 

carcinoma gástrico111, hepatocarcinoma112, o carcinoma adenoide quístico113.  

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

bloqueo de FAK mediante inmunoterapia o mediante “moléculas de pequeño tamaño” limitaría 
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el crecimiento y desarrollo tumoral con mínimo efecto sobre el tejido sano114. Los primeros 

éxitos en este campo se están alcanzando en el tratamiento del cáncer de ovario115 116.  

5.2.2 Cortactina 

 La Cortactina, codificada por el gen CTTN (antes EMS1), localizado en la región 11q13.3, 

es una proteína del citoesqueleto, que actúa como un regulador de la polimerización de la 

actina mediada por ARP2/3. La región 11q13.3 esta frecuentemente amplificada en los CECC, 

entre el 30-40% de los casos117. En ella también se localizan otros genes importantes como 

CCND1 (que codifica la Ciclina D1), FGF19 o FADD, lo que produce la sobreexpresión de los 

mismos. Esta amplificación se ha relacionado con peor pronóstico, menor supervivencia, y 

mayor incidencia de metástasis118 119. La agresividad tumoral se atribuía principalmente a la 

sobreexpresión de ciclina D1; pero estudios recientes realizados por nuestro grupo y otros, 

analizaron ambas de modo independiente y encontraron la amplificación y sobreexpresión de 

CTTN/EMS1 como marcador independiente de mal pronóstico, sobre todo en los carcinomas 

de laringe 40  41  120.  

 Además del efecto sobre la migración y adhesión celular por su acción sobre la actina, 

la Cortactina también parece clave en la resistencia a anoikis, muerte celular programada que 

ocurre en el proceso de separación de la célula de la matriz extracelular, paso básico en el 

fenómeno de metástasis ya que permite a la célula tumoral sobrevivir al liberarse del tumor 

primario121. 

 La sobreexpresión de Cortactina se ha relacionado con mayor incidencia metástasis 

ganglionares y a distancia en el carcinoma de esófago122, mama123 y hepatocarcinoma124. Sin 

embargo, en este trabajo no hemos hallado una asociación entre la expresión de FAK y/o 
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Cortactina y el desarrollo de MD. Como se ha mencionado, estas proteínas 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 tamaño tumoral 

y la presencia de metástasis ganglionares, puede explicar estas discrepancias. Estos resultados 

indican que, aunque Cortactina y FAK podrían estar implicados en la invasión y metástasis loco-

regional de los CECC, no lo estarían en el desarrollo de MD. Es posible que la relación de FAK y 

Cortactina con metástasis en estudios previos se deba a su asociación con los parámetros 

patológicos que se asocian con las mismas.  

5.2.3 Vía EGFR-GEP100-Arf6-AMAP1.  

 La proteína AMAP1, esta codificada por el gen DDEF1 que se localiza en 8q24, región 

frecuentemente alterada en CECC y asociada a mal pronóstico. AMAP1 es una proteína Arf-

GTPasa situada en la membrana celular para catalizar la hidrolisis de esta que desempeña un 

papel importante en la remodelación de la membrana, la organización del citoesqueleto, la 

migración celular y se ha descrito que AMAP1 forma complejos con Cortactina y FAK para 

regular la invasión tumoral125 126.  

 Hasta ahora, la mayoría de la investigación se ha centrado en el cáncer de mama, donde 

se sobreexpresa 10 veces más en líneas celulares altamente invasivas127, y se ha propuesto 

como diana molecular terapéutica128. Se sobreexpresa en el 80% de los cánceres de próstata 

primarios y su expresión es sustancialmente mayor en las lesiones metastásicas de éstos129. 

 En los CECC, se describe hasta un 100% de amplificación en el carcinoma oral130. Y en 

una pequeña serie de 20 pacientes con carcinoma de lengua, Sato y cols.44 relacionan la 

sobreexpresión de AMAP1, y la sobreexpresión combinada con EGFR, con menor supervivencia 
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libre de enfermedad. En la serie aquí recogida de carcinomas epidermoides de hipofaringe y 

laringe encontramos expresión 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 sobreexpresión de AMAP1 entre los dos 

grupos comparados, ni asociación con el desarrollo de MD. 

 

5.3 Biomarcadores de proliferación y control del ciclo 

celular 

5.3.1 Vía de EGFR-PI3K-AKT-mTOR 

 La vía de EGFR-PI3K-AKT-mTOR, se ha encontrado alterada en la fisiopatología de 

múltiples neoplasias. Resultados obtenidos en nuestro laboratorio revelaron que es una de las 

vías más frecuentemente desrreguladas en los CECC, por lo que se ha convertido en un foco de 

gran interés. Esta compleja vía regula la expresión de muchas proteínas relacionadas con el 

fenómeno EMT por lo que podría estar relacionada con el desarrollo de MD. 

 El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteína trasmembrana 

que genera una cascada de señalización intracelular que tiene como resultado la proliferación 

celular en respuesta a la unión con sus ligandos: el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el 

factor de crecimiento transformante beta (TGF-β). Las células que adquieren la capacidad para 

sobreproducir estos ligandos o aumentar el número de EGFR en su superficie crean una señal 

de crecimiento autocrino, lo que lleva a un crecimiento incontrolado. 
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 La sobreexpresión de EGFR se ha encontrado hasta en un 80% de los casos de CECC131, 

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 expresión 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 sincrónica y 

metacrónica observada en este tipo de cáncer132. 

 Desde finales de los noventa se describió la sobreexpresión en la expresión de EGFR 

como factor pronóstico negativo en los CECC: disminución 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 clínicos con fármacos inhibidores de EGFR, tipo 

inhibidores de tirosin-quinasa, como gefitinib (Iressa) y erlotinib (Tarceva), o anticuerpos 

monoclonales, como cetuximab (Erbitux). Estos fármacos obtuvieron una escasa tasa de 

respuesta (entre el 5 a 10%) en el tratamiento del CECC recurrente o metastásico136 137. Pero 

la asociación de cetuximab y radioterapia mejoró el control local, la supervivencia libre de 

enfermedad, y aumentó un 10% la supervivencia global respecto a la radioterapia sola12. En los 

estudios no se correlacionaba la expresión de EGFR con el estadio tumoral o metástasis. 

Posteriormente se describió la existencia de mutaciones, como EGFRvIII hallada hasta en el 42% 

de los casos, las cuales si presentaron mayor correlación con la evolución del tumor y el 

desarrollo de metástasis linfáticas138. 

 La investigación sobre AKT es más escasa.  AKT es una serina/treonina quinasa, también 

conocido como PKB, ejerce actividad anti-apoptótica y favorece la proliferación celular. Su 

activación se sitúa como un evento temprano en respuesta a la exposición a carcinógenos del 

tabaco, sobre todo a la nicotina y el NNK en las células epiteliales de la vía aérea139. 
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 Estudios recientes demostraron ya sobreexpresión y activación de Akt en los CECC140, 

Pedrero y cols. lo describieron hasta en un 17% de los casos, sobre todo en los tumores de  

sublocalización faríngea, y que se asocia a un fenotipo tumoral más agresivo con disminución 

de la apoptosis y de la diferenciación48. El grado de activación de AKT se correlaciona bien con 

el grado de progresión de la enfermedad, mostrando diferencias significativas entre displasia, 

carcinoma in situ y carcinoma invasivo. Específicamente, en el carcinoma de lengua141, cavidad 

oral142 y orofaringe143 se ha descrito en tumores con un comportamiento clínico más agresivo 

y  como factor de mal pronóstico independiente. 

 Se están realizando estudios preclínicos con un inhibidor de Akt, perifosina, en líneas 

celulares de CECC, que aunque muestra una potente actividad antiproliferativa in vitro, en un 

estudio de fase II carecía de actividad antitumoral como agente único en el CECC recurrente o 

metastásico144. 

 En nuestra serie la fosforilación de AKT (expresión de p-Akt) se observó en el 23% del 

total de pacientes, pero al igual que con EGFR, no se encontró relación estadísticamente 

significativa entre la sobreexpresión de estas proteínas y el desarrollo de MD, tampoco se 

encontró relación con la expresión de E-Cadherina. Ante los resultados clínicos y de laboratorio, 

aunque esta vía parece clave en el proceso de proliferación y crecimiento local de los CECC, su 

papel no es determinante en la fase de diseminación y metástasis. 
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5.3.2 Proteína p16 

 La pérdida de la expresión p16, por deleción homóloga, por mutación puntual o por 

metilación se ha observado en múltiples tumores, y parece ser un evento temprano de la 

carcinogénesis, ya que la supresión de al menos una copia es bastante elevada en las lesiones 

premalignas, lo que da ventaja selectiva a las células neoplásicas145. 

 En los últimos años la proteína p16 ha adquirido gran relevancia como marcador en los 

casos de CECC- VPH positivos, especialmente de orofaringe. Aunque el porcentaje varía según 

los diferentes países (en USA se sitúa entre el 40-80% y en Alemania entre 30-40%) en global 

se estima en un 15-25%146. En nuestra serie sólo 7 de los 88 pacientes con CECC de hipofaringe 

y laringe fueron p16 positivos, porcentaje concordante con la localización en estudio y las 

características de los pacientes, de edad avanzada, y factores de riesgo clásicos 

(tabaco/alcohol), perfil de paciente predominante en Europa y Latinoamérica147. En 

contraposición con los pacientes con CECC VPH/ p16 positivos que son generalmente más 

jóvenes, de localización orofaringea y con escasa relación con tabaco o alcohol.  

 Su valor es controvertido, pues aunque algunos estudios han encontrado la mutación 

de p16 como factor predictivo de recidiva tumoral148, estudios mediante IHQ no han hallado 

correlación entre la expresión de p16 y el desarrollo de metástasis ganglionares149. Sin 

embargo, por su papel de marcador indirecto de infección por el VPH, su valor como marcador 

de mejor pronóstico en los CECC, parece estar demostrado, sobre todo en relación a una mejor 

respuesta a los tratamientos adyuvantes 51 150 151. 

 La metilación de p16 se ha detectado en el suero de los pacientes con carcinoma 

colorrectal metastásico y podría ser utilizado en esta patología como método de cribado152. En 
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los CECC, Namazie y cols. mediante la técnica de hibridación in situ (FISH) encontraron relación 

entre la deleción genómica de p16 con el desarrollo de MD153, pero los últimos artículos que 

investigan la relación de p16 con las MD no han encontrado diferencias a nivel de orofaringe154. 

Estos resultados están en consonancia con los de nuestro estudio, que tampoco detectó 

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 podrían presentar un patrón de MD 

diferente, con mayor afinidad a la implantación ósea155 156. 

5.3.3 HERG1 

 En los últimos años, la alteración de la actividad de diferentes canales iónicos 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 proliferación celular y apoptosis, 

la regulación de la capacidad de invasión y metástasis, mediante mecanismos aún no bien 

conocidos. Algunas hipótesis sugieren que podría estar relacionado con el reordenamiento del 

citoesqueleto durante la fase de mitosis celular157 y la regulación de la homeostasis en hipoxia, 

induciendo la angiogénesis158.  

 La sobrexpresión de HERG1 se ha encontrado con frecuencia en diversos tipo de cáncer: 

cáncer de endometrio, de mama, de pulmón, cáncer gástrico, carcinoma de células escamosas 

de esófago y cáncer colorrectal, y se correlaciona con agresividad tumoral, mal pronóstico y 

enfermedad metastásica159. 

 Debido a la limitada distribución de HERG1 en los tejidos sanos, destaca su potencial 

como marcador de diagnóstico precoz. Estudiado fundamentalmente en el carcinoma de cuello 

uterino, por la fácil obtención de biopsias y su relación con la infección por el VPH (los 
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queratinocitos con alta expresión de E6 y E7 muestran alta expresión de HERG1), ha obtenido 

muy buenos resultados, superiores a los del método tradicional de Papanicolaou160. Esto 

sugiere la extensión del estudio de HERG1 en tumores de características similares como el 

cáncer de orofaringe. Se ha propuesto también como nueva diana terapéutica, obteniendo con 

su inhibición una reducción significativa del crecimiento del tumor161 162, sin embargo su uso 

está limitado por su gran cardiotoxicidad163. 

 Aunque la investigación de su papel en los CECC es incipiente, algunos artículos 

describen que la alteración de su expresión se presenta casi en más del 80% de los CECC55, 

concordante con los datos de nuestra serie donde fue del 97%. Se relaciona con estadios 

avanzados de la enfermedad, recurrencia tumoral, reducción de la supervivencia específica e 

incluso con el desarrollo de metástasis linfáticas y a distancia. En las etapas inicales de la 

carcinogénesis HERG1 se ha detectado hasta en un 41% de las displasias laríngeas, y su 

expresión se asoció con el riesgo de progresión a carcinoma55. 

 Aunque la expresión positiva de HERG1 se encontró 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 relación entre HERG1 y las MD en los carcinomas 

epidermoides de hipofaringe y laringe, por lo que su valor parece ser más interesante como 

marcador diagnóstico que pronóstico, y en todo caso como predictor del riesgo de cáncer. 
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5.3.4 p53 

 En la investigación también se incluyó p53, codificada por el gen supresor TP53, muy 

estudiado por ser una de las mutaciones más frecuentes en los cánceres humanos. Así en los 

CECC entre el 60-80% presentan mutaciones somáticas en este gen164. Desde hace más de 20 

años se han realizado múltiples estudios sobre p53 como biomarcador de riesgo en los CECC.  

 En las lesiones premalignas orales, la expresión de la proteína p53 en las capas 

suprabasales puede tener valor predictivo de trasformación maligna, identificándolo así como 

un evento temprano en la carcinogénesis. En los CECC, tanto las mutaciones del gen TP53 como 

la sobreexpresión 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 localización 

laríngea165 166. Uno de los últimos grandes análisis multicéntricos de tipo prospectivo fue el de 

Poeta ML y cols.167 que analizaron el ADN de 420 pacientes con CECC, encontrando menor 

supervivencia en caso de mutaciones, y peor aún si estas éran de alto grado. Sin embargo la 

correlación entre la expresión de p53 y el resultado clínico es aún dudosa, ya que existen 

también estudios en los que el estado de p53 no demostró ser predictor independiente168 169 

170. 

 Estas discrepancias se deben a que es muy difícil unificar resultados, ya que los estudios 

mezclan tumores de diferente localización primaria y de diferente estadio TNM, que tendrán 

diferente comportamiento biológico y de respuesta al tratamiento. También hay variabilidad 

en el método de análisis: la técnica más utilizada es la IHQ, pero varía el anticuerpo e incluso el 

punto de dicotomización. Actualmente su valor como marcador pronóstico continúa siendo 

incierto, centrando los esfuerzos futuros en mejorar la calidad de estas evidencias171. 
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 La función de p53 como regulador del ciclo celular y la apoptosis es bien conocida, pero 

en los últimos años ha destacado el papel de los mutantes de p53 como supresor de la 

migración y la invasión celular, por la interacción de manera directa o indirecta con múltiples 

moléculas implicadas en el proceso de metástasis, fundamentalmente en el fenómeno EMT y 

en la degradación de la matriz extracelular (MEC)172. Se han detectado mutaciones de TP53 en 

metástasis de cáncer de mama, pulmón, carcinoma gastrointestinal y células tumorales 

circulantes de cáncer de colón173. 

 En esta investigación se estableció el punto de corte en una tinción celular superior al 

10%, de modo tal que el 57% de nuestras muestras mostraban perdida de expresión de p53, 

este porcentaje se sitúa en el rango descrito en las publicaciones, que oscila entre el 50 – 

70%174. En cuanto a su relación con el desarrollo de MD, la expresión de p53 no mostró 

diferencias (p=0,66) entre los casos y los controles, dato que no es posible contrastarlo con el 

de otros grupos, ya que la investigación sobre el papel de p53 en el desarrollo de las metástasis 

está comenzando, y no existen aún datos publicados sobre su valor en los CECC. 

5.4 Biomarcadores de CECC en la práctica clínica 

 El CECC es una enfermedad heterogénea producida por la alteración en la regulación 

de múltiples rutas celulares implicadas en la diferenciación celular, el control del ciclo celular, 

la apoptosis, la angiogénesis y la migración celular. Los avances en genómica y proteómica han 

permitido descubrir nuevos y potenciales marcadores para mejorar las pruebas diagnósticas y 

pronósticas. 
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 Dos de los principales campos de investigación son la detección precoz del cáncer, y la 

detección de las células tumorales diseminadas, que originan las metástasis ganglionares y a 

distancia, siendo este último el objetivo de este trabajo de investigación. 

 Es importante valorar la complejidad molecular de los CECC al tratar de identificar 

marcadores que permitan predecir mejor la evolución y pronóstico de los pacientes. Así, dos 

tumores fenotípicamente idénticos se pueden desarrollar a partir de la alteración de diferentes 

vías, con alteraciones genéticas muy diferentes, y como consecuencia diferente curso clínico. 

Es poco probable que un único factor pueda determinar el comportamiento completo del 

tumor, sino que más bien dependerá de la compleja interacción entre múltiples oncogenes y 

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

 Se ha utilizado la tecnología de los “microarrays” de ADN, que permite el análisis 

simultáneo de la expresión de miles de genes; sin embargo esta tecnología es compleja, de 

elevado coste económico y de difícil interpretación, lo que hace muy complicado su 

implantación de rutina en la práctica clínica. La IHQ analiza directamente la expresión final de 

la proteína y puede ser determinada fácilmente en las muestras parafinadas utilizadas para el 

estudio anatomopatológico rutinario de la pieza quirúrgica, sin añadir un gran coste adicional 

ni precisar de grandes infraestructuras.  

 Son las proteínas relacionadas con el fenómeno EMT, sobre todo aquellas que regulan 

la adhesión celular, las que parecen tener un papel clave en el fenómeno de las metástasis en 

los CECC. Según nuestros resultados, el análisis mediante IHQ de las proteínas implicadas en la 

adhesión celular, como E-Cadherina, podría ser útil como parámetro adicional para estimar el 

potencial metastásico de los carcinomas de hipofaringe y laringe. Y en combinación con los 

parámetros clinopatológicos conocidos, mejorar la selección 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 clínicos prospectivos.  
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6.  CONCLUSIONES 
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 De la interpretación de nuestros resultados y de su discusión obtenemos las siguientes 

conclusiones: 

1. La pérdida de expresión de E-Cadherina presentó una asociación estadísticamente 

significativa con el desarrollo de metástasis a distancia, siendo además un predictor 

independiente en el análisis multivariante. 

 

2. La pérdida de expresión de ANXA2 presentó una asociación muy cercana a la 

significación estadística con el desarrollo de metástasis a distancia. 

 

3. La expresión de ninguna de las otras proteínas del estudio (β – catenina, p120- catenina, 

FAK, Cortactina, EGFR, p-Akt, AMAP, HERG1, p53 y p16) mostró asociación con el 

desarrollo de metástasis a distancia. 

 

4. El análisis combinado de la pérdida de expresión de E- Cadherina y Anexina A2 no 

demostró ser superior a la pérdida aislada de E-Cadherina como predictor pronóstico 

independiente de metástasis a distancia. 
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