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RESUMEN (en español) 

 
El cáncer de cabeza y cuello es actualmente la séptima neoplasia maligna más común a 

nivel mundial. Un número importante de estos tumores se desarrollan a partir de lesiones 

precursoras, cuyo comportamiento y riesgo de malignización continúa siendo difícilmente 

predecible con las herramientas clínicas actualmente disponibles. En los últimos años se 

han venido estudiando diferentes biomarcadores moleculares que permitan clasificar de 

forma más precisa la posible evolución tanto de las lesiones precursoras de malignidad 

como de los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC). 

Hipótesis: La expresión de factores de pluripotencialidad relacionados con las células 

madre tumorales juega un papel importante en el desarrollo de los CECC, pudiendo ser útil 

para determinar el riesgo de progresión de lesiones premalignas a cáncer y el pronóstico de 

los tumores de esta área.  

Objetivo: El objetivo global de esta tesis fue evaluar la expresión de los factores de 

pluripotencialidad NANOG, SOX2 y OCT4 en lesiones premalignas de laringe y en CECC, 

y establecer posibles correlaciones con las características clínico-patológicas y el pronóstico 

de los pacientes.  

Métodos: Se recogieron de forma retrospectiva muestras de tejido de 100 pacientes con 

displasias de laringe y 382 con CECC que recibieron tratamiento quirúrgico en el Hospital 

Universitario Central de Asturias entre 1990 y 2010. Se construyeron matrices tisulares para 

el análisis inmunohistoquímico de NANOG, SOX2 y OCT4. Para validar los resultados en 

usuario
Lápiz
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CECC, se realizó un análisis computacional del impacto clínico de la expresión de ARNm 

de NANOG y SOX2, empleando datos disponibles en The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

de una cohorte de 530 pacientes. 

Resultados: La expresión de NANOG y SOX2 se detectó de forma frecuente tanto en 

displasias de laringe como en CECC, mientras que no hallamos expresión de OCT4. En las 

displasias de laringe, la expresión de NANOG y SOX2 se asoció con un mayor riesgo de 

progresión a carcinoma. En los CECC, la expresión de NANOG y SOX2 se relacionó con 

una mejor supervivencia de los pacientes con tumores faríngeos. En el caso de NANOG, se 

observó un valor pronóstico diferencial dependiendo de la presencia o no de metástasis 

ganglionares. El análisis computacional con los datos del TCGA confirmó el impacto 

diferencial de NANOG en el pronóstico de los pacientes, y también de SOX2 en esta 

cohorte. La combinación de NANOG-SOX2 mostró una mayor capacidad pronóstica que 

la expresión individual de cada factor, de acuerdo con la relación funcional que existe entre 

ambos factores.  

Conclusiones: La expresión de NANOG y SOX2 ocurre en las etapas iniciales de la 

carcinogénesis laríngea, emergiendo ambos factores como potentes predictores del riesgo 

de cáncer en pacientes con lesiones premalignas. Además, nuestros resultados demuestran 

una relevancia pronóstica diferencial de NANOG y SOX2 en CECC, mostrando 

correlaciones con un mejor pronóstico de forma específica en pacientes con tumores de 

localización faríngea que presentan metástasis ganglionares.  

 
RESUMEN (en inglés) 

 
Head and neck cancer is the seventh most common malignancy worldwide. A significant 

proportion of these tumors arise from precancerous lesions, whose behavior and 

malignization risk is rather unpredictable despite the current clinical tools. In recent years, 

novel molecular biomarkers have been intensively studied to improve risk assessment of 

the precancerous lesions and stratification of head and neck squamous cell carcinomas 

(HNSCC) patients.  

Hypothesis: The expression of pluripotency factors related to Cancer Stem Cells plays a 

relevant role in HNSCC pathogenesis and tumor formation. Accordingly, these factors 
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could be useful for the risk assessment of premalignant lesions progression to carcinoma, 

and as prognostic factors in these tumors.  

Objective: The overall goal of this thesis was to evaluate the expression of the pluripotency 

factors NANOG, SOX2 and OCT4 in laryngeal dysplasias and HNSCC, and to establish 

possible associations with clinicopathological parameters and their impact on patient 

prognosis.   

Methods: We retrospectively collected surgical tissue specimens from 100 laryngeal 

dysplasias and 382 HNSCC from patients who underwent surgical treatment at the Hospital 

Universitario Central de Asturias between 1990 and 2010. Tissue microarrays were 

constructed to perform immunohistochemical analysis of NANOG, SOX2, and OCT4. In 

an attempt to confirm our findings, the clinical relevance of NANOG and SOX2 mRNA 

expression was investigated by analyzing a cohort of 530 HNSCC patients from The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) data.  

Results: NANOG and SOX2 expression was frequently detected by immunohistochemistry 

in laryngeal dysplasias and HNSCC, whereas we did not observe OCT4 expression. 

NANOG and SOX2 expression was strongly associated with a higher laryngeal cancer risk. 

In HNSCC, NANOG and SOX2 expression was correlated with a better prognosis in 

patients with pharyngeal tumors. Specifically, NANOG showed a differential prognostic 

value depending on the presence or absence of lymph node metastasis. In silico analysis of 

NANOG and SOX2 using the transcriptomic data from the TCGA confirmed that NANOG 

and SOX2 mRNA expression also differentially influenced patient prognosis depending on 

the presence of lymph node metastasis. Combined expression of NANOG-SOX2 had a 

stronger prognostic significance than each factor individually, according to the well-known 

functional relationship between these two factors.  

Conclusions: NANOG and SOX2 expression frequently occurs in early stages of laryngeal 

carcinogenesis, and both factors emerge as strong predictors of cancer risk in patients with 

precancerous lesions. Furthermore, our findings uncover a differential prognostic relevance 

of NANOG and SOX2 expression in HNSCC, thus showing correlations with a better 

prognosis specifically in patients with pharyngeal tumors and lymph node metastasis.  
SR. PRESIDENTE DE LA COMISIÓN ACADÉMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO  

EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGÍA MOLECULAR 
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1.1  Lesiones premalignas 

Las lesiones premalignas de laringe, también denominadas lesiones precursoras de cáncer o 

lesiones precancerosas, constituyen un espectro de alteraciones que suponen un desafío en 

la práctica clínica por su potencial transformación maligna. De acuerdo con la clasificación 

actual de la Organización Mundial de la Salud (OMS), las lesiones precursoras de cáncer en 

laringe e hipofaringe serían la displasia y el papiloma de células escamosas1. La displasia es 

una alteración de la estructura del epitelio laríngeo que se relaciona con un mayor riesgo de 

carcinoma, siendo su causa más importante el hábito tabáquico. Los papilomas de células 

escamosas son tumores benignos exofíticos, con centro fibrovascular, cuya causa más común 

es la infección por el Virus del Papiloma Humano (VPH).  

Los cambios estructurales y citológicos que se producen en lesiones como las displasias son 

el resultado de un cúmulo de alteraciones genéticas y moleculares, consecuencia de la 

exposición a los carcinógenos, principalmente del tabaco. Dichas alteraciones se asocian con 

un aumento de la probabilidad de progresión hacia carcinoma escamoso. 

1.1.1 Epidemiología 

La incidencia de las displasias es difícil de estimar debido a la variabilidad en la definición 

clínica que se emplea en los estudios epidemiológicos y la escasez de estos. Las lesiones 

displásicas se ven habitualmente en adultos, con más frecuencia en varones (ratio de 4,6:1)1, 

diferencia que toma mayor relevancia a partir de la sexta década de la vida. Dentro de las 

leucoplasias diagnosticadas en la clínica, se encuentra displasia en el estudio histológico en 

menos de la mitad de los casos2. La incidencia de lesiones precursoras de cáncer en Estados 

Unidos se estima en 10,2 y 2,1 casos por cada 100.000  pacientes en hombres y mujeres, 

respectivamente1. Las displasias pueden asentar en cualquier zona de la laringe, pero lo 

hacen con más frecuencia en las cuerdas vocales y de forma unilateral. También pueden 

encontrarse displasias, con mucha menor frecuencia, en las comisuras, hipofaringe o 

tráquea3–5. 

1.1.2 Etiología 

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de lesiones premalignas en la vía aero-

digestiva superior (VAS), y más en concreto en la laringe, son el hábito tabáquico, el 

consumo de alcohol y el reflujo faringo-laríngeo. El tabaco es, con gran diferencia, el agente 
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causal más importante de este tipo de lesiones, siendo el efecto del alcohol mucho más 

limitado en la laringe. El riesgo de desarrollar lesiones premalignas se incrementa con la 

edad de comienzo de consumo de tabaco, la duración del hábito y el tipo de tabaco6. Respecto 

al reflujo faringo-laríngeo, su posible efecto en la tumorigénesis laríngea siempre ha sido 

controvertido, sobre todo debido a la falta de estudios adecuados, pero continúa 

considerándose un posible factor de riesgo7–9. La infección por genotipos de alto riesgo del 

VPH parece tener una importancia menor en el desarrollo de displasias10–13, siendo el 

genotipo implicado con más frecuencia en la tumorigénesis laríngea el VPH 1614,15. La 

prevalencia global del VPH en lesiones displásicas se sitúa en torno al 12% (tasas del 0 al 

38%, según las series)10–13. 

1.1.3 Clínica y diagnóstico 

El síntoma de presentación más frecuente de las displasias laríngeas es la disfonía en grado 

variable. No obstante, este es un síntoma inespecífico, y el más frecuente en la patología 

laríngea. Con menor frecuencia pueden presentarse con faringodinia o con tos crónica. La 

inespecificidad de los síntomas hace necesaria la exploración faringo-laríngea por un 

otorrinolaringólogo.  

1.1.3.1 Clasificación macroscópica  

Las displasias se identifican en la clínica por la visualización de leucoplasias (lesiones 

blancas), eritroplasias (lesiones rojas), eritroleucoplasias (lesiones rojas y blancas) o un 

conjunto de lesiones inespecíficas que se agrupan dentro del concepto de laringitis crónica. 

Se presentan como manchas de tamaño variable, localizadas o difusas y de morfología 

aplanada o como lesiones exofíticas y papilares. Tradicionalmente se considera que las 

lesiones de aspecto blanquecino se deben a la metaplasia de la mucosa, mientras que el 

aspecto rojizo viene dado por una reacción inflamatoria del corion. Sin embargo, la 

apariencia macroscópica no mantiene una relación específica con los hallazgos 

microscópicos, por lo que siempre es precisa la confirmación histológica3,16.  

Por este motivo, en los últimos años se han venido desarrollando diferentes técnicas y 

procedimientos con el objetivo de poder distinguir a nivel macroscópico entre lesiones 

benignas, lesiones premalignas y carcinomas invasivos de laringe, buscando medios ópticos 
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que proporcionen datos objetivos para distinguir este tipo de lesiones. Una de las alteraciones 

debidas a estas lesiones es la de la dinámica laríngea, que produce uno de los síntomas más 

frecuentes: la disfonía. Esta alteración de la movilidad vocal normal se debe a procesos 

infiltrativos en estructuras submucosas. La exploración básica de la dinámica laríngea se 

realiza mediante estroboscopia, permitiendo valorar el movimiento de la onda mucosa, que 

se encuentra restringido en lesiones infiltrativas. Sin embargo, esta valoración subjetiva no 

permite distinguir fácilmente y con seguridad lesiones premalignas de pequeños carcinomas, 

además de ser un método poco reproducible debido a que se basa en la percepción del 

observador. Esta es una de las razones de que se precise confirmación histológica para el 

diagnóstico. Sin embargo, una distinción más precisa previa a la obtención de biopsia o la 

resección completa de la lesión, ambos procedimientos invasivos, permitiría una mejor 

planificación del tratamiento. Para ello se han diseñado otros métodos basados también en 

el análisis de la dinámica vocal, como la imagen de alta velocidad (HSI: High Speed Imaging 

en inglés), que permite captar el movimiento de las cuerdas vocales en tiempo real, al 

capturar 4000 imágenes por segundo, y realizar un análisis cuantitativo sobre el mismo 

gracias a herramientas informáticas de procesamiento de las imágenes17. De esta forma, se 

puede llevar a cabo un estudio cuantitativo y más reproducible que con la estroboscopia, ya 

que las variaciones en la dinámica de las cuerdas orientan hacia determinados tipos de lesión 

que por simple visualización pueden ser muy similares. Otros métodos diagnósticos de 

carácter visual, pero no basados en la dinámica vocal, son la autofluorescencia y la imagen 

de banda estrecha o NBI (siglas de Narrow Band Imaging en inglés). Ambas tienen una 

elevada sensibilidad y reproducibilidad en la valoración de la extensión superficial de las 

lesiones laríngeas, pero son también poco específicas y tampoco permiten distinguir 

fácilmente lesiones precursoras de invasivas. Mediante endoscopia rígida o flexible, la NBI 

utiliza las propiedades del espectro de la luz para visualizar la red capilar superficial y los 

vasos subepiteliales. De esta forma, se pueden valorar cambios vasculares típicos en la 

transformación del tejido normal al neoplásico, así como determinar la extensión en 

superficie de las lesiones. Según el patrón vascular superficial, las lesiones se clasifican en 

6 categorías de menor a mayor probabilidad de ser malignas18. La combinación de la NBI 

con la HSI también parece ser una herramienta sensible para la diferenciación de lesiones 

laríngeas en la consulta, aunque su especificidad es más limitada19. Por otro lado, la 

tomografía de coherencia óptica (Optical Coherence Tomography en inglés) y la 
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microscopía confocal láser proporcionan imágenes in vivo del tejido por debajo de la 

superficie mucosa. Algunos autores han defendido que con la tomografía de coherencia 

óptica se pueden diferenciar lesiones precancerosas de carcinomas invasivos en estadios 

tempranos ya que permite ver la rotura de la membrana basal, así como la microscopía 

confocal láser permitiría monitorizar las alteraciones malignas a nivel celular20,21. La 

tomografía de coherencia óptica también se ha empleado, incorporándola a microscopios 

quirúrgicos, para la valoración intraoperatoria de las lesiones y la toma de decisiones en el 

mismo acto quirúrgico, presentando una alta correlación con el diagnóstico histológico 

posterior22.  

1.1.3.2 Clasificación histológica  

Se han empleado diferentes sistemas de clasificación para las displasias, con el fin de reflejar 

los diferentes cambios histológicos que se producen y su relación con el comportamiento 

biológico, especialmente la progresión a lesiones malignas23–26.  

Con el objetivo de armonizar los conceptos de las diferentes clasificaciones con los hallazgos 

morfológicos y la terminología empleada, la OMS publicó en 2017 un nuevo sistema de 

clasificación bimodal, con dos grupos pronósticos: de bajo grado (displasias leves) y de alto 

grado (displasias moderadas y severas/carcinoma in situ) (Tabla 1). Si de cara al tratamiento 

se prefiere un sistema 3 grados, la categoría de displasias de alto grado se puede dividir 

posteriormente en displasia de alto grado y carcinoma in situ24.  
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Tabla 1. Comparación entre las sucesivas clasificaciones de las displasias laríngeas. 

Nivel de 
maduración 

anormal 
(OMS 2005) 

OMS 2005 Clasificación 
SINa 

Clasificación 
de Ljubljana 

Clasificación 
de 

Ljubljana 
modificada 

OMS 
2017 

Ausente Hiperplasia 
escamosa 

Hiperplasia 
escamosa 

Hiperplasia 
escamosa SILb de bajo 

grado 

Displasia 
de bajo 
grado 1/3 inferior Displasia 

leve SIN-1 Hiperplasia 
basal/parabasal 

1/3 a 1/2 Displasia 
moderada 

SIN-1 o SIN-
2 

Hiperplasia 
atípica 

SILb de alto 
grado Displasia 

de alto 
grado 

½ superior a 3/4 Displasia 
moderada 

SIN-2 
Todo el espesor 

Displasia 
severa 

Carcinoma 
in situ 

Carcinoma in 
situ 

Carcinoma in 
situ 

aSIN: Neoplasia escamosa intraepitelial (Squamous Intraepitelial Neoplasia). 
bSIL: Lesión escamosa intraepitelial (Squamous Intraepitelial Lesion). 

 

En la Tabla 2 se explican las características morfológicas de cada grado de displasia. 

Actualmente la OMS no recomienda la realización de estudios moleculares complementarios 

para la clasificación de las displasias (como p53, p16, Ki-67 y EGFR).  
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Tabla 2a. Características morfológicas de cada grado de displasia laríngea. 

Displasia de bajo grado (incluye la categoría previa de displasia leve). 
- Bajo potencial de malignización. 
- Conjunto de cambios morfológicos que abarca desde la hiperplasia de células escamosas 

hasta el aumento de las células basales y parabasales ocupando como máximo la mitad 
inferior del epitelio, mientras que la parte superior conserva la maduración normal. 

Criterios 
histológicos 

- Preservación de la estratificación: Transición de las células basales o 
aumento de la capa de células basales/parabasales con orientación 
perpendicular de la membrana basal y las células espinosas orientadas 
horizontalmente en la parte superior.  

- Estrato espinoso: Conjunto de cambios que van desde el incremento del 
estrato espinoso en todo el espesor hasta cambios en los que las células 
espinosas sólo se ven en la mitad superior del epitelio. 

- Estrato basal/parabasal: Conjunto de cambios, desde 2-3 estratos sin 
cambios hasta el aumento de las células basales y parabasales en la mitad 
inferior del epitelio. 

Criterios 
citológicos 

- Atipia celular mínima. 
- Células parabasales: Ligero incremento del citoplasma en comparación con 

las células basales, núcleo enlongado, cromatina uniformemente 
distribuida, no puentes intercelulares. 

- Pocas mitosis regulares en o cerca del estrato basal. 
- Pocas células disqueratósicas observadas.  
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Tabla 2b. Características morfológicas de cada grado de displasia laríngea (continuación). 

Displasia de alto grado (incluye las categorías previas de displasia moderada, severa y 
carcinoma in situ). 

- Lesión premaligna. 
- Conjunto de cambios que incluye células epiteliales inmaduras ocupando, al menos, la 

mitad del epitelio y, como máximo, todo el espesor del mismo. 

Criterios 
histológicos 

 

- Maduración anormal. 
- Diferentes grados de estratificación desordenada y polaridad en todo el 

epitelio (como máximo). 
- Células epiteliales alteradas ocupando desde la mitad hasta el espesor 

completo del epitelio. 
- 2 subtipos: queratinizante (tipo célula escamosa) y no queratinizante (tipo 

célula basal). 
- Diferente grado de irregularidad en forma de red (bulbosa, extensión hacia 

abajo), con una membrana basal intacta. 
- No alteraciones en el estroma.  

La pérdida completa de la estratificación y polaridad y/o atipia citológica 
severa y mitosis atípicas, cumple los requisitos de carcinoma in situ si se 
utiliza un sistema de 3 grados. 

Criterios 
citológicos 

 

- Atipia nuclear y celular evidente y fácilmente identificable, incluyendo 
una marcada variación en tamaño y forma, marcada variación en la 
intensidad de la tinción, normalmente con hipercromasia, aumento del 
número y tamaño del nucléolo.  

- Incremento de la ratio Núcleo:Citoplasma. 
- Incremento de las mitosis en o por encima del nivel suprabasal, con o sin 

formas atípicas. 
- Células disqueratósicas o apoptóticas frecuentes por todo el epitelio. 

  

La clasificación histológica ha sido el factor pronóstico más importante y una herramienta 

fundamental para decidir el tratamiento en la practica clínica, pero presenta dos limitaciones 

importantes. En primer lugar, el diagnóstico histológico de las lesiones tiene una 

reproducibilidad menor a la deseable, ya que, tanto interobservador como intraobservador, 

los niveles de concordancia son bajos27–29.  Por otro lado, el grado de displasia no predice de 

forma precisa el comportamiento biológico de estas lesiones30,31.  

1.1.4 Biomarcadores en lesiones premalignas 

Con el objetivo de mejorar la precisión en el diagnóstico y pronóstico de las lesiones 

premalignas también se han venido estudiando diferentes parámetros analíticos y 
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moleculares que puedan ser utilizados como biomarcadores. A pesar de las múltiples líneas 

de investigación planteadas, hoy en día no existen marcadores diagnósticos y pronósticos 

con utilidad clínica en la oncología de laringe, como sí existen en tumores de otras áreas, 

siendo especialmente interesante de cara a su aplicación en la práctica clínica encontrar 

biomarcadores que permitan predecir el comportamiento de las lesiones premalignas de 

forma que sean útiles en el seguimiento de estos pacientes.  

Considerándose la correlación observada entre la respuesta inflamatoria sistémica y la 

evolución de diferentes tumores32, se ha postulado un marcador de esta respuesta, la ratio 

Neutrófilos-Linfocitos, como predictor del riesgo de recurrencia, agresividad tumoral, mal 

pronóstico y posibilidad de metástasis en diferentes neoplasias. Este marcador se ha 

estudiado también para su aplicación en la carcinogénesis laríngea y para diferenciar entre 

lesiones benignas, precursoras y carcinomas, observándose diferencias significativas 

fundamentalmente en las lesiones precursoras y carcinomas respecto a las lesiones 

benignas33.  

A nivel molecular, una serie de cambios genéticos dan lugar a la aneuploidía de las células 

preneoplásicas34,35. Las lesiones displásicas muestran con frecuencia cambios cromosómicos 

o pérdida de heterocigosidad (las más frecuentes afectan a 9p21, 17p13, 3p26 y 3p14), siendo 

las alteraciones en 9p21 las que se producen en etapas más tempranas y también las más 

frecuentes. Esto sugiere que el gen CDKN2A tiene un papel relevante en las fases iniciales 

de la transformación neoplásica. Asimismo, la alteración que probablemente produce la 

pérdida de heterocigosidad de 17p13 es TP53. Otros cambios moleculares encontrados de 

forma bastante constante en las lesiones premalignas de laringe incluyen la sobreexpresión 

de Ciclina D136 y la reactivación de la telomerasa37–39.  En relación con esto, se han evaluado 

una variedad de marcadores que podrían ser clínicamente relevantes en la determinación de 

la evolución de las lesiones. La mayoría de los estudios se han centrado en los marcadores 

asociados con la proliferación celular, incluyendo las proteínas que participan en el ciclo 

celular por la alta probabilidad de que en este proceso se produzca algún tipo de alteración 

(PCNA, Ki67, p53, p16, p21, p27, y ciclina D1). Unos pocos estudios incluyen los 

marcadores reguladores de la invasión y la adhesión celular [Osteopontina, CD44, quinasa 

de adhesión focal (FAK), cortactina, podoplanina]40. De todos los biomarcadores estudiados 

tan solo dos han demostrado ser indicadores del riesgo de evolución de lesión premaligna a 
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carcinoma, con mayor capacidad predictiva que la clasificación histológica, FAK y 

Cortactina41. Ambas están involucradas en la alteración de la dinámica del citoesqueleto de 

actina durante el proceso de invasión del carcinoma escamoso. 

Otros potenciales marcadores moleculares son los micro-ARN (mi-ARN). Estas secuencias 

cortas de nucleótidos regulan la expresión y función génicas reprimiendo de forma específica 

determinados genes diana a nivel transcripcional y postranscripcional. Los mi-ARN pueden 

detectarse tanto en tejido tumoral como en plasma (mi-ARN circulante), lo que los convierte 

en posibles biomarcadores con elevada sensibilidad y especificidad para el diagnóstico, 

pronóstico y respuesta al tratamiento de diversas enfermedades. De hecho, los mi-ARN 

circulantes se emplean en diferentes contextos clínicos para la detección temprana de 

enfermedades, siendo considerados también una potencial diana terapéutica. Uno de estos 

mi-ARN, miR-21, se ha estudiado como marcador en lesiones premalignas y carcinomas de 

laringe, habiéndose comprobado que está implicado en la carcinogénesis laríngea, siendo 

sus niveles significativamente más altos en muestras de tejido y en plasma de pacientes con 

lesiones precursoras y carcinomas de laringe respecto a controles sanos42.  

1.1.5 Tratamiento 

El manejo de las lesiones premalignas de laringe varía entre centros y profesionales, a pesar 

de diferentes intentos por establecer guías para el tratamiento óptimo30,43,44. En muchas 

ocasiones el diagnóstico y el tratamiento van de la mano, ya que con la exéresis completa de 

la lesión se realiza el diagnóstico histológico. Dada la tendencia a la recurrencia de estas 

lesiones, el manejo posterior depende en gran medida del análisis anatomopatológico de la 

biopsia previa.  

Manejo conservador 

La actitud expectante puede plantearse en determinados pacientes, especialmente en 

el caso de lesiones asintomáticas en pacientes con un uso profesional de la voz.  

Tratamiento quirúrgico 

El tratamiento quirúrgico de las displasias se basa en la resección mediante 

microcirugía laríngea, bien fría o empleando láser CO2. El uso del láser CO2 

proporciona una mejor hemostasia, así como una mayor precisión y preservación 
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anatómica45. Uno de los posibles inconvenientes de esta técnica quirúrgica es la 

quemadura de los bordes quirúrgicos, aunque no se han observado diferencias en la 

cicatrización respecto a controles intervenidos mediante microcirugía laríngea 

convencional46. Existen otras modalidades de láser cuyo uso se ha venido 

incrementando, como el KTP (Potassium Titanyl Phosphate), que ha mostrado 

resultados equivalentes al láser CO2 y potencialmente superiores al láser diodo 

pulsado47,48.  

Tratamiento ambulatorio 

La introducción de laringoscopios con canales de trabajo flexibles ha permitido el 

desarrollo de técnicas diagnósticas y terapéuticas que se llevan a cabo en la consulta. 

Estos procedimientos se consideran seguros y coste-efectivos49–52. No obstante, 

existen todavía dudas respecto a la utilidad de las biopsias realizadas en consulta 

dado que algunos estudios han mostrado índices de sensibilidad del 60%53.  

Existen láser fotoangiolíticos que permiten la ablación de lesiones premalignas en las 

cuerdas vocales sin dañar la lámina propia subyacente, consiguiendo tratar la lesión 

sin alterar la movilidad de las cuerdas vocales y el cierre glótico54. También se puede 

emplear el láser diodo, CO2 o el KTP para la ablación de lesiones premalignas en la 

consulta47. No obstante, el empleo de técnicas ablativas tiene como inconveniente la 

falta de muestra para estudio histológico. 

Radioterapia 

La radioterapia es un tratamiento efectivo de tumores glóticos en estadios iniciales, 

pero también se emplea en determinados casos de lesiones premalignas de laringe. 

Algunos autores defienden el tratamiento radioterápico de las lesiones premalignas 

en pacientes con lesiones múltiples recurrentes, enfermedad extensa, pacientes que 

continúan fumando, aquellos con alto riesgo anestésico o casos de carcinoma in 

situ44.  

Terapia fotodinámica 

La terapia fotodinámica se emplea en displasias orales y laríngeas. Ha mostrado 

resultados prometedores para el tratamiento de displasias de laringe y tumores en 
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estadios tempranos, aunque todavía son necesarios ensayos clínicos aleatorizados 

que valoren sus efectos a largo plazo31,55.  

Quimioprevención 

Se ha estudiado el uso de suplementos de folato así como de agentes con efectos 

sistémicos como el interferón-alfa, el alfa-tocoferol o retinoides, pero aún no hay 

suficientes evidencias sobre el beneficio de estos tratamientos en el manejo de las 

lesiones premalignas de laringe53,56.	 

1.1.6 Pronóstico  

Las tasas de recurrencia de las displasias de bajo-moderado grado se sitúan entre el 8% y el 

29%, con independencia de que la escisión se lleve a cabo mediante técnica fría o con láser 

CO257–60. La progresión de las lesiones premalignas tratadas mediante escisión quirúrgica a 

carcinoma invasivo se produce entre el 0% y el 35% de los casos, según las series57,58,61.  

 

1.2 Carcinomas escamosos de cabeza y cuello 

El cáncer de cabeza y cuello (CCC) engloba una amplia variedad de tumores que se originan 

en la cavidad oral, senos y fosas paranasales, faringe y laringe. Más del 90% de estos tumores 

son de estirpe escamosa (carcinomas escamosos de cabeza y cuello, CECC), desarrollándose 

a partir de las superficies mucosas de la vía aero-digestiva superior62. 

1.2.1 Epidemiología 

El cáncer de cabeza y cuello supone, en su conjunto, la séptima neoplasia más frecuente a 

nivel mundial, con 890.000 nuevos casos y 450.000 fallecimientos en 201863. Según datos 

de la Agencia Internacional para Investigación en Cáncer (IARC: International Agency for 

Research on Cancer), la incidencia de tumores de cabeza y cuello en España en 2018, 

estandarizada por edad, fue de 10,7 casos por cada 100.000 habitantes. Los datos siguen 

mostrando que estos tumores afectan con mucha mayor frecuencia a los hombres, 

presentando una incidencia en estos de 17,4 casos por 100.000 habitantes frente a 4,5 en 

mujeres. En el año 2018, se produjeron en España 3850 fallecimientos por cáncer de cabeza 

y cuello. Entre las diferentes sublocalizaciones de cabeza y cuello, el tumor que se 

diagnostica con mayor frecuencia es el de labio/cavidad oral (4,2 nuevos casos cada 100.000 
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habitantes), seguido por el de laringe (2,9/100.000 habitantes). Estas dos localizaciones son 

también las que presentan una mayor mortalidad, con tasas estandarizadas parejas (1,1 

fallecidos cada 100.000 habitantes)64. 

En regiones con programas eficaces frente al tabaquismo, como Estados Unidos, Australia, 

Dinamarca y Canadá, la incidencia de tumores de cabeza y cuello relacionados con el hábito 

tabáquico ha descendido (cavidad oral, laringe e hipofaringe), mientras que la incidencia de 

carcinomas de orofaringe ha ido en aumento, en relación al incremento de tumores 

relacionados con la infección por el VPH65–67.  Sin embargo, en nuestro medio, donde hay 

una elevada incidencia de carcinomas de orofaringe, aquellos relacionados con el VPH 

siguen siendo una clara minoría68. Por su parte, en los carcinomas de hipofaringe y laringe 

la presencia de infección por el VPH es ínfima69. 

1.2.2 Etiología 

El factor de riesgo más importante para el desarrollo de CECC es el hábito tabáquico. El 

consumo intensivo de alcohol es el otro factor de riesgo clave, atribuyéndosele un efecto 

sinérgico con el consumo de tabaco sobre todo en los carcinomas faríngeos. Su papel en la 

carcinogénesis laríngea es más controvertido, aunque parece que sí tiene influencia en el 

desarrollo de tumores supraglóticos70. Otros factores de riesgo que se han relacionado con 

la aparición de CECC incluyen la infección por el VPH o por el virus de Epstein-Barr (VEB), 

así como la exposición a tóxicos industriales como níquel, cromo o radio.  También se ha 

valorado la posible influencia de factores dietéticos, habiéndose atribuido un papel protector 

al consumo de vegetales o lácteos71. Por otro lado, dietas carentes en vitaminas A y C se han 

relacionado con un mayor riesgo de cáncer de laringe, mientras que el alto consumo de 

vitaminas C y E se ha asociado a un menor riesgo72. Aunque no se han identificado 

mutaciones que condicionen un patrón de herencia de tumores de la vía aero-digestiva 

superior, la exposición a carcinógenos no tiene el mismo efecto en todos los individuos, por 

lo que se han sugerido posibles susceptibilidades genéticas que predispongan al desarrollo 

de estos tumores en base a deficiencias en mecanismos de reparación del ADN que estarían 

condicionadas por mutaciones heredables. De hecho, en familiares de primer grado de 

pacientes con CCC se ha demostrado un mayor riesgo de sufrir tumores de la VAS72. 

Factores socioeconómicos y geográficos influyen en el agente causante y, por tanto, el 

pronóstico de los CECC, como sucede con los tumores de orofaringe en los que la causa más 
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frecuente hoy en día en Estados Unidos o el norte de Europa es la infección por el VPH, 

mientras que en el norte de España continúa siendo el consumo mantenido de tabaco y 

alcohol.  

1.2.3 Clínica y diagnóstico 

La clínica de los tumores de faringe y laringe difiere según la sublocalización en la que se 

originen. La faringe se divide en tres pisos: nasofaringe, orofaringe e hipofaringe. Los 

tumores de nasofaringe no suelen dar síntomas en sus estadios iniciales, siendo su forma de 

presentación clínica más frecuente la aparición de una masa cervical, seguida por sensación 

de taponamiento o plenitud ótica o hipoacusia, y epistaxis u obstrucción nasal73. La clínica 

inicial de los tumores de orofaringe puede ser muy sutil y poco específica. El síntoma más 

común de presentación en estos tumores es el dolor faríngeo, pudiendo asociar otalgia 

refleja, disfagia o trismus. El cáncer de hipofaringe se suele diagnosticar en estadios 

avanzados por falta de síntomas en los iniciales. Los síntomas por los que suelen consultar 

los pacientes son dolor de garganta, sensación de cuerpo extraño faríngeo o disfagia. Hasta 

un 25% de los pacientes consultan por una masa cervical como primer y único síntoma. En 

fases avanzadas, los tumores de hipofaringe ocasionan disfagia severa, otalgia refleja, 

hemoptisis, disfonía e, incluso, disnea. En cuanto a los tumores de laringe, los pacientes con 

neoplasias que asientan en las cuerdas vocales consultan normalmente por disfonía que 

suelen percibir como una ronquera persistente en el tiempo. Por norma general, una disfonía 

mantenida durante más de 2 semanas debería ser valorada por un otorrinolaringólogo de cara 

a realizar las exploraciones necesarias para descartar la presencia de un tumor. Los tumores 

supraglóticos suelen diagnosticarse en estadios más avanzados. El síntoma inicial más 

frecuente es la sensación de cuerpo extraño faringo-laríngeo. Otros síntomas habituales son 

la odinofagia, disfagia, disnea o la otalgia refleja ipsilateral. En otros casos el paciente 

consulta por la aparición de una masa cervical debido a la presencia metástasis ganglionares. 

La disfonía no suele ser el síntoma principal en los tumores supraglóticos, al menos hasta 

estadios avanzados. Los tumores subglóticos normalmente no dan síntomas hasta alcanzar 

estadios avanzados de la enfermedad, en los que ocasionan disnea y estridor. Además, en 

fases avanzadas estos tumores afectan también a las cuerdas vocales o a los nervios 

recurrentes, produciendo disfonía.  
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El diagnóstico de los tumores faringo-laríngeos requiere, en primer lugar, de la sospecha 

clínica ante los síntomas por los que consulta el paciente, ya que estos pueden ser 

inespecíficos en muchas ocasiones. Es importante realizar una historia clínica detallada y 

una exploración completa de la vía aero-digestiva superior por un otorrinolaringólogo. Una 

vez que se encuentra una lesión sugestiva de ser de naturaleza tumoral, debe confirmarse 

mediante la toma de biopsia para un diagnóstico histológico preciso. Además, debe 

practicarse una prueba de imagen que permita conocer la extensión de la enfermedad. Una 

vez confirmado el diagnóstico de tumor maligno de faringe o laringe y conocida su extensión 

local, locorregional y a distancia, se podrá plantear el tratamiento o tratamientos disponibles 

para el paciente.  

 

1.2.4 Estadificación 

La estadificación de los CECC suele realizarse empleando el sistema TNM, el más utilizado 

a nivel mundial. Dicho sistema se basa en el tamaño y/o extensión del tumor primario (T), 

Sospecha de tumor en faringe / laringe

Anamnesis y exploración física ORL

Lesión faríngea o laríngea sugestiva de malignidad

Tomografía Computarizada (TC) cérvico-torácicaa

Biopsiab

Positiva

Actitud terapéutica

Negativa

Repetir biopsia si hay alta sospecha de malignidad

Seguimento si hay baja sospecha de malignidad

aResonancia Magnética (RM) en casos seleccionados. PET-TC en estadios avanzados. 
bHoy en día la toma de biopsia mediante fibroscopio flexible con canal de trabajo sería la 
primera opción. Si no está disponible o no es posible su realización, sería necesaria la biopsia 
mediante microcirugía laríngea. 

Figura 1. Algoritmo diagnóstico general para tumores de faringe o laringe (adaptado de 

López y Rodrigo, 201971). 
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la afectación de ganglios linfáticos regionales (N) y la presencia o ausencia de metástasis a 

distancia (M). Las normas para clasificar los tumores de acuerdo con este sistema son 

publicadas y actualizadas periódicamente por la Unión Internacional Contra el Cáncer 

(UICC) y la American Joint Committee on Cancer (AJCC). En 2016 publicaron la 8ª edición 

del Manual para la Estadificación del Cáncer, que entró en vigor para su aplicación en la 

práctica clínica en 2017. Esta actualización incorpora cambios notables que van en sintonía 

con la evidencia científica actual. En concreto, se distinguen los tumores de orofaringe 

asociados al VPH (aceptando su relación causal por la expresión de p16) de aquellos sin 

relación con el VPH. En lo referente a la extensión regional de la enfermedad, se introduce 

por primera vez la extensión extranodal (EEN) como factor pronóstico. 

1.2.5 Tratamiento 

El tratamiento curativo de los CECC se basa en dos pilares: la cirugía y la radioterapia. Estas 

dos modalidades de tratamiento se combinan de diferente forma o se aplican de forma aislada 

según el estadio del tumor y las características del paciente. La quimioterapia tiene todavía 

un papel secundario, siendo tratamiento coadyuvante con la radioterapia o terapia aislada 

con fines paliativos. 

La cirugía es el tratamiento primario de elección en la mayoría de los CECC, realizándose 

la resección del tumor primario y de su extensión regional en el cuello. Dicha resección debe 

llevarse a cabo con la intención de asegurar que los márgenes estén libres de tumor, lo que 

se relaciona de forma clara con menores tasas de recidiva local. Además del tratamiento de 

la enfermedad macroscópica, la planificación quirúrgica tiene en cuenta la posibilidad de 

enfermedad microscópica oculta (que, según la localización del tumor primario, está 

presente en un 15-20% de los CECC), de manera que es frecuente la realización de 

vaciamientos cérvico-ganglionares selectivos profilácticos74–77.  

La radioterapia es una opción de tratamiento curativo en tumores en estadios iniciales (T1-

T2) de faringe y laringe. También se emplea como tratamiento complementario tras cirugía 

cuando existen factores pronósticos desfavorables como la presencia de bordes de resección 

afectos, la existencia de afectación ganglionar en los vaciamientos cérvico-ganglionares N2 

o superior (incluyendo la extensión extranodal que, en la actualidad, es por definición N3)71.  
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La quimioterapia suele administrarse en regímenes de concomitancia con radioterapia 

(quimiorradioterapia) para tratar tumores con gran extensión locorregional e, incluso, a 

distancia. Estos tratamientos no son soportados por todos los pacientes, de forma que es 

necesario considerar su condición general y posibles comorbilidades antes de plantear esta 

opción78.  

Dada la importancia de las funciones de la faringe y la laringe, como la deglución o la 

fonación, se han desarrollado diferentes formas de tratamiento que permiten preservar dichas 

funciones. Los tratamientos preservadores de órgano pueden basarse en técnicas de cirugía 

parcial o en protocolos de quimio y radioterapia77–79.  

1.2.6 Pronóstico 

Los CECC ocasionan un impacto fundamentalmente a nivel local y regional. A pesar de los 

avances en el diagnóstico y el tratamiento de estos tumores, su pronóstico apenas ha 

cambiado en las últimas décadas. Una excepción son los tumores de orofaringe, puesto que 

se ha producido una mejora en su pronóstico que puede atribuirse al aumento de casos 

relacionados con el VPH a nivel mundial80.  

El factor pronóstico más relevante en estos tumores es la afectación ganglionar, siendo un 

elemento fundamental a la hora de decidir el tratamiento, y la principal causa de mortalidad 

de los pacientes con CECC es la aparición de recidivas locorregionales. En estos pacientes 

se ha observado un riesgo de aparición de segundos tumores primarios en la vía aero-

digestiva superior, esófago o pulmón del 2 al 4% anual y de entre el 10 y el 20% a lo largo 

de la vida, con un promedio de un 13% de los pacientes (5% sincrónicos y 9% 

metacrónicos)81.  

Entre el 10 y el 20% de los pacientes con CECC presentan metástasis a distancia82, siendo 

esta otra importante causa de mortalidad. El 80% de las metástasis a distancia se detectan en 

los dos primeros años tras el tratamiento83. Para seleccionar de forma más precisa los 

pacientes que requieren estudios complementarios orientados a la búsqueda de metástasis, 

se han propuesto distintos criterios: metástasis regional en 3 o más ganglios linfáticos, 

extensión extraganglionar, metástasis ganglionares en la cadena yugular baja, metástasis 

ganglionares de más de 6 cm, metástasis ganglionares bilaterales, presencia de segundo 

tumor primario de cabeza y cuello, recidiva de enfermedad regional o tumor de faringe con 
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estadio T avanzado. Con estos criterios, la prevalencia de metástasis a distancia sube hasta 

el 44%84.  

 

1.3 Células madre tumorales y factores de pluripotencialidad 

Las células madre tumorales son un subgrupo de células tumorales fenotípicamente similares 

a las células madre embrionarias, con capacidad de auto-renovación y pluripotencia. Estas 

células participan en la tumorigénesis, diferenciación tumoral, mantenimiento, diseminación 

y recurrencia de diferentes neoplasias85.  

Para la identificación de las células madre tumorales se han empleado diferentes marcadores 

específicos de estas células, que además pueden utilizarse para diseñar terapias dirigidas. 

Según la función o localización habitual de esas proteínas, los marcadores se pueden 

clasificar como se resume en la Tabla 3. 
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Tabla 3a. Clasificación de los marcadores de células madre tumorales. 

 Marcador Función en tejido normal Función en cáncer 
A

N
TÍ

G
EN

O
S 

D
E 

SU
PE

R
FI

C
IE

 C
EL

U
LA

R
 

CD24 Modulación de la activación de 
linfocitos B 

Estimulación indirecta de la adhesión 
celular a fibronectina, colágeno (I-

IV) y laminina. Expresión 
relacionada con la proliferación, 
diseminación, motilidad celular e 

invasión   

CD44 Interacciones intercelulares, 
adhesión y migración celular 

Adhesión con el ácido hialurónico, 
participando en la migración celular 

y el crecimiento y progresión tumoral 

CD90 Interacciones intercelulares y 
con ligandos en sinapsis 

Estimulación de la proliferación, 
auto-renovación y tumorigénesis 

CD29 Adhesión celular y 
reconocimiento 

Diseminación y desarrollo de las 
células metastásicas 

CD117 

Receptor transmembrana (tipo 
3), parte del receptor KIT, tiene 

como ligando el factor de 
células madre (SFC).  

Regulación de la supervivencia 
y proliferación celular 

Proto-oncogén 

CD133 

Mantenimiento de las 
propiedades de las células 
madres (supresión de la 

diferenciación) 

Iniciación del crecimiento tumoral, 
preservación de las capacidades de 
auto-renovación y diferenciación 

tumoral 

CD166 
Unión a CD6 (antígeno de 

diferenciación de linfocitos T). 
Adhesión y migración celular. 

Participación en procesos de 
metástasis (aumentada su expresión) 

CD96 

Interacción de linfocitos T y 
NK en fases tardías de la 

respuesta inmune. 
Presentación antigénica. 

Estimulación de la citotoxicidad de 
linfocitos NK activados. 

Su mutación se relaciona con pérdida 
de adhesión y crecimiento tumoral. 

CD34 

Molécula de adhesión implicada 
en la unión de las células madre 

a la matriz extracelular de la 
médula ósea durante la 

hematopoyesis. 

Promoción de la proliferación y 
bloqueo de la diferenciación de 

células iniciadoras. 
Su mutación se asocia con mayor 

agresividad tumoral. 

CD271 

Participación en la regulación 
de la translocación de GLUT4 a 

la superficie celular en 
adipocitos y células de músculo 

esquelético en respuesta a 
insulina. 

Potenciación de la capacidad de 
iniciación tumoral y de la invasión 

tisular alterando la matriz 
extracelular. 

CD105 

Glicoproteína del endotelio 
vascular. Participa en la 

regulación de la angiogénesis y 
en la unión de las células 

endoteliales a las integrinas y 
otros receptores. 

Como componente del complejo del 
Factor de Crecimiento Transformante 
TGF-b, participa en la proliferación 
celular, diferenciación y migración. 

CD38 

Ectoenzima multifuncional. 
Participa en la adhesión celular, 

transducción de señales y la 
señalización mediada por 

calcio. 

Componente de la red de 
señalización molecular de 

supervivencia y crecimiento de las 
células de la leucemia linfática 

crónica. 
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Tabla 3b. Clasificación de los marcadores de células madre tumorales (continuación). 

IN
T

E
G

R
IN

A
S Integrina a2b Unión al colágeno. Participación en la migración celular 

en el melanoma. 

Integrina a6 Receptor de la laminina en las 
plaquetas. 

Contribución a la capacidad invasiva 
y progresión de células tumorales. 

EN
ZI

M
A

S  

ALDH1 Catalización de la oxidación de 
los aldehídos. 

Proliferación celular, formación de 
microesferas y migración. 

PR
O

TE
ÍN

A
S 

TR
A

N
SP

O
R

TA
D

O
R

A
S 

D
E 

M
EM

BR
A

N
A

 ABCG2 
Transporte de diferentes 

moléculas en membranas extra 
e intracelulares. 

Participación en la auto-renovación 
tumoral. 

Resistencia a tratamientos evitando 
la entrada de toxinas. 

Regulación de la diferenciación de 
células madre. 

NCAM1 

Interacciones intercelulares y 
con la matriz extracelular 

durante el desarrollo y 
diferenciación. 

Interacción con el receptor del factor 
de crecimiento de fibroblastos 

(FGFR), promoviendo la progresión 
tumoral por la señalización de esta 

vía. 

FA
C

TO
R

ES
 D

E 
TR

A
N

SC
R

IP
C

IÓ
N

 

OCT4 
(POU5F1) 

 

Control de la expresión de 
genes que participan en el 
desarrollo embrionario. 

Participación en la invasión y 
metástasis de tumores sólidos por la 

degradación de la matriz celular 
adyacente. 

NANOG 
Participación en la auto-

renovación de las células madre 
embrionarias. 

Participación en la regulación de las 
células madre tumorales. 

Promoción de la migración e 
invasión celular en diferentes 

tumores sólidos. 
Quimiorresistencia. 

SOX2 

Mantenimiento de la auto-
renovación y pluripotencialidad 

de las células madre 
embrionarias. 

Participación en la proliferación, 
migración e invasión celular en 

diferentes tumores sólidos. 
Quimiorresistencia. 
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Figura 2. Representación esquemática de la localización intracelular de factores de 

pluripotencialidad (elaboración propia) y estructura tridimensional de OCT486, SOX286 y 

NANOG87 obtenida de la RCSB PDB (rcsb.org)88. 
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OCT4, NANOG y SOX2 son tres factores de transcripción que forman una red de 

retroalimentación mutua, fundamental para la regulación y mantenimiento de la auto-

renovación y del estado de desdiferenciación en las células madre embrionarias89,90. Además, 

son factores clave para la reprogramación de células diferenciadas a células pluripotentes 

inducidas91,92.  

NANOG (nombre derivado de Tír na nÓg: “tierra de la juventud” en la mitología irlandesa) 

es un factor de transcripción que pertenece al grupo de las homeoproteínas. Las 

homeoproteínas se definen por poseer un dominio de unión al ADN de 60 aminoácidos 

(homeodominio), que está codificado por una región de 180 pb que se conoce como 

homeobox. SOX2 pertenece a la familia SOX (SRY-box), un grupo de factores de 

transcripción que forman una superfamilia de genes caracterizados por contener una 

secuencia homóloga que codifica un dominio de unión al ADN altamente conservado entre 

las especies eucariotas, la HMG-box (del inglés High Mobility Group). OCT4 (del inglés 

octamer-binding transcription factor 4) está codificado por el gen POU5F1 (dominio POU, 

clase 5, factor de transcripción 1), y es un factor de transcripción que contiene un 

homeodominio POU. Se han encontrado más de 300 genes sobre cuyos promotores pueden 

actuar NANOG, SOX2 y OCT489, conduciendo su pérdida de función a la diferenciación de 

células pluripotentes, reduciéndose la expresión de genes necesarios para el mantenimiento 

de la pluripotencialidad. 

Como marcadores de células madre tumorales, se ha estudiado su expresión en tumores 

sólidos, habiéndose encontrado sobreexpresados en carcinomas escamosos93–95, incluyendo 

CECC. OCT4 participa en el mantenimiento de la pluripotencia y el estado de 

indiferenciación de las células madre embrionarias96, y su expresión en células tumorales se 

ha asociado con progresión y mal pronóstico94,97. NANOG también es responsable de 

mantener la pluripotencialidad de las células madre embrionarias bloqueando la 

diferenciación98. Es una de las dianas de la vía de OCT3/498, y tiene un efecto similar en 

diferentes neoplasias, habiéndose asociado con tumorigénesis, pérdida de diferenciación, 

invasión y metástasis99–101. SOX2 es fundamental para la autorrenovación de las células 

madre embrionarias y de las células progenitoras neurales102. El gen que codifica SOX2 se 

sitúa en brazo largo del cromosoma 3 (3q), donde se encuentran también los genes TP63 y 

PIK3CA. La ganancia de 3q es una de las alteraciones citogenéticas más frecuentes en 

carcinomas escamosos. La expresión diferencial de estos genes se ha empleado para intentar 
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establecer diferentes perfiles moleculares en los CECC que expliquen la diferente evolución 

y respuesta al tratamiento de estos tumores. La contribución de SOX2 en la progresión de 

los tumores de cabeza y cuello se ha estudiado con anterioridad, encontrando una asociación 

entre la expresión de este factor y una peor evolución en cuanto a diferentes variables clínicas 

como la recurrencia, las metástasis ganglionares y a distancia, así como en la supervivencia 

global y libre de enfermedad103–106.  
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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2.1 Hipótesis 

Diferentes estudios han demostrado previamente la expresión de factores de 

pluripotencialidad en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello, entre los que se 

encuentran NANOG, SOX2 y OCT4. Dicha expresión se ha relacionado con una evolución 

clínica diferente de los pacientes con estos tumores, pero existen resultados controvertidos 

entre diferentes trabajos respecto al papel de estos factores en la progresión de la enfermedad 

y el pronóstico de los pacientes.  

Teniendo en cuenta los datos previos relativos al papel de los factores de pluripotencialidad 

en carcinomas escamosos de cabeza y cuello, se plantea que estos participan en las etapas 

iniciales de la tumorigénesis estando ya presentes en las lesiones premalignas y teniendo un 

papel relevante en la progresión a carcinomas invasivos, así como en la evolución de estos. 

2.2 Objetivos 

El trabajo tiene dos objetivos fundamentales: investigar el papel de NANOG, SOX2 y OCT4 

en las etapas iniciales de la tumorigénesis de cabeza y cuello; y estudiar la influencia de 

dicha expresión en la evolución de tumores de diferentes localizaciones de cabeza y cuello 

estableciendo su posible significado pronóstico. 

De acuerdo con estas premisas, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1. Analizar la expresión de NANOG, SOX2 y OCT4 en displasias de laringe. 

2. Estudiar la relación de la expresión de los factores de pluripotencialidad con la 

posible progresión de las displasias a carcinomas invasivos de laringe. 

3. Analizar la expresión de NANOG, SOX2 y OCT4 en carcinomas escamosos de 

orofaringe, hipofaringe y laringe. 

4. Estudiar la relación entre la expresión de los factores de pluripotencialidad y las 

características clínico-patológicas y evolución de los pacientes. 
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3 MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 Selección de pacientes y muestras de tejido 

3.1.1 Lesiones premalignas 

Se recogieron de forma retrospectiva muestras de tejido de pacientes con diagnóstico 

histológico de displasia laríngea, tratados en el Servicio de Otorrinolaringología del Hospital 

Universitario Central de Asturias (HUCA) entre los años 1996 y 2010. Los pacientes debían 

cumplir los siguientes criterios para ser incluidos en el estudio: 

• Diagnóstico anatomopatológico de displasia laríngea. 

• Lesiones en las cuerdas vocales. 

• No presentar historia previa de cáncer de cabeza y cuello. 

• Haberse realizado una biopsia excisional macroscópicamente completa de la lesión. 

• Seguimiento mínimo de 5 años (o hasta que se produjese la progresión a carcinoma). 

Los pacientes con diagnóstico de displasia laríngea que desarrollaron cáncer en los seis 

meses siguientes a dicho diagnóstico fueron excluidos del estudio. Se incluyeron 100 

pacientes que cumplían los criterios establecidos. Los pacientes fueron seguidos cada 2 

meses en los seis meses tras el tratamiento, cada tres meses hasta el segundo año, y cada 6 

meses en adelante. 

Se obtuvieron los bloques de tejido parafinado del Biobanco del Principado de Asturias, 

incluido en la Red Nacional de Biobancos (PT17/0015/0023), y el diagnóstico histológico 

de cada lesión fue confirmado por una patóloga experta. Las secciones seleccionadas para el 

estudio también incluían epitelio sano adyacente, que sirvió como control interno. Las 

lesiones premalignas se clasificaron en las categorías de displasia de bajo grado y displasia 

de alto grado, según los criterios de la clasificación de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), 4ª Edición de 20171. 

3.1.2 Carcinomas escamosos de cabeza y cuello 

Se recogieron de forma retrospectiva muestras de tejido tumoral de 382 pacientes con 

carcinomas escamosos de cabeza y cuello intervenidos en el Servicio de 

Otorrinolaringología del HUCA entre 1990 y 2010. Todos los pacientes incluidos fueron 

sometidos a cirugía como tratamiento primario con intención curativa. 234 pacientes (61%) 

recibieron posteriormente radioterapia como tratamiento complementario, en base al 
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cumplimiento de uno o varios de los siguientes criterios: tumores clasificados como T4, 

pacientes con metástasis ganglionares (N2 o superiores), resección con bordes quirúrgicos 

próximos (<5mm) o afectados y/o extensión extraganglionar.  

Para ser incluidos en el estudio, los pacientes debían cumplir los siguientes criterios: 

1. Tumor primario de estirpe escamosa en orofaringe, hipofaringe o laringe. 

2. Ausencia de antecedentes de tumores previos de cabeza y cuello. 

3. Cirugía con intención curativa como primer tratamiento. 

4. Seguimiento mínimo tras la cirugía de 24 meses o hasta la defunción del paciente. 

Fueron excluidos aquellos pacientes con metástasis a distancia en el momento del 

diagnóstico; presencia de otros tumores concurrentes con el de cabeza y cuello; y aquellos 

con infección por el VPH, quedando finalmente 348 pacientes para estudio. 

A partir del registro quirúrgico del Servicio de Otorrinolaringología del HUCA y de las 

historias clínicas de los pacientes se recogieron los datos relativos a edad al diagnóstico, 

sexo, hábitos tóxicos, localización del tumor, clasificación TNM y estadificación, 

tratamiento administrado y seguimiento clínico (incluyendo lo relativo a recidiva de la 

enfermedad, aparición de segundos tumores primarios y causa de la muerte). El grado de 

diferenciación se determinó en base a la clasificación de Broders.  

3.1.3 Aspectos éticos 

Todos los procedimientos realizados se ajustaron a las normas éticas de la Declaración de 

Helsinki de 1964 y sus posteriores enmiendas o normas éticas comparables. Asimismo, todos 

los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética de la Investigación 

del Principado de Asturias (autorización 70/16 para el proyecto PI16/00280). Dado que se 

trataba de un estudio retrospectivo, no se consideró necesario el consentimiento de los 

pacientes para participar en el estudio. 
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3.2 Elaboración de matrices tisulares (Tissue MicroArrays, TMAs) 

A partir de las muestras de tejido tumoral de los carcinomas escamosos de orofaringe, 

hipofaringe y laringe, se construyeron matrices tisulares para el análisis 

inmunohistoquímico. Al igual que en el caso de las displasias, dichas muestras, fijadas en 

formol e incluidas en parafina, se obtuvieron del Biobanco del Principado de Asturias. Todas 

las muestras fueron revisadas por una patóloga que confirmó el diagnóstico histológico y se 

seleccionaron tres áreas representativas de cada bloque tumoral, de las cuales se obtuvieron 

cilindros de tejido de 1 mm de diámetro que se transfirieron de forma manual a un bloque 

con forma de matriz de 9x10 cilindros. Además de 3 núcleos de tejido de cada muestra de 

tumor, en cada matriz se incluyeron 3 cilindros de epitelio normal (de amígdala, hipofaringe 

y laringe, de muestras obtenidas en cirugías no oncológicas) para control interno. Tras la 

elaboración de cada matriz, se tiñó una sección de cada una con hematoxilina-eosina para 

revisarla mediante microscopía óptica y corroborar el diagnóstico histológico y la 

representatividad de las muestras incluidas. 

 

3.3 Análisis inmunohistoquímico 

Las matrices tisulares se cortaron en secciones de 3 μm y se secaron y montaron en 

portaobjetos. Las secciones se desparafinizaron con xileno estándar y se hidrataron en 

diluciones crecientes de alcohol en agua. La recuperación antigénica se llevó a cabo a 95°C 

durante 20 minutos utilizando la solución comercial Envision Flex Target Retrieval Solution 

a pH 9,0 en un PT Link de Dako®. A continuación, la tinción se realizó a temperatura 

ambiente en una estación de trabajo automática (Dako® Autostainer), empleando un 

anticuerpo para cada uno de los factores estudiados. Para la tinción de NANOG se utilizó un 

anticuerpo monoclonal (D73G4 XP®) a una dilución 1:200, para SOX2 se empleó un 

anticuerpo primario policlonal (Merck Millipore #AB5603) a una dilución 1:1000 y para 

OCT4 un anticuerpo policlonal (Merk Millipore #AB3209) a una dilución 1:200. Para el 

revelado se empleó el sistema de polímeros de dextrano EnVision Flex Plus de Dako® (Dako 

Autostainer) y diaminobencidina (DAB) como cromógeno. En último lugar se realizó la 

contratinción con hematoxilina durante siete minutos y la deshidratación de las 
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preparaciones mediante diluciones decrecientes de alcohol en agua, antes del montaje con 

un cubreobjetos. 

Se valoró la inmunotinción nuclear y/o citoplasmática, en las zonas de displasia o de tumor, 

empleando un sistema de puntuación semicuantitativo basado en la ausencia o presencia de 

tinción, de forma que se consideró la expresión proteica de la siguiente manera: 

• Expresión nuclear de NANOG: negativa (0) o positiva (1), considerando como tal 

cualquier proporción de células neoplásicas con tinción nuclear. 

• Expresión citoplasmática de NANOG: dado que la expresión citoplasmática de 

NANOG mostraba una distribución homogénea en las áreas tumorales, se cuantifico 

en función de la intensidad de la tinción en negativa (0), débil (1) o intensa (2). En 

las displasias sólo se consideró la expresión en las áreas displásicas 

• Expresión nuclear de SOX2: negativa (0) o positiva (1), estableciéndose el punto de 

corte para considerar la tinción positiva en la mediana de células con tinción nuclear, 

resultando en el 10%  

• Expresión nuclear de OCT4: negativa (0) o positiva (1). 

La evaluación de la tinción se llevó a cabo de forma ciega, sin conocer los datos clínicos, 

por dos observadores independientes con una elevada concordancia interobservador (>95%). 

Como control positivo de la tinción con los 3 anticuerpos se emplearon muestras de 

seminoma (Figura 3). 
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Figura 3. Tinción inmunohistoquímica para NANOG (A), SOX2 (B) y OCT4 (C) en 

seminoma. 200x. 

 

A

B

C
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3.4 Detección del VPH 

La posible presencia del VPH fue valorada en todos los pacientes. Se llevó a cabo análisis 

inmunohistoquímico de p16, así como detección del ADN de VPH de alto riesgo mediante 

hibridación in situ y genotipado por PCR GP5+/6+, siguiendo los procedimientos ya 

desarrollados para trabajos previos68,69.  

La inmunotinción de p16 se realizó empleando el anticuerpo anti-p16 clon E6H4 

(Laboratorios Roche mtm AG, Heidelberg, Alemania) en una estación de trabajo 

automatizada (Dako Autostainer) con sistema Envision, y diaminobenzidina como 

cromógeno. La tinción inmunohistoquímica fue valorada por dos observadores 

independientes, puntuándose como negativa (0), débil a moderada (1+: tinción difusa 

nuclear y citoplasmática entre el 10 y el 75% de las células) o intensa (2+: tinción difusa 

nuclear y citoplasmática en más del 75% de las células). Puntuaciones mayores de 1 se 

consideraron como expresión positiva de p16. En aquellos casos con expresión de p16 se 

llevó a cabo la detección del ADN de VPH de alto riesgo y genotipado mediante la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) empleando los cebadores de consenso GP5+/6+, y 

posterior genotipado mediante inmunoensayo enzimático (EIA) para la detección de 14 

genotipos de VPH de alto riego (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68). 

El genotipado de los casos positivos en el EIA se llevó a cabo por hibridación, empleando 

la plataforma Luminex. Los casos positivos al realizar la PCR con los cebadores GP5+/6+ 

fueron sometidos para confirmación adicional a una PCR específica para VPH 16 usando 

cebadores localizados en el gen E7 (fw: GAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT, y re: 

TTGTACGCACAACCGAAGC). Los experimentos fueron realizados en paralelo, sin 

adición de muestra para evitar contaminación.  

Para confirmar los resultados y evitar la presencia de falsos negativos, se realizó hibridación 

in situ (ISH) empleando sondas de ADN del VPH con iniciadores biotinilados, diseñadas 

para reaccionar con los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 (Y1443, 

DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Sobre las secciones de tejido (3 µm) de las matrices 

tisulares se llevó a cabo la desparafinización en xileno estándar, la rehidratación en 

diluciones crecientes de alcohol en agua, y el secado a temperatura ambiente. Posteriormente 

dichas secciones fueron tratadas con proteinasa K para hacer accesible el ADN de la muestra 

a las sondas biotiniladas. A continuación, las matrices se rehidrataron empleando diluciones 
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decrecientes de alcohol en agua. Finalmente, se añadieron las sondas biotiniladas y la 

preparación se colocó en un portaobjetos. Las preparaciones, con el ADN diana y las sondas, 

se desnaturalizaron mediante calentamiento a 92ºC durante 5 minutos. Una vez 

desnaturalizadas, los portaobjetos se colocaron en una cámara húmeda, precalentada a 37ºC 

durante 16 horas, para que pudiese tener lugar la hibridación de las sondas con el ADN diana. 

Para detectar la sonda hibridada se utilizó el sistema GenPoint Detection System (K0620, 

Dako), de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el proveedor. La presencia de 

tinción focal por diaminobenzidina en los núcleos de las células tumorales era indicativa de 

la presencia de VPH y los resultados fueron evaluados por dos observadores independientes. 

Se utilizaron muestras de carcinoma de cérvix uterino con infección por el VPH como 

control positivo. 

 

3.5 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con la ayuda del paquete estadístico SPSS (IBM SPSS 

Statistics for Windows, Versión 19.0; Armonk, NY: IBM Corp.). Para comparar variables 

categóricas se aplicaron la prueba de Chi-cuadrado (ꭓ2) y la prueba exacta de Fisher. Para 

valorar la asociación lineal de variables discretas se utilizaron los coeficientes de correlación 

de Pearson y de Spearman. Para los análisis de tiempo hasta la producción del suceso, se 

emplearon curvas de Kaplan-Meier, evaluando las diferencias entre los tiempos de 

supervivencia por el método de Log-rank. Para los análisis uni- y multivariantes se 

emplearon modelos de riesgo proporcional de Cox. Se recogieron los riesgos relativos 

(Hazard Ratios, HR) con un intervalo de confianza (IC) del 95% y los valores de P. Todos 

los test fueron bilaterales. Se consideraron estadísticamente significativos valores de P ≤ 

0,05. 
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4 RESULTADOS 
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4.1 Características de los pacientes y las muestras de displasia de laringe 

De acuerdo con los criterios de inclusión previamente mencionados, se recogieron muestras 

de 100 pacientes con displasia de laringe. Dado que estas lesiones son de pequeño tamaño, 

queda una muestra de tejido escasa para investigación una vez realizado el estudio 

anatomopatológico que se precisa en la práctica clínica. Por este motivo, se pudo llevar a 

cabo el análisis inmunohistoquímico de NANOG, SOX2 y OCT4 en 76 muestras. En otras 

8 muestras se pudo realizar inmunotinción sólo para NANOG y en 16 sólo para SOX2.  

En las 76 muestras mencionadas, no se observó expresión de OCT4, a pesar de que en los 

controles previos realizados en seminoma se encontró una inmunotinción adecuada (Figura 

3C). Teniendo en cuenta estos datos, se analizó la expresión de factores de pluripotencialidad 

y su relación con parámetros clínico-patológicos en base a 3 cohortes: 84 displasias en las 

que se analizó la expresión de NANOG, 92 displasias en las que se analizó la expresión de 

SOX2 y 76 displasias en las que se realizó un análisis conjunto de NANOG y SOX2.  

 

4.2 Análisis de la expresión de NANOG en displasias de laringe 

4.2.1 Características de los pacientes 

Se realizó análisis de la expresión proteica de NANOG mediante inmunohistoquímica en 84 

displasias de laringe. Todos los pacientes eran varones, con una edad media de 64 años 

(rango: 36 a 86 años). Todos salvo dos pacientes eran fumadores, 44 (54%) moderados (1-

50 paquetes- año) y 36 (44%) fumadores importantes (>50 paquetes-año). El consumo medio 

de tabaco fue de 54 paquetes-año (rango: 0 a 150). Tras el diagnóstico, todos los pacientes 

que eran fumadores activos recibieron ayuda para dejar de fumar, a pesar de lo cual 14 de 

ellos continuaron fumando. De las 84 displasias incluidas en esta cohorte, 14 (17%) se 

clasificaron en bajo grado y 68 (83%) en alto grado. Durante el seguimiento, 24 de los 82 

pacientes (29% de la muestra) desarrollaron un carcinoma invasivo en el mismo sitio de la 

lesión premaligna previa. 

En los pacientes que progresaron, el tiempo medio de progresión a cáncer desde el 

diagnóstico de displasia fue de 28 meses (rango: 6 a 66 meses). No se hallaron diferencias 

significativas en cuanto a la edad (P = 0,703) entre el grupo de pacientes que desarrolló 
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cáncer (media de 65 años) y el grupo que no lo presentó (media de 64 años). El consumo 

acumulado medio de tabaco en los pacientes que desarrollaron un carcinoma laríngeo fue de 

59 paquetes-año, en comparación con los 53 paquetes-año de los pacientes que no 

desarrollaron carcinoma (P = 0,316). De forma similar, no se encontró diferencia 

significativa en el riesgo de cáncer de laringe entre el subgrupo de pacientes que continuaron 

fumando (14 pacientes) y aquellos que dejaron de fumar (P = 0,757). 

4.2.2 Expresión proteica de NANOG en displasias de laringe 

La expresión de NANOG se detectó en el citoplasma de 49 (60%) de las displasias 

(puntuaciones de la inmunotinción 1 y 2 según la intensidad de tinción citoplasmática), 

mientras que la expresión fue insignificante en las células del estroma y en el epitelio normal 

adyacente. Un 27% (22) de las lesiones mostraron una fuerte expresión de NANOG 

(puntuación 2) (Figura 4). 
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Figura 4. Displasia de laringe con tinción negativa (valor 0; A), débil (valor 1; B) y tinción 

intensa (valor 2; C) para NANOG. 200x. 

 

A

B

C
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La expresión de la proteína NANOG no se correlacionaba con la clasificación 

histopatológica: 9 (64%) de las 14 lesiones con displasia de bajo grado, y 40 (59%) de las 

68 lesiones con displasia de alto grado mostraron expresión de NANOG (Chi- cuadrado, P 

= 0,930). Se encontró expresión intensa de NANOG en 4 (29%) de las displasias de bajo 

grado y en 18 (26%) de las displasias de alto grado (prueba exacta de Fisher, P = 1,000; 

Tabla 4). Se encontró expresión nuclear de NANOG en 7 displasias, que presentaban 

también patrón citoplasmático: una de ellas con tinción débil y las otras 6 intensa (coeficiente 

de correlación de Pearson p = 0,375; P = 0,001). 

Tabla 4. Expresión de NANOG en relación con el diagnóstico histopatológico (†prueba 

exacta de Fisher). 

Expresión citoplasmática 
de NANOG 

Clasificación 
histopatológica 

(OMS 2017) Total Valor 
de P† 

Displasia de 
bajo grado 

Displasia de 
alto grado 

Negativa / Débil-moderada (valores 0-1) 10 51 61 
1,000 

Intensa (valor 2) 4 19 23 

Total 14 70 84  

 

4.2.3 Asociación de la expresión de NANOG con el riesgo de cáncer de laringe 

Durante el seguimiento, 25 (30%) de los 84 pacientes en los que se evaluó la expresión de 

NANOG desarrollaron un carcinoma invasivo en el mismo sitio de la lesión premaligna 

previa. No hallamos una asociación estadísticamente significativa en esta cohorte entre el 

grado histopatológico y el riesgo de progresión a cáncer (Log-rank, P = 0,467; Tabla 5 y 

Figura 5), aunque las displasias de alto grado mostraron un mayor riesgo de cáncer (HR = 

1,694, IC 95% 0,475 a 6,042; P = 0,416; Tabla 6). 
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Figura 5. Progresión a carcinoma en función del diagnóstico histopatológico de las 

displasias. 

 

Tabla 5. Evolución de las lesiones premalignas en función del diagnóstico histopatológico 

y de la expresión proteica de NANOG (†prueba exacta de Fisher, #prueba de Chi-cuadrado). 

Variable Número de 
casos  

Progresión a 
carcinoma (%) Valor de P 

Diagnóstico histopatológico 
Displasia de bajo grado 14  3 (21) 0,539† Displasia de alto grado 70  22 (31) 

Puntuaciones de tinción citoplasmática de NANOG 
Negativa (valor 0) 34  6 (18) 

0,004# Débil / moderada (valor 1) 27  6 (22) 
Intensa (valor 2) 23  13 (57) 

Expresión citoplasmática de NANOG 
Negativa a moderada 61  12 (20) 0,002† Intensa 23  13 (57) 

Expresión nuclear de NANOG 
Negativa 77  21 (27) 0,189† Positiva 7  4 (57) 

 

Bajo grado

Alto grado

P = 0,467
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Por el contrario,  los distintos niveles de la expresión citoplasmática de NANOG se 

relacionaban de forma significativa con un riesgo incrementado de progresión a carcinoma 

laríngeo (Log-rank, P = 0,002; Tabla 5 y Figura 6). En vista de estos resultados, la expresión 

intensa de NANOG a nivel citoplasmático (valor 2) se tomó como punto de corte para los 

siguientes análisis realizados (Tabla 6, P = 0,007; Figura 6, Log-rank, P = 0,001). Los 

pacientes cuyas displasias mostraban una expresión citoplasmática intensa de NANOG 

presentaban tasas más altas de progresión a carcinoma laríngeo que aquellos con expresión 

ausente o débil-moderada (valores 0-1) (HR = 1,813; IC 95%: 1,176 – 2,794; P = 0,007). A 

los 5 años del diagnóstico, el 57% de los pacientes con expresión citoplasmática intensa de 

NANOG desarrollaron un carcinoma de laringe, respecto al 20% de los pacientes con 

expresión negativa, débil o moderada (prueba exacta de Fisher, P = 0,002; Tabla 5). 

Analizando la expresión nuclear de NANOG también se observaba una tendencia a la 

asociación con un riesgo aumentado de cáncer de laringe, pero sin alcanzarse significación 

estadística (prueba exacta de Fisher, P = 0,189; Tabla 5).  

Figura 6. Progresión de las displasias a carcinoma en función de la expresión 

citoplasmática de NANOG. 

 

Mediante el análisis univariante según el modelo de Cox observamos que la expresión 

citoplasmática intensa de NANOG era el único predictor de cáncer de laringe 

estadísticamente significativo (Tabla 6). La sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo 

P = 0,001

NANOG (-/+)

NANOG (++)

P = 0,002

NANOG (-)

NANOG (+)

NANOG (++)
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Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de la expresión citoplasmática de 

NANOG fueron 50%, 83%, 54% y 80%, respectivamente.  

Tabla 6. Estimación del riesgo de progresión a carcinoma de laringe (modelo univariante de 

Cox). 

Variable Hazard Ratio IC 95% Valor de P 

Edad (por encima vs por debajo de la 
media) 0,980 0,424 – 2,268 0,963 

Tabaco (por encima vs por debajo de 
la media) 1,534 0,675 – 3,484 0,307 

Grado histológico (alto grado vs bajo 
grado) 1,694 0,475 – 6,042 0,416 

Expresión citoplasmática de NANOG 1,813 1,176 – 2,794 0,007 

Expresión nuclear de NANOG 1,599 0,500 – 5,113 0,429 

 

4.3 Análisis de la expresión de SOX2 en displasias de laringe 

4.3.1 Características de los pacientes 

La expresión proteica de SOX2 se analizó mediante inmunohistoquímica en 92 displasias de 

laringe. Todos los pacientes eran varones, con una edad media de 65 años (rango: 36 a 86 

años). Todos salvo 2 pacientes eran fumadores o exfumadores. El consumo medio de tabaco 

fue de 50 paquetes-años (rango: 15 a 150 paquetes-año). Aunque tras el diagnóstico a todos 

los pacientes fumadores se les aconsejó el cese del hábito tabáquico, 14 continuaron 

fumando. De los 92 pacientes incluidos en el estudio de SOX2, 14 de las displasias (15%) 

se clasificaron como de bajo grado, y las otras 80 (85%) como displasias de alto grado. 

Durante el seguimiento, 29 de los pacientes (32%) desarrollaron un carcinoma invasivo en 

la misma localización de la lesión previa. 

En los pacientes que progresaron, el tiempo medio de progresión a cáncer desde el 

diagnóstico de displasia fue de 27 meses (rango: 8 a 66 meses). No se encontraron diferencias 

significativas respecto a la edad (P = 0,501) entre los que desarrollaron cáncer y los que no 

(media de 64 años en ambos grupos). No se observó tampoco diferencia significativa en 
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función de la cantidad acumulada de tabaco consumido, ya que la media fue de 58 paquetes-

año en los pacientes que desarrollaron cáncer y de 53 paquetes-año en los que no (P = 0,819). 

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes que 

continuaron fumando (14 pacientes) y aquellos que dejaron de fumar (P = 0,965). 

4.3.2 Expresión proteica de SOX2 en displasias de laringe 

Se consideró expresión positiva de SOX2 la presencia de inmunotinción nuclear en más del 

10% de las células del área de displasia, detectándose dicha expresión en 38 (41%) de las 

displasias, mientras que fue clasificada como negativa en las 54 restantes. La expresión de 

SOX2 fue negativa en células del estroma y en el epitelio sano adyacente (Figura 7). 

Figura 7. Muestras de displasia de laringe con tinción negativa (valor 0; A) y tinción 

positiva (valor 1; B) para SOX2. 200x. 

 

A

B
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La expresión de SOX2 se correlacionaba significativamente con displasia de alto grado, de 

acuerdo con la clasificación histopatológica de la OMS. En concreto, de las 13 lesiones de 

bajo grado sólo 2 (15%) presentaban expresión de SOX2, mientras que en las displasias de 

alto grado se encontró expresión positiva en 36 (46%) de las muestras (prueba exacta de 

Fisher, P = 0,036; Tabla 7). 

Tabla 7. Expresión de SOX2 en relación con el diagnóstico histopatológico (†prueba exacta 

de Fisher). 

Expresión nuclear 
de SOX2 

Clasificación histopatológica 
(OMS 2017) Total Valor 

de P† Displasia de bajo 
grado (%) 

Displasia de alto 
grado (%) 

Negativa (valor 0) 11 (85) 43 (54) 54 
0,036 

Positiva (valor 1) 2 (15) 36 (46) 38 

Total 13 79 92  

 

4.3.3 Asociación de la expresión de SOX2 con el riesgo de cáncer de laringe 

La expresión de SOX2 en las displasias laríngeas de la cohorte estudiada se correlacionaba 

con el riesgo de progresión a cáncer de laringe (P < 0,001; Tabla 8). Por el contrario, en esta 

serie tampoco se encontró una correlación estadísticamente significativa entre la 

clasificación histopatológica y el riesgo de progresión a cáncer (P = 0,748; Tabla 8; Log-

rank, P = 0,500; Figura 8), aunque las displasias de alto grado mostraron un mayor riesgo de 

progresión a cáncer (HR = 1,023; IC 95% = 0,291 – 3,591; P = 0,972; Tabla 9). 

Tabla 8. Evolución de las lesiones premalignas según el diagnóstico histopatológico y la 

expresión nuclear de SOX2 (†prueba exacta de Fisher). 

Variable Número de 
casos (%) 

Progresión a 
carcinoma (%) Valor de P 

Diagnóstico histopatológico 
Displasia de bajo grado 13 (14) 3 (23) 0,748† Displasia de alto grado 79 (86) 26 (33) 

SOX2 (expresión nuclear) 
Negativa (0) 54 (60) 9 (17) <0,001† Positiva (1) 38 (40) 20 (53) 
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Figura 8. Progresión a carcinoma en función del diagnóstico histopatológico. 

 

De forma relevante, se encontró una correlación significativa entre la expresión nuclear de 

SOX2 en las displasias de laringe y el incremento de riesgo de cáncer de laringe (HR = 

4,049; IC 95% = 1,789 – 9,164; P = 0,001; Tabla 9). A los 5 años del diagnóstico el 50% de 

los pacientes con displasias con expresión positiva de SOX2 desarrollaron cáncer de laringe, 

en comparación con el 17% de los pacientes en los que la expresión era negativa (Log-rank, 

P < 0,001; Figura 9).  

P = 0,500

Bajo grado

Alto grado
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Figura 9. Progresión a carcinoma en función de la expresión nuclear de SOX2. 

 

Mediante el análisis univariante según el modelo de Cox observamos que la expresión 

nuclear de SOX2 era el único predictor de cáncer de laringe estadísticamente significativo 

(Tabla 9). La sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo 

Negativo (VPN) de la expresión nuclear de SOX2 fueron 69%, 71%, 53% y 83%, 

respectivamente.  

Tabla 9. Estimación del riesgo de progresión a carcinoma de laringe (modelo univariante de 

Cox). 

Variable Hazard Ratio IC 95% Valor de P 
Edad (por encima vs por 
debajo de la media) 1,112 0,509 – 2,429 0,791 

Tabaco (por encima vs 
por debajo de la media) 1,591 0,741 – 3,418 0,234 

Grado histológico (alto 
grado vs bajo grado) 1,023 0,291 – 3,591 0,972 

Expresión nuclear de 
SOX2 (positivo vs 
negativo) 

4,049 1,789 – 9,164 0,001 

SOX2(-)

SOX2(+)

P < 0,001
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4.4 Análisis conjunto de NANOG y SOX2 en displasias de laringe 

Para valorar el posible efecto conjunto de NANOG y SOX2 en las lesiones premalignas de 

laringe, realizamos el análisis en la cohorte de 76 pacientes sobre cuyas muestras se pudo 

realizar la inmunotinción de ambos factores.  

4.4.1 Características de los pacientes 

Los 76 pacientes incluidos eran varones con una media de edad de 64 años (rango: 36 a 86 

años). Todos salvo 2 pacientes eran fumadores o exfumadores, con un consumo medio 

acumulado de tabaco de 55 paquetes-años (rango: 15 a 150 paquetes-año). De los 76 

pacientes, 12 de las displasias (16%) se clasificaron como de bajo grado, y las otras 64 (84%) 

como displasias de alto grado. Durante el seguimiento, 24 de los pacientes (32%) sufrieron 

una progresión a carcinoma invasivo en la misma localización de la lesión previa. 

En los pacientes que progresaron, el tiempo medio de progresión a cáncer desde el 

diagnóstico de displasia fue de 25 meses (rango: 5 a 51 meses). No se encontraron diferencias 

significativas respecto a la edad (P = 0,620) entre los que desarrollaron cáncer y los que no, 

ni en función de la cantidad de tabaco consumido (P = 0,802).  

4.4.2 Expresión conjunta NANOG-SOX2 

Se consideró expresión conjunta de NANOG y SOX2 la presencia de inmunotinción 

citoplasmática intensa para NANOG y nuclear en más del 10% de las células en la misma 

displasia para SOX2. La expresión de NANOG y de SOX2 se correlacionaba de forma 

significativa, encontrándose sólo 2 casos con expresión citoplasmática intensa de NANOG 

sin expresión nuclear de SOX2 (prueba exacta de Fisher P < 0,001; Tabla 10).  

Tabla 10. Correlación entre la expresión citoplasmática de NANOG y nuclear de SOX2 en 

displasias de laringe (†prueba exacta de Fisher). 

 Expresión nuclear de SOX2 Valor de 
P† Negativa Positiva 

Expresión 
citoplasmática 
de NANOG 

Negativa / 
Débil-moderada (valores 0-1) 42 12 

<0,001 
Intensa (valor 2) 2 20 
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La co-expresión NANOG-SOX2 no se correlacionaba de forma significativa con la 

clasificación histopatológica de las displasias: 34 pacientes (65%) de los 52 incluidos con 

displasia de alto grado eran dobles negativos (prueba exacta de Fisher, P = 0,305; Tabla 11). 

 

Tabla 11. Expresión conjunta NANOG-SOX2 en relación con el diagnóstico 

histopatológico (†prueba exacta de Fisher). 

Expresión conjunta 
NANOG-SOX2 

Clasificación histopatológica 
(OMS 2017) 

Total Valor 
de P† Displasia de bajo 

grado (%) 
Displasia de alto 

grado (%) 
Dobles negativos 8 34 42 0,305 Dobles positivos 2 18 20 
Total 10 52 62  

 

4.4.3 Asociación de la co-expresión NANOG-SOX2 con el riesgo de cáncer de laringe 

La expresión conjunta NANOG-SOX2 se asociaba de forma significativa con un mayor 

riesgo de cáncer de laringe (Log-rank, P < 0,001; Figura 10C). En esta cohorte, el grado 

histológico tampoco se relacionaba de forma significativa con la progresión de las displasias 

a carcinomas (HR 1,338; IC 95% = 0,353 – 5,066; P = 0,669). En el análisis univariante, la 

co-expresión NANOG-SOX2 es el único factor predictor de cáncer de laringe 

estadísticamente significativo, en comparación con la edad, el hábito tabáquico o el grado 

histológico de las displasias (Tabla 12).  

Figura 10. Progresión a carcinoma en función de la expresión citoplasmática de NANOG 

(A), nuclear de SOX2 (B) y de la co-expresión NANOG-SOX2 (C). 
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Tabla 12. Estimación del riesgo de progresión a carcinoma de laringe (modelo univariante 

de Cox). 

Variable Hazard Ratio IC 95% Valor de P 
Edad (por encima vs por 
debajo de la media) 0,743 0,281 – 1,967 0,550 

Tabaco (por encima vs 
por debajo de la media) 0,898 0,360 – 2,236 0,816 

Grado histológico (alto 
grado vs bajo grado) 1,338 0,353 – 5,066 0,669 

Expresión NANOG-
SOX2 (positivo vs 
negativo) 

0,227 0,090 – 0,571 0,002 

 

En el estudio de las propiedades clínicas del análisis inmunohistoquímico de NANOG y 

SOX2 como predictores de progresión de las displasias a cáncer de laringe, encontramos una 

sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del análisis conjunto NANOG-SOX2 del 62%, 83%, 

65% y 81%, respectivamente. En la Tabla 13 se comparan dichos parámetros con los 

obtenidos en las cohortes previas de estudio de NANOG y SOX2 y en la Tabla 14 se realiza 

la comparación de los parámetros dentro de la misma cohorte. En ambos casos los valores 

de cada parámetro para las distintas pruebas no varían significativamente. Se puede ver como 

la combinación de la expresión de ambos factores aporta la mayor precisión, pero en caso 

de emplear un solo marcador, SOX2 tiene mayor utilidad clínica al aportar mayor 

sensibilidad y valor predictivo negativo. 

Tabla 13. Comparación de los valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN obtenidos 

en cada cohorte. 

Capacidad clínica NANOG (84) SOX2 (92) NANOG-SOX2 (76) 
Sensibilidad 50% 69% 62% 
Especificidad 83% 71% 83% 
Valor predictivo positivo 54% 53% 65% 
Valor predictivo negativo 80% 83% 81% 
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Tabla 14. Comparación de los valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN obtenidos 

en la misma cohorte de 76 pacientes. 

Capacidad clínica NANOG (76) SOX2 (76) NANOG-SOX2 (76) 
Sensibilidad 54% 67% 62% 
Especificidad 83% 69% 83% 
Valor predictivo positivo 59% 50% 65% 
Valor predictivo negativo 80% 82% 81% 
 

 

4.5 Carcinomas escamosos de cabeza y cuello 

Siguiendo los criterios de inclusión previamente establecidos se recogieron muestras de 382 

pacientes con CECC, de las cuales se pudo realizar el análisis inmunohistoquímico de la 

expresión de NANOG, SOX2 y OCT4 en 357 muestras. En 9 de las muestras se detectó la 

presencia de VPH, excluyéndose dichos casos para evitar posibles sesgos por el diferente 

comportamiento biológico de los tumores asociados a este virus. Teniendo en cuenta estas 

premisas, se completó el estudio en una cohorte homogénea de 348 muestras de CECC (229 

de orofaringe, 60 de hipofaringe y 59 de laringe). La inmensa mayoría de los pacientes eran 

varones (336 pacientes, 96,5%), y la edad media de la serie era de 60 años (rango: 36 a 86 

años). Cabe destacar que la mayoría de los pacientes de esta serie tenían tumores en estadios 

avanzados, siendo 310 de estadios III o IV (89% de la muestra). Todos los pacientes fueron 

tratados mediante cirugía con intención curativa, recibiendo radioterapia complementaria 

216 (62%). Los datos de la muestra según las diferentes localizaciones del tumor primario 

se resumen en la Tabla 15. 
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Tabla 15. Características clínico-patológicas de 348 pacientes con CECC. 

Características Orofaringe (%) Hipofaringe (%) Laringe (%) 
Pacientes 229 60 59 

Sexo 
Varón 221 (97)  57 (95) 58 (98) 
Mujer 8 (3) 3 (5) 1 (2) 

Edad 
Media 58 59 62 
Rango 36 – 85 43 – 80 36 – 86 

Clasificación T 
T1-T2 70 (31) 18 (30) 18 (31) 
T3-T4 159 (69) 42 (70) 41 (69) 

Clasificación N 
N0 56 (24) 9 (15) 29 (49) 
N+ 173 (76) 51 (85) 30 (51) 

Estadio tumoral 
I-II 23 (10) 4 (7) 11 (19) 
III-IV 206 (90) 56 (93) 48 (81) 

Grado histológico 
Bien diferenciado 104 (46) 12 (20) 19 (32) 
Moderadamente diferenciado 85 (37) 26 (43) 28 (48) 
Pobremente diferenciado 39 (17) 22 (37) 12 (20) 

Seguimiento (meses) 
Media 34 29 41 
Mediana 19 19 37 
Rango 1 – 216 1 – 95 1 – 97 

Radioterapia complementaria 
No 75 (33) 16 (27) 41 (69) 
Sí 154 (67) 44 (73) 18 (31) 
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4.6 Expresión de NANOG en CECC 

De los 348 tumores incluidos en el trabajo, 250 presentaban expresión proteica de NANOG 

(72%), mostrando un patrón fundamentalmente citoplasmático, pero también expresión 

nuclear. No se encontró expresión en el epitelio normal adyacente ni en las células del 

estroma (Figura 11). En relación con los parámetros clínico-patológicos, encontramos 

expresión de NANOG de forma significativamente más frecuente en los tumores de 

hipofaringe y en los pacientes con metástasis ganglionares (Tabla 16). 

Figura 11. Expresión proteica de NANOG en CECC. Tinción negativa para NANOG, 

puntuación 0 (A); tinción débil-moderada, puntuación 1 (B); tinción intensa, puntuación 2 

(C). 200x. 

200 µm

A

C

B
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4.7 Expresión de SOX2 en CECC 

La expresión de SOX2 se consideró positiva cuando se encontraba tinción nuclear en más 

del 10% de las células tumorales. Dicha expresión positiva estaba presente en 105 de las 348 

muestras de tumor (30%), siendo negativa en el estroma y tejido sano adyacente (Figura 12). 

La expresión de SOX2 se asoció de forma significativa con tumores cuya localización 

primaria era la laringe, no habiendo relación con otros parámetros clínico-patológicos (Tabla 

16). 

 

Figura 12. Expresión proteica de SOX2 en CECC. Tinción negativa para SOX2, 

puntuación 0 (A); tinción nuclear positiva, puntuación 1 (B). 200x. 
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Tabla 16. Relación entre la expresión de NANOG y SOX2 y las características clínico-

patológicas. 

Característica No. 
Expresión 
positiva de 

NANOG (%) 

Valor 
de P 

Expresión 
positiva de 
SOX2 (%) 

Valor 
de P  

Clasificación pT 
T1-T2 106 80 (75) 

0,350 
36 (34) 

0,163 T3 116 78 (67) 39 (34) 
T4 125 92 (74) 30 (24) 

Clasificación pN 
N0 94 56 (60) 0,003 29 (31) 0,896 N1-3 254 194 (76) 76 (30) 

Estadio tumoral 
I-II 38 25 (66) 

0,204 
12 (32) 

0,754 III 59 38 (64) 20 (34) 
IV 251 187 (75) 73 (29) 

Grado histológico 

Bien diferenciado 135 88 (65) 

0,084 

40 (30) 

0,740 Moderadamente diferenciado 139 104 (75) 45 (32) 

Pobremente diferenciado 73 57 (78) 20 (27) 

Localización 
Orofaringe 229 157 (69) 

0,019 
56 (24) 

0,002 Hipofaringe 60 52 (87) 21 (35) 
Laringe 59 41 (69) 28 (47) 
Total de pacientes 348 250 (72)  105 (30)  
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4.8 Expresión de OCT4 en CECC 

A pesar de que en los controles positivos de seminoma se obtuvo una tinción adecuada de 

OCT4 (Figura 3C), no encontramos expresión de OCT4 en los tumores incluidos en nuestra 

cohorte. 

 

4.9 Asociación de la expresión de factores de pluripotencialidad con la 

recidiva tumoral 

En el global de la serie (348 pacientes) no se encontraron diferencias significativas en la 

supervivencia libre de enfermedad (SLE) en función de la expresión de NANOG o de SOX2, 

aunque la SLE era mayor en los casos con expresión de NANOG. Tampoco había relación 

entre la expresión de los factores y la SLE analizando por separado los tumores según la 

localización del tumor primario en faringe o laringe (Figuras 13 y 14). 
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Figura13. Supervivencia libre de enfermedad en función de la expresión de NANOG en la 

serie completa (A), en carcinomas escamosos de faringe (B) y en carcinomas escamosos de 

laringe (C). 
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Figura 14. Supervivencia libre de enfermedad en función de la expresión de SOX2 en la 

serie completa (A), en carcinomas escamosos de faringe (B) y en carcinomas escamosos de 

laringe (C). 

 

Al estudiar la SLE en los pacientes según la presencia de metástasis ganglionares, se 

observaba un efecto diferencial de NANOG entre los pacientes sin metástasis ganglionares 

(N0) y los pacientes con dichas metástasis (N+). En los pacientes N0, la SLE no difería en 

función de la expresión de NANOG (SLE a los 5 años del 52% en el grupo sin expresión de 

NANOG vs 55% en el grupo con expresión de NANOG; Log-rank, P = 0,640). Por el 
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contrario, en el grupo de pacientes N+ la expresión de NANOG se relacionaba con menor 

tasa de recidiva tumoral (SLE a los 5 años del 12% en el grupo sin expresión de NANOG vs 

28% en el grupo con expresión de NANOG; Log-rank, P = 0,005; Figura 15). Este efecto 

diferencial no se observaba con la expresión de SOX2 (Figura 16). 

Figura 15. Supervivencia libre de enfermedad en función de la expresión de NANOG en 

pacientes sin metástasis ganglionares (A) y con metástasis ganglionares (B). 

 

Figura 16. Supervivencia libre de enfermedad en función de la expresión de SOX2 en 

pacientes sin metástasis ganglionares (A) y con metástasis ganglionares (B). 
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4.10 Asociación de la expresión de factores de pluripotencialidad con la 

supervivencia 

La expresión de NANOG se correlacionaba de forma positiva con la supervivencia, siendo 

las diferencias casi significativas con la supervivencia específica de enfermedad (SEE) y 

significativas con la supervivencia global (SG) (P = 0,055 y P = 0,012, respectivamente). 

Los pacientes con expresión positiva de SOX2 también mostraban una mejor SEE y SG, 

pero sin alcanzarse significación estadística.  

 

Figura 17. Supervivencia global (A) y específica de enfermedad (B) en función de la 

expresión de NANOG. 
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Figura 18. Supervivencia global (A) y específica de enfermedad (B) en función de la 

expresión de SOX2. 

 

Según la localización del tumor primario, el impacto de la expresión de NANOG o SOX2 

en el pronóstico de los pacientes era diferente. En los carcinomas escamosos de orofaringe 

(CEO) la expresión de NANOG se asociaba de forma significativa con mejor SG y mejor 

SEE (Figura 19). Sin embargo, no había diferencias en función de la expresión de SOX2. En 

los carcinomas escamosos de hipofaringe (CEH), el grupo de pacientes con expresión de 

NANOG también tenía mejor SG (Figura 20). En los CEL no se observaron diferencias en 

el pronóstico en base a la expresión de NANOG o de SOX2 (Figura 21). 
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Figura 19. Supervivencia global (A-C) y específica de enfermedad (B-D) en función de la 

expresión de NANOG (A-B) y de la expresión de SOX2 (C-D) en pacientes con carcinoma 

escamoso de orofaringe. 
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Figura 20. Supervivencia global (A-C) y específica de enfermedad (B-D) en función de la 

expresión de NANOG (A-B) y de la expresión de SOX2 (C-D) en pacientes con carcinoma 

escamoso de hipofaringe. 
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Figura 21. Supervivencia global (A-C) y específica de enfermedad (B-D) en función de la 

expresión de NANOG (A-B) y de la expresión de SOX2 (C-D) en pacientes con carcinoma 

escamoso de laringe. 
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ganglionares (N0), la expresión de NANOG no se relacionaba con la SEE (P = 0,304). Las 

diferencias en función de la presencia de metástasis ganglionares se observaron con la 

expresión de NANOG, pero no al analizar la expresión de SOX2 (P = 0,218 y P = 0,181 

para paciente N0 y N+, respectivamente). 

Figura 22. Supervivencia global (A-B) y específica de enfermedad (C-D) en función de la 

expresión de NANOG en pacientes sin metástasis ganglionares (A-C) y en pacientes con 

metástasis ganglionares (B-D). 
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Figura 23. Supervivencia global (A-B) y específica de enfermedad (C-D) en función de la 

expresión de SOX2 en pacientes sin metástasis ganglionares (A-C) y en pacientes con 

metástasis ganglionares (B-D). 
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4.11 Análisis de la expresión combinada y diferencial de NANOG y SOX2 

Para valorar la relevancia clínica de la expresión de NANOG y de SOX2 de forma 

independiente, analizamos el impacto en la supervivencia de los pacientes de la expresión 

de cada factor con expresión negativa del otro, respecto a los dobles negativos. En nuestra 

serie, 96 pacientes tenían tumores que expresaban NANOG y SOX2, mientras que en otros 

89 casos no se encontraba expresión de ninguno de los factores. En 154 tumores se halló 

expresión de NANOG sin expresión de SOX2, mientras que sólo en 9 pacientes había 

expresión de SOX2 siendo negativa la de NANOG (prueba exacta de Fisher, P < 0,001; 

Tabla 17). 

Tabla 17. Correlación entre la expresión proteica de NANOG y de SOX2 en CECC (†prueba 

exacta de Fisher). 

 SOX2 negativo SOX2 positivo Total Valor de P† 
NANOG negativo 89 9 98 

<0,001 
NANOG positivo 154 96 250 

Total 243 105 348  
 

La expresión de NANOG con SOX2 negativo se relacionaba de forma significativa con 

mejor supervivencia global, pero al analizar la expresión de SOX2 con NANOG negativo 

las diferencias no alcanzaban significación estadística (Figura 24). 
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Figura 24. Supervivencia global (A-C) y específica de enfermedad (B-D) en función de la 

expresión de NANOG en casos SOX2-negativos (A-B) y en función de la expresión de 

SOX2 en casos NANOG-negativos (C-D). 
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expresión NANOG-SOX2 era similar en los pacientes con tumores de orofaringe e 

hipofaringe, mientras que los tumores de laringe mostraban un comportamiento clínico 

diferente, no observándose impacto significativo de la expresión NANOG-SOX2 en la 

evolución de los pacientes (Tabla 18; Figura 26).  

 

Figura 25. Supervivencia global (A) y específica de enfermedad (B) en función de la co-

expresión de NANOG-SOX2. 
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Figura 26. Supervivencia global y específica de enfermedad en función de la co-expresión 

de NANOG y SOX2 en carcinomas escamosos de orofaringe (A-B), hipofaringe (C-D) y 

laringe (E-F). 
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Tabla 18. Correlación entre la expresión de NANOG y SOX2, y la supervivencia a 5 años. 

Pacientes NANOG 
(+) 

NANOG 
(-) 

HR (IC 
95%); P 

SOX2 
(+) 

SOX2 
(-) 

HR (IC 
95%); P 

Dobles 
positivos 

Dobles 
negativos 

HR (IC 
95%); P 

Serie completa 
SEE 40% 29% 0,055 42% 35% 0,101 40% 26% 0,019 
SG 28% 20% 0,012 26% 26% 0,221 24% 17% 0,015 

Carcinomas de orofaringe 
SEE 43% 22% 0,013 43% 35% 0,312 40% 18% 0,031 
SG 29% 16% 0,011 28% 24% 0,319 25% 13% 0,027 

Carcinomas de hipofaringe 
SEE 26% 14% 0,126 20% 26% 0,420 20% 14% 0,095 
SG 21% 13% 0,049 14% 23% 0,696 14% 13% 0,106 

Carcinomas de laringe 
SEE 52% 58% 0,580 57% 50% 0,681 57% 59% 0,734 
SG 36% 38% 0,951 34% 38% 0,885 32% 36% 0,887 

 

 

4.12 Análisis multivariante en relación con la supervivencia 

En base al análisis multivariante encontramos una influencia significativa en el pronóstico 

de los pacientes de las clasificaciones T y N, el grado histopatológico y la expresión de 

NANOG (Tabla 19). 

 

Tabla 19. Estimación del riesgo de progresión de muerte por tumor (modelo multivariante 

de Cox). 

VARIABLES Hazard Ratio IC 95% P 

T (3-4/1-2) 1,153 1,033 – 1,288 0,011 

N (+/-) 2,619 1,756 – 3,906 0,000 

G (3/1-2) 1,494 1,071 – 2,085 0,018 

Localización (Far/Lar) 0,695 0,448 – 1,077 0,103 

NANOG (+/-) 0,783 0,662 – 0,927 0,004 

SOX2 (+/-) 0,961 0,685 – 1,349 0,820 
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4.13 Validación de los resultados 

Para confirmar nuestros resultados, llevamos a cabo un análisis mediante simulación 

computacional de la relación de la expresión de NANOG y SOX2 con la supervivencia de 

los pacientes, empleando los datos disponibles en The Cancer Genome Atlas (TCGA). Dicho 

análisis se realizó sobre una cohorte de 530 pacientes con CECC107, utilizando la plataforma 

cBioPortal (http://cbioportal.org/)108,109. Los grupos de pacientes se clasificaron según la 

expresión de ARNm en expresión elevada (por encima de la media) y expresión baja (por 

debajo de la media). La expresión de ARNm de NANOG y de SOX2 se analizó en 424 

pacientes de los que se disponía información sobre el estadio N. Se llevó a cabo un análisis 

de la correlación entre la expresión del ARNm de NANOG y de SOX2 en pacientes N0 (177) 

y en pacientes N+ (246) por separado. En los pacientes N+ se observaba una correlación 

robusta entre la expresión del ARNm de NANOG y de SOX2 (coeficiente de correlación de 

Spearman 0,21, P = 0,001), mientras que dicha correlación no se encontraba en los pacientes 

N0 (coeficiente de correlación Spearman 0,12, P = 0,104). Además, el impacto de la 

expresión del ARNm de NANOG y SOX2 difería significativamente según el estadio N 

(Tabla 20). En los pacientes N0, aquellos que tenían expresión elevada del ARNm de 

NANOG presentaban peores tasas de supervivencia global que aquellos con baja expresión 

(mediana de tiempo de supervivencia 57,47 frente a 89,32 meses; Log-rank, P = 0,139). En 

dicho grupo de pacientes la expresión del ARNm de SOX2 no tenía impacto en el pronóstico 

de los pacientes (mediana de tiempo de supervivencia 88,86 meses frente a 84,49 meses; 

Log-rank, P = 0,523). Por el contrario, en el grupo de pacientes N+, aquellos con expresión 

elevada del ARNm de NANOG tenían mejores tasas de supervivencia global (mediana de 

tiempo de supervivencia 56,94 frente a 32,22 meses; Log-rank, P = 0,032), como se muestra 

en la Figura 27. En esta cohorte, la expresión del ARNm de SOX2 también se correlacionaba 

con mejor supervivencia global en los pacientes N+ (mediana de tiempo de supervivencia 

52,31 frente a 22,36 meses; Log-rank, P = 0,036). La correlación de la expresión del ARNm 

de NANOG y de SOX2 con mejor supervivencia se hacía más evidente a mayor estadio N 

(Log-rank, P = 0,009 y P = 0,004, respectivamente). 
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Tabla 20. Supervivencia global en función de la expresión de NANOG (ARNm). 

Estadio 
N 

Expresión 
ARNm 

NANOG 

Total 
de casos 

Fallecimientos 
(%) 

Mediana de 
supervivencia (en 

meses) 

Log-rank 
P 

N0 Elevada 67 24 (36) 57,47 0,139 Baja 110 28 (25) 89,33 

N+ Elevada 82 36 (44) 56,94 0,032 Baja 164 81 (49) 32,22 
 

Figura 27. Supervivencia global en función de la expresión de NANOG y de SOX2 (ARNm) en 

diferentes subconjuntos de pacientes: A, pacientes sin metástasis ganglionares (n= 177); B, 

pacientes con metástasis ganglionares (N+, n=246); C, pacientes con afectación ganglionar N2 o 

superior (N2+, n=179). 

A

B

C
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5.1 Factores de pluripotencialidad en las etapas iniciales de la 

tumorigénesis 

5.1.1 Expresión de factores de pluripotencialidad en lesiones premalignas  

Como sucede en otros tumores epiteliales, la carcinogénesis laríngea parece evolucionar en 

un proceso de varias etapas que incluyen cambios a nivel molecular provocados por la 

exposición a carcinógenos, resultando en lesiones premalignas y carcinomas invasivos110,111. 

Aunque se considera que las lesiones con características displásicas tienen un mayor riesgo 

de cáncer112, algunos cánceres se desarrollan a partir de lesiones sin cambios displásicos. Por 

tanto, son necesarios más marcadores objetivos y fiables para identificar de forma más 

precisa lesiones de alto riesgo, más allá́ de los criterios clínicos e histopatológicos actuales3, 

lo que sin duda ayudaría a elegir la opción terapéutica más apropiada en la práctica clínica.  

El papel de los factores de pluripotencialidad en los tumores sólidos se ha estudiado 

ampliamente. La capacidad oncogénica de NANOG viene investigándose desde hace años, 

habiéndose demostrado su participación en el proceso mediante la regulación de otros 

factores. En carcinomas de estirpe epidermoide se demostró la expresión aberrante de 

NANOG, incluyendo dentro de estos carcinomas los de cabeza y cuello113. Xie y cols.114 

analizaron la regulación postranscripcional de NANOG y su capacidad de promover la 

tumorigénesis a través de Bmi1.  Por su parte, Palla y cols.115 demostraron que NANOG 

induce la expresión de marcadores de pluripotencialidad y la transición epitelio-mesénquima 

en papilomas cutáneos de ratón.  De esta forma, participaría en la conversión maligna de los 

papilomas. 

Por los resultados de estudios previos parece que el papel oncogénico de NANOG depende 

del estado del supresor tumoral p53. En modelos murinos, la alteración del gen de NANOG 

no es suficiente para el desarrollo de tumores malignos, siendo necesaria también la 

supresión de función de p53 para la formación de carcinomas cutáneos116. Aunque NANOG 

participa en las etapas iniciales de diferentes tumores, como los cutáneos, alterando los 

sistemas de reparación del ADN, por si mismo no sería capaz de conducir a la progresión 

hacia un tumor invasivo mientras sigan activos otros mecanismos de supresión tumoral como 

p53117.  
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El papel de SOX2 en los tumores de cabeza y cuello también ha sido estudiado en los últimos 

años, habiéndose constatado su expresión en carcinomas de laringe103. En diversos trabajos 

se ha relacionado la expresión de SOX2 en tumores de cabeza y cuello con la evolución de 

la enfermedad. Mientras que varios de ellos han encontrado una asociación estadísticamente 

significativa entre la expresión de SOX2 y una menor supervivencia global y libre de 

enfermedad104–106, otros lo han relacionado con un mejor pronóstico en carcinomas de 

hipofaringe, aunque sin obtener una relación estadísticamente significativa118. También se 

ha visto un papel relevante de SOX2 como factor pronóstico de respuesta a tratamiento, 

relacionándose con una mayor respuesta del tumor a la radioterapia119. En lo referente a su 

papel en el inicio del proceso oncogénico, Kokalj Vokač y cols.120 encontraron que la 

amplificación de los genes de SOX2 y hTERT era habitual en estadios tempranos de CECO 

y se podía relacionar con diferente pronóstico. El grupo de Qiao121 estudió mediante IHQ la 

expresión de OCT4 y SOX2 en lesiones premalignas y carcinomas de cavidad oral en rata y 

en humano. En 20 lesiones precursoras de malignidad de pacientes (12 leucoplaquias y 8 

líquenes planos orales) encontraron expresión de ambos factores, siendo el patrón más 

habitual la co-expresión (12 casos). Encontraron también expresión nuclear de OCT4 y 

SOX2 en el epitelio adyacente a los CECO. Sin embargo, hasta la fecha no se había estudiado 

la presencia de SOX2 en lesiones premalignas de laringe. 

5.1.2 Biomarcadores del riesgo de progresión de lesiones premalignas a cáncer 

Dado que las lesiones premalignas se asocian con un mayor riesgo de progresión a cáncer, 

es interesante conocer el papel de los factores de pluripotencialidad en esa progresión para 

alcanzar un mejor conocimiento del proceso oncogénico y para valorar su posible papel 

como biomarcadores predictores de desarrollo de un carcinoma de laringe. En los últimos 

años se han venido estudiando diferentes biomarcadores moleculares que permitan predecir 

de forma más precisa el comportamiento de las lesiones precursoras de malignidad en la 

laringe. Los más estudiados han sido proteínas relacionadas con la proliferación y el control 

del ciclo celular (PCNA, Ki67, p53, p16, p21 y ciclina D1). En menor medida también se ha 

investigado el papel de moléculas implicadas en la adhesión celular e invasión 

[Osteopontina, CD44, kinasa de adhesión focal (FAK) o Cortactina (CTTN)], u otras 

moléculas como la Podoplanina o Kv3.440. Entre ellos, la FAK y la CTTN son los que han 

mostrado una asociación más robusta con la progresión a cáncer de laringe. CTTN (11q13) 
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y FAK (8q24) se expresan de forma aberrante en las etapas iniciales de la tumorigénsis 

laríngea y los pacientes cuyas displasias presentan expresión de uno de estos factores tienen 

una mayor incidencia de CEL41. 

Rodrigo y cols.122 encontraron que la Podoplanina, una glicoproteína regulada al alza en 

diferentes carcinomas escamosos, se expresaba más allá de la capa basal del epitelio en 

displasias de laringe, relacionándose esta expresión con mayor riesgo de progresión a 

carcinoma de laringe. La expresión de Podoplanina se encontraba en estadios iniciales de 

CEL, perdiéndose en estadios más avanzados y no relacionándose con la capacidad de 

invasión de estos tumores.  La amplificación del gen ANO1 en displasias de laringe ha 

mostrado también relación con un mayor riesgo de progresión a cáncer123.  

Nuestros resultados ponen de manifiesto que tanto la expresión de NANOG como la de 

SOX2 se asocian significativamente con el riesgo de progresión a carcinoma. Es más, esta 

asociación es más robusta y muestra un poder predictivo superior a la clasificación 

histológica, la cual sigue siendo hoy en día el gold standard en la práctica clínica. 

Posteriormente se ha corroborado el valor de la expresión de NANOG y SOX2 también en 

las lesiones premalignas de cavidad oral como factores predictores del riesgo de progresión 

hacia carcinoma invasivo124,125. 

La sensibilidad de la expresión citoplasmática de NANOG para detectar los pacientes que 

desarrollarán cáncer de laringe no es elevada en nuestra serie, pues sólo alcanza el 50%, pero 

sí presenta una especificidad alta, del 83%, así como un alto valor predictivo negativo 

(VPN), por lo que sería útil para determinar qué pacientes tienen una baja probabilidad de 

progresar hacia cáncer de laringe. A pesar de la localización primaria de NANOG en el 

núcleo, en nuestra cohorte la tinción de NANOG es de predominio citoplasmático, siendo 

además la expresión clínicamente más relevante. Estos hallazgos van en consonancia con la 

expresión aberrante citoplasmática de NANOG en células tumorales encontrada 

previamente por otros grupos, como los de Piazolla113 y Lee110.  

La expresión de SOX2 también se encontraba en una proporción significativa de las 

displasias de laringe incluidas en nuestro estudio, relacionándose además con un mayor 

grado histopatológico según los criterios de la OMS1. Con el estudio de un amplio número 

de pacientes con lesiones premalignas de laringe, demostramos que la expresión de SOX2 
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se detecta de forma temprana en las displasias laríngeas, pero no en el epitelio normal 

adyacente. En nuestra serie, SOX2 muestra niveles superiores de sensibilidad como prueba 

de predicción de cáncer de laringe (69%), pero, como sucedía con NANOG, no puede 

considerarse una sensibilidad elevada ya que está por debajo del 80%. La expresión de SOX2 

tiene además una especificidad más baja (71%), aunque mantiene un VPN por encima del 

80%. 

Observando nuestros resultados en el estudio por separado de NANOG y SOX2 en displasias 

de laringe, ambos factores emergen como parámetros clínica y biológicamente relevantes en 

las etapas iniciales de la tumorigénesis laríngea, contribuyendo a la transformación maligna 

y al desarrollo del cáncer de laringe. Con el análisis conjunto de la expresión de ambos 

factores en los mismos pacientes, encontramos una asociación significativa entre la 

expresión nuclear de SOX2 y citoplasmática de NANOG. De 22 casos con expresión 

citoplasmática intensa de NANOG, sólo en 2 encontramos ausencia de expresión nuclear de 

SOX2. Por tanto, en más del 90% de los casos de displasia de laringe con expresión de 

NANOG (considerando la expresión intensa) podremos asumir que se está expresando 

también SOX2. De hecho, cuando analizamos las tasas de progresión a carcinoma a lo largo 

del tiempo en función de la expresión de cada factor, obtenemos resultados prácticamente 

idénticos a los comentados previamente, con una asociación significativa y robusta de la 

expresión con la progresión a cáncer, pero el análisis de la expresión conjunta muestra una 

evolución que se asemeja más a la observada en el estudio de NANOG por separado (Figura 

10). Respecto a los parámetros clínicos de la evaluación de expresión NANOG-SOX2, 

nuestros resultados muestran que el análisis conjunto aporta cierto incremento en la 

sensibilidad y el VPP de la prueba, pero continúan siendo niveles que no pueden calificarse 

como altos (sensibilidad del 62% y VPP del 65%). En cuanto a la especificidad y VPN, los 

resultados son equivalentes a los obtenidos con el análisis inmunohistoquímico exclusivo de 

NANOG.   

Dado que el análisis inmunohistoquímico de NANOG y SOX2 es relativamente sencillo y 

de fácil interpretación, parece razonable recomendar que esta prueba molecular se incluya 

como marcador complementario para la valoración del riesgo de cáncer de lesiones 

premalignas de laringe y para la toma de decisiones clínicas. En base a los resultados 

observados en el análisis conjunto y buscando una optimización de pruebas diagnósticas en 
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la práctica clínica, podría realizarse únicamente el estudio de expresión de NANOG por IHQ, 

ya que sus atributos como prueba clínica son superponibles al análisis conjunto, dejando el 

estudio de SOX2 para aquellos casos dudosos, como los que muestran una expresión 

citoplasmática débil-moderada de NANOG. Otra opción sería hacer un cribado de las 

displasias con en análisis de SOX2, ya que es la prueba con mayor sensibilidad, dejando el 

análisis de NANOG para aquellos casos con ausencia de expresión de SOX2. 

Además de observar la expresión de NANOG y SOX2 como parámetros clínicamente 

relevantes, su expresión en las etapas iniciales de la tumorigénesis laríngea parece contribuir 

a la transformación maligna y al desarrollo del cáncer de laringe. Por este motivo, tienen un 

papel potencial como dianas terapéuticas para prevenir el desarrollo de tumores de laringe 

en pacientes que ya presentan lesiones precursoras de malignidad. 

Conociendo el papel de NANOG y de SOX2 en las fases más tempranas de la tumorigénesis, 

no sólo sería importante su estudio para la valoración de lesiones premalignas, sino también 

para profundizar en la vertiente molecular del concepto de campo de cancerización 

relacionado con los CECC. Se considera que los CECC surgen a partir de áreas de mucosa 

de la VAS sobre las que asientan clones celulares que sufren un cúmulo de alteraciones 

genéticas que dan lugar a un fenotipo invasivo.  Este concepto va ligado al de campo de 

cancerización en CECC, que fue introducido por Slaughter en 1953, refiriéndose a los 

CECO126. El campo de cancerización hace referencia a áreas extensas de la VAS cuya 

mucosa ha estado expuesta de manera prolongada a carcinógenos como el tabaco o el 

alcohol. Esa exposición prolongada da lugar a amplias zonas de tejido con alteraciones 

genéticas, pudiendo desarrollarse de forma multifocal carcinomas. Esta sería una explicación 

para las recidivas, persistencias tumorales y la aparición de segundos tumores primarios en 

la VAS81, siendo posible la participación de factores de pluripotencialidad como NANOG o 

SOX2 en este proceso. 
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5.2 Factores de pluripotencialidad en carcinomas escamosos de cabeza y 

cuello 

Las células madre tumorales (CSC por las siglas del inglés Cancer Stem Cells) suponen en 

torno a un 10% del total celular en tumores sólidos. En CECC se ha demostrado que las 

células madre tumorales, identificadas con marcadores como CD44, son las únicas capaces 

de dar lugar a tumores diferenciados, según estudios en modelos murinos 

inmunosuprimidos127. En base a estos hallazgos, las CSC serían las que tendrían una 

capacidad tumorigénica dentro del heterogéneo grupo de células que componen el tumor.  

El estudio de las CSC y los factores de pluripotencialidad en CECC permitiría conocer mejor 

el proceso oncogénico y entender la diferente evolución entre distintos tumores. Además, 

serviría para incorporar a la práctica clínica nuevos marcadores que permitan establecer 

grupos de pacientes con un pronóstico más preciso, aplicando mejores estrategias 

terapéuticas.  

En el estudio de las células madre tumorales, Chen y cols.128,129 observaron que factores de 

pluripotencialidad como OCT3/4, SOX2 y NANOG estaban regulados al alza en células 

tumorales con capacidad de formar tumoroesferas (una característica de las células 

pluripotenciales) a partir de CECC. Además, OCT4 estaba regulado al alza en células de 

CECC ALDH1+. Por tanto, NANOG, SOX2 y OCT4 serían factores útiles para identificar 

la presencia de CSC en CECC, siendo interesante conocer qué papel juegan en la evolución 

de la enfermedad. En nuestro trabajo demostramos que tanto NANOG como SOX2 se 

expresan en una proporción significativa de tumores primarios de orofaringe, hipofaringe y 

laringe. Por el contrario, no encontramos expresión proteica de OCT4 en estos tumores, 

como sucedía con las displasias de laringe, a pesar de utilizar un anticuerpo frente a una 

amplia variedad de epítopos y obtener una buena tinción en los controles de seminoma. 

5.2.1 Relación de los factores de pluripotencialidad con la supervivencia y la recidiva 

tumoral 

A pesar de la gran cantidad de trabajos que se han realizado sobre los factores de 

pluripotencialidad en CECC, su papel en la evolución de la enfermedad y el pronóstico de 

los pacientes continúa sin establecerse de forma precisa.  
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SOX2 y OCT4 regulan la expresión de diversos genes, entre ellos NANOG, formando un 

heterodímero que se une a su promotor. Aunque en nuestra cohorte no encontramos 

expresión de OCT4, sí hallamos una correlación positiva entre la expresión de SOX2 y la de 

NANOG, de forma que prácticamente todos los casos con expresión de SOX2 mostraban 

también expresión de NANOG. No obstante, en 156 de las muestras tumorales había 

expresión de NANOG sin expresión de SOX2, por lo que debe haber otros factores 

implicados en la regulación de la expresión de NANOG. 

Varios autores han encontrado una relación entre la expresión de NANOG, SOX2 y OCT4 

con peor pronóstico. Chiou y cols.130 relacionaron la expresión de NANOG y OCT4 con 

mayor grado histológico y peor pronóstico en CECO. NANOG y SOX2 participan también 

en la transición epitelio-mesénquima (TEM), relacionándose de esta manera con un fenotipo 

invasivo y peor pronóstico. De hecho, la expresión de NANOG tiene una relación inversa 

con la expresión de E-cadherina y directa con la de N-cadherina. La expresión de SOX2 se 

relaciona de forma directa con la de N-cadherina, pero no con la de E-cadherina131. 

Por su parte, NANOG también se sobreexpresa en tumores de diferentes localizaciones de 

cabeza y cuello, como la cavidad oral130. Su sobreexpresión se ha correlacionado con 

características tumorales adversas, entre ellas peor diferenciación tumoral y 

quimiorresistencia132, y se ha asociado con peor pronóstico en CECO110. En varios trabajos 

previos la expresión de NANOG se ha relacionado con el pronóstico de los pacientes con 

CECC, aunque son estudios heterogéneos en sus criterios de inclusión y en la metodología 

empleada. Zhao y cols.133 realizaron un meta-análisis sobre 33 estudios acerca del valor 

pronóstico de NANOG en tumores sólidos. La expresión elevada de NANOG se relacionaba 

de forma significativa con peor supervivencia global de los pacientes, incluyendo los 

tumores de cabeza y cuello (HR = 2,29; IC 95% 1,75 – 3,02, P < 0,001).  

Por el contrario, la expresión de NANOG en nuestra serie se asocia con mejor pronóstico, 

aunque sólo en tumores faríngeos. En estos pacientes, el valor pronóstico de NANOG es 

significativo en los pacientes con metástasis ganglionares.  Las diferencias en la inclusión 

de tumores de diferentes localizaciones, estadios de la enfermedad y modalidades de 

tratamiento podría explicar la disparidad de resultados entre los diferentes trabajos. 

En el caso de SOX2, su expresión se ha asociado con diferentes procesos tumorales como la 

proliferación celular, migración, invasión, anti-apoptosis y quimiorresistencia134,135. Sin 
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embargo, su impacto en la evolución de los tumores malignos continúa siendo controvertido. 

Los grupos de Schröck102, Kokalj Vokač120 y Du106 encontraron asociación entre la expresión 

de SOX2 y peor pronóstico, mientras que otros trabajos correlacionan la expresión de SOX2 

con mejor pronóstico. Züllig y cols.136 observaron que en pacientes con carcinoma de cavidad 

oral, la expresión de SOX2 era mayor en pacientes sin metástasis ganglionares. Baumeister 

y cols.137 relacionaron la expresión de SOX2 con mejor evolución clínica en pacientes con 

tumores de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe tratados con quimiorradioterapia. 

También los grupos de Chung119 y de Bochen138 observaron un mejor pronóstico en pacientes 

con CECC y niveles elevados de expresión de SOX2. En nuestra cohorte, la expresión de 

SOX2 se relaciona con mejor pronóstico, pero en el estudio de las diferentes localizaciones, 

los carcinomas escamosos de laringe tienen un comportamiento completamente diferente. 

No obstante, en ningún caso las diferencias alcanzan significación estadística. En carcinomas 

escamosos de otras localizaciones, como el esófago, también se ha encontrado un mejor 

pronóstico en los pacientes cuyos tumores expresaban SOX2139. En base a las interacciones 

de SOX2 con diferentes factores, Hussenet y cols.140 han sugerido una posible función 

pleiotrópica en carcinomas de células escamosas de otras localizaciones. En función de la 

unión con diferentes cofactores se promovería o reprimiría la expresión de otros factores, 

dando lugar a resultados clínicos distintos. 

Con el objetivo de conocer mejor el impacto de los factores de pluripotencialidad en la 

evolución de los CECC, analizamos la expresión combinada y por separado de NANOG y 

SOX2. Observamos que los pacientes con expresión de ambas proteínas (NANOG-SOX2) 

presentaban un mejor pronóstico. La doble expresión NANOG-SOX2 como factor de riesgo 

integrado podría utilizarse en biopsias preoperatorias y ser útil como factor pronóstico 

adicional. Su valoración en conjunto con otros parámetros clínicos, como los márgenes de 

resección o la extensión extracapsular, podría servir para identificar pacientes de alto riesgo 

en los que sea necesario intensificar el tratamiento. Al analizar la supervivencia en función 

de la expresión de cada factor sin expresión del otro, la expresión de NANOG con ausencia 

de expresión de SOX2 se asociaba de forma significativa con una mejor supervivencia 

global. Teniendo en cuenta que sólo en 9 de 98 pacientes (9%) se observaba expresión de 

SOX2 sin expresión de NANOG, las diferencias en términos de supervivencia en función de 

SOX2, cuando no se expresa NANOG, no son significativas.  
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OCT4 también se ha relacionado con procesos tumorigénicos, como la transformación 

maligna, invasión y metástasis en tumores de cabeza y cuello, como los CECO129,141. Ma y 

cols.142 encontraron una correlación significativa entre la expresión de AGR2 y la de OCT4, 

NANOG y SOX2 en tumores de cavidad oral, estando la expresión de AGR2 relacionada 

con mayor estadio T y con la presencia de metástasis ganglionares. El grupo de Chiou130 

observó que los pacientes con expresión de NANOG y OCT4 tenían peor pronóstico que 

aquellos con expresión sólo de NANOG u OCT4. El grupo de Fan143 encontró peor 

pronóstico en pacientes con expresión de OCT4 y NANOG.  

Como se comentaba previamente, en nuestra cohorte no encontramos expresión de OCT4. 

El gen de OCT4 humano puede generar tres transcriptos (OCT4A, OCT4B y OCT4B1) así 

como cuatro isoformas de la proteína (OCT4A, OCT4B-190, OCT4B-265, y OCTB-164) en 

base a procesos de splicing alternativo e inicio alternativo de la traducción. OCT4A es el 

responsable de la pluripotencialidad de las células madre embrionarias, mientras que OCT4B 

no es capaz de mantener estas propiedades144. Las propiedades diferentes de las distintas 

isoformas de OCT4 podría ser una causa importante de las controversias sobre el papel de 

OCT4 en diferentes tumores.  

Gran parte de la importancia que se le han dado en los últimos años a los factores de 

pluripotencialidad y a las células madre tumorales ha sido por su papel potencial en las 

recidivas tumorales. Por un lado, estarían implicadas en la resistencia a tratamientos (sobre 

todo a diferentes modalidades de quimioterapia), y por otro las CSC serían las células 

capaces de dar lugar al desarrollo de un nuevo tumor. 

En el estudio de los factores de pluripotencialidad en CECC, varios grupos han encontrado 

relación entre su expresión y la aparición de recidivas. De Jong y cols.145 observaron una 

relación entre los niveles de CD44 y las recidivas locales de CEL en estadios tempranos 

tratados con radioterapia. Linge y cols.146 también encontraron relación entre la expresión de 

CD44 y el control locorregional de tumores de cavidad oral, orofaringe e hipofaringe 

negativos para el VPH. En su estudio, los pacientes tratados con cirugía y ausencia de 

expresión de CD44 mostraban mejores tasas de control locorregional que aquellos con 

expresión de CD44.  

En nuestra serie ni la expresión de NANOG ni la de SOX2 se relacionaba con la 

supervivencia libre de enfermedad en el conjunto de pacientes incluidos en la serie. Al 



Discusión 

 114 

analizar por separado los tumores de faringe y de laringe, tampoco se observa una relación 

entre la expresión de los factores de pluripotencialidad y la recidiva tumoral. Sin embargo, 

al estudiar el impacto de NANOG y de SOX2 en función de la presencia de metástasis 

ganglionares, el grupo de pacientes que las presentaba (N+) mostraban una evolución 

diferente en base a la expresión de NANOG, no así en función de la expresión de SOX2. En 

los pacientes N+ la expresión de NANOG en el tumor primario se relacionaba con menor 

tasa de recidiva de la enfermedad. Esta relación puede ser una de las razones por la que, 

como se ha comentado previamente, los pacientes con expresión de NANOG mostrasen 

mejores tasas de supervivencia en pacientes N+, ya que la recidiva locorregional es una de 

las principales causas de mortalidad en pacientes con CECC.  

5.2.2 Relación de la expresión de factores de pluripotencialidad con las metástasis 

ganglionares 

El papel de las células madre tumorales en la invasión y metástasis es considerado 

fundamental ya que son las células capaces de iniciar el desarrollo tumoral en localizaciones 

distantes al tumor primario. Entre los fenómenos de invasión y metástasis, se han atribuido 

a las gemaciones tumorales (tumor budding) propiedades de CSC147. El grupo de Luo148 

encontró expresión elevada de ALDH1 en las células de gemación tumoral, proponiendo que 

esas células tendrían las capacidades de invasión y metástasis de las CSC. Marangon Junior 

y cols.149 observaron una mayor expresión de ALDH1 en la zona de gemación de CECO 

respecto a otras áreas del tumor. También se ha relacionado la sobreexpresión de CD44 con 

la gemación en CECO150. 

Varias moléculas han sido valoradas como posibles marcadores de metástasis ganglionares, 

entre ellas algunas están relacionadas con proliferación (Ciclina D1), con adhesión celular 

(E-caherina, CD44, Ep-CAM), con proteólisis (MMPs, Catepsina-D, TIMPs, colágeno tipo 

IV), con migración celular (TEM) o con angiogénesis (VEGF, MVD)151. Existen otros 

biomarcadores que también se han relacionado con las metástasis ganglionares, como la 

Caspasa 3152. En tumores de estirpe escamosa, se ha demostrado que FAK y LLT1 son 

factores de riesgo de metástasis ganglionares en carcinomas escamosos cutáneos153,154. En 

CECC, la amplificación de la región 11q13 se ha relacionado con la presencia de metástasis 

ganglionares y peor pronóstico en CEH155. También la expresión de E-cadherina y CD44v6 

se relacionaba con metástasis ganglionares y peor pronóstico en CEL156. Además, la 
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expresión conjunta de FAK y E-Cadherina sería predictor independiente de metástasis 

ganglionares en CEL157. 

Entre los factores de pluripotencialidad estudiados en CECC, Michifuri y cols.158 asociaron 

por primera vez la expresión de ALDH1 con metástasis ganglionares en CECO. En su 

estudio analizaron también la expresión de SOX2, definiendo un patrón de tinción periférica 

y un patrón difuso. Este último patrón de expresión de SOX2 también se relacionaba de 

forma significativa con la presencia de metástasis ganglionares. Además, encontraron 

expresión de ALDH1 en las metástasis ganglionares con mayor frecuencia que en los 

tumores primarios. Posteriormente, Huang y cols.159 analizaron la expresión de ALDH1, 

CD44, OCT4 y SOX2 en 66 carcinomas escamosos de lengua, sin encontrar relación de la 

expresión de estos factores con la presencia de metástasis ganglionares. Mannelli y cols.160 

estudiaron el papel de CD44 en la TEM y las metástasis ganglionares. También encontraron 

relación entre la expresión de CD133 y las metástasis ganglionares, aunque analizaron un 

pequeño número de pacientes (29 pacientes de los cuales expresaban CD133 sólo 3, que 

presentaban metástasis ganglionares). Ante el bajo número de tumores que presentan 

expresión de CD133, Yu y Cirillo161 plantean que sólo esté presente en determinadas 

metástasis ganglionares. 

Habu y cols.94 demostraron que el papel de OCT3/4 y/o NANOG en el tumor primario era 

un predictor de alto riesgo de metástasis ganglionares. En el meta-análisis de Zhao133, la 

expresión de NANOG se relacionaba con las metástasis ganglionares (OR = 2,59; IC 95% 

1,50 – 4,47, P = 0,001), así como con peor diferenciación histológica y estadios TNM más 

avanzados.  

SOX2 participa en la pluripotencialidad de las células tumorales, y su expresión se ha 

asociado con la de CD44 y ALDH1, los cuales se han correlacionado con la presencia de 

metástasis en carcinomas escamosos de cavidad oral120. Qiao y cols.121 estudiaron la 

expresión de OCT4 y SOX2 en 116 pacientes con CECO. Encontraron co-expresión de 

ambos factores en los tumores primarios en mayor proporción (33%) que la ausencia/baja 

expresión (9%). En los 46 casos con metástasis ganglionares, SOX2 se expresaba en todos 

los tumores primarios (en solitario o junto con OCT4). Sin embargo, en las metástasis 

ganglionares el patrón de expresión cambiaba: en tumores con patrón de co-expresión 

OCT4-SOX2 las metástasis ganglionares no mostraban expresión de estos factores.  
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En nuestra serie, la expresión de NANOG es más frecuente en los tumores con metástasis 

ganglionares (N+), mientras que no se observa una relación entre la expresión de SOX2 y la 

presencia de afectación ganglionar. Como vimos, la expresión de NANOG se asocia a mejor 

supervivencia en el conjunto de los pacientes incluidos. Pero al analizar el impacto de la 

expresión de NANOG en el grupo de pacientes sin metástasis ganglionares (N0) y en el 

grupo de pacientes con ellas (N+), se observa un efecto diferencial. Es en el grupo de 

pacientes N+ aquel en el que la expresión de NANOG se relaciona con mejor pronóstico, 

mientras que en los pacientes N0 las diferencias en base a la expresión de NANOG no son 

estadísticamente significativas, aunque el grupo con expresión positiva también tiene 

mejores tasas de supervivencia. Por el contrario, este papel diferencial no lo observamos con 

la expresión de SOX2. Con el análisis computacional de la expresión del ARNm de NANOG 

en 424 pacientes con CECC a partir de los datos del TCGA, encontramos que la expresión 

elevada se relacionaba con peor pronóstico en los pacientes N0. Sin embargo, en los 

pacientes N+ la expresión elevada de NANOG se correlacionaba de forma significativa con 

mejor supervivencia global, validando los resultados de nuestro trabajo. En esta cohorte, se 

observan unos resultados análogos en base a la expresión de SOX2, con diferencias 

significativas entre los pacientes N0 y los pacientes N+. Además, en esta cohorte la relación 

entre NANOG o SOX2 y mejor supervivencia es más robusta a medida que aumenta el 

estadio N, lo que refuerza el hallazgo realizado en nuestro trabajo. 

5.2.3 Relación de la expresión de factores de pluripotencialidad con la localización 

del tumor 

Se han publicado múltiples trabajos sobre las células madre tumorales y la expresión de 

factores de pluripotencialidad en CECC, pero un gran número de ellos estudian únicamente 

tumores de cavidad oral. En nuestro trabajo incluimos carcinomas escamosos de orofaringe, 

hipofaringe y laringe. En ninguna de las localizaciones encontramos expresión de OCT4. La 

expresión de NANOG se encontraba de forma más frecuente en los tumores de hipofaringe 

y la de SOX2 en los de laringe. Por otro lado, el impacto de la expresión de NANOG y la 

co-expresión NANOG-SOX2 difieren entre los carcinomas de faringe y los de laringe. 

5.2.3.1 Orofaringe e hipofaringe 

Diversos trabajos han estudiado las alteraciones moleculares que presentan los carcinomas 

escamosos de orofaringe e hipofaringe. En los tumores de orofaringe ha adquirido gran 
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importancia su relación con el VPH, dado el diferente comportamiento biológico que 

muestran los tumores relacionados con este virus. En algunos países como Estados Unidos, 

las tasas de CEO relacionados con el VPH superan el 70%63, mientras que en regiones como 

el norte de España no alcanzan el 10%68. Por otra parte, se ha demostrado integración del 

VPH en tasas marcadamente inferiores en los CEH, pero algunas series publicadas lo sitúan 

hasta en un 29% de estos tumores155. La integración del VPH en estos tumores se asocia con 

cambios en la expresión de proteínas del ciclo celular como p16, EGFR o survivina111. La 

sobreexpresión de EGFR se estableció como un biomarcador pronóstico independiente que 

se correlaciona con peor pronóstico y estadio tumoral avanzado162,163. En CEO también se 

ha observado sobreexpresión de ligandos de EGFR, asociándose con peor pronóstico164. Sin 

embargo, los tumores VPH+/p16+ tienen una expresión descendida de EGFR, presentando 

mejores SLE y SG165. Además, los CEO VPH negativos muestran niveles elevados de 

Ciclina D1 (CCND1), lo que se asocia con peor pronóstico166,167. Por su parte, en los CEH 

se encuentra con frecuencia amplificación de la región 11q13 y pérdida de heterocigosidad 

del locus de p53, así como otras alteraciones menos frecuentes como la amplificación de los 

oncogenes MYC y ERBB1 o la pérdida de heteocigosidad de NAT2155. La amplificación de 

genes como MYC, ERBB o los del amplicon de 11q13 (CCND1, FGF3, FGF4 y EMS1) se 

han relacionado con localización de CECC en hipofaringe168–170. Dada la clara influencia en 

el pronóstico del VPH y la baja frecuencia en los tumores de nuestra serie, fueron descartados 

aquellos en los que se demostró la integración del ADN del virus, para evitar posibles sesgos 

en el análisis de la influencia de los factores de pluripotencialidad en estos tumores. 

En lo relativo a factores de pluripotencialidad, la expresión de CD44 en carcinomas 

escamosos de cavidad oral y de orofaringe se ha relacionado con peor pronóstico. Kokko y 

cols.171 analizaron el papel de las CSC en CECC realizando un estudio de la expresión de 

CD44 por IHQ, incluyendo carcinomas de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe. 

En base a sus resultados, la expresión intensa de CD44 se relacionaba con peor 

supervivencia. Al realizar el análisis por localización del tumor, agruparon 37 tumores de 

oro e hipofaringe, en los cuales la expresión intensa de CD44 se relacionaba de forma 

significativa con menor supervivencia. De Moraes y cols.172 estudiaron la expresión de 

varios marcadores de células madre tumorales mediante IHQ en carcinomas escamosos de 

cavidad oral y orofaringe (ALDH1, CD24, CD44, CD133 y CD29). La expresión negativa 

de ALDH1 se asociaba con los tumores que asentaban en cavidad oral, pero no encontraron 
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otras relaciones significativas entre la expresión del resto de factores y la localización del 

tumor. La expresión de CD44 se asociaba con peor supervivencia, pero sin alcanzar 

diferencias estadísticamente significativas.  

Los CEH son los tumores de peor pronóstico en cuanto a las localizaciones estudiadas en 

este trabajo. A pesar de su proximidad anatómica con la laringe, los tumores que se originan 

en esta área presentan un comportamiento mucho más agresivo. Ge y cols.118 estudiaron la 

relación entre la expresión de OCT4 y SOX2, las características clínico-patológicas y el 

pronóstico de 85 pacientes con CEH, analizando dicha expresión mediante IHQ. Según sus 

resultados, OCT4 era un factor predictivo de mejor supervivencia global y se relacionaba 

con el control loco-regional de la enfermedad. SOX2 no se correlacionaba de forma 

independiente con la supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad ni el control 

loco-regional. Sin embargo, al analizar la expresión conjunta de OCT4 y SOX2, los autores 

encontraron que los pacientes dobles positivos tenían mejor pronóstico. Nuestros resultados 

también muestran un papel limitado de SOX2 como factor predictivo independiente en la 

evolución de los pacientes, pero su análisis conjunto, en nuestro caso con NANOG, sí 

constituye un factor pronóstico de relevancia clínica significativa en tumores de oro e 

hipofaringe. González-Márquez y cols.103 también encontraron mayores tasas de 

supervivencia global y libre de enfermedad en los pacientes con CEH que expresaban SOX2, 

pero la diferencia con aquellos en que la expresión era negativa no era significativa.  

5.2.3.2 Laringe 

Los marcadores de células madre tumorales más estudiados en CEL han sido la expresión 

de CD44 y de CD133, y la actividad de ALDH173. Sin embargo, la influencia de estos 

marcadores en la progresión del CEL aún plantea diversas incógnitas.  

La expresión intensa de CD44 se ha relacionado con peor pronóstico171. El grupo de Suer174 

estudió la presencia de células madre tumorales en piezas de resección de laringectomía, 

utilizando como marcador CD133. En esas células analizaron la expresión de diferentes 

factores de pluripotencialidad por RT-PCR cuantitativa, encontrando dicha expresión 

elevada para SOX2, OCT y KLF4, así como de ABCG2 y CXCR4, lo que relacionan con 

quimiorresitencia en este tipo tumoral. 

Wei y cols.175 estudiaron la capacidad de CSC de carcinoma de laringe humano de formar 

clones in vitro, su capacidad de invasión y la resistencia a tratamientos, seleccionando dichas 
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células mediante citometría de flujo utilizando como marcador CD133. Estas células 

presentaban resistencia a paclitaxel e índices bajos de reducción de la proliferación en 

respuesta a la radioterapia. Además, presentaban capacidades de migración e invasión 

significativamente mayores respecto a las células que no expresaban CD133. Estas células 

también presentaban potenciadas sus propiedades antiapoptóticas y de auto-renovación, 

mediante la activación de las vías Hedgehog, Wnt y Bmi-I. 

González-Márquez y cols.103 estudiaron el papel de SOX2 en 67 CEL, sin encontrar 

diferencias significativas en supervivencia global y libre de enfermedad entre los que 

expresaban SOX2 y los que presentaban expresión negativa.   

En nuestro trabajo, el comportamiento de los CEL difiere de forma relevante respecto al de 

los carcinomas faríngeos. Mientras que en los tumores de faringe incluidos la expresión de 

NANOG y SOX2 se relaciona con mejor pronóstico de los pacientes, dicha tendencia no se 

observa en los tumores de laringe. Estos resultados están en consonancia con trabajos previos 

sobre biomarcadores en CECC. Hermida-Prado y cols.176 analizaron el impacto de la 

expresión de SRC, un proto-oncogén implicado en diferentes vías tumorigénicas,  en el 

pronóstico de pacientes con CECC. Sus resultados muestran una diferencia clara en el 

impacto clínico de la expresión de la forma activa de SRC en la supervivencia según la 

localización del tumor. La expresión de la forma activa de SRC se relaciona de forma 

significativa con menores tasas de supervivencia específica de enfermedad en los tumores 

laríngeos, mientras que en los faríngeos no muestra esa capacidad predictiva. En el mismo 

sentido, sus resultados también muestran que la expresión de la forma fosforilada, p-SRC 

(Tyr419), y dos de sus sustratos, FAK y ASAP1, se relacionan de forma específica con peor 

pronóstico en tumores de laringe. Rodrigo y cols.177 analizaron la amplificación de los genes 

de la cortactina (CTTN) y de la ciclina D1 (CCND1), ambos situados en la región 11q13. La 

amplificación de CTTN se encontraba con más frecuencia en tumores faríngeos, que tienen 

en principio un peor pronóstico. Sin embargo, la amplificación de CTTN tenía un mayor 

impacto en el pronóstico y supervivencia de los pacientes con tumores laríngeos. 

Posteriormente estudiaron la amplificación de estos genes junto con el de la Anoctamina-1 

(ANO1), también localizado en 11q13, y su relación con la infección del VPH. La 

amplificación de estos genes estaba presente de forma significativa en los tumores no 

relacionados con el VPH, asociándose con peor pronóstico. En concreto, la expresión 

proteica de ANO1 se relaciona con mejor SEE en CEO en comparación con tumores de 
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hipofaringe y laringe123. En el mismo sentido, los trabajos de Rodrigo y cols.156,178  

mostraban que la expresión disminuida de las moléculas de membrana E-cadherina y 

CD44v6 se correlacionaba con metástasis ganglionares en tumores de laringe, pero no en los 

de faringe. La expresión disminuida de E-cadherina, CD44v6 y CD44s en tumores de laringe 

se relacionaba con peor pronóstico, mientras que los resultados no mostraban esta tendencia 

en los de faringe. Todos estos trabajos confirman que es un hecho frecuente que diversas 

alteraciones moleculares tengan diferentes implicaciones pronósticas según la localización 

tumoral, lo cual obliga a tener en cuenta esta circunstancia cuando se hacen estudios sobre 

posibles biomarcadores pronósticos.  
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6 CONCLUSIONES 
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En base a los resultados previamente presentados en este trabajo, podemos establecer las 

siguientes conclusiones: 

1. NANOG y SOX2 se expresan en las etapas iniciales de la carcinogénesis laríngea 

teniendo un papel relevante en la transformación maligna de lesiones precursoras. 

Dicha expresión es específica de las lesiones premalignas, ya que no está presente en 

el epitelio normal adyacente. 

2. NANOG y SOX2 tienen un papel potencial como marcadores del riesgo de 

progresión de las lesiones premalignas de laringe a carcinomas invasivos. 

3. NANOG y SOX2 se expresan con frecuencia en carcinomas escamosos de cabeza y 

cuello. NANOG se expresa con más frecuencia en los carcinomas escamosos de 

hipofaringe y SOX2 en los de laringe. 

4. NANOG se expresa con mayor frecuencia en pacientes con carcinomas escamosos 

de cabeza y cuello que presentan metástasis ganglionares. 

5. Los casos con expresión de NANOG tienen una menor probabilidad de recidiva 

tumoral y mayor supervivencia, pero en el análisis estratificado se observa que esta 

asociación sólo ocurre en los pacientes con metástasis ganglionares y en los que 

tienen localización faríngea (orofaringe-hipofaringe). 

6. La co-expresión de NANOG y SOX2 en carcinomas escamosos de cabeza y cuello 

tiene mayor capacidad pronóstica de la supervivencia de los pacientes que ambos 

marcadores aisladamente, siendo también esta asociación con mejor pronóstico 

específica para los tumores de localización faríngea (orofaringe-hipofaringe).  
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